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1. BEVEZETES

I./1. A fej-nyak daganatok epidemiologiaja

Az Europai Unioban évente 1,3 millidan halnak meg daganatos megbetegedés
kovetkeztében, Magyarorszagon pedig évente tobb, mint 32 ezer ember. Az ENCR (European
Network of Cancer Registries) adatai alapjan rakbetegség kovetkeztében elhunytak szdma az
Eurdpai Union beliil Magyarorszagon, Szlovakidban és Horvatorszagban a legmagasabb. A
GLOBOCAN adatai alapjan évente csaknem 600.000 beteget regisztralnak fej-nyaki daganattal
vilagszerte. A magyarorszagi fej-nyaki daganatok okozta haldlozas Eurdpaban az elsé helyen
all. E régi6 daganatainal az elmult 40 évet tekintve a mortalitdsi rata négyszeresére nott.
Leggyakoribbak ezen lokalizacion beliill a szdjiiregi régi6, a garat és a gége tumorai,
mortalitasuk 50% feletti *. A Nemzeti Rakregiszter adatai szerint 2016-ban hazdnkban mintegy
3500 embert diagnosztizaltak fej-nyaki daganattal. A fej-nyaki régié lapham daganatainak
szama az 55-60 éves populacioban a legmagasabb, am tovabbi aggodalomra ad okot, hogy
egyre inkdbb megfigyelhetd fiatalabb életkorban is. Fokozott figyelmet igényel, hogy az egy
régiora lokalizalodo larynx, tonsilla palatina tumorai, melyek klasszikusan operalhatok és
kedvezobb prognodzisuak, egyre inkabb eltinnek, mig a tobb régiot érintd, kedvezdtlen
prognézist, agressziv daganatokkal gyakrabban talalkozunk!. Annak ellenére, hogy jol
vizsgalhato régiokrol van szo, illetve modern diagnosztikus és kezelési modszerek allnak
rendelkezésre, a prognosztikai és mortalitdsi mutatok nem javulnak. A Pécsi
Tudomanyegyetem, Fiil-, Orr-, Gégészeti és Fej-, Nyaksebészeti Klinikdjanak statisztikaja
alapjan a 80-as évektdl napjainkig a mesopharyngealis daganatok szdma megkétszerezddott, a

hypopharynxgealis daganatoké csaknem megharomszorozodott (1., 2. dbra).
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1.4bra: A hypopharynx tumor incidenciaja 1983-2015 kozott a Pécsi Tudomanyegyetem, Fiil-,
Orr-, Gégészeti és Fej-, Nyaksebészeti Klinikdjan, a grafikon prof. Pytel Jozsef

tumorstatisztikai programjaban késziilt.
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2.4bra: A mesopharynx tumor incidenciaja 1983-2015 kozott a Pécsi Tudomanyegyetem, Fiil-,
Orr-, Gégészeti és Fej-, Nyaksebészeti Klinikdjan, a grafikon prof. Pytel Jozsef

tumorstatisztikai programjaban késziilt.

Fontos megjegyezni, hogy az etiologiai faktorokat tekintve a meso- és hypopharynx
lapham karcinomak megel6zhetok lennének. A tudatos egészségre nevelés, a raksziiréseken
valo részvétel elsddleges fontossdgl volna a rakbetegségek kialakulasdnak megeldzésében,

illetve a betegség korai stddiumban torténd felismerésében. A daganatsziird programok



fontossaga tehat kiemelendd. A daganatkezelés sikerében az individualis terapias valasztasok
is jelentdsek, igy kiemelt fontossaguak azon molekularis onkoldgiai, genetikai vizsgalatok,
melyek a tumorok kialakuldsara, viselkedésére magyarazatot adhatnak és 1 terdpias
lehetdségek kidolgozasahoz vezethetnek. Eppen ezért szenteltink kiilonos figyelmet
kutatasunk sordn a meso- és hypopharynx daganatok molekularis epigenetikai valtozasainak
vizsgalatara és olyan biomarkerek kutatdsara, amik a jovOben esetleg prediktiv, prognoszikai

céllal is alkalmazhatoak lehetnek.

[./2. A meso- és hypopharynx daganatok klinikuma

A fej-nyaki régié mind lokalizacioban, mind szovettanilag, mind klinikailag sokrétii.
Tag értelemben minden fej-nyaki régidban, tehat a koponyaalap és kulcscsont kozti teriileten
megjelend folyamatot ide soroljuk, szlik értelemben a fej-nyak nyalkahartydjan megjelend
daganatos elvaltozasok tartoznak ide. Fej-nyaki régioba tartozik tehat a kozépfiil, az orriireg és
a paranazalis szinuszok, a szajlireg, a garat, a gége, a pajzsmirigy, mellékpajzsmirigy
rosszindulati elvaltozasai, a nyalmirigyek és a fej-nyaki régié boértumorai. Kutatdsunkban
kiemelten a meso- és hypopharynx lokalizacioji lapham karcinomakkal foglalkozunk. Az itt
eléforudlé malignus daganatok tulnyomd tobbsége laphdm karcinoma illetve az ezen
lokalizacioban el6fordulo daganatok, kiilondsen a hypopharynx tumor progndzisa napjainkban
is igen kedvezdtlen, kezelésiik igen gyakran kihivast jelent.

Mesopharynx lokalizacio esetén leggyakrabban a tonsillaris régiobol és a lagyszajpadrol
indul ki a malignus folyamat. Legritkdbb a hatso garatfal daganata. Ebben a lokalizacidoban
nincs barrier, mely gétja lehetne a terjedésnek, igy konnyen és gyorsan infiltralja a tumor a
kornyezetét. A tonsillaris régiobol induld daganatok besziirhetik a trigonum retromolarét, a
térség izmait, a periosteumot, a mandibulat. A nyelvgyok daganata agresszivan, gyorsan terjed,
a nyelv izomzatat is benovi. A lagyszdjpad malignus elvaltozasai lefel¢ terjedve infiltralhatjak
a garativeket, tonsillat, majd a nyelvgyokot is, felfelé az epipharynxot, akar a koponyaalapot is
elérhetik. A garatfal tumorai kdnnyen bendvik mind az epi-, mind a hypopharynxot, és
kozelsége miatt hamar raterjed a fascia praevertebralisra.

