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1. Bevezetés

Napjainkban Magyarorszagon az orofacidlis malignus daganatok morbiditasi és
mortalitasi adatai folyamatosan romlo tendenciat mutatnak, ami feltétlen gondolkodasra
és cselekvésre serkenti az ebben a szakdgban dolgozd kutaté és gydgyitd orvosokat.
Gyakorlé orvosi munkank soran felmeril a kérdés, hogy mi az oka ennek a jelenségnek,
mivel lehetne a betegek szamat, de legalabb az elvaltozasok sulyossagat csdkkenteni.
Tovabb rontjia a mutatokat, hogy egyre fiatalabb nemzedék érintett a
megbetegedésekben. Sajat klinikai tapasztalataik alapjan lathatjuk, hogy ma maéar
mindennapos dolog a dohanyzas és az alkoholfogyasztas az altalanos iskolas gyermekek
kozott is.
A PhD értekezés kérdésfeltevése ebbdl a gondolathdl fakadt: szikség lehet egy
modszerre, ami a daganatok nagyon korai diagnosztikajara alkalmas.

Az 1. 4bran a nyelv nehezen lathato, lateralis felszinén lévd leukoplakiat
abrazoltunk. Ez az elvaltozds rakmegel6z6 allapot, az esetek 5-10%-ban szjlregi

daganat fejlédik beldle.
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1. &bra: Leukolpéakia



1.1. Epidemioldgiai adatok

Vildgszerte évi 500 000 Uj megbetegedést mutatnak a szajuregi lapham eredetd
rakokrol szol6 statisztikai adatok, a WHO 2011 évben hozzaférhet6 adatai szerint a
vilhigban az ajak és szajuregi daganatok incidenciaja 2008-ban 263.020 Ujonnan
felfedezett beteget (ASR 3.8), mortalitasa pedig 127.654 esetszamot (ASR 1.9) jelent
(GLOBOCAN 2008 Section of Cancer Information).

Hazankban a hat leggyakoribb kiemelt halaloki csoport kozil a kardiovaszkularis
eredetd utan masodikként a daganatok okozta halalozas szerepel. Eurépaban
Magyarorszag az elsé helyen éll a férfiak 6sszes daganatos halalozasi aranyéat illetéen, a
néknél pedig a masodik helyezett [37,38]. A daganatos halalozasi arany egyre névekszik,
1965 és 1990 kozott az 6sszes daganatos mortalitas haromszorosara novekedett [48], a
szajuregi daganatok mortalitdsa pedig 1965 és 2000 kozott az 6tszérosére nétt [3].

Magyarorszagon napjainkban kb. 300 ezer daganatos beteg él (az 0©sszes
lokalizaciot tekintve) és kb. évente 30 ezer halaleset fordul elé daganatos megbetegedés
miatt. Ez 10%-kal jobb az el6z6 éveknél, ez a nagyfoku javulas azonban valdszin(
latszolagos, az adatfeldolgozas automatizalasabol kovetkezhet. [30]

Eurépadban évré6l évre emelkedik az (j daganatos megbetegedések
eléfordulasanak gyakorisaga, 2005-ben 3,2 milli6 0j daganatos megbetegedést
diagnosztizaltak, ami 300 ezerrel tobb, mint az el6zé évben volt. Magyarorszagon — a
haziorvosok nyilvantartdsa szerint — 1999 és 2005 kdzott mindkét nem esetében 30
szazalék koruli névekedés mutathato ki. [56] Az 1. tAblazatban kilénb6z6 lokalizaciokban
eléfordulé daganatok halalozasi aranya lathatdo egy kordbbi felmérés adatai szerint. A
tablazat zarojelben lévé szamai Magyarorszag akkori helyét jelzik az orszagok kozotti

sorrendben.

1.tablazat: A rosszindulatt daganatok halalozasi aranya (100 000 lakosra) kulénb6zé

lokalizaciokban, 46 orszagban, 1992-1995 kdzott készilt felmérésben.[37]

A CARCINOMA LOKALIZACIOJA |FERFI NO

Tudé és bronchus 84,0 (1) 17,9 (5)
Vastag és vegbél 32,0 (2) 19,0 (1)
EmI6 23,9 (8)
Gyomor 22,1 (14) 5,0 (8)
Sz4jureg és garat 18,5 (1) 2,4 (1)
Prostata 15,5 (16)

Leukaemia 7,2 (2) 4,7 (1)
Méh 11,3 (8)




A kllénb6zd lokalizacioju tumorok halalozasi adatait illetéen riasztd a helyzet
mindkét nem szajuregi daganatainal. Magyarorszag az eurOpai orszagok kozott
mortalitAsban az elsé helyen all mindkét nem esetében egyarant. Mortalitasban és
incidenciaban, valamint az esetszamok ndvekedési dinamikajaban is eurdpai listavezeték
vagyunk [30]. A 2. tdblazatban piros szinnel jeloltik a szajiuregi rakok mortalitdsanak
feltnéen magas névekményét az 1975-0s és 1999-es értékek kozott, valamint a

novekmeény tovabbi valtozasait a 2004-es évig.

2. tAblazat: 6 nagy haldlozasi gyakorisagu rosszindulati daganat mortalitdsanak
novekedési dinamikaja 1975, 1999 és 2004 kozott Magyarorszagon [30].

Daganat esetszdm  novekmény ndvekmeény valtozas 2004-ig
Lokalizacio 1975 1999 % %

1 ajak- és szajlireg 462 1608 250 +15

2 légcsod, horgd, tudd 4169 7883 89 +9

3 vastagbél, végbél 3025 4912 62 +2

4 pancreas 1076 1562 45 +11

5 emlé 1650 2381 44 -6

6 prosztata 1196 1387 16 -9

A 3. tablazatban kivonatoltuk a KSH adatait, miszerint a szajiuregi daganatos halalozasi
idésoraiban az adatgydjtés korai id6szakdhoz képest az esetszamok riaszté ndvekedése
észlelhetd. Az elmult években itt is lathaté egy latszolagos stagnalas, ez azonban

valdszin(lileg az adatfelvétel standardizaciéja miatt lathat6. [22, 30]

3. tablazat: Szajuregi daganat, mint a halal oka 1975-ben, 2001-ben és 2004-ben
Magyarorszagon. [22, 30]

Ev Férfiak esetszama N 6k esetszama
1975 383 79
2001 1432 305
2004 1416 274

A szervezet kilonb6z6 terlleteire lokalizalodé malignomak kézll a szajuregi daganatok -

a gyomor, a tudé, az emlé, a vastagbél és a cervix carcinomak utan - gyakorisagi
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sorrendben a fejlett orszagokban a hatodik, a fejlédé orszagokban a harmadik helyen
allnak. Europaban az 0sszes carcinomak 1-5 szazalékat, az Amerikai Egyesult
Allamokban 4 szézalékat teszik ki, Magyarorszagon az ésszes malignus tumorok mintegy
5 szazaléka a szajuregre lokalizalodik [4] . Egyéb kutatdsokban is fellelheté adatok
szerint Magyarorszagon az elmult 32 évben a fej-nyak terileti rak miatti mortalitas 387%-
kal emelkedett [13].

A sz§jiregi daganat alatt ez esetben a betegségek nemzetkdzi osztalyozasa
(BNO) szerint az ajak, a szajureg és a garat C00-C14 kodszamokkal jelolt
malignus daganatait értjuk.

Hazankban a Nemzeti Rakregiszter az incidencia, a Kdzponti Statisztikai Hivatal
pedig a mortalitds adatait rogziti. A két adatbazis szerint 2005-ben 3895 volt az Gjonnan
diagnosztizalt szajuregi daganatos beteg, és 1567 halaleset tortént. 2007-ben 1292
szajuregi daganatos férfi és 289 nd halalat regisztraltak. 2008-ban 1651 halaleset tortént.
A Nemzeti Rakregiszter hozzaférhetd adatai szerint a 2008-as, 2009-es és 2010-es
évben Magyarorszagon az Ujonnan felfedezett daganatok szamat (mindkét nem adatait

0sszesitve) a 4. tAblazatban szemléltettik:

4. tablazat: Szajuregi daganatok incidenciaja, a kulonb6zé kddjeld diagnosztizalt és

bejelentett daganatok esetszamai

2008 2009 2010

ffi né ffi né ffi né
C00 | Az ajak rosszindulatu d. 170 80 162 97 127 102
COo1 A nyelvgydk rosszindulatd d. 288 73 249 61 286 60
C02 | Anyelv e.k.m.n. rid. 249 89 223 67 258 73
C03 | Afoginy rosszindulatu d. 49 37 50 34 51 29
C04 | A szajfenék rosszindulati d. 187 73 179 51 181 52
C05 | A szdjpad rosszindulatu d. 87 58 83 57 104 57
C06 | A szdj egyéb részeinek ri.d. 72 48 44 47 71 40
C07 | Aflltdmirigy ri. d. 920 68 100 83 84 76
C08 E.k.m.n.nagy nydlmirigyek ri.d. 39 44 33 38 41 28
C09 | A mandula rosszindulatu d. 199 47 189 61 208 52
C10 | A szdjgarat rosszindulati d. 378 101 383 84 341 109
C11 | Az orrgarat rosszindulatu d. 94 35 66 44 69 37
C12 | Akdrte formaju bl ri.d.(sinus 42 4 47 9 51 15
C13 | Azalgaratri.d. 569 98 586 86 540 85
C14 | Ajak,szdjir.és garat k.m.n.r.ri. 233 80 270 85 287 83




1.2. A korai diagnozis jelentésége

A szj-garatiregi rdakok magas mortalitasanak egyik oka, hogy a betegek a
daganat késéi stadiumaban keriilnek észlelésre, és kezelésre, pedig az otéves tulélés
lehetésége a daganat lokalizalt formajaban relative kedvezd. Az USA Nemzeti Rak
Intézetének statisztikai szerint a szajuregre lokalizalt tumorok esetében 82%, regionalis
metastasis esetén 45%, tavoli metastasisok esetében 21% az 06téves tulélés aranya
[68,75]. A szajuregi daganatok tovabbi jellemzdje, hogy a recidivak viszonylag koran, 1-2
even belll kialakulnak, a daganat esetleges gyogyulasa utan 5-10 évvel késébb, 5-20%-
ban viszont masodik primer tumor kifejlédésével kell szamolni. [75]

Mivel ismert tény, hogy korai diagndzis esetén a szajuregi daganatok nagy része
gyogyithato, és a tulélési arany jelentdsen javithato, indokolt a kérdés, hogyan lehetne a
korabban felvazolt helyzeten valtoztatni [81].

A Népjoléti Minisztérium 1996-ban kiadott egy 48/1996. (XII. 17.) NM 2. § szdmu
rendeletet, amelyben a szajureg és a maxillo-facialis régio szlrdvizsgalatat kotelezévé
tették a fogaszati rendelésen megjelend betegek szamara. A jelenleg is érvényben 1évd
stomato-onkologiai modszertani levél (1997) [1] célja volt, hogy a korai diagnodzist
elésegitse, azon meggondolas alapjan, hogy az orszag lakossaganak tilnyomé tébbsége
fogaszati kezelés kapcsan a fogorvosnal el6bb-utébb megfordul. Ez a feltételezés
azonban nem valt be, mivel nagy populacios mintan veégzett vizsgalatok szerint az orszag
lakossaganak mintegy 5-10 széazaléka soha, 50 szazaléka csak erés fogfajas esetén
keresi fel a fogorvost [4]. Ezaltal a szajureqi, illetve a maxillo-facialis régié daganatainak
korai diagnosztikaja nem val6sult meg, a tumoros esetek felét - kétharmadat késén
diagnosztizaltak, és észlelésik idején mar irreszekabilis allapotban voltak. A korabbi
modszertani levél mellett napjainkban az Onkoterapias Protokoll cimd konyv tartalmazza
a kovetend6 irdnyelveket. [30]

Ezek a rendelkezések azonban nem tudnak valtoztatni azon, hogy a magyar
lakossag szajhigiénéje és fogaszati egészségtudata igen alacsony szintl, és a lakossag
50-90 szazaléka nem keresi fel rendszeresen fogorvosat, éppen a carcinoma kialakulas
szempontjabol legveszélyeztetettebb rétegek nem jutnak el évekig fogorvoshoz. A szdj-
garatiregi daganatok rendkivil magas hazai haland6saganak oka elsésorban a késoéi

diagnodzis, melynek okait a kbvetkezékben kereshetjik:



- a személyi feltételek (kelléen jartas szakemberek) hianya,

- a rakmegeldz6 allapot megitélésének hianya [68],

- a daganatok gyors névekedése (az évenkénti szlirévizsgalat nem elegend®),

- a veszélyeztetett populacié tdjékozatlansaga és megkdzelitésének nehézsége,
- a fogorvosi szlrévizsgalatok hianya illetve nem kellé alapossaga (alapos szlrés

elmaradasa, fogorvoshoz nem-jaras)

1.3. Az etioldgiai faktorok jelentésége
1.3.1. Dohanyzas

A legfontosabb oki tényezé a dohanyzas. Tudva, hogy a dohanyzas egy masik,
népegeéeszsegugyi szempontbdl szintén ,elékelé” helyen levé tumornak, a tidédaganatnak
is 6 rizikdtényezdje, kulondsen riasztd adatok keriltek napviladgra. Mig 2000-2003 k&zott
az altaldnos daganatos mortalitds emelkedése csokkent, szinte a stagnalt, addig a néi
tudérakok toretlen emelkedést mutattak [46], €s mutatnak azoéta is [30]. Kiterjedt hazai és
nemzetkozi irodalma van a daganatos betegségek (ezen bellil a tid6é és a szajlreg
daganatai) és a dohanyzas kozotti 6sszefiiggéseknek, de valamennyi vizsgalat és mérés
k6zbsen azt a konklaziét vonja le, hogy a dohanyfogyasztas minden forméja alapveté

koroka az oralis, és mas lokalizacidju rakok kialakulasanak [28].