Regionalis nyirokcsom¢ attéteik gyakoriak, foként a submandibularis, felsd, k6zépso
parajugularis régid, retro- és parapharyngealis régio nyirokcsomoi érintettek. Ha kozépvonali a
daganat, metasztdzisaik gyakran bilateralisak. Tavoli metasztazisok a nyelvgyoki daganatoknal

a leggyakoribbak.



Hisztologiailag a daganatok legtobbje ham eredetli, ezen beliil is planocellularis
karcindbma (90%). Eldfordul még anaplasztikus karcinéma, tranziciocelluldris karcinoma,
bazocellularis karcindma és adenokarcindma. Nem ham eredetti daganatok koziil ki kell emelni
a non-Hodgkin limfomat, ami viszonylag gyakran indul ki ebbdl a régiobdl, illetve a Hodgkin
limfomat és a melanoma malignumot. Gyakori el6fordulasuk okan kutatdsunkban a lapham

karcinomakkal foglalkozunk.

Diagnozis

Az anamnézisbdl, fizikalis vizsgalatbol, tiinettanbdl feléllitott klinikai kép alapjan a
lehetséges diagnozist bizonyitani kell képalkotd vizsgalatokkal. Nyaki UH ¢és nyaki MR
vizsgalat sziikséges a nyirokcsomd statusz megitélésére, a mediastinalis attétek kimutatdsara
mellkas CT vizsgalat javasolt. A regionalis terjedés pontos megitélésére az MRI-n, CT-n kiviil
még a PET-CT ad lehetdséget. A biztos szovettani diagnozis elengedhetetlen, ezt a tumorbol
torténd mintavétel teszi lehetdvé. A metasztatikusnak itélt nyirokcsomd finomtii aspirdcios
biopszidja is kiegésziti a diagnodzist. A sebészileg eltavolitott nyirokcsomok hisztologiai
feldolgozasa nagyon fontos és teljessé kell tenni a rezekcids szél patologiai vizsgalataval.

Mindezen vizsgalatok lehetdvé teszik a pontos staging-et, igy a terapia egyéni megvalasztasat.

Terdpia

A daganat lokalizacioja, kiterjedése €és a tumoros folyamat stddiuma a meghatarozo a
terapia szempontjabol. Meso- €s hypopharynx tumorok kezelésében két lokalis modalitas van,
a sebészi ¢s a radioterapia, mig a szisztémas terapia része a kemoterapia €s a bioldgiai terdpia.
A radioterapia lehet definitiv primer radioterapia, adhatjuk posztoperativ esetben, konkurrens
radiokemoterdpia részeként illetve palliativ céllal, tovabba alternativ megoldasként
radiobioterapia — cetuximab konkurrens sugarkezeléssel - végezhetd. A 3D konformalis
besugarzas mellett jabban egyre gyakrabban és joval enyhébb mellékhatasspektrummal
alkalmazhat6 az intenzitas modulélt sugarterapia.

Fej-nyak kemotrapidban elsoként alkalmazott platinaszarmazék a cisplatin, melyet
leggyakrabban 5-fluorouracillal és cetuximabbal, mint targetterapiaval egyiitt alkalmaznak
recidiv vagy metasztatikus daganatok esetén. A kemoterdpia jellemzden adjuvans
radiokemoterdpia esetén jon szoba magas recidiva kockézat (R1 rezekcid, nyirokcsomo
tokattorés) esetén. Ezen feliil el6rehaladott (T3-4, N2-3) esetekben indukcios kemoterapia

alkalmazhatd, tovabba palliativ céllal is adhato.



Uj szisztémas terapias lehetGséget jelent a biologiai terapia, fej-nyaki daganat esetén a

PD-1 gatl6é pembrolizumab illetve nivolumab jon szoba.
Kis kiterjedésii, korai stadiuma meso- és hypopharynx daganatok (T1-2, NO-N1, MO0) esetén a
mitéti terapia illetve a kurativ célu radioterapia valaszthatdé. Radiokemoterapia kizardlag
nyirokcsomo pozitivitas esetén indokolt. A tumor miitéti eltavolitasa ipszilateralis nyaki II-1V.
régiok szelektiv disszekciojaval egyiitt végezendo.

Nagy kiterjedésti, lokoreginalisan elérehaladott tumorok (T3-4, NO-1, MO) esetében
onkoldgiai kezelés (konkurrens radiokemoterapia vagy indukcidés kemoterapiat kovetd
radiokemoterapia) illetve miitéti terapia egyarant végezhetd. Miitéti terapia esetén a primer
tumor mitéti eltdvolitasa ipszilateralis nyaki II-IV. régiok szelektiv disszekciojaval egyiitt
végezendo.

Nagyméretii nyaki nyirokcsomo attét, lokoreginalisan el6rehaladott (T3-4, N2-3, MO)
esetben szintén onkologiai kezelés (konkurrens radiokemoterapia vagy indukcios kemoterapiat
kovetd rediokemoterapia) illetve mitéti terapia jon szdba. Mitét esetén a primer tumor
eltavolitasa mellett azonos komprehenziv nyaki disszekcio sziikséges az ellenoldal I1-1V. nyaki
régiok szelektiv vagy komprehenziv disszekciojaval (NCCN Guidelines Version 2.2020).