1.3.2. Alkoholfogyasztas

A kovetkez6, szintén alapvet6 etiologiai tényezé az alkoholfogyasztas minden formaja. A
hazankban sajnos jellemzé alkoholfogyasztasi szokasok kedveznek a daganatok
kialakulasanak. Fontos az elfogyasztott alkohol minésége: Magyarorszagon jellemzé a
tomény szeszes italok és a soOr ivasa. Az italok mennyisége sem elhanyagolhato, a
paraméterként is felhasznalhaté ,egyszerre elfogyasztott mennyiség” Magyarorszagon
0.47 dl/férfi és 0.25 dI/né.

Szembetliné korrelacié figyelheté meg a majcirrézisos halalozas és a szajlregi
daganatok okozta haladlozas magyarorszagi tertileti megoszlasaban [48].

Mindezek alapjan feltételezhetjiuk, hogy a két betegség kialakuldsa hasonlé oki

tényezékkel magyarazhato.
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1.3.3. Rossz szalhygiéne

A rossz szajhygiéne dnmagaban is mechanikai irritativ tényez6 (karieszes fogak, torott
gyokerek, elégtelen fogmivek, fogké és plakk akkumulacio). Kutatasok szerint a plakk
baktériumok képesek az alkoholbdl acetaldehid eléallitasara, ami jelentds kémiai
karcinogén hatassal bir [48].

Feltehetéen a fentebb felsorolt oki tényezék dnmagukban is, de egyuttes fennallasuk
esetén nem egyszerden szummalddva, hanem multiplikadlodva képesek a daganatos

folyamatok iniciacigjat illetve progresszigjat elésegiteni.

1.3.4. Virusok

Egyre tobb tanulmany foglalkozik a daganatok viralis eredetével. Ma mar jol ismert az un.
onkogén virusok csoportja (pl.. HPV, EBV, HCV, adenovirusok, HV6). lgen nagy
populaciékon mért eredmények mutatjak, hogy a fejlett orszagokban a dohanyzas és az
Onpusztitd életmdd visszaszorulasaval csokkennie kellene a daganatos morbiditasnak és
mortalitasnak, ezzel ellentétben az adatok legfeljebb stagnalast mutatnak. Ez a virusos
eredet(i, vagy mas korokozok &ltal okozott daganatokra tereli a figyelmet. A nemzetkozi
szakirodalom igen kiterjedten vizsgélja a problémat, szamos tudomanyos publikacié jelent
meg ebben a témaban. Szignifikans 6sszeflggéest mutattak ki a HPV virusok vagy virus
ellenes antitestek jelenléte és a szajuregi daganatok kifejlédése kozott [5,26,61,20]. Mas
tanulmanyok szerint a HPV, az EBV ill. a JCV egyittes vagy kilén jelenléte
Osszefliggésbe hozhaté a ham eredeti szajuregi daganatokkal. Tébb virus infekcié illetve

a HIV pozitivitas fennéllasa emeli a malignus szajuregi daganatok kifejlédését [12].

1.3.5. Alultaplaltsag

A felszivodasi zavarok kb 10-15 %-ban lehetnek a sz§juregi daganatok okai [54].
Tobbféle modon is kialakulhat egy szervezetben a malnutricios allapot: egyenes
kovetkezménye lehet az Onpusztitd életmdédnak, ami akar tudatos, akar a paciens
élethelyzetébdl adodhat. JOl ismert az alkoholistak alultaplalt allapota, amikor a szervezet
szamara szikséges tapanyagoknak csak igen kis része jut be. Ez tovabb rontja az

alkoholbeteg altalanos allapotat, fokozva a szajuregi daganat kialakulasanak rizikojat.

1.3.6. Immunszupressziv allapotok

Az immunrendszer kdrosodasa — akar betegség akar ,mellékhatas” miatt — okozhatja a
rosszindulati szajiregi daganatok kifejlédését. Nagyszamu populaciokon végzett
vizsgalatokbdl kiolvashatd, hogy pl. a vesetranszplantacio utani allapot rizikofaktora a

sz§juregi daganatoknak [24]. Esetbemutatasban taldlhatd példa az immunszupresszio
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talajan kialakult OHL, ami rakmegel6z6 allapot [64]. A Crohn-betegség miatti ledalt
immunrendszer és a szajuregi daganat k6zott szintén talalhatunk 6sszefliggést [76].
AIDS betegek kezelése utan késéi kdvetkezményként irtdk le bizonyos tumorféleségek

(kdztik a szgjuregi daganatok) szamanak névekedését [69].

1.3.7. Gombaés fert 6zések

Epidemiologiai vizsgalatban mutattak ki, hogy a Candida albicans mellett mas ritkabb
candida fajok, mint C. glabrata , C. tropicalis, C. krusei és C. parapsilosis is feleldsek
lehetnek az szajuregi daganatok kialakulasaban [7,66] . Tapasztalatok mutattak, hogy a

terbafine gombaellenes gyodgyszer gatolja a szajlregi daganatok névekedését. [10].

1.4. A prevencio lehetdéségei

1.4.1. Primer prevencio: a rizikofaktorok kikiiszébd  lése

A nemzetkdzi irodalom tapasztalatai szerint a dohanyzas és az alkoholfogyasztas hatasa
nem egyszerden szummalodik, hanem multiplik&lodik, egylttes hatasuk ezért fokozottan
karositja a szajuregi és garatszoveteket. Magyarorszag az 6sszes karosito tenyezd
vonatkozasaban a statisztikak élén jar, ami részben magyarazhatja a szaj és garattumorok
magas mortalitasat.

A primer prevencios tevékenység hatékonysaganak vitathatatlan bizonyitéka az USA
California allamaban lezajlott dohanyzasellenes kampany, amelynek soran az egy fére esé
cigaretta fogyasztas felére csokkent, és az ezt kdvetd években a tuddérak incidenciaja

mindkét nem esetében erésen csokkent, férfiaknal tébb mint 50 %-kal [47].

1.4.2. Szekunder prevenci6: a korai felismerést és  kezelésbe vételt jelenti.

A maxillofacialis tajék és a szajureg jol megkézelithetd lokalizaciot jelent: szemmel lathato
és kézzel tapinthaté. Elvileg tehat mind a daganatok mind a rakmegel6z6 1éziok és
allapotok mar kezdeti stddiumban, klinikailag jél felismerheték, kezelésbe

vehetdk, igy progresszidjuk jo eséllyel meggatolhato.

A szekunder prevencio hatékony eszkozét képezhetik a megfeleléen alkalmazott

stomatoonkoldgiai szlrévizsgalatok. Ezeket a kdvetkezé mddokon lehet elvégezni:
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1. teljes népességen vagy mintan végzett vizsgalatok: koltséges megoldas
klinikak, korhazak fekvd és jard betegeit érinté: nem célpopulacio
3. munkahely i (példaul ipari tzemekben végzett), killonésen azokon a
munkahelyeken, amelyek az epidemiologiai adatok szerint veszélyforrast
jelentenek: sporadikus
4. célcsoport okat (példaul hajléktalanokat) vizsgalo: nehezen szervezhetd
mas sz lrévizsgalatokhoz kapcsol6dd (multifazisos sz(irés): igéretes, kezdetleges
alkalmi, egyéni - az orvosi, illetve fogorvosi rendelében: ma mar kotelezd, de
kevés paciens érintett [3].
Mint a felsorolas mellett lathatd kritikakbdl kittnik, nehéz idedalis megoldast talalni,
napjainkban a magyar lakossag nem kielégité egészségtudata mellett legalabb az un.
rizikbpopulacio vizsgalata érdekében szinte ,az orvosnak kell a beteg utan kutatnia” [58].
A raforditas/hasznossag (cost/benefit) aranyt figyelembe véve Magyarorszagon a
felsorolas két utobbi médszerének megvaldsitasa ajanlhato [48,58,].
A prekancerozus léziok identifikdlasara leginkdbb klinikai mddszerek alkalmasak.
Kilonbdzé fogorvosi iskolak kialakitottak klinikai protokollokat, amelyek valamilyen uton
diagndzishoz vezetnek: j6 példa erre a DE OEC, Fogorvostudomanyi Kar, Arc- Allcsont
eés Szajsebészeti Tanszéken irt OTKA Palyazat, ahol a klinikai vizsgalat mellé jol
értékelheté kérdéivet is kidolgoztak. Nemzetkdzi irodalomban talalhatd leiras hasonlo
irAnyelveket mutat, nagy populdcié vizsgalata alapjan a leghatékonyabbnak a
megtekintést és tapintast tartjak. [6,62] .
A Klinikai modszerek mellett a laboratériumi analitikai modszerek is egyre tdbb
létjogosultsagot, valamint elismertséget élveznek napjainkban. Nagy elényiik az abszolat
objektivitds, a mérések standardizalhatésaga, relativ alacsony kéltsége.

A dolgozat targyat képez6é proteomikai vizsgalat kuléndsen alkalmas a nagy
ateresztéképességet igényld szlirdvizsgalatok elvégzésére, hiszen a mérdeszkodz akar
napi 6500 db mérésre ad lehetéséget. Non invaziv mddszerrel nyerhetd mintan célzott
peptid analizist végezhetink, ami a keresett fehérje minéségi kimutatasara alkalmas. A
vizsgalat konnyedén elvégezheté nagy populacion is, ideértve a kulonb6zé okokbdl

veszélyeztetett betegeket , vagy akar az egészségesnek tartott pacienseket is.
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2. ElIméleti hattér

A klasszikus sejtfunkciok, amelyek az emberi szervezet 6sszes sejtjére jellemzdek, a
kovetkezdk: ndvekedés és metabolizmus, Uj sejtek képzése, valamint a fehérje szintézis.
Ez utdbbi a sejt funkcidjatol, életciklusatol, pillanatnyi feladataitol fliggéen erdésen valtozik.
A sejt genomjaban, kdérnyezetében bedllt valtozasok véglegesen megvaltoztathatjak az
addig jellemzd fehérjeproduktumokat. Legismertebb és leginkabb kutatott sejt atalakulas
tipus a malignus transzformacidé, amely a sejt addigi proteoszintézisében is valtozasokat

mutat.

2.1. A sejtciklus Iépései

Az onreprodukcid az eukaridta sejtek alapvetd képessége. A sejt ndvekszik, megkettdzi
anyagait és genetikai informacioit, majd kettéosztodva a két utddsejt (lednysejt) kozott
osztja el ezeket. Mivel az utddsejtek is képesek az osztddasra, a folyamat ciklusosan
ismétlédhet. A sejtosztdédas veégetdl a kovetkezd sejtosztodas vegeig tartd iddészakot

nevezzik sejtciklusnak. (Id. Fliggelék: A sejtciklus lépéseinek részletes leirasa)
2.2. A sejtciklus szabalyozasa

Az utdbbi évtizedekben kiderilt, hogy a sejtciklus f6 szabalyozoéi olyan fehérjekomplexek,
amelyek egy katalitikus hatasu, €s egy regulator alegységbdl allnak. A katalitikus
alegységek un. fehérjekinazok, amelyek mas fehérjék egyes aminosav-molekulaihoz
foszfatcsoportot képesek kapcsolni, ezzel pedig megvaltoztatni e fehérjek aktivitasat. A
katalitikus alegységek mennyisége a sejtciklus soran normalis esetben nem valtozik, de
onmagukban alig mutatnak aktivitast. Ha azonban a regulator-alegységek (ciklinek) is
hozzajuk kotédnek, és kialakulnak a ciklin-dependens-kindzok (CDK), a komplexek
aktivitdsa mintegy tizezerszeresére novekszik.

Mind a ciklineknek, mind a ciklin-dependens-kinazoknak tobb formaja létezik. Egy-egy
konkrét ciklin és CDK 0sszekapcsoldédasa révén alakulnak ki a fent emlitett, a sejtciklus
szabalyozdsaban fészerepet jatsz6 fehérjekomplexek, amelyek kilénb6zé tipusai a
sejtciklus kilonbdzé pontjain fejtik ki hatasukat. Felépilésiket a ciklin mennyiségének
novekedése elézi meg, amely viszont altalaban valamilyen mas serkentd tényezének
(példaul névekedeési faktoroknak) az eredménye.

A kulonféle ciklin- és CDK-molekulakat kdodoldé gének onkogénként mikoédhetnek -
meghibasodasuk olyan folyamatokat indithat el, amely a sejtet tumorsejtté valtoztathatja.
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A feléepult fehérjekomplexek olyan biokémiai folyamatokat inditanak el, amelyek a
sejtciklus egy adott fazisabol a kovetkezdbe viszik at a sejtet. Alapvetd fontossagu, hogy
az egyes fazisok a megfelelé sorrendben kovetkezzenek, s a sejt csak akkor tudjon
atlépni egy kovetkezébe, ha az el6zé6t tokéletesen befejezte. Ellenkezé esetben a
genetikai anyag eloszlasaban zavarok Iéphetnek fel. Elveszhetnek kromoszémak vagy
kromoszomarészletek, vagy egyenlétlenil oszolhatnak el a két utddsejt kozott. A
tumorsejteknél gyakran jellemzék ilyen elvaltozasok.

Eppen ezért az eukariéta sejtekben olyan ellenérzé mechanizmusok fejlédtek ki, amelyek
meghatarozott pontokon - un. ellenérzé pontokon - ledllitjak a sejtciklust addig, amig az
el6z6 fazis eseményei tokéletesen be nem fejezdédtek. Az egyik ilyen példaul a G1
ellenérzési pont: ha a genetikai allomanyt karosodas éri, akkor a ciklin-dependens-
kinazokat gatl6 fehérjek megallitjak a sejtciklust, ami lehetéséget teremt a hibak
kijavitasara, miel6tt a DNS-allomany megkettézaédik. (llyenkor jutnak szerephez példaul a

daganatelnyomo fehérjék, koztik a kdzponti jelentéségu p53) [72, 32].

Kimutattak, hogy egyes emberi daganatokban a ciklin- és CDK-molekulak megndvekedett
szintje jellemz6. Méar folyamatban vannak olyan klinikai céld tudomanyos kisérletek,
amelyek a CDK-molekuldk sejtosztdédast szabalyoz6 pontos szerepét hivatottak leirni [72].

Klinikai jelentdségli a kérdés, hiszen a daganatgydgyszerek kutatasa kdzponti szerepet
jatszik a tudoményos kutatasokban. Bizonyos gyodgyszerkombinacidkkal mar elérték,
hogy a CDK4 enzim szupresszidjaval a vesedaganat sejtek ndvekedését gatoljak [65] .

Mas 0Osszefoglald tanulmanyban a CLL gydgyitasaban remélnek eredményeket a CDK

enzimek gatlasaval [23].
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2.3. Progenitor és maturalt sejtek kozaotti killonbségek
2.3.1. Maturalt sejt:

Erett sejt, vagyis életfolyamatai kiegyensulyozottak, a differenciacio végleg befejezédott,
a transzmembran anyagaramlas mindkét iranyban tobbé kevésbé kiegyensulyozott. A
fehérjeszintézis a sejt életciklusatdl figgden jellemzd, mérhetd és prognosztizalhatd. A
maturalt sejt jellemzéen GO, illetve hosszan elnyult G1 fazisban van leginkabb, ekkor
torténik a sejtben a specialis, funkcionalis fehérjék szintézise. A maturalt sejtek nem,

vagy csak specialis (megvaltozott) miliében képesek osztddni.

2.3.2. Progenitor sejt:

Az 6ssejtekhez hasonloan a progenitor sejtek is képesek specifikus differenciaciora, de
vellk ellentétben a progenitor sejtnek ,elére meghatarozott” céliranyos differencialédas a
feladata [15]. Az &ssejtek végtelen szamban képesek o0sztddni, a progenitor sejtek
osztodasi képessége ezzel szemben limitalt. Elnevezésilk néha mas: az &ssejteket
embrionalis éssejteknek, mig a progenitor sejteket felnéttkori éssejteknek is nevezik. A
progenitor sejtek f6 feladata egy kifejlett szervezetben a gyogyulasi, reparacios
mechanizmusokban van [44]. Az 5. tablazataban 6sszefoglaltuk a fent leirt sejttipusok
jellemzé tulajdonsagait.

5. tablazat: Ossejtek és progenitor sejtek tulajdonsagainak dsszehasonlitasa

Ossejt Progenitor sejt
Osztodas in vivo Végtelen szamu Limitalt
Osztédas in vitro Végtelen szamu Limitalt
Egi;%%ceiélédég Multipotens Unipotens, néha multipotens
S EEAE L] peessy Jellemzd Nem jellemzé

megtartasa

Eléri a maximalis sejtszamot a Kisebb sejtpopulacio is kepes

Sejtpopulacio differenciacio elétt differencialédni
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2.3.3. Tumorsejt:

Barmely tipusu sejt genomjaban torténhetnek olyan valtozdsok, amelyek az addig szoros
biokémiai kontroll alatt all6 sejtosztédast regulalatlannd teszik. Az ilyen sejtek ciklusa
jelentésen rovidul, szabalytalanna valik, megszinik a sejt addigi életére jellemzé
transzkripcié-transzlacié rend. Lényegesen kevesebb fehérjét szintetizalnak, és a
produkalt fehérjék eltérnek az addig jellemzd Osszetételtél. Valamennyi tumorsejt k6z6s
tulajdonsaga, hogy az irregularis osztédasok soran néhany jellemzé fehérjét tdbb-

kevesebb mennyiségben termelnek.

Ezen kulonbségek alapjan joggal feltételezhetjik, hogy a harom sejttipus (progenitor és
maturalt sejt, valamint a tumorsejt) mas jellegl fehérjéket termel, illetve mas—mas

fehérjék jelezhetik sejtcikluson belili helyzetiket

2.3.4. Tumormarkerek

Ezzel a gydjtéfogalommal azon agyagok csoportjat jeldljik, amelyek valamely mddon a
szervezetben eléforduld rosszindulatu (differencialatlan és kontroll nélkil osztédd) sejtek
muakodéseét jelzik. Tébbnyire fehérje természetli anyagok, amelyek a sejtciklus mas-mas
idépontjaban termelédnek, és a kulonb6zd emberi testfolyadékokbol valtozé
mennyiségben és nagy idébeli szérasban kimutathaték. A szakirodalom szerint szamos
ilyen fehérjét azonositottak mar, jelen tanulmanyban a nyalbdl kimutathato fehérjéket
vizsgaltunk [14, 15].

A megvaltozott DNS allomanyu sejtek jelenlétének kimutatdsara mas modszerek is
rendelkezéstinkre &llnak. Genomikai vizsgélat a DNS, illetve a DNS mintan képz6ddé RNS
kKimutatasan alapszik, de a proteomikai méréseknek ezzel szemben jelentés elényei
vannak. A genomikai vizsgalat hatranyai:

1. Mindig sebészileg kimetszett szOvetmintabol vagy vérmintabol készil az analizis
(invazivitas).

2. A mintdk feldolgozasanak viszonylagos bonyolultsaga miatt tébb ponton térténhet
eltérés, vagy hiba, ami a mérés pontossagat rontja (Southern blot, Northern blot).

3. Az analizis koltségei magasabbak.

A proteomikai vizsgalat elényei:

1. Nem invaziv.

2. Egyszeribb a minta el6készitése és feldolgozasa

3. A vizsgalat relative olcso, az ar/érték arany kedvezé.
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Mindezek mellett mégsem elhanyagolhatbak a genomikai vizsgalatok, hiszen
napjainkban is messze mutatd eredmeények és értékelések sziletnek ezen mérések
talajan [43]. Feltehetéleg a modszereket varialva, egyik és masik elényeit kihasznalva

kaphatjuk a valésagot leginkabb megkdzelitd eredményeket.

A kétfajta vizsgalati modszerben fellelheté kilénbségek valdszinlileg a modernebb, Gjabb

fejlesztésd, proteomikai médszer felé terelik a kutatok érdeklédéesét.

A nyal diagnosztikajadban a biomarkerek egyre szélesebb kor( kutatasa (proteomikai és
genomikai szemlélet) a technoldgiai fejlesztésekkel szoros kapcsolatban komoly
diagnosztikai é€s prognosztikai eszkozt adhat az orvosok, fogorvosok kezébe, hogy

klinikailag j6 dontéseket hozhassanak a kezelés varhato kimenetele szempontjabdl [14].

2.4. A nyal, mint diagnosztikai rendszer

A nyal jelen pillanatban a szakirodalom szerint is az egyik legigéretesebb vizsgalati
anyag, éppen a gydjtés noninvaziv jellege miatt [11,57].

Az is tény, hogy a nyél gydjtése nem standardizalt, a legtobb tudomanyos meéréshez
néhany (4-5) eddig leirt mddszert alkalmaznak a kutatok. Altalaban nem jelent gondot ez
a modszertani sokféleség, de a bonyolultabb mintagydjtést a nagy ateresztéképességu

vizsgalatok esetén nehezebb megvaldsitani. Néhany példa a mintagydjtésre:

1. Fogmosas utan 3 percig a tiszta, fogkrém nélkuli fogkefével torténd stimulaciéo utan
kopbcsészebe gylijtés, ezutan Eppendorf csében tarolas a feldolgozasig (szikséges

hozza a vizsgalt személy fogkeféje, fogkrém, steril kbpdcsésze, Eppendorf csé) [11, 57].

2. Stimulalt nyalminta: fogmosas utan 3-5 percig viasz ragatasaval serkentjuk a
nyalelvalasztast, majd a nyalat kbpécsészébe gylijti a paciens, ezutan Eppendorf csében
taroljuk a feldolgozasig (szikséges hozza a vizsgalt személy fogkeféje, fogkrém,
fogaszati viasz, steril kopdcsésze, Eppendorf csd).

3. A beteggel izmentes ragdégumit ragatva, felszolitjuk, hogy 5 percen keresztil ritmusos
rend szerint, elére kalibralt egyszerhasznéalatos kopécsészébe gydjtse a keletkezett
nyalat. Az eldirt idé utan mennyiségi mérést is végezhetink (szikséges hozza izmentes

ragogumi, specialis kopécsésze, alkalmas idémérd ) [42].
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A nyalban talalhato fehérjek, fehérje téredékek, és egyéb patologias biomarkerek
analitikai vizsgalata nagyban hozzajarul a modern diagnosztika fejlédésehez.
Napjainkban szamos olyan kutatas folyik, amely a betegségekre jellemzd fehérjék és
egyéb biomarkerek kimutatasat célozza meg.

Harom par nagy nyalmirigy talalhaté az emberi szajlregben, ezek a glandula parotidea, a
glandula submandibularis, és a glandula sublingualis, melyek a kivezeté csoveiken
keresztil kapcsolodnak a szajiureghez [19, 71]. Ezeken kivil szamos kis nyalmirigy
talalhat6 még az oralis mucosa alatti laza kotészovetben — ezek egyuttes mikodése
termeli az oralis folyadék teljes mennyiségét. Az emberi nydlmirigyek anatomiai képe
megtalalhat6 a Flggelékben.

Az emberi nyalmirigyek 1000-1500 ml nyalat termelnek naponta, melynek dsszetétele: a
viz, proteinek, és kis molekulatomeg(i anyagok, féleg elektrolitok.

A nyalat alapvetden feloszthatjuk a nyalmirigy specifikus nyélra, és a teljes nyalra, amely
mar tartalmazza a szajuregben lévd, és a kilvilagbdl bekertld baktériumokat, az

epithelidlis sejteket, ételmaradékokat, valamint a vérbél szarmazo anyagokat [27].

2.4.1. A nyal Osszetétele

A kevert nyal normalisan 99,3% vizet, és 0,7% szarazanyagot tartalmaz, mely dontd
meértékben fehérjekbdl és anorganikus sokbadl (pl.: natrium, kalium, foszfat, bikarbonat) all.
Hipotdnias oldat, melynek pH-ja 6,4 és 7,0 kdzott valtozik. Egyéb, nyomokban fellelheté
0sszetevdi a zsirok, hormonok, novekedési faktorok, valamint Ugynevezett testidegen
anyagok (pl.: gyogyszerek, higany, 6lom, kén, jod) Patologias korulmeények kozott a
mirigyek kivalasztanak kilonbdzé virusokat is, igy példaul az Epstein-Barr, Poliomyelitis,
Coxackie, Hepatitis, és HIV-virust [19,71]. A nyal 0Osszetételének sematikus abraja
megtalalhat6 a Fuggelékben.

A nyal Osszetétele dinamikusan valtozik a napszakkal, életkorral, taplalkozassal,
folyadékfogyasztassal, psychés Aallapottal, gyogyszer fogyasztassal, szajhygiénés
anyagok hasznalataval és szisztémas megbetegedéssel (6roklott, autoimmun, malignitas,
infekcid) szinkronban.

Adott paciens esetében ha az intrinsic faktorokat allandénak tekintjik, az extrinsic
anyagok befolyasol6 hatasanak csokkentésével érhetink el relativ standard
korilményeket. Masik megoldas a mintak szinkronizélasara az idétényezd figyelembe
vétele. Sz4joblitd hasznalata esetén példaul 3-4 6ra eltelte utan mar nem mutathatok ki a

nyalban az 6blitéanyag nyomelemei. [21]
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2.4.2. A nyal fehérjék

A human kevert nyal fehérje koncentracioja normalisan 1-3 g/l, és ezen érték kilsé
stimulaciora nem valtozik szignifikansan, a szekrécié szoros neuroldgiai kontroll alatt
van. A pszychés allapot erésen befolyasolja a nyal fehérjék megoszlasat (szerdzus ill.
mucindzus nyal). A nyalfehérjék koérulbelil 53%-a a vérbél, és mas szdvetekbél
szarmazik, 5% az epitheliumbdl, a fennmarado rész a nyalmirigyek szekrétuma. A
teljes nyal protein tartalma alkalmas sokféle fiziologiai és biokémiai vizsgalatra.
Lényeges protein modifikaci6 megy végbe az oralis kérnyezetben, ahol szamos
gazdaszervezetbdl és baktériumoktdl szarmazé enzim hat a proteinekre, melyek a
nyalmirigyekbél kiaramolnak. Tehat a nyalproteinek bioszintézise a nyalmirigyekben
kezdddik transzkripcioval, és transzlacioval. Ezt poszttranszlaciés modosulasok
kovetik: ezek glikozilacio, foszforilacio, és proteolizis. Ezutdn a nem steril szajiregben
tovabbi valtozasok torténnek: proteolitikus hasadas, részleges deglikozilacio és

protein-protein komplex formacié [72].
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3. A dolgozat celkitlizésel

Szadmos tudomanyos vizsgalat foglalkozik a nyal analizissel, de az elérhetd
szakirodalomban nem talaltunk olyan vizsgalatot, amely az eddig leirt vizsgalatok

egyszerdsitésével, nagy betegszam esetén is alkalmazhaté maédszert ir le.

1. Egyszer(, kdnnyen, gyorsan és olcson kivitelezheté nyal mintavétel kidolgozasa,
dsszehasonlitdsa a szakirodalomban leirt médszerekkel.