Osszegzésként tehat elmondhatd, hogy korai stadiumi daganat esetén barmelyik
modalitds valaszthato, talélés tekintetében nincs kiilonbség az onkolodgiai illetve a mutéti
modalitas kozott, torekedni kell azonban a funkciomegdrzésre, tovabba arra, hogy az adott
vélasztott modalitds teljes mértékben kurativ legyen. Mig lokoregiondlisan eldrehaladott
daganat esetében leggyakrabban a kombindlt terapia a célravezetd, ebben az esetben a
funcionalitas kevésbé Orizheté meg miitéti terapiaval, &m lebenyplasztikai megoldasok nagyon

sokat javithatnak a funkcion, igy a beteg altaldnos életmindségén.

1./3. A fej-nyaki daganatok etiolégiai faktorai

A dohdnyzas kiemelt rizikofaktort jelent a fej-nyaki daganatokban. Bizonyos
karcinogének a novény természetes alkotorészei, mig mas rakkelté anyagok a dohany égése,
feldolgozasa soran keletkeznek. Ismert, hogy a cigaretta mintegy 3000 féle, a cigarettafiist
csaknem 4000 féle vegyi anyagot tartalmaz, melybdl legalabb 100 bizonyitottan karcinogén. A
cigarettafiist vegyi anyagok komplex keveréke, két fazisbol, részecskékbdl és gazbol All,

melyben nagy mennyiségben vannak jelen dohany-specifikus nitrézaminok és policiklusos
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aromas szénhidrogének, amik pontmutaciokon, DNS egyes ¢és kettds szaltoréseken keresztiil
vezetnek diszplasztikus, daganatos elvaltozdsokhoz. Ez magyardzza a passziv dohanyzas
szintén karos hatasat. Bizonyitott, hogy passziv dohanyosokban is emelkedett a tiidordk, az
emphysema, a sziv-, érrendszeri betegségek kialakuldsanak kockazata. A nitr6zaminok a
dohany alkaloidjaibdl képz6édnek, ezek koziil a nitrézamin-keton és az N-nitrozonornikotin a
legink4bb karcinogén?. Tébb tanulmany leirta a nitrézaminok jelenlétét az e-cigarettdkban is,
am joval csekélyebb dozisban®. Az e-cigaretta, mint a cigaretta ,,egészséges”, leszokast segitd
formaja keriilt forgalomba, &m hangsulyozni kell, hogy a pontos ¢€lettani hatdsai jelenleg még
ismeretlenck. A policiklusos aromas szénhidrogének koziil kiemelend6 karcinogén a dimetil-
benzantracén, a metil-kolantrén és a benzpirén.

A cigarettan kiviil a pipazas, a bételdidoragas nem csak a garat, hanem ajak, szajiiregi és
bucca daganatok kialakuldséat is potencirozza. Meso- és hypopharynx daganatoknal ki kell

emelni az alkohol és dohanyzas szinergista hatasat®.

Az alkohol és a fej-nyaki lapham karcindma kozti klinikai kapcsolat régota ismert>®, Az
alkohol biokémiai atalakuldsa soran keletkez koztitermék, az acetaldehid a nyalkahartya
funkcionalis, metabolikus és morfoldgiai elvaltozasat okozza. A nyalkahartya karcinogenezisre
¢és fokozott sejt proliferaciora vald fogékonysdga emelkedetté valik, és ezen genetikai
véltozéasok diszplasztikus elvaltozasokat eredményeznek’.

Az alkohol dehidrogendz, a citokrém P450 enzimrendszer és a metilén tetrahidrofolat
reduktdz génjeinek polimorfizmusdban, vagyis az alkohol és a folat metabolizmusaban is
kereshet6 az Osszefiiggés arra, hogy egyeseknél az alkohol fogyasztas miért noveli a daganat
kialakulasanak rizikojat, mig masoknal miért nem3°1

Ismert, hogy a kronikus alkoholfogyasztas negativ hatast gyakorol mind a velesziiletett,
mind az adaptiv immunitasra. Ezek a hatasok érzékenyebbé teszik a szervezetet a viralis,
bakterialis fertdzésekkel szemben, mely tovabbi patogén mikrobak megtelepedéséhez vezet,
ezenkiviil rontjak a koérokozok elleni védelmet is, emellett az alkohol immunvélaszra gyakorolt
hatésa eldsegiti a gyulladasos reakcidkat, igy egy allando szubklinikai gyulladésos allapotot
tarthat fenn. Ezek az eltérések hozzdjarulnak a szervezet szoveteinek, szerveinek
karosodasdhoz, egy€b betegségeken til a daganatos betegségek kialakuldsdhoz, illetve a
betegségek felgyorsult progresszidjahoz*.

Az alkohol tovabba eldsegiti a dohanyfiistben 1év6 karcinogén anyagok felszivodasat,

igy az alkohol a dohanyzéssal egyiittesen exponencidlisan noveli a rdk kialakuldsanak
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veszélyét. Az alkoholfogyasztas és az oro-, hypopharynx tumorok kozti kapcsolat szorosabb,

mint az alkoholfogyasztas és a gége-, szajiiregi daganatok kialakulasa kozotti osszefiiggés™?.

Az Epstein-Barr virus (EBV) bizonyitottan szerepet jatszik és szoros Osszefiiggésbe
hozhat6 a nasopharygealis karcindbma elszarusodé formdjanak (lymphoepithelioma)
kialakulasaval els6sorban az azsiai populaciéban. Szoros korrelaciot mutat a Burkitt lymphoma

és hajassejtes leukaemia kialakulasaval®>141°,

Plummer-Vinson szindréma kiemelten fontos rizikofaktora a hypopharynx - féként a
postcricoid régié - daganatainak. Ez egy ismeretlen eredetii gyulladasos korkép. A gyulladas
kovetkeztében a szajlireg, garat nyalkahartyaja atrofiassa valik, glossitist, papillak elsimulésat,
cheilitist, stomatitist, postcricoid odynophagiat eredményez. Eszaki orszagokban és néknél
gyakoribb. Feltételezik a taplalkozasi hianyallapotok - foként a vas, de tiamin, ribolfavin,

piridoxin és kiilénbozé proteinek - szerepét a betegség kialakulasaban'®?’.