2. Human vizsgalati anyagbol tomegspektrometrias vizsgalattal egy vagy tébb marker
tipusu jelatviteli fehérjét identifikacidja, ami szajuregi, vagyis a tapcsatorna kezdetén

lévé tumorokra jellemzé.
3. Egyszerdsitett proteomikai modszer kidolgozasa a szlirévizsgalatok céljabol.
4. A kivalasztott fehérjékre jellemzé peptidek kimutatdsanak validacioja nagyobb

egészséges kontroll és daganatos beteg populacion, az egyszerdsitett és roviditett

nyal mintavétellel és proteomikai médszerrel.

|
TR

2. abra: A mintak felcseppentése a targetlemezre (illusztracio)
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4. Anyagok és modszerek

4.1. A vizsgalatba bevont személyek

A vizsgalat kezdetén 25 {6, klinikailag szajuregi daganatos beteget, €s kontrollként 20
f6, veluk kor/nem relacioban hasonld, j6 egészségi allapotban lévé, nem tumoros
egyéneket kerestink, akik mindannyian onként vettek részt a felmérésben. A PTE
Regiondlis Kutatdsetikai Bizottsaga 2007 évben engedélyezte a vizsgalatot.

A teljes vizsgalatba bevont betegek nem, sziletési idd, szdvettani diagndzis szerinti

felsorolasat a 6. tablazat mutatja.

6.tablazat: A vizsgalatba bevont, klinikailag rosszindulatd tumoros betegek adatai

NO/FERFI| SZULETESIIDO KOR SZOVETTANI DIAGNOZIS
1 F 1956.12.17 54 EV carcinoma planocellulare
2 F 1956.06.14 54 EV carcinoma planocellulare
3 F 1959.10.15 51 EV carcinoma planocellulare
4 F 1942.04.14 68 EV carcinoma planocellulare
5 N 1955.04.12 55 EV mucoepidermoid carcinoma
6 F 1933.05.13 77 EV carcinoma planocellulare
7 N 1937.08.30 73 EV lobos nyalkahartya részlet
8 F 1934.05.23 76 EV carcinoma planocellulare
9 N 1950.08.30 60 EV carcinoma planocellulare
10 N 1945.07.20 65 EV carcinoma planocellulare
11 F 1954.12.29 56 EV fibroepithelialis polyp
12 N 1936.05.09 74 EV carcinoma planocellulare
13 N 1951.11.05 59 EV kiéré tobbrétegii el nem sz lapham
14 F 1957.09.15 53 EV carcinoma planocellulare
15 F 1949.05.11 61 EV carcinoma planocellulare
16 F 1953.03.15 57 EV carcinoma planocellulare
17 F 1964.04.12 46 EV carcinoma planocellulare
18 F 1956.05.13 54 EV carcinoma planocellulare
19 F 1957.09.07. 57 EV carcinoma planocellulare
20 N 1950.07.21 60 EV carcinoma planocellulare
21 N 1941.10.27 69 EV carcinoma planocellulare
22 N 1936.02.28 74 EV lapham metaplasia dyskeratosis
23 N 1939.02.08 71 EV carcinoma planocellulare
24 F 1954.08.24 56 EV carcinoma planocellulare
25 F 1946.02.14 64 EV carcinoma planocellulare
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A tumoros betegek valamennyien a Pécsi Tudoméanyegyetem Klinikai Kdzpont
Fogaszati és Szajsebészeti Klinika Szajsebészeti Osztalydn diagnosztizalt, vagy
kezelt paciensek. Random betegcsoport mintait hasznaltuk, fuggetlendl attol, hogy
milyen stadiumban volt a kezelés. A kritérium annyi volt, hogy a klinikai diagnozis
(megtekintés, tapintas alapjan) ,sz4juregi tumor” legyen.

A m(tétek és esetenként a prébaexcizidk utani szévettani diagndzis alapjan 3 paciens
(7., 11., 13., a tablazatban sarga szinnel jeldlve) kiesett a vizsgalatbol, mivel a
preoperativ, illetve a diagnosztikai idészakban a klinikailag tumornak tlin elvaltozas a
teljes szovettani feldolgozas utan mégsem mutatott rosszindulatu jeleket. A 22. szamu
paciens szOvettani diagnozisa: metaplasia, dyskeratosis, ami nem az egyértelmlen
malignus jeleket mutatd szovettani vizsgalati lelet. A hatar a j6- é€s rosszindulatu
elvaltozasok kozott mégsem éles, sokszor a probaexcizio sem a legjellemzdbb
terlletrdl torténik, esetleg nem mutatja a valdban fennall6 malignitast. Emiatt nem
vettik ki a vizsgalatbdl a pacienst, és vegul a proteomikai mérés is azt mutatta, hogy
megjelent a nyalmintajaban a tébbi tumoros betegnél is identifikalt fehérje.

A nyalmintakat a perioperativ idészakban vettik, 17 beteg estében a mutét utan, 1
héten belil, 8 esetben pedig kbzvetlenll a m(itét elétti napon, vagy a probaexcizid
napjan. Feltételezéseink szerint a nyal protein szekrécido nem rapidan valtozik, ezért a
vizsgalatban nem alkottunk kilon csoportokat a tobbfajta mintavételi id6é szerint.

A betegek nemek szerinti megoszlasa: 14/8 ffi/nd, életkori atlaga 61,6 év (46-77 év).
A férfiak atlag életkora 59,14 év, a nék atlag életkora 66 év.

A szovettani diagndzis szerinti megoszlas: cc.planocellulare: 14 ffi és 6 né, lapham
metaplasia: 1 nd, mucoepidermoid cc: 1 nd. A betegek szovettani diagnozisok és
életkorok szerinti megoszlasat a 7. tablazat foglalja 6ssze.

7. tablazat: A betegek szdvettani diagndzisok és életkorok szerinti megoszlasa

carcinoma lapham metaplasia mucoepidermoid
planocellulare dyskeratosis carcinoma
atlag atlag atlag
eletkor(év) eletkor(év) életkor(év)
FERFI 14 59,14 0 0
NO 6 66,5 1 55 1 74

Kontroll csoportként a tumoros betegekkel nem és kor szerint egyez6, nem tumoros
populaciét valasztottunk. A vizsgalt nem tumoros csoport nemek szerinti megoszlasa:

12/8 ffilnd, a 46 és 74 év kozotti paciensek életkori atlaga 58.1 év.
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4.2 Mintavétel

A pécienseket délelétti idében vizsgéltuk, reggeli étkezés, és a szokasos otthoni
szajapolas utan. A mintavétel eldtt nem tortént invaziv beavatkozas (réntgen sem).
Rovid beszélgetés soran a betegeket tajékoztattuk a vizsgalat 1ényegérdl, probaltuk
oldani a vizsgalattal egyutt jaré stressz szituaciot. A stressz helyzet a szervezet
egeészét érintd reakcio, ami a nyalelvalasztast is jelentésen befolyasolja.

A szdjureget kétszer oOblittettiik hideg csapvizzel. Steril fecskendébe gyjtottink 1-1.5
ml nyalat, ami a fecskendé érintésére — mint taktilis ingerre képz6doétt (Id. 2.abra). A
mintakat Eppendorf csévekbe helyeztiik (Id. 3. dbra), és azonnal -80 °C hémérsékletre
hatottik, itt taroltuk a laboratoriumi vizsgalatig.

A mintavételnez sziukséges id6t mértik az elsd Oblités kezdetétdél a
fagyasztokonténerbe helyezés befejeztéig.

3. abra: Mintavétel és Eppendorf csé

Felhasznalt szikséges anyagok: oblitépohar, egyszerhasznalatos fecskendd,
Eppendorf csé.

A kontrollcsoportbdl 10-10 péacienst felkértik, hogy a taktilis mintavétel utan
engedélyezzék, hogy a masik kettd (fentebb leirt 1. illetve 2. mddszer, 18. oldal)
mintavételi médszerrel is gyljthesslink nyalmintat. Minden esetben mértiik az idét a
stimulacio illetve a viaszrdgds megkezdésétél a minta fagyaszokonténerben vald
elhelyezéséig.
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4.3. A mintak feldolgozasahoz hasznalt modszerek

4.3.1. Elektroforézis

Az elektroforézis olyan szeparaciés technika, melynek l|ényege, hogy a vizes
k6zegben létrehozott elektromos térben a toltéssel rendelkezé molekulak elmozdulnak
az ellentétes toltést elektrod fele, €s ha vandorlasuk irdnya vagy sebessége
kilonb6z6, egymastol fizikailag elvalaszthatok. A vandorlads sebessége fligg a
molekula toltésétdl, tomegétdl és alakjatol fiiggd surlddasi egydltthatotol, tovabba az
elektromos tértdl. Akrilamid és biszakrilamid polimerizacidjaval, kovalens koétésekkel
térhalositott, kitiné fizikai tulajdonsagokkal rendelkezd elektroforetikus matrix
poliakrilamid géleket altalaban két tveglap kdzott, géllemez formajdban polimerizaljak,
az elektroforézis fuggdleges helyzetben torténik. A fehérjéket natrium-dodecil-szulfat
(SDS) jelenlétében denaturaljak, igy egymastol elvalaszthatok lesznek tomeguk
alapjan. Az SDS kotédik a polipeptid lanc apolaris oldallancahoz és igy a fehérjének
nagy negativ toltése lesz. Ha a fehérje tébb lancbdl épul fel, akkor példaul:
merkaptoetanol segitségével a lancok elvalaszthatok és relativ tdmeguk
meghatarozhatdé. A fehérjék vizualizalas (festés, autoradiografia) utan foltokként
jelennek meg a gél-képen.

4.3.2. Témegspekrometrias vizsgalat

A tobmegspektrometria (mass spectrometry, MS) szerves €és szervetlen
komponensekbdl képz6édott ionok tdmeg/toltés (m/z) aranyanak mérésén alapulo
nagyhatékonysagu szerkezetvizsgalé és analitikai modszer. A mddszer azon alapul,
hogy az elemzett anyag részecskéibél a gép ionokat allit eld, majd ezeket relativ
tomeguk és toltésik hanyadosa szerint az analitikus rendszere szétvalasztja.

4.3.2.1. Atdmegspektrométer felépitése és m Gkddése (Id. 4. abra):

A tbmegspektrométer részei: mintaelékészité-bevivé rendszer, ionforras, analizator és
detektor, valamint az ezekhez kapcsoldédd szamitogépes adatfeldolgozo és iranyitd
rendszer. Az analizator, a detektor és az ionforrasok viszonylag jelentés vakuum
(10*-10"" mbar) mellett izemeltethetdk. A nagyvakuum az ionizacié hatékonysaganak
novelését, masreszt az ion-molekula ttk6zések minimalizalasat szolgalja. Ezek a nem
kivant kdlcsbnhatasok mdédosithatnak az ionok repulési palyait, részben vagy teljesen
kiolthatndk toltéstiket, igy reprodukalhatatlannd tehetnék a tomegspektrumot. A

nagyvakuum alkalmazasa nagyban néveli az érzékenységet és a felbontast is.
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4.abra: A tomegspekrometrias készulék

4.3.2.2. Mintael 6készités

Tomegspektrometriaval elméletilieg barmilyen halmazallapotd sokkomponens(
rendszer vizsgalhatd, azonban ezt nagyban befolyasolja az alkalmazott mintabeviteli
és ionizacios technika. lllékony vegyulleteket (példaul: géazok, kdnnyen pérolgd
anyagok) kozvetlenul be lehet vezetni a forrasba, ahol az ionizacio megtorténik. Ha a
vegyulet nem ilyen, akkor elészér fel kell oldani, oldat formajaban cseppenteni a target
lemezre (Id. 5. abra), majd valamilyen alkalmas megoldassal gazfazisba juttatni; ez
torténhet elektromos erétér vagy porlasztas és szaritbgaz segitségével. Az oldoszer
helyes megvalasztasa alapvetéen befolyasolja a tomegspektrum minéségeét.

Altalanossagban keriilendé a pufferek és a nem illékony sék alkalmazéasa.

5. dbra: Minték felcseppentése a target lemezre
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4.3.2.3. lonforrasok

A méréshez szilkség van a vizsgalt részecskék ionizaldsara, mivel a készilékben vald
mozgatasuk az elektromos toltésikre gyakorolt hatas alapjan torténik. Optimalis
ionizalasi feltételek kellenek a megfelelé érzékenyseg eléréséhez, a maximalis
szerkezeti informacié kinyeréséhez. Az ionizacios technika megvalasztasat féként a
vizsgalandé molekula és az azt korllvevé matrix hatarozza meg. Mivel univerzalisan
alkalmazhato ionizaciés technika nincs, igy a készllékek fejlédésénél meghatarozo
szerepU a kuldonb6zd ionforrasok cseréjéenek gyorsasaga €s egyszerisége.

A legrégibb és igen gyakran alkalmazott eljaras az elektron-ionizacié (El).
llyenkor a minta egy fitott katodbol kilépd elektronnyalabbal taldlkozik és az
Utk6zések réven elektronok lépnek ki, igy pozitiv ionok jonnek létre. A moédszer jol
alkalmazhaté a kénnyen gazfazisba vihetd szerves vegyiletek széles korének
vizsgalatara kb. 1000 Da molekulattmegig. Hatranya, hogy megfeleld
eredményességgel csak a viszonylag illékony, kis molekulatdmeg(, stabil vegyuletek
esetében alkalmazhatd, valamint a jelentds fragmentacié miatt a tdmegspektrum
bonyolult lehet. Lagy ionizaciés technikak alkalmazasanal, amelyek kevesebb
fragmentumot hoznak létre a spektrum egyszer(ibb, kénnyebben értelmezheté.

A lagy ionizacios modszereket harom csoportba soroljuk (Id. 8. tablazat):
részecske Utk6zéses technikak, parolgason-porlasztason alapulé médszerek és lézer
deszorpciés modszerek. A részecske Utkdzésen alapuld technikak kdzé tartozik a
kémiai ionizacio (Cl), a szekunder ion témegspektrometria (SIMS), a gyors atom és
ionUtkoztetés (FAB, FIB) és a plazma deszorpcié (PD). A parolgadson-porlasztason
alapulé eljarasok a térdeszorpci6 (FD) és térionizacid (FI), termospray (TS)
atmoszférikus nyomason lejatszodo kémiai ionizacié és fotoionizacio (APCI, APPI) és
elektrospray (ESI). A lézer deszorpcidés (LDI) technikak kozul a jelentésebbek a
matrix-segitette lézer deszorpcié (MALDI) és a felllet-segitette |ézer deszorpcios
ioniz4cié (SELDI).

8. tablazat: Az ionizaciés technikak 6sszefoglalasa

lonizaciés technikak

részecske utkozés FAB

parolgas-porlasztas

lézer deszorpcios
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4.3.2.4. Analizator
Az analizatorban a képz6dott ionok szétvalasztisa torténik a tdmegik és a toltésik

hadnyadosa szerint. Minél kisebb az ion témege és minél nagyobb a tdltése, annal
nagyobb sebességre képes szert tenni egy adott gyorsitofesziltség hatasara.
Tulajdonképpen ezt hasznaljak ki az ionok transzportjan alapulé médszerek. Az Ujabb,
modernebb készilékek inkdbb az ionok szelektiv tarolasa révén valasztjak szét a
részecskéket. Az analizator jellemzé paraméterei a maximalis vizsgélhato tomeg, az
ateresztéképesség (a detektalt és a képz&dott ionok szamanak hanyadosa), illetve a
maximalis felbontoképesség. A legfejlettebb témegspektrométerek esetében az utdbbi
érték elérheti az egymilliot is.

Az egyik legelterjedtebb analizator tipus az Un. quadrupol tdmegsz(iré elven mikddik.
Itt az ionok négy parhuzamos hengeres rad kdzoétt haladnak, amelyekre egyenaramot
eés nagyfrekvencias valtdbaramot kapcsoltak. A szemben lévé rudak azonos, a
szomszédosak ellentétes polaritasuak, igy kozottik oszcillalé elektromos tér alakul Ki.
Az ide bejutd ionok kilonb6zd amplitadoju kitéréseket végezve haladnak, a rudak
kozti idealis palyat csak meghatarozott m/z értékl ionok képesek tartani. A quadrupol
készllékek viszonylag egyszerlbben mikddtetheték, gyorsak, jol kombinalhatdk
kulonféle ionforrasokkal. Hatranyuk, hogy tomegpontossaguk és felbontoképességik
viszonylag alacsony. Hasonl6 elven mikddik az ioncsapda is.

Az elektrotechnika fejlédésével lehetévé valt igen kicsiny idékulonbségek pontos
észlelése, amely a repulési idén (time-of-flight, TOF) alapulé elvalasztas alapjat
képezi. A TOF készulékekkel ma mar igen j6 felbontoképesség, széles mérési
tartomany érheté el, viszonylag egyszerliek és olcsék; megfeleld ionforrassal (MALDI)
kombinalva a nagyobb biomolekulak vizsgalataban nélkulozhetetlenek [73].
Vizsgalatainkban MALDI TOF (Matrix Assisted Laser Desorption lonisation Time-of-
Flight) tipusu eszkdzt hasznaltunk a meérések elvégzésére. Ez a technika a nem
illékony biopolimerek, peptidek, fehérjék, valamint szintetikus rendszerek
szerkezetének komplex tanulmanyozasara kitinéen alkalmas. A
tomegspektrométerek rendkivil kis anyagmennyiségd mintak (femtomol-nyi
mennyiségben) gyors, pontos, megbizhaté analizisére alkalmasak, az elvalasztas-
technikaban hasznalatos médszerekkel j6l kombinalhatd készilékek.

Minéségi analizist végezhetiink, a gép alkalmas a nagy ateresztéképességet igényld
meérésekre (high throughput tipus), hiszen akar napi 6500 mérést is képes elvégezni

automatizalt izemmaédban. Hasznalataval szekvencia informaciokhoz juthatunk, és
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kémiai moddositdsok pontos kimutatdsara valamint verifikdciora is alkalmas.
Mennyiségi mérésre nem hasznalhatd, erre inkabb kromatografihs méréseket
alkalmazhatunk. A vizsgalt mintak attekintd felmérése (screening) egyszerlen és
gyorsan elvégezheté. Az eszkdz fenntartdsa relative olcsd, mikodeési elvébdl
fakaddéan nem jellemzé a meghibdsodéasa.

A MALDI TOF tomegspektrométer mikddésének sematikus rajzat a 6. abra mutatja.

DETEKTOR

IONOK MOZGASI TERE B PROTEIN ES PEPTID MOLEKULAK
) ) EGYSZERES POZMN TOLTESSEL
LEFER SUGAR

337 NK

MATRIK MOLEKULA

FRAGMENTACIOS SZORG

MINTATARTO TALCA

6. abra: A MALDI TOFtomegspektrométer mikodésének sematikus rajza [73].

4.3.3. A fehérjék elvalasztasa

A tumor marker fehérjék identifikdlasahoz négy, szovettanilag reprezentativ tumoros
beteg, és 5 kontroll paciens fagyasztott nyalmintajat felolvasztottuk, 200 pL
mennyiséget felhasznalva homogenizaltuk pH 7,4-es, 20 mM Tris/HCI puffer, 3 mM
EDTA, 5 mM betamercaptoethanol és 1% SDS koézegben, Ultra Turrax
homogenizatorral. Egy % bromphenolkék hozzdaddsa utan a mintakat 2 percig
forraltuk, majd centrifugaltuk (8000 g, 2 min). Tizenkét %-o0s SDS gélen elektroforézist
végeztink. A molekulattmeg meghatarozasahoz Pharmacia alacsony moltémeg
kalibracios kitet hasznaltunk, amely a tumoros betegek géljén az 1. oszlopban lathato.

Tovabbi kalibracioként a 10. oszlopban marha szérumalbumint hasznaltunk. A géleket
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Coomassie brillant blue R-250-nel festettik, a festékkivond oldat 5% (v/v) ecetsavat
és 16% (v/v) methanolt tartalmazott.

Az elektroforetikus futtatds utdn az extra savokat, amelyek a betegek mintaiban
keletkeztek, szikével kimetszettik. Minden oszlopbdl a 10mm, 22,5mm és a 36,5mm
magassagban tortént a sav kiemelése. Azért ezeknél az értékeknél, mivel szemmel
lathatban ezeken a pontokon talaltunk extra s&vokat a betegek mintdiban. A
kimetszett savokat Eppendorf csébe helyeztik, festékmentesitettiik 3x10 perces, 200
uL 50%-0s (v/v) acetonitril, €s 50 mM NH4HCO3 oldatban.

4.3.4. Triptikus emésztés és MALDI TOF/TOF MS

A gél darabokat szobahémérsékleten dehidraltuk, majd 10 pL tripszin (0.04 mg x mL™)
Tris puffer (2.5 mM, pH 8.5) oldattal 37C-on 1 éjszakan at inkubaltuk. A kivont
peptideket 15 perces ultrahangos flrdében 15 pL acetonitril és hangyasav (49/50/1
v/vIv) vizes oldatban tartottuk. Az oldatbdl vald kivonas utan a peptideket liofilizaltuk,
és ujrafeloldottuk vizben. A liofilizalt fehérje triptikus emésztmeényének vizes oldatat a
mintatartd lemezre (MTP 384 massive target plate, Bruker Daltonics, Bremen,
Germany) vittik fel. A mintatarté talcAn minden egyes 1 plL térfogatd mintaoldathoz 1
pL telitett matrix oldatot kevertiink. A matrix oldatot minden felhasznalas el6tt frissen
készitettik: a-ciano-4-hidroxi-fahéjsavat (CHCA) acetonitril /0.1% TFA (1/2 v/v)-ben
oldva.

A tobmegspektrometrias méréshez Autoflex II TOF/TOF tipusu (Bruker Daltonics,
Bremen, Germany) készuléket hasznéltuk. A MALDI TOF “peptid mass fingerprint
(PMF)” elkészitésére a LIFT mode for PSD (post source decay) €s CID (collision-
induced decay) fragmentaciot alkalmaztuk automatizalt izemmaodban, FlexControl 2.4
szamitdogépes program vezeérlésével. A PMF-hez 20 kV gyorsitofesziltséget
hasznaltunk. A miiszer 337 nm-en emittalo pulzald nitrogén lézert alkalmaz a minta és
a matrix elparologtatasahoz és ionizaciojahoz (model MNL-205MC, LTB Lasertechnik
Berlin GmbH., Berlin, Germany). Minden egyes mérés elétt kilsd téomegkalibraciot
végeztink a Bruker Peptide Calibration Standard szet segitségével (#206195 Peptide
Calibration Standard, Bruker Daltonics, Bremen, Germany). A mérések soran m/z 800
és 5000 kozott detektaltuk a tomegspektrumokat, €s minden egyes mérési eredményt
500 egymast koveté lézer I6veés egyesitett adataibol szamoltunk ki.

A fehérjegk PMF azonositasa MSDB (Swiss-Prot) és NCBInr adatbazisok
alkalmazaséaval, majd MASCOT adatbéazis (MASCOT Server 2.2 search engine, Matrix
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Science Ltd., London, UK) keresé motor és Bruker BioTools 3.0 software (Bruker
Daltonics, Bremen, Germany) segitségével tortént. A keresés sordn az egyszeresen
pozitiv  toltési monoizotépos peptidcsucsokat vettiik figyelembe, keresési
hibahatarnak 100 ppm-et, illetve 1 kihagyott triptikus hasitasi helyet adtunk meg. Az
adatok tovabbi feldolgozdsat a Bruker FlexControl 2.4 (Bruker Daltonics, Bremen,
Germany) és a Bruker FlexAnalysis 2.4 (Bruker Daltonics, Bremen, Germany)
programok segitségével végeztik el. A MALDI-TOF/TOF tomegspektrometria
felhasznaladsaval azonositottuk azokat a fehérjéket, melyek jelenléte kimutathato a
betegségek manifesztacioja soran, illetve amik diagnosztikai értéklek lehetnek. A
meghatarozas soran rogzitettiik az elsédleges tomegspektrumot, majd ezt kbvetéen a
nagyobb intenzitasu, vagy diagnosztikailag jelentés peptideket PSD,- vagy CID-
fragmentacioval tovabb bontottuk. igy tudtuk meghatarozni a peptidek pontos

elsédleges szerkezetét és annak mddosulasait.

4.3.5. A spektrogram értékelése

Minden minta analizise soran egy grafikont készit a szamitégép, aminek az
értékelésével hatarozhatjuk meg magat a keresett fehérjét. A grafikon y tengelyén a jel
intenzitasa (egyenes aranyban az adott peptid mennyiségével), az x tengelyen a
moltémeg/toltés lathatd. Ennek megfeleléen minden mintabdl készilt abra
segitségeével leolvashato, hogy milyen méltdmegi peptid milyen aranyban volt jelen.
Az abran csucsok lathatéak, amelyek 1-1 azonos moltdmegl peptid mennyiségét
jelzik. Ennek a grafikonnak, és az adatbazisban hozzaférheté fehérjék

spektrogramjanak 0sszehasonlitdsaval azonosithatjuk a mintaban levé fehérjeket.

4.3.6. Célzott peptid analizis

Ezt az analitikai médszert azért valasztottuk, hogy a fent leirt modszer helyett egy
idében rovidebb, raforditasban olcsdbb eljarast keressiink, a nagy ateresztéképesség
erdekében. Nem szikséges hozza az elektroforetikus futtatds és peptid kivonas a
gélbél, direkt nyalminta felhasznalassal végeztik a meéréseket, és az el6zbéleg
kimutatott fehérjékre fokuszaltunk.

A célzott peptid analizishez 50 pl mennyiségli nyalat higitottunk 100 pl 50 mM

“ s

illetve a MALDI TOF/TOF MS analizist a korabbiakban leirtaknak megfeleléen.
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5. Eredmények

5.1. A mintavétel egyszer(sitése

Korabbi tudomanyos kézleményekben fellelt stimulacios nyal mintavételi médszereket

0sszehasonlitva az altalunk alkalmazott modszerrel, kimutattuk, hogy ez kevesebb

eszkozt igényel, révidebb id6 alatt elvégezhetd. A mért eredményeket a 9. tablazatban

és a 7. abran szemléltettik.

9. tablazat: A kilénb6zé mintavételi médszerek 6sszehasonlitdsa idé €s eszkozigény

szempontjabol.
stimulacios viaszragasos sajat ,taktilis”
modszer (1) modszer (2) modszerink (3)
idéigény atlag 6 perc 7 perc 1 perc

eszkozigény

fogkefe, fogkrém,
Oblitépohar, steril
kopbcsésze,
Eppendorf csd

fogkefe, fogkrém,
Oblitépohar, fogaszati
viasz, steril
kopbcsésze,
Eppendorf csd

Oblitépohar,
egyszerhasznalatos
fecskendd,
Eppendorf csé

Perc

O FRP N WM~ OGO N

Mintavételi id 6k 0sszehasonlitasa

2 3

Mintavétel

7. dbra: a mintavételi idék 0sszehasonlitasa
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5.2. Reprezentativ mintak vizsgalata

A szovettanilag csoportositott mintakbdl reprezentativ modon (a szovettani tipusok

szerint) kivalasztott 4 tumoros és 5 egészséges péaciens nyalmintajanak fehérjéit
elektroforézissel elvalasztottuk, majd megfestettik (Id. 8.a. 4bra, 8.b dbramagyarazat).