Mindezek mellett a rossz szdjhigiéne, a vegyszer expoziciok, a kornyezeti karcinogének,
sugarterhelés, a vitamin szupplementdcio, az immunszuppresszio is szerepet jatszanak a fej-
nyaki daganatok kialakulasaban'®, az alacsony szociodkonomiai statusz szintén hozzijarul a
garatdaganat kialakuldsdhoz. A férfiak korében haromszor gyakrabban fordul eld ez a

daganattipus, mint nék kérében?®,

A human papilloma virus (HPV) az utobbi két évtizedben keriilt el6térbe, mint a fej-
nyaki daganatok fontos rizik6faktora, mely kutatdsunkban is kdzponti szerepet tolt be, igy kiilon

fejezetben foglalkozom vele.

I./4. A human papilloma virus szerepe a mesopharynx dagantokban

A dohanyzashoz kapcsolddo fej-nyaki daganatok szama az USA-ban a 70-es évektol
kezdve csokkend tendenciat mutat, ezzel szemben megfigyelték, hogy a nemdohdnyzo, alkoholt
nem fogyasztd populdcidban az oropharynx tumorok incidencidja drdmaian novekszik. Ez arra
utal, hogy egyéb etioldgiai tényezdk is szerepet jatszanak a daganat kialakulasaban, igy valt a
human papillomavirus (HPV) és a fej-nyaki lapham karcinomak kozotti kapcesolat a 2000-es

évek ota intenziven kutatott teriiletté’®?!, A HPV tipusa és a tumor lokalizicidja szoros
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Osszefliggést mutat, a garatban a HPV 16 felelés a HPV pozitiv lapham daganatok
kialakuldsanak mintegy 90%-ért?22324,

A HPV indukalt daganat elsdsorban a tonsillaris régidkat (tonsilla palatina és tonsilla
lingualis) érinti, egyéb fej-nyaki régiokban a HPV jelenléte 20% alatti?®®. Az oropharynx
daganatainak HPV-pozitivitasa vildgviszonylatban 30-40%2%27, viszont az USA-ban és a
skandinav orszagokban eléri a 80%-0t?®. A HPV pozitiv oropharynx tumoros betegek
atlagéletkora 5-10 évvel alacsonyabb, mint a HPV negativ betegeké?®. Az oropharynx tumorok
¢és az oropharyngealis HPV fert6zottség mintegy Otszor-hétszer gyakrabban jelenik meg a

férfiakban®. Szoros osszefiiggés mutathatd ki tovabba a szexualis szokasok, az anogenitalis

traktus HPV fertézottsége és az oropharyngealis daganatok kialakulasa kozott!,

A HPV a papillomavirusok csalddjaba tartozo6, tobb mint 120 tipust szdmlald virus
(Papillomavirus Episteme — NIH). A viralis genom OrdkitGanyaga cirkularis, ketts szalu
DNS?. A HPV tipusok hét taxondmiai nemzethez tartoznak (alfa-, béta-, gamma-, mupa-,
nupatata- és thetapapillomavirus). A virusgenom legkonzervaltabb szekvencidja, az L1 open
reading frame (ORF) régio. Az L1 és L2 ORF-ekbdl transzlalt fehérjetermékek alkotjak a
viruskapszidot, mig az E6 és E7 ORF-ek onkoproteineket kodolnak, amelyek modulaljak a
virus transzformacids folyamatat. E6 gén altal kodolt fehérje a TP53 fehérjét az ubiquitin
utvonalon keresztiil gatolja, mig az E7 gén fehérjéje a retinoblastoma tumor szupresszor
fehérjét (pRb) inaktivalja, ezek kdvetkezményeképpen gatlodik az apoptdzis, karosodik a
sejtciklus szabélyozasa és fokozodik a sejtproliferacio®. A TP53 gén a fej-nyaki laphamrakok
csaknem 45 %-aban mutalodik, mig a pRb mutaciok ritkak, &m a pRb fehérjét szabalyzo TP16%
és ciklin D expresszdja nagyon gyakran fokozodik®*. A TP16 egy ciklin dependens kinaz
inhibitor (CDKI), melynek tulzott expresszidja megakadalyozza a pRb foszforilacidjat, ezéltal
a sejtciklus gatlo szabalyozasa megsziinik. Bizonyitott tovabba, hogy a TP16 pozitivitas szoros
korreldciot mutat a hosszabb tavu tléléssel, tehat fontos prognosztikus marker®®3¢. A p16

immunhisztokémiai sziirés a szovettani vizsgalat soran ma mar rutin diagnosztikai modszer.

A HPV benignus és malignus elvaltozasokért egyarant feleldssé tehetd. Ezt a genomba
valo beépiilése hatarozza meg: ha a virus csak episzomadlisan van jelen, jéindulatiu, mig, ha
integralodik a genomba, rosszindulata elvaltozast okozhat®”. A HPV a tobbrétegii ham bazalis
sejtjeit fertdzi meg. Az epitelidlis sejtek differencidlédasanak modositdsa a sejtciklus
szabalyozasa révén a DNS replikacio folyamatos ujraaktivalodasat eredményezi, és a HPV

virus genomijanak replikacidjahoz vezet®3®4 A HPV tipusok koziil mukozalis és kutan
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formakat kiilonitiink el. A rosszindulatu fejnyaki daganatokat okozd mukozalis tipusokat
onkologiai kockazati csoportok alapjan alacsony, kozepes és magas kockazatu tipusokba lehet
besorolni. Gyakran latunk multiplex virusfertozéseket, ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a
kiilonbozé  genotipusok egymassal interferalhatnak, igy befolydsolhatjdk egymas
fertézoképességét. Azonban a kiilonb6z6 HPV-genotipusok kozotti interferencia jelenleg még
nem bizonyitott és egymas virulencidjara gyakorolt hatdsai még nem ismertek.