8.a. abra:

Kontroll paciensek gélje

Tumoros betegek gélje

Kontroll paciensek gélje Tumoros betegek gélje
g 2 g €] € 8
g$| ¢ 2| ¢ ¢ Bl
gl 2| S| o] E| 2| 3 E I
ol 81 8| 3| 8| 8| 3| 2| &8
\% © % i o © % % o =
Sl 2| a|l ¢ ¢8| 2| 5| B| S|E®
S| ¢| ¢| B| E| ¢8| g| E| Eg &
g - - 0 - - - » -8 S
(2]
2l 2l 2l o) 2l 2] 2] 21 22| o4l g) gl g d gl gl g
el gl QO Q] O Ol DG Q2 O Ol 5|.QE
181812 &8 8181 818 8 5/|8|e|w elelslw|l 8z
clalalg alalalalalal 28823 8 8| = 8k
dld|lo | | W Hd|d] || B Bl G|l P S| AP
alacsony festék magas festek alacsony festék | magas festék
koncentracio koncentracio koncentracio koncentracio

8.b. Abramagyarazat : Az ELFO géleken lathaté oszlopok tartalma.
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A kimetszett savokban |évé peptidekrél késziilt tomegspektrometrias vizsgalatban

fehérjéket identifikaltunk, amelyek dsszesitett listaja a 10. tAblazatban lathato.

10. tablazat: Az 6sszes kimutatott fehérje proteomikai paraméterei

A

Fehérje neve Adatbazis kofl pggigek E'mé'e(“Drg)é'wmeg Mascot Sﬁg’fgg'
Annexin 1 0i[74756691 14 38690 164 50
Annexin 1 0i|442631 10 35018 114 37
Annexin 2 0i|113950 15 38552 137 42
Annexin Al 0i[113944 14 38559 163 50
Annexin A2 0i|113950 8 38449 87 26
Annexin A2 0i[73909156 16 40503 150 45
Cornulin
g?;;;ﬂsatgtﬁ;ﬁg ?1 ot gi[74761891 6 53502 89 30
shock protein 53
(H/g’rﬁ’r?éjﬁgh‘gagl o0 0i[34364597 16 40328 146 43
Keratin 1 gi[7331218 12 65978 80 29
Peroxiredoxin 1 0i|32455266 7 22096 80 27
Peroxiredoxin-2 0i[2507169 7 21747 84 28
Thioredoxin peroxidase 09955007 7 21795 80 28
Neutrophil cytosolic factor 1 | @i[115298672 6 44624 63 18
Adaptor-related protein 4i[5803000 7 46947 57 19
complex 3
Serum albumin, chain A 0i[3212456 12 65695 129 21

A tablazatban piros szinnel jel6ltik azokat a fehérjéket, amelyek minden tumoros

mintaban eléfordultak.



5.2.1 A tumor marker fehérjék kijelolése

A 11. tabldzatban foglaltuk 6ssze a tumoros betegek és a kontrollcsoport mintainak
vizsgalati eredményeit. Itt lehet latni, hogy van két olyan fehérje, amely minden beteg
mintajaban eléfordult, illetve minden nem tumoros paciens mintajabdl hianyzott.
Mindkét fehérjének fontos szerepe van a tumorgenezis illetve a tumorprogresszié

folyamataban.

11.tabl4zat: A fehérjék eléfordulasa a kilonbdzé mintakban

A fehérje neve Kontroll paciensek Tumoros betegek
Annexin 1 0/5 4/4
Annexin 1* 0/5 3/4
Annexin 2 0/5 3/4
Annexin Al 0/5 3/4
Annexin A2 0/5 3/4
Annexin A2* 0/5 3/4
Cornulin _

Souemosepthaial heatshook | I ¥4
protein 53

(Amesin A2 homlog s ¥4
Keratin 1 5/5 4/4
Peroxiredoxin 1 0/5 3/4
Peroxiredoxin-2 0/5 4/4
Thioredoxin peroxidase 0/5 2/4
Neutrophil cytosolic factor 1 1/5 3/4
Adaptor-related protein 4/5 34
complex 3

Serum albumin, chain A 5/5 4/4

* Az adott fehérje néhany aminosavban eltéré valtozata
A tablazatban piros szinnel jel6ltik azokat a fehérjéket, amelyek minden tumoros

mintaban eléfordultak, és minden nem tumoros mintdbdl hianyoztak. Ezeket a

fehérjéket tekintettik a vizsgalatainkban fellelheté legjobb tumormarkereknek.
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A 12. tablazatban 6sszefoglaltuk a kivalasztott fehérjék analitikai tulajdonséagait.

12.tablazat: A kivalasztott fehérjék analitikai tulajdonsagai

- Szekvencia . . o o . s
Fehérje neve tartomany Peptidszekvencia Elméleti méltomeg(Daylért moltémeg (Da
Annexin 1 [99-113] | ALTGHLEEVVLALLK 1605.957 1605.96
Peroxiredoxin-2 | [92-108] | EGGLGPLNIPLLADVTR 1734.862 1734.86

Négy reprezentativ pacienst valasztottunk a szovettani tipusok és a férfilné relacié
figyelembevételével (Id 23.oldal 7.tabldzat). A 9. és 10. abran lathaté a kivalasztott

daganatos betegek nyalmintajabol készitett spektrogram.

Int. % 1734.86
100 —_—
o bbb T A — T P ) M kl uln n.m.l b M embiinettliesorhih Mthmioihnhalh
e L e B B e
100 - Int. % 1734.87
0 === B ——— =
Int. % 1734.86
100
|

Int. %
100

1734.86

EiCadoch

o ( )nh N 1 L

e e L B B e e e e e e e L L B e e e e e e B B B e e
1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 miz

9. abra: 4 reprezentativ tomegspektrogram, ahol a tumoros betegek mintaiban

keresett annexin 1 megtalalhato.
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Int. %
100
1605.96
e TN VYR FPTTEY TR Y] Sy H.lu. bbby M N ermetilitharkith i bbbl
e e e — T
Int. %
100
1605.96
l |
o T T
100  Int. %
‘ 1605.96
. | .
i S — T T
100 | Nt % 1605.96
0 I N } \ h L I I L '
10‘00 1160 1260 1360 14(‘)0 15(‘)0 1660 17‘00 18‘00 19‘00 mz '

10. abra: 4 reprezentativ tomegspektrogram, ahol a tumoros betegek mintaiban

keresett peroxiredoxin-2 peptidet identifikaltuk..

5.2.2. A vizsgalatokban identifikalt fehérjék tomeg  spektrumai
A kovetkezd oldalakon (a 11-22. &brakon) lathaté a vizsgalatok soran identifikalt
fehérjék jellemzé tomegspektrumai. A felsorolas sorrendjét a fehérjek moélsulya

szerint allitottuk 6ssze.
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11.abra: gélelektroforézis soran elvalasztott human szérum albumin A lanc tipikus
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12.abra: gélelektroforézis soran elvalasztott cornulin + keratin 1  tipikus spektruma. A
két fehérje moltdmege egymashoz nagyon hasonlo, ezért jelennek meg egyditt, egy

tipikus spektrumon.
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13.4bra: gélelektroforézis soran elvalasztott szérum albumin + keratin 1 tipikus
spektruma. A két fehérje méltomege egymashoz nagyon hasonlo, ezért jelennek meg

egydutt, egy tipikus spektrumon.
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14.4bra: gélelektroforézis soran elvalasztott keratin 2 tipikus spektruma
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15.4bra: gélelektroforézis soran elvalasztott keratin 13 tipikus spektruma
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16. abra: gélelektroforézis soran elvalasztott keratin 2 tipikus spektruma
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17.abra: gélelektroforézis soran elvalasztott annexin A1 + annexin A2 tipikus
spektruma. A két fehérje méltomege egymashoz nagyon hasonlo, ezért jelennek meg

egydutt, egy tipikus spektrumon.
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18.4bra: gélelektroforézis soran elvalasztott annexin 1 tipikus spektruma
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19/a &bra: annexin A2 QDIAFAYQR peptid fragmentjének nyers MS/MS spektruma
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19/b. &bra: annexin A2 QDIAFAYQR peptid fragmentjének feldolgozott MS/MS

spektruma
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20/b. abra: annexin A1 TPAQFDADELR peptid fragmentjének feldolgozott MS/MS

spektruma
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21/a. bra: annexin A1l GLGTDEDTLIEILASR peptid fragmentjének nyers MS/MS
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21/b. dbra: annexin Al

GLGTDEDTLIEILASR peptid fragmentjének feldolgozott

MS/MS spektruma

44



Intens. [a.u.]

1095.6
=22
5000
1947.0
=707
4000
3000
1735.1
=99
1863.2
=892:2
2000 - 1197.7
==l

1274.8

1316.7

=220
1000+

21894  2384.1
o Lt Ll
LIS S S B B B B B Sy S S S S Sy S S B B S R B B Sy B S B S Sy SN B S B S B B Sy BN B S S Sy S S p
1000 1250 1500 1750 2000 2250 2500 2750 3000 3250

m/z

22.abra: gél elektroforézis soran elvalasztott peroxiredoxin 2 + thioredoxin  tipikus
spektruma. Ez a két fehérje méltdmege egymashoz nagyon hasonlo, ezért jelennek

meg egydutt, egy tipikus spektrumon.
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5.2.3. A vizsgalatban identifikalt fehérjék leirasa

5.2.3.1. Annexin csoport

Az adatbazisokban csoport, illetve ,superfamily” jelzével illetett fehérjék valojaban
egymashoz aminosav 0sszetételikben, és funkcidikban is nagyon hasonlé peptidek
Odsszessége. A csoportok tagjait izoform peptideknek nevezzik. Meglévé adatbazisbol
(Swissprot és NCBi) kiemelve a kovetkezd leiras talalhatd az ANX A2 fehérjérél:

P07355

Fehérje neve: Annexin A2 Human

Szinonimak: annexin-2, annexin II, lipocortin II, calpactin I nehéz lanc, chromobindin-8,
p36, protein I, placental anticoagulans protein [V

Leiras:

Az annexin A2, egy Ca2*-dependens foszfolipid koté fehérje, amely részt vesz a p53
medialta apoptézisban és a sejtproliferacié szabalyozasaban.

Overexpresszidja figyelhet6 meg tobb kiilonféle raktipusban, tobbek kézott a squamosus-
sejt carcindbmaban.  Minden dysplasias szovet szignifikansan csokkent annexin
expressziét mutatott a normalis szovethez képest. Osszefiiggéseket talaltak a csokkent
annexin szint és a csokkent szovettani differencialtsag, valamint a nagyobb Kkiterjedés(i
tumorok és a nyirokcsomé metasztazisok megjelenése kozott.

Az ANX Al gyulladascsokkentd, Ca dependens fehérje, amelynek fontos regulacios
szerepe van a tumor kialakulasaban és progressziéjaban. Bioldgiailag aktiv szerepét
kimutattak kilénb6zé gyulladdsos pathomechanizmusok lezajlasakor, a sejt
proliferacio mikodtetésében, a sejtpusztulds szignalizaciojakor, illetve jelen kutatas
legfontosabb aspektusaként a carcinigenezisben is. A fehérje differencialt
expresszioja sokfajta szévet tumoros transzformaciéjakor megfigyelheté: ilyen lehet a
szajuregi rakok mellett a prostata, ovarium, hoélyag, emldé, oesophagus, geége,
pancreas. Ez a sokoldalisag az ANX Al fehérjét a jol hasznalhaté tumormarkerek
kdzé emeli [29,35,39,52,53].

Az annexin csoport tagjaira jellemzé, hogy a talprodukcio, illetve a normélis szinthez
képesti alulprodukcié egyarant malignus transzformacio jele lehet. Az ANX A2
molekula emlékarcinoma esetén példaul jellegzetes mennyiségi ndvekedést mutat,
mig prostata vagy gége rak esetén cstkken a szintje [63].

Az ANX A2 hasonl6 variabilitdst mutat az oralis laphamrékok vonatkozasaban is. In
vitro vizsgalatok kimutattdk, hogy a kevésbé differencialt tumorok esetén magasabb
ANX A2 expressziot tapasztaltak, mig a klinikai mintakban a fehérje megjelenése és

mennyisége negativ korrelaciot mutatott a szévettani stadiumbeosztassal.
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Mindezek alapjan az ANX A2 fehérje inkabb addicionalis tumor markernek foghato fel,

a jelenlétébdl illetve mennyiségébdl eredd tumor progndézist évatosan kell kezelni. [35]

5.2.3.2. Cornulin csoport

Swissprot és NCBi adatbazisban fellelhetd leiras a Cornulin HSP csoport fehérjéirdl:

Q9UBG3

Fehérje neve: Cornulin

Szinonimak: tumor-related protein, squamosus epitelidlis, h6shokk protein 53

53 kDa squamosus epithel indukalta stressz fehérje, 58 kDa h6éshokk fehérje, 53 kDa
feltehetbleg Ca2* kot fehérje

Leiras:

A fuzionalt gének csaladjanak 1Uj tagja. A kés6i epidermalis differenciacié alatt
expresszalodik (ennek lényegében markere). Nyel6cs6é specifikus, a tumor fejlédés
markere. Keratinocitakban expresszalodik.

A human cornulin mRNS elsédlegesen az epidermis fels6 rétegében, a stratum spinosum-
ban expresszalddik. Jellegzetesen egylitt transzportalodik a transzglutaminase 1-gyel, és
kalciumot kot.

Az emberi gének térképezésekor az 1921 kromoszémasévban a 2-Mb régidban leirtak
egy epiderma-differencialédas-komplex (EDC) elnevezésli szakaszt. Az innen
transzkriptalodo fehérjéknek a hamsejtek vegsé kiéréseben vezetd szerepik van.

Az EDC géncsoport a kdvetkezd funkciéju géneket tartalmazza: 1. prekurzor fehérjék
transzkripcidja az elszarusod6 hamsejtek felszinének kozelében, 2. kalcium kotd
fehérjék kéepzése, és 3. an. fuzids genek, amelyeket korabban oesophagus specifikus,
illetve tumorokhoz kapcsolodé géneknek neveztek. Ezen 3. géncsoportrol irédik at a
cornulinnak nevezett fehérje, ami bizonyitottan az elszarusodé lapham végsd
A cornulint fontos biomarkernek tekintjik. Kordbban leirtak, hogy az elszarusodé
lapham eredetl tumorok anatémiai lokalizaciojanak vonatkozasaban a proteomikai
spektrum nem mutatott szignifikans eltérést, de a cornulin a fej-nyak teruleti
elszarusodd lapham rakok és az egészséges populacié dsszehasonlitdsa esetén
megbizhatdan jelezte a tumor differencialédés fokat. [40]

A cornulin szinonimai kozo6tt megtalalhatjuk az uan. ,heat shock protein (HSP)”
elnevezést is, a rovidités utan irt szamok a fehérjék kDa-ban mért molekulasulyat
jelzik ( pl. HSP70, HSP27). Az elnevezés onnan ered, hogy ezek a fehérjék, illetve az
ezeket expresszal6 gének sokféle sejtfunkciét  képviselnek:  kérnyezeti

stresszhatasokra (hé, UV sugarzas, oxidativ folyamatok), endogén stresszhatasokra
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(infekcid, ischaemia), valamint stresszmentes korulmények kozott is (sejtciklus)
képzddnek. Kilonbdzé abnormdlis sejtmiikddések soran (mint a carcinogenesis)
erdekes médon néha emelkedett, néha csokkent fehérjeszintézist tapasztaltak, de
statisztikailag mar kimutatott tény, hogy a HSP gének expresszidja pozitiv korrelaciot
mutat a daganatos betegség tulélési esélyeivel. A HSP 27 fehérje példaul a legjobb
prognosztikus jel a nyirokcsomé metasztazisokat illetéen. [33]

Immunhisztokémiai médszerekkel kimutathatd, hogy a cornulin, illetve néhany izoform
valtozata (p53 és HSP 72/73) egymassal dszekapcsolodva a tumorgenezis korai
stadiuméanak jelzdje. [32]

Leukoplakidk (precancer stadium) esetén végzett vizsgalatok kimutattdk, hogy a
sebészi kimetszés hatarain tapasztalhato cornulin, keratin 4 és keratin 13 expresszio
csokkenése valdszinlsiti a tumor megjelenését. A leukoplakiak fellletén foltokban
vagy a teljes tertleten klinikailag gyakran megfigyelheté a hyperkeratozis jelensége,
ami feltehetéen megvaltoztatia ezen peptidek transzlaciojat. Tudomanyosan
kimutathat0, hogy ez a megvaltozott fehérje mintazat mar a korai stadiumban is jelzi

az aberrans szoveti differenciaciot a szajuregi tumorokat megel6z6 allapotokban. [74]

5.2.3.3. Peroxiredoxin csoport

Ismert tény, hogy az oxidativ agensek (szabad gytkok) a tumorgenezis folyamatanak
legfontosabb iniciatorai, a tumoros |€zié progressziojanak okozoi. Az emlds sejtekben
kifejlédott egy kiterjedt védelmi mechanizmus: egy enzimatikus védelmi vonal,
amelynek aktiv 4gensei pl. a katalazok, szuperoxid-dizmutazok, peroxidazok illetve a
kisérleteinkben is kimutatott peroxiredoxin csoport [77,60].

Ezek az enzimek féként az ionizal6 sugarzas hatasara kialakulo oxidativ agensek
specifikus védelmi szerepe van mindenféle oxidacios folyamat ellen. Hat izoform4ja
ismert, valamennyi szerepet kap a kilénb6zd lokalizacioju tumorok kialakulasaban. A
13. tabldzatban felsoroltuk az egyes PRX izoformak szerepét a kilonb6zé

rosszindulati daganatok genezisében.
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13. tablazat: A PRX izoform fehérjék kimutatasa a kilénbdzé lokalizaciéju tumorok

esetén [78]

PRX izoform fehérjék Jellemz 6 daganat

PRX-I Pajzsmirigy,szajureg, tidé, holyag, emld, nyeldcsé,
hasnyalmirigy, mesothelioma, nyelv

PRX-II EmIé, mdj, hdlyag, melanoma, mesothelioma
PRX-III Tudoé, mesothelioma, emld, maj

PRX-IV EmI&, prosztata, hasnyalmirigy, agy, gyomor
PRX-V Mesothelioma, emlé

PRX-VI Mesothelioma, emld, oligodendroglioma

Tovabbi kérdés a tumorok radioszenzitivitasa. Kimutattak, hogy bizonyos PRX-ok
megnovekedett expresszidja forditott 0Osszefliggésben van a kulonb6zd fajta
tumorsejtek sugarzas iranti erzékenységével. Minél nagyobb a PRX Il szint, annal
kevésbé érzékeny az adott kisérleti sejtvonal az ionizalé sugarzasra. Ezzel egyuitt az
is bebizonyosodott, hogy a csokkent PRX V funkci6 megndvekedett
sugarérzékenyseget eredményezett, ami a sugarzas okozta apoptozisok szamat
novelte [78]. Az dsszefliggések sematikus rendszere a 23. abran lathato.

Ezek alapjan kimondhatjuk, hogy a tumorok radioszenzitivitdsa nagyban figg a PRX
rendszer pontos miikodésétdl, és a tumor terdpia egyik f6 célja lehet a PRX

transzlacio regulacioja az ép sejtek védelmében, a tumorsejtek elpusztitasara.

IONIZALO SUGARZAS

l / DNS KAROSODAS
SEJT APOPTOZIS

/

H,0, | —— TRANSZKRIPCIO
‘\ SZABALYOZASA
-SOH -SH PRX INDUKCIO

23. bra: Az ionizal6 sugarzas okozta karosodasok, és a PRX fehérjék hatasanak

sematikus abraja
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5.2.3.4. A thioredoxin rendszer
Valamennyi emlés sejt tartalmazza ezt a komplex fehérjerendszert, amelynek
alapvetéen 5 f6 alkotoja van: Thioredoxinok (TRX1 és TRX2), Thioredoxin-reduktazok
(TRX R1 és TRX R2) valamint a thioredoxin/glutation reduktaz (TGR). Intracelluaris
reduktiv folyamatok katalizatorai, valamint a peroxiredoxinokkal egyitt a sejtekben
zajlo redox reakciok szignalizacidjdban és kontrolljaban szerepelnek. Fontos szerepet
téltenek be a DNS szintézisben (TGR), és a sejtek oxigénellatasat biztosito
angiogenezisben (kdzvetlen kapcsolat a hypoxiat erzékelé komplexekkel).
Korabbi alapkutatasok szerint a rak kiejlédésében a sejtek hat biologiai jellegl
atalakulast szenvednek: 1./ a ndvekedési tulajdonsagok 6nszabalyozasa,

2./ a nbvekedésgatlo iniciatorok iranti csokkent érzékenység,

3./ apoptosis,

4./ kontroll nélkuli replikacio,

5./ megtartott angiogenezis,

6./ szoveti invazio [25].
Valamennyi tumor-specifikus valtozas soran kimutattdk a TRX rendszer mikodésének
szignifikans valtozasat.
Kimutatott tény, hogy a TRX rendszer m(ikddése szoros kapcsolatot mutat a tumorok
prevenciojanak és a terapias a protokolloknak a hatékonysagaval [18].
. A TRX rendszer 3 specialis médon jatszik szerepet a terapias folyamatokban:

1. Szelén vegyiletek megkétése, felhasznalasa. A szelén, mint ismert tumor
jelenlétében aktivalodnak a korabban leirt védelmi funkciok, amelyek a TRX
rendszerhez kothetdk.

2. Mivel a TRX rendszer ismert médon tobb ndévekedési sejtmechanizmusnak is
része, felmerll a gondolat, hogy vajon valamely izoform inhibitorainak lehetnek-
e rakellenes hatasai. A kérdés eldontése még tovabbi tudomanyos vizsgalatok
targya.

3. TRX R gatlasa elektrofil agensekkel, amik napjainkban mar hasznalt, klinikailag
effektiv tumorellenes szerek. Ezek hatdsossdga a molekuléris szintl valtozasok
tukrében még nem teljesen tisztdzott, a tumorgenezis folyamataban tovabbi

kutatast igényelnek. [18]
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5.3. Nativ nyal triptikus emésztése

A célzott peptid analizishez 50 pl mennyiségi nativ nyalat higitottunk 100 pl 50 mM
illetve a MALDI TOF/TOF MS analizist a korabbiakban leirtaknak megfeleléen. Az
el6z6 fazisban kimutatott fehérjéket ezzel a feldolgozasi moédszerrel is ki tudtuk

mutatni.
5.4. A teljes mintakollekcié vizsgalata célzott peptid analizissel

A 14. tablazatban szemléltettik az 06sszes minta vizsgalatanak eredményeit.
Valamennyi tumoros beteg nyalmintajaban, kilonb6zé aranyban megtalaltuk mindkét
keresett fehérje peptidfragmentumait, mig a kontroll mintdkban ugyanazon két peptid
koncentracidja a detektélasi hatar (100 ppm, illetve 1 kihagyott triptikus hasitasi hely)
alatt volt.

14..tablazat: Az 6sszes minta vizsgalatanak eredménye (célzott peptid analizis)

Daganatos betegek Kontroll paciensek
ANX1lés PRX2 ANX1és PRX2
egylttes egylttes

kod kimutatasa kod kimutatasa
1 pozitiv 1 negativ
2 pozitiv 2 negativ
3 pozitiv 3 negativ
4 pozitiv 4 negativ
5 pozitiv 5 negativ
6 pozitiv 6 negativ
7 nem vizsgaltuk 7 negativ
8 pozitiv 8 negativ
9 pozitiv 9 negativ
10 pozitiv 10 negativ
11 nem vizsgaltuk 11 negativ
12 pozitiv 12 negativ
13 nem vizsgaltuk 13 negativ
14 pozitiv 14 negativ
15 pozitiv 15 negativ
16 pozitiv 16 negativ
17 pozitiv 17 negativ
18 pozitiv 18 negativ
19 pozitiv 19 negativ
20 pozitiv 20 negativ
21 pozitiv
22 pozitiv
23 pozitiv
24 pozitiv
25 pozitiv
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6. Megbeszeles

A mintavétel a nyalbdl egy egyszerd, elsd leépésben végezheté beavatkozas,
ami az utébbi kb. 10 évben kerllt elétérbe. Feltétlendl elénye a nem invaziv technika,
a relativ olcs6sag, valamint az egyszer(iség. Gyermekek és mentalisan retardalt

paciensek esetén is konnyen hasznalhat6 [2,51,55,67].

Céljait tekintve lehetséges a teljes nyal gydijtés, vagy a szelektiv gy(jtés adott
nyalmirigybdl. Jé diagnosztikus eszkdz az orvosok kezében az 6sszes nyal mennyiség
meérése adott idén belil, vagy bizonyos stimulacio hatasara képz6dé nyal mennyiségi

iletve mindségi vizsgalata.

Mindezen elényei mellett a szakirodalomban nem talalhaté Aaltaldnos
standardizalasi kisérlet, minden tanulmany leirja a céljainak legmegfelelébb gydjtési
modszert. 4-5 modszer valt altalanossa, de a vizsgalataink soran alkamazott taktilis
technikat sem magyar, sem nemzetk6zi szakiodalomban nem talaltuk. El&észor
alkalmaztuk és kozoltik ezt a modszert, amely az amugy is egyszer( technikat még
gyorsabba és olcsébba tette. Az altalunk hasznalt metddus jelentésen révidebb idd
alatt elvégezhetd, jelentésen kevesebb anyag szikséges hozzd. Ez a

szlrévizsgalatok esetén sziikséges gyujtéseknél valik fontossa.

A szlrévizsgalatokkal kapcsolatos, Magyarorszagon jellegzetes alap problémak
persze tovabbra is fennallanak [4,58]. A tovabbiakban sem megoldott a magyar
lakossag teljes atszlirése, de még a részleges populacio vizsgalatok is nehézségekbe
utkdznek. Hazankban 1962 és 2002 kozott 10, egyenként nagy populéacidkat érinté
sztomato-onkologiai szlrévizsgélatot végeztek [75], de ezek is kiemelt csoportokkal
foglalkoztak, a lakossag teljes vizsgalata nem volt kivitelezheté. Tovabbra sem
remélhetjuk, hogy kormanyszintd illetve az egészségugyi felsévezetés szintjen hozott
segité dontések nélkil akar csak a veszélyeztetett pacienseket rendszeresen vizsgalni
tudjuk. A dolgozat keretein belll csak a konkrét nydlvizsgalatot elemeztik, a

kivitelezését modelleztik.
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Az id6 és a felhaszndlt anyag csekély igénye mellett tovabbi elénynek tekintjuk,
hogy a taktilis modszer elétt nem kozvetlendl, hanem Orakkal korabban torténik
étkezeés illetve szajapolas. Feltételezzik, hogy az ételekben és a fogkrémben Iévd
hatoanyagok, gyogyszerek, iz- és illatanyagok befolyasolhatjak a szekretalt nyal

0sszetételét, ez a hatas azonban a vizsgalatig eltel6 2-3 6ra alatt megszinik. [21]

A vizsgalat elsé laboratériumi szakaszaban elséként 4, szdvettenilag igazolt
szajuregi daganatos beteg és 5 nem tumoros paciens nyalmintajat vizsgaltuk
hagymanyos proteomikai modszerrel. Az elektroforézist koveté tripszines emésztés és
MALDI TOF témegspektrografia pontos, de meglehetésen iddigényes vizsgalat. A
modszert mar korabban publikaltak, altalanosan hasznalt eljaras a proteomikai

laboratériumokban, mégis erre esett a valasztasunk a megbizhatésaga miatt.