A HPV pozitiv oropharyngealis daganatokra vonatkoz¢é klinikai megfigyelések azt
mutatjak, hogy viselkedéstik jelentdsen kiilonbozik a HPV negativ oropharyngealis tumoroktol,
miszerint kevésbé agresszivak, fiatalabb ¢életkorban jelennek meg, jellemzé a nagy
nyirokcsomo attét egy viszonylagos kis kiterjedésti tumor jelenléte mellett, tovabba jobban
reagalnak az onkologiai kezelésre*#243, Ezen adatok alapjan uj TNM osztalyozast vezettek be
a HPV pozitiv mesopharynx daganatokra vonatkozoéan, mely szerint ugyanakkora kiterjedésti
¢s ugyanolyan nyirokcsomo statusza HPV pozitiv paciens alacsonyabb staddium besorolasba
keriil, mint a HPV negativ beteg. Ezt az allitast tamogatja a The Cancer Genome Atlas (TCGA)
a HPV pozitiv és negativ fej-nyaki laphamrakokat 6sszehasonlité molekularis vizsgalata, ahol
a HPV-vel tarsult és a nem virus asszocialt-lapham karcindmaés csoportok kozotti kiilonbséget

egyértelmiien megerdsitették®,

1./5. A mikro-RNS

A mikro-RNS-ek (mi-RNS) az utobbi évek kutatasainak kdzéppontjaban allnak. 1990-
es években fedezték fel egy mikroszkopikus nematddaban (Caenorhabditis elegans), és rajottek,
hogy mas fajokban, igy az emberben is expresszalodnak®. A mi-RNS-ek kis, 19-25 bazispar
hosszusagu RNS-ek, melyek intra- vagy intergenikus, tehat nem kodold szakaszrol irodnak at,
és nem transzlalodnak. Szintézisiik tobblépéses folyamat: a transzkripciot RNS-polimeraz II1.
végzi, ami egy 1-3 kb hosszu, kett6s szalu prekurzort, a primer miRNS-t (pri-miRNS) hoz 1étre,
jellegzetessége, hogy hajtii-struktirakat (stem loop) tartalmaz. Ezutdn még a sejtmagon beliil
egy endoribonukleaz, a DROSHA ¢és kofaktora, a DGCR-8 (di George syndrome critical region)
segitségével a stem loop részeket levalasztja. Az igy keletkezett 70-100 nukleotid hosszusagu
pre-miRNS a citoplazmaba Ran-GTPéaz aktivitasi Exportin-5 segitségével jut ki. Végso
atalakitasat a DICER ribonukleaz és kofaktora, a TRBP (Tar RNA binding protein) végzi a
terminalis hurok eltavolitasaval, és igy kialakul a 19-25 bazispar hosszisaga miRNS. Az érett

miRNS beépiil egy ribonukleotid komplexbe, a RISC-be (RNA induced silencing complex). Itt
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a kettds szalu miRNS szétcsavarodik, elvalik egymastol, a vezérszal stabilizalodik, a masik szal
pedig degradalodik. Ezt kovetéen kotddésiik a messenger RNS-ekhez (mMRNS) ehhez a
komplexhez kapcsoltan torténik. A RISC a miRNS-en kiviil argonauta fehérjét (emlésdkben
négy valtozat ismert: AGO-1-4) és tobb mas fehérjét tartalmaz. A miRNS a cél mRNS-hez
kotédve szabalyozza annak muikodését. A szabalyozas torténhet a target mRNS 3° UTR
(untranslated region) szakaszahoz torténd kapcsolddassal, de kotddhet az 5° UTR szakaszhoz

vagy ORF-hez (open reading frame) is. Igy a miRNS blokként gatolja a transzlaciot, vagy

crer

szabalyozashoz nem sziikséges a teljes komplementaritas*6:4/48,

Eddig 38.589 miRNS-t azonositottak (mirBase.org 2020. marcius). Fontos szerepet
jatszanak a sejtek posztranszkripcids szabdlyozasédban. Valoszinisitik, hogy a genom 50-60%-
at szabalyozzak a miRNS-ek. EQy mRNS-t tobb miRNS szabalyozhat, és egy miRNS tobb
hangolésa, a sejt életfolyamatainak - a differencidcio, a sejtosztddads, az apoptozis, az
intermedier anyagcsere folyamatok - harmonikus szabalyozasa, a homeosztazis fenntartasa®l.
Mindebbdl kovetkezik, hogy, ha a sejtek ¢életfolyamatainak barmely teriiletén valtozas
kovetkezik be, a miRNS mintazat, a miRNS-ek mennyisége megvaltozik; pontosabban a
MiRNS-ek szabalyoz6 képességének modosulasa, karosodasa vezet élettani funkciok
megvaltozasdhoz - tehat gyulladdsos folyamatokban, szdvetkarosodds soran, daganatos
betegségekben detektalhatdo ez az eltérés. Ugyanakkor természetes élettani folyamatokban,
példaul terhességben is megfigyelhetd a miRNS kifejezddés valtozasa, mivel a placenta

bizonyos miRNS-eket fokozottan termel®%°354,

Adott szovet daganatos és egészséges sejtjeit Osszehasonlitva a miRNS mintdzat eltérést
mutat. Ez abbol kovetkezik, hogy a miRNS gének fragilis kromoszéma régidkban talalhatdak,
melyek daganatokban gyakran szenvednek deléciot, transzlokaciot, toréseket*®*. A genom
szintli valtozasokon kiviil a miIRNS-ek érése soran bekdvetkez6 moddosulasok, epigenetikus
eltérések is vezethetnek eltéré miRNS kifejez6déshez®>*. Ez tton johet létre - a mMRNS
transzlacio eltérésein keresztiil - a fehérjék, a jelatviteli utak megvaltozasa, majd a sejt malignus

transzformacioja.

Aszerint, hogy mely gén funkcidjat gatoljak, a miRNS-ek viselkedhetnek onkogénként

(onkomir) illetve tumorszupresszor génként. Mutathatnak csokkent vagy fokozott
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expressziot*’. Mivel a miRNS-ek kifejez6dése sejt és szovet specifikus, a kiillonbozo szervek
daganatai mas miRNS kifejez0dést eredményeznek (1. tablazat).
Tumoros szovet Fokozott kifejezodés Csokkent kifejezodés
tipusa
fej-nyak miR-16, miR-18, miR-21, miR-26b, miR-107, miR-133b,
miR-31, miR-146b, miR155, miR-138, miR-139, miR-342,
miR-221, miR-222, let-7 miR-373
pajzsmirigy miR-146, miR-197, miR-221,
miR-222, miR-346
cervix miR-10a, miR-132, miR-148a, | miR-26a, miR-143, miR-145,
miR-196a, miR-302 miR-203, miR-513
petefészek miR-141, miR-200, miR-221 let-7f, miR-140, miR-145, miR-
199a, miR-424
here miR-372, miR-373
prosztata let-7d, miR-195, miR-203 miR-128a
emld miR-21, miR-29b-2, miR-155 | miR-10b, miR-17-5p, miR-27b,
miR-125b, miR-145, miR-155
vastagbél miR-10a, miR-20a, miR-21, miR-143, miR-145, miR-342,
miR-31, miR-191 let-7
maj miR-18, miR-224 miR-125a, miR-195, miR-199a,
miR-200a
hasnyalmirigy miR-21, miR-24, miR-100, miR-375
miR-103, miR-107, miR-125b,
miR-221, miR-301, miR-376
gyomor miR-21, miR-103, miR-223 miR-218
tiido miR 17-5p, miR-31 let-7

1. tablazat: miRNS-ek jelenléte a kiilonb6z6 daganattipusokban.

2008-as felfedezés, hogy a miRNS-ek a szérumban, a nyalban és mas testnedvekben is
jelen vannak®’°8, Ezek a szabad, érett miRNS-ek kis méretiik miatt endonukleazokkal szemben
nagyon ellenalloak és stabilak, igy laboratoriumi koriilmények kozott reprodukalhatoan
kimutathatok®. Szilard szerkezetiikhoz hozzdjarulnak egyéb mechanizmusok is, igy specifikus
fehérjekotések, metilacids, adenilacios modifikaciok vagy mikrovezikulakba valod
integracio®®®®. Az, hogy milyen modon keriilnek a testnedvekbe nem teljesen tisztazott.
Ismertek sejt-sejt interakciok, mely soran miRNS-mRNS csere jatszodik le, mintegy
megvalositva a sejtek kozti kommunikaciot. Szovetkarosodaskor, apoptédziskor felfigyeltek a

miRNS passziv kidramlasara, am vezikuldkbol torténd aktiv szekrécidjukra is van tudomanyos
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bizonyiték®62,

Lehetdség nyilik tehat a szovetek vizsgdlatdn tal, vérbdl, nyalbdl vagy mas
testnedvekbdl torténd miRNS izoldlasra. A miRNS-ek nem csupan a tumoros folyamat
meglétérdl adnak tajékoztatast, hanem az attétek kialakulasarodl is, és ami még jelentOsebb, a
tumoros folyamatot olyan koran jelzik, mikor még fenotipusosan a sejtek egészségesnek
tlinnek, 4m genetikai szinten elindultak mar a malignus atalakulas felé. gy nem csak
diagnosztikai és prognosztikai faktorokrél van szo, hanem prediktiv markerekként is
tekinthetiink rajuk®”®3. Fej-nyaki daganatok esetén a nyalbol torténd miRNS izolalas a betegek
utankovetésén tal a veszélyeztetett populacid sziirése céljabol is nagyon jelentds volna, hiszen

bevalt szird mdodszer nem all rendelkezésre.

1./6. Cancer-field (tissue organization field theory, TOFT)

El6szor 1953-ban Slaughter és munkacsoportja figyelték meg, hogy bizonyos daganatok
esetén igen gyakori a tumorrecidiva, illetve a szekunder primer tumor kialakuldsa, és 6k
vetették fel els6ként a field-cancerization elméletet, mint a tumorgenezis modelljét. Azota a
molekuléris biologia fejlodésével ez a modell egyre inkabb a figyelem koézéppontjaba keriilt és
regisztraltdk a fej-nyaki-, emld-, bér- és nyeldcsédaganatok esetében is®+%°%. A field-
cancerization vagy cancer-field a tumorfejlédés paradigmaja. Lényege, hogy a malignus 1€zi6
mikroszkopikus kialakuldsa eldtt a normal sejtvonal pro-tumorogén epigenetikai valtozasokat
szenved, €s ezek a valtozasok pozitivan szelektalddnak az egyébként egészséges szerv, szovet
mikrokdrnyezetében®’. A tedria értelmében a karcinoenezis elsésorban a szoveti szervezddés
problémja. A kornyezeti karcinogének elpusztitjadk a normal szoveti architektarat, ezéltal
megzavarjak a sejtek kozti jelatvitelt és veszélyeztetik a genom integritdsat. Ennélfogva a
TOFT-ban a DNS-mutaciok a szoveti események kdvetkezményei és nem okai.

A karcinogenezis folyamatdban tehdt a sejtek kozti interakciok miRNS, mRNS
transzmisszio Utjan is hozzajarulnak a premalignussé valashoz. Tehat ezen a teriileten, ezekben
a sejtvonalakban mutaciok szintjén kimutathatok a daganatra jellemzd eltérések —
pontmutaciok, kromoszéma  aberraciok, amplifikacio -, ~de nem  mindegyik
daganatképzddéshez vezetd eltérés van jelen, és fontos megjegyezni, hogy mikroszkopikusan
¢ép sejtekrdl van sz6. A genetikai €s epigenetikai valtozasok kiilonféle fenotipusos valtozasokat

eredményeznek, melyek nem feltétleniil morfoldgiai jegyeket jelentenek, hanem ide sorolhatd
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példaul a sejtek fokozott ndvekedési iiteme, az immunrendszer elkeriilésének képessége €s a
csOkkent sejthaldlozés. Ezek a fenotipusos eltérések lehetnek atmenetiek, illetve jelenthetnek

csupan minimalis valtozast, &m érzékenyitik a sejtet a tovabbi mutaciok kialakulasara®®.

A HPV negativ fej-nyaki daganatok talélése a novekvo terapias stratégiak ellenére az
utobbi évtizedekben szignifikansan nem javult. A daganatok nagyon gyakran recidivalnak és a
szekunder tumor kialakulasi ardnya is magas. Ezt a magas kitijulési ratat a tumor kdrnyezetében
1évo cancer-field eredményezi, mely joval nagyobb teriiletet érint, mint a tényleges tumor
mérete. Amennyiben ez a teriilet kiviil esik a miitéti rezekcids széleken, magyarazata lehet az
ismételt tumor kialakulasanak és hozzdjarulhat a rossz prognozishoz®. (3. abra)

Ryser és munkatarsai mintegy 20.000 beteg adatait vizsgalva egy matematikai modellt
dolgoztak ki a cancer-field meghatarozasara. Vizsgalataik kimutattak, hogy a primer daganatot
korlilvevé mezd varhaté mérete 50-90 éves kor kozott megkétszerezddik, tovabba az egymastol
fiiggetlen fieldek kialakulasa 80 éves korra 20 %-kal nagyobb aranyban van jelen. Ezen
eredmények fényében ujra kell értékelni a sebészei rezekcids széleket. Ezekkel az adatokkal
Osszefiiggésben tovabba azt talaltdk, hogy idds korban, 3 cm-nél kisebb tumorméret esetében,
a csak miitéttel kezelt betegek mortalitdsa magasabb, azon idds betegekkel szemben, akik csak
sugarkezelésben vagy posztoperativ sugarkezelésben is részesiiltek. Ez azzal magyarazhato,
hogy a sugarmez0 nagyobb teriiletet 6lel fel, mint a miitéti rezekcids zéna, vagyis a genetikai-
és epigenetikai mutaciokat szenvedett fieldet nagyobb eséllyel érinti. Természetesen ezen
szerzok kimutattdk, hogy a dohanyzas abbahagyasa csokkent mezdméretet eredményez’*

Nehézséget jelent a klinikumban, hogy a cancer-field lathatatlan, igy kiterjedése
ismeretlen. Ismerete a pontos prognozisbecsléshez, tovabba a megfelelé terapia
megtervezéséhez elengedhetetlen lenne, melyek segitségével jobb mortalitasi mutatokat
érhetnénk el. Kutatasunk sordn ezért igyekeztiink a cancer-fieldet detektdlni a miRNS, mint
epigenetikus marker expresszios valtozasai illetve a kidolgozott térképbiopszas mintavétel

altal.

1./7. Szomatikus mutacios tedria (somatic mutation theory, SMT)

A cancer field elmélet mellett a masik, tumorgenezis magyarazatat szolgald teoria a
szomatikus mutacios tedria. Az elmélet 1ényege, hogy a tumor egyetlen szomatikus sejtbol

szarmazik, mely egymads utdn tobb DNS mutaciot halmozott fel, és ezek a mutéaciok olyan
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géneken torténtek, melyek a sejtproliferaciot €s a sejtciklust szabalyozzak. Az SMT szerint
tehat a normal szoveti architekturat elpusztité daganatos elvaltozasok DNS-szintli események
eredményei” ", Vagyis DNS-szintli torténések eredménye, mely végiil a sejt, a szovet
normalis, egészséges stukturajat elpusztitja. Ilyen szomatikus mutaciokat okoznak a virusok
(p¢ldaul a HPV) illetve a sugarterhelés. Mig a kornyezeti karcinogén agensek a cancer field
elmélet szerint elsdként a sejt-sejt interakciokat, a szoveti strukturalis szervezddést bontjék fel,
epigenetikai elvaltozasokat okozva veszélyeztetik a genom integritasat, addig a szomatikus
muticios elmélet szerint a tumor egyetlen sejt klonja’™ ¢, Szakirodalmi adatok szerint egyes
citogenetikai vizsgalatok kimutattak, hogy sok primer tumorban az 6sszes sejt ugyanazt a koros
kariotipust mutatja, példaul plazmasejt daganatok altal termelt immunoglobulin szinte minden
esetben egyetlen klonra jellemz6 homogenitassal rendelkezik’’. A két ismert daganatkialakulasi
teoria, a SMT és a TOFT adhat magyarazatot a HPV assziocialt és a HPV negativ fej-nyaki

daganatok eltérd bioldgiai viselkedésére és prognozisuk kiilonbozdségére (3. abra).

(a) SMT (b) TOFT
Epithelium sejt-sejt ’s;e!t-extra(:?”ularls N
Karcinogén (Parenchyme) interakcis mat+r|x (ECM) interakcio
AN C
— Basal —
VL T Z&) %\membran ‘/1?9 %
' Stroma ‘ Megvaltozott sejt-sejt és

E] .E@ (Mesenchyme) Mﬂ@nterakcié

e Sy

3.abra: () A szomatikus mutacids teoria (SMT) sematikus abraja.
(b) A cancer-field daganatfejlédési modell (TOFT) sematikus abraja.

ECM: extracellularis matrix
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II. CELKITUZESEK

Kutatasunk célja volt, hogy a mesopharynx és hypopharynx daganatokat elkiilonitve

vizsgalva a fej-nyak mas régioitdl, pontosabb képet kapjunk ezen lokalizacidju tumorok

molekularis bioldgiai tulajdonsagairdl a miRNS expresszios mintdzat tiikrében. Az epigenetikai

eltérések altal probaltuk feltérképezni a cancer-fieldet, tovabba kombinalt radiologiai-

molekularis 3D modell segitségével igyekeztiink lathatéva tenni ezt a teriiletet. A fentiek

alapjan olyan markereket kerestiink, melyek a késdbbiekben diagnosztikus ¢€s prediktiv

szereppel birhatnak.

l. Kutatasunk els6 fazisaban a meso- és hypopharynx karcindémak cancer field alapu

miRNS expresszios mintazatdnak vizsgalatat terveztik.

Olyan specidlis térképbiopszids mintavételi eljaras kidolgozéasa volt a
cél, mely nem csak a daganatos és makroszkdposan ¢€p teriilet
Osszehasonlitd vizsgalatara iranyul, hanem amelynek segitségével, 4
mintavétellel, a daganattol egyre tdvolodva, a cancer-field pontosabban
feltérképezhetd.

Célul tliztik ki egy miRNS alapt daganat- és lokalizacidspecifikus
biomarker panel 6sszeallitasat.

Tovéabbi célunk volt a daganatlokalizaciok egymassal torténd
Osszehasonlitdsa a panel alkalmazasdval nyert miRNS expressziok

fiiggvényében.

Il. Kutatasunk masodik fazisaban a HPV pozitiv és negativ mesopharynx karcindmék

Osszehasonlito analizisét terveztiikk a miRNS expresszios valtozasok fliggvényében.

Célul tiztik ki a HPV pozitiv és negativ daganatok és a daganatos
szoveteket koriilvevo nyalkahdrtya szegmentumok miRNS mintazat
vélatozasainak Osszevetését.

Emellett célunk volt a cancer field alapjan egy komplex molekularis

genetikai- képalkoto diagnosztikai modell kidolgozasa.
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II1. A VIZSGALAT ELSO SZAKASZA

111./1. Anyag és modszerek

II1./1.1. Mintagyiijtés

Vizsgalatunk elsd fazisdban szovettanilag igazolt meso- ¢és hypopharynx
laphamkarcinomékat vizsgaltunk. Mintdink a Pécsi Tudomanyegyetem Klinikai Kézpont Fiil-,
Orr-, Gégészeti és Fej-, Nyaksebészeti Klinika betegeitdl szarmaznak, a mintavételek 2014.
szeptember — 2015. aprilis kozott torténtek. Mintainkat egységes eljaras szerint, intraoperativan
a tumor sz¢lébdl (0), a daganattdl 1 cm-re (1), a daganattol 2 cm-re (2), illetve a tumortol
legalabb 3 cm-re (3) fekvd ép nyalkahartyaszovetbdl vettiik (4. abra). A mintdkat a miitetet
kovetden azonnal —80 °C-ra fagyasztottuk a laboratoriumi feldolgozasig. Vizsgalatainkat a
betegek beleegyezési nyilatkozataval és a Regionalis Kutatasetikai Bizottsdg engedélyével

végeztiik, az etikai engedély szama: 316-26465 (4319) KK 15/2011.

4. abra: Jobb oldali tonsillatumor és a térképbiopszids mintavételi eljaras abrazolasa.

1: tumor, 2: tumortdl 1 cm-re, 2: tumortol 2 cm-re, 3: tumortol 3 cm-re

A MiRNS-expresszids analizis soran dsszesen 52 szovetmintat vizsgaltunk 13 betegt6l,
amelybdl 5 hypopharynx-, 8 mesopharynx daganatbol szarmazott. A tumoros szdvetmintak
klinikopatologiailag I1-es, Il1l-as es 1V-es stadiumu laphdmsejtes karcindmanak feleltek meg. A
mintavétel alapjaul szolgaldé daganatok lokalizacid, nem €s stadium szerinti beosztasat a 2.

tablazat mutatja be.
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Nem

Kor

Lokalizacio

Osszstadium

Rizikocsoportok

Mesopharynx Hypopharynx Osszes

(n=8) (n=5) (n=13)

N (%) N (%) N (%)
no 1 (12%) 1 (20%) 2 (15%)
férfi 7 (87%) 4 (80%) 11 (85%)
0-44 0 0 0
45-64 5 (62%) 4 (80%) 9 (69%)
65- 3 (37%) 1 (20%) 4 (31%)
tonsilla 3 (37%) recessus 2 (40%)

piriformis

nyelvgyok 2 (25%) retrocricoid | 2
oldalsé 1 (12%) hatso 1 (20%)
oropharyngealis aratfal
garatfal 9
tonsillolingualis 2 (25%)
atmenet
1 0 0 0
2 3 (37%) 2 (40%) 5 (38%)
3 4 (50%) 3 (60%) 7 (54%)
4 1 (12,5%) 0 1 (7%)
0 0 1 (20%) 1 (7%)
1 3 (37%) 1 (20%) 4 (31%)
2 4 (50%) 2 (40%) 6 (46%)
3 1 (12,5%) 1 (20%) 2 (15%)
Il. 0 1 (20%) 1 (7%)
Il. 3 (37%) 1 (20%) 4 (31%)
V. 5 (62%) 3 (60%) 8 (62%)
alkohol 4 (50%) 3 (60%) 7 (54%)
dohanyzés 7 (87%) 4 (80%) 11 (85%)

2.tdblazat: A 13 beteg lokalizacio, nem €s stadium megoszlasa.
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11./1. 2. A vizsgalt miRNS-ek

A 8 vizsgalt miRNS tulajdonségait az eredmények konnyebb értelmezhetdsége kedvéért
itt roviden Osszefoglalom:

A miR-21 er6és onkogén tulajdonsagii miRNS. Vizsgalatunkban meso- és hypopharynx
lokalizacioji