A szakirodalom igen széles korben foglalkozik a proteomika lehetéségeivel,
folyamatosan Ujabb és Ujabb modszereket publikalnak. Az elmult idészak igen jelentés
genomikai kutatasai utan el6térbe kertlt, és folyamatosan fejlédik [9]. A szinte
kimerithetetlen lehetéségek kozlul csak néhany példa: alkalmas, automatizalt
uzemmaddban valé hasznalatra, gyogyszerszint mérésre illetve a tumorkutatas kivalo
eszkozéve valt. [16,41,45,59].

A korabban bevalt eljarastdél reméltik, hogy pontos eredményt kapunk a
nyalmintédk peptid mintazatarol. A mérések befejeztével az elvart eredményt kaptuk, a
géleken a szemmel lathatd kilonbségeket értékeltik és kimutattuk a daganatos
nyalmintakban azokat a fehérjéket, amelyek egyértelm(ien tumoros transzformacio
jelenlétét jelzik. A két fehérje egyittes megjelenését minden daganatos mintaban

kimutattuk.

Ezt a vizsgalatot kovette a masodik laboratoriumi munkafazis, amikor
kidolgoztunk egy egyszer(sitett modszert. Az altalunk elérheté hazai és nemzetkozi
szakirodalomban nem taléltunk a tumorkutatas teriletén olyan laboratériumi modszert,
amely az altalunk kidolgozott és publikdlt direkt tripszines emésztést és az azt kdvetd
MS-t irja le.

A tripszines emésztés altalanosan hasznalt modszer. Kilonlegessége abban

rejlik, hogy speciélis helyen (mindig arginin mellett) bontja a fehérje lancokat, emiatt
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nevezzik a folyamatot szelektiv proteolizisnek. Ezt az eljardst alkalmazhatjuk az
elektroforetikus elvalasztas utan is, sajat vizsgalatainkban azonban a nativ
nyalmintaban végeztik el. Az eljarast sajat laboratoriumi méréseinkhez dolgoztuk ki,
és alkalmaztuk elséként a a nyalmintak vizsgalatdhoz. Talaltunk utalast faj specifikus
fehérjék gyors monitorozasara hasonldé modszerrel, de a lizist itt ultrahanggal
segitették, ami kissé bonyolitotta az eljarast [8].

Az Altalunk végzett kisérletekben az az Ujdonsadg, hogy Iényegesen
egyszerlsitetttk a laboratériumi eljarast. Ez idében, anyagfelhasznalasban,

miszerhasznalatban és emberi eréforrasban is kisebb réaforditast jelent.

Munkank harmadik laboratoriumi szakaszaban a kivalasztott fehérjére jellemzé
peptidek  kimutatasara fokuszaltunk, az 0sszes nyalmintaban, immar célzott
analizissel, direkt tripszines emésztést kovetéen. Vak kisérlet moédszerével végeztik
el az eredmények validaciojat, beteg (n=22) és egészséges (n=20) mintékon.
Kérdésfeltevésiink az volt, hogy kimutathatoak-e specifikusan a 2 kivalasztott fehérje
jellemzé triptikus peptidfagmentjei a nativ mintabdl, csupan egy relative egyszerd,
konnyedén automatizalhato tripszines emésztés utan, MALDI-TOF analizissel.

Mivel a bonyolult, idét és raforditast igénylé, a korabbiakban leirt analitikai
modszer 6nmagaban nem alkalmas a nagy populaciot érintd, szlrés jellegu
vizsgalatokra, ezért dolgoztuk ki, és alkalmaztuk elséként ezt a mérési modszert. Ez a
kisérlet megmutatta, hogy a harom ponton (mintavétel, mintafeldolgozas, és értékelés)
tortént  egyszerlsitések ellenére a nagy atbocsatoképességet igényld
szlrévizsgalatoknal is eléremutatd eredményt adnak. Ez el6revetiti, hogy sokkal
nagyobb populacié vizsgalatakor is valid eredményeket kapunk a tumor genezisére

vagy progressziéjara vonatkozoan.

Ezekkel a mérésekkel kimutattuk, hogy létezik olyan, relative egyszerid és nagy
populacion is konnyen elvégezheté vizsgalati modszer, ami képes kimutatni azokat a
proteomikai valtozasokat, amelyek tumoros transzformacié jelenlétét jelzik. Ezen
dolgozat vezérgondolata a klinikailag is alkalmazhatd vizsgalatok és maodszerek
logikus egyszer(sitése volt. Tobb iranyban kerestik az egyszerisités atjat: a
mintavételi technikat valtoztattuk, és kimutattuk, hogy ezzel a metdédussal is
ertékelheté mintat nyeriink. Magat a proteomikai procedurat is roviditettik: mindkeét

eljarasnal bebizonyosodott, hogy az egyszerlsités nem jart informaciéveszteséggel,
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az elézéekban alkalmazott id6- és anyagigényes, bonyolult mdédszer ugyanazt az

eredmeényt mutatta.

Kutatomunkankat és a dolgozat megirasat széleskord indittatas, €s nagyon sok
tényezd sirgette. Az epidemioldgiai statisztikdk a szajiregi tumoros megbetegedések
témajdban Magyarorszag sulyos érintettségét jelzik. A kutatd és gyogyitd orvosok
szinte minden nap talalkoznak azzal a nehezen elfogadhaté ténnyel, hogy vannak
olyan elérehaladott betegségek, amikor az elvaltozas inkurabilis, a paciens nem
gyogyithaté. A dolgozatban igyekeztiink ravilagitani, hogy fontos olyan médszerek
kutatasa, ami ennél a végleges allapotnal korabbi stddiumban képes kimutatni a
betegséget.

Tovabbi célkitizések is megfogalmazhatéak a dolgozattal kapcsolatban. Az
altalunk leirt munka alapjan elindulhatnak olyan kdvetéses vizsgalatok, ahol az érintett
betegcsoportokban a gyodgyulasi (vagy progessziv) folyamattal parhuzamosan a
korabban jelként hasznalt fehérjek nyalban valé korai eléfordulasat (mindségi
vizsgélat), valamint annak mennyiségi valtozasait kutatjuk. A célzott mennyiségi
peptid analizishez a legcélravezetdbb vizsgalati médszerek allnak rendelkezéstinkre:
a magas nyomasu folyadék kromatografiaval (HPLC) és ,nano liquid
chromatography”val (NLC) végzett elvalasztast kovetd ESI-MS detektalas. llyen
tipust utanvizsgalatok mar folyamatban vannak a PTE AOK Biokémiai Intézetében
kardltve a gyakorl6 orvosokkal.

Tavolabbi lehetéség, hogy nagy populacion validaljuk eredményeinket, és
azokat preventiv diagnosztikai vizsgalatként elfogadtassuk (Id. veszélyeztetett
csoportok). A kimutatott és vizsgalt fehérjék korai kimutatasaval, protokoll és kénnyen
hasznalhatd kit kifejlesztésével akar a tumor eldérejelzése is lehetséges lehet. Ez a
vizsgalat azonban témajanal, terjedelménél és idéigényénél fogva ennek a kutatasnak

nem volt része, de tovabbi komoly tudomanyos exploracio tartalma lehet.
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7. Az eredmények dsszefoglalasa

1. Egyszerl, koénnyen kivitelezheté nyal mintavételi modszert dolgoztunk ki,
alkalmaztuk és vizsgalatainkkal bizonyitottuk, hogy a modszer révidebb idét, kevesebb

anyagot igényel, mint a korabbiak.

2. A tumoros betegek mintaibdl tomegspektrometrias vizsgalattal ketté marker tipusu
jelatviteli fehérjét identifikaltunk, ami szajuregi, vagyis a tapcsatorna kezdetén lévd

tumorokra jellemzé.

3. Kidolgoztunk, és elséként alkalmaztunk egy tripszines emésztési modszert a nativ

daganatos nyalmintaban.

4. A nativ mintdk vizsgalata sordn a daganatos mintdkbol kimutattuk ugyanazokat a

fehérjéket, mint az ELFO szeparalas utan.
5. Az automatizalhaté modszer valid eredményeket hozott. Valamennyi tumoros beteg

nyalmintajaban megjelent az elézetesen identifikalt fehérje, és valamennyi nem

tumoros paciens mintaja negativ volt. Ez elérevetiti a szlirévizsgalatok lehetéségét.
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11. Fuggelék

A nyéalmirigyek elhelyezkedése
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200ZF Encyclopsedia Britannica, Inc.

(http://www.britannica.com/EBchecked/topic/519405/salivary-gland)

67



A sejtciklus Iépései

Saejtosztodas

(D ® \

| i~ R
Kromoszamak szétuéids-a/ \

Eukariétaknal a sejtciklus fazisai (M,G1, S, G2) szabalyos ritmus szerint ismétlédnek.
A Gl-fazis idétartama a sejt tipusatol és a kilsé korulményektél figgbéen erdésen
véltozik. Gyorsan osztdédd sejteknél a G1 rovid, sét korai embriondlis éssejtekben
teljesen kimaradhat. A kifejlett szervezet legtobb szovetére hosszu G1l-fazis jellemzé:
a sejtek gyakorlatilag kilépnek a sejtciklusbol és GO-fazisba keriilnek. Egyes sejteknél
ez a végleges allapot (pl. idegsejtek). Az S-fazisban a sejt tehat megkettézi a DNS-
allomanyat, pontosan ugyelve arra, hogy minden DNS lemasoldodjon, de mindegyik
csak egyszer. Ez az ellen6rzés biztositja, hogy az utddsejtekben se génhiany, se
géntobblet ne forduljon el6. A DNS-szintézissel parhuzamosan mas folyamatok is
zajlanak, példaul a DNS térszerkezetéhez nélkilozhetetlen Un. hisztonfehérjék

szintézise és a sejtmagba torténd transzportja.
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A nyal f 6 funkcidinak felsorolasa

1.A szajureg fiziko-mechanikai tisztitasa

2. Folyadékfilm képzés a szoveteken, ennek célja a lubrikacio, és permeabiltasi barrier
létrehozdsa, amelyek a lagyszoveteken nyalkarétegként, protektiv. molekuldkkal
jelennek meg, a keményszdveten aquiralt pellikulaként jelentkezik, valamint teljes
fellleten proteinaz gatlo funkcioja van.

3. A szajuregi flora 6sszetételének dinamikus modulaciéja, ami a mikrobialis fléra
szelektiv tisztitasat jelenti.

4. A karos anyagok savasitasa, és semlegesitése pufferkapacitas, bazisképzés és
komplex képzés réven.

5. Kélcium/foszfat egyensuly szabalyozasa intracellularisan a szekréciés granulumok
érése soran valamint extracellularis mineralizacié réveén.

6. Emésztés: izanyagok oldasa, nyelécsé tartalom semlegesitése regurgitacio esetén,
a falat nedvesitése, a gyomortartalom higitasa és a keményit6 elsé lépésben térténd
bontasa.

7. A nyalmolekuldk extracellularis poszttranszlacioja

8. A fogak védelme a fluoridkérnyezet egyensulyozéasaval. [31,36]

NYALMIRIGYEKB OL Viz VER ES SZARMAZEKAI

PROTEINEK SERUM ES SEJTEK
ELEKTROLITOK SULCUSVALADKE
KIS SZERVES MOLEKULAK A SERUM EXUDATUM
YULLADASOS SEJTEK

EXTRINSIC ANYAGOK
ETELMARADEK
SZAJHYGENES

ANYAGOK

MIKROORGANIZMUSOK
BAKTERIUMOK
VIRUSOK
GOMBAK

EGYEB FOLYADEKOK
BRONCHIALIS ES
NASALIS SECRETO

BELEL O SEJTEKBOL
EPTHELALIS
KERATINOK

A nyal 6sszetételéne k sematikus abraja
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Korabbi epidemiologiai adatok

Eurdpara vonatkozé 2000 évi felmérések szerint a vizsgalt 38 eurdpai orszag kozott
Magyarorszagon volt a legmagasabb a szajuregi daganat mortalitasa és incidencidja,
mindkét nemben (a. és b. tdblazat). A haldlozasi arany, valamint az évenként Ujonnan
felfedezett betegek szama is messze meghaladta a télink keletre fekvé orszagokét
[48].

a. tablazat: Halalozasi arany (ASR) 2000-ben, 100 000 lakosra vonatkoztatva,

sz§jlreg- és garatrdkoknal. A tdbldzatban a vizsgalt 38 eurdpai orszag elsé 10

helyezettje lathato.[48]

Férfi N6
orszag ASR orszag ASR
1|Magyarorszag 10,3 1|Magyarorszag 1.4
2|Szlovéakia 8,9 2|Dania 1,0
3|Horvatorszag 6,9 3|Finnorszag 0,9
4|Moldva 6,0 4|Szlovakia 0,8
5(Ukrajna 5,3 5|Esztorszag 0,8
6|Esztorszag 5,3 6/Norvégia 0,8
7|0roszorszag 50 7|Lengyelorszéag 0,7
8|Fehéroroszorszag 4,7 8|Romania 0,7
9|Lettorszag 4,5 9|Oroszorszag 0,7
10|Litvania 4,5 10|Litvania 0,7

b. tablazat: A szajureg- és garatrakok korfiiggé (ASR) incidenciaja , 2000-ben,
100.000 lakosra. A tablazatban 38 eurdpai orszag elsé 10 helyezettje lathatd. [48]

férfi né
orszag ASR orszag ASR
1| Magyarorszag 15,5 1| Magyarorszag 53
2 | Horvatorszéag 15,4 2 | Luxemburg 4,5
3 | Franciaorszag 14,9 3 | Belgium 3,7
4 | Szlovakia 14,1 4 |1zland 34
5 | Spanyolorszag 13,8 5 | Németorszag 3,3
6 | Németorszag 13.0 6 | Dania 3,2
7 | Bosznia-H 11 7 | Hollandia 31
8 | Portugalia 11 8 | Horvatorszag 3
9 | Belgium 10,8 9 | Svédorszag 2,7
10 | Albania 10,8| 10 |Ausztria 2,7
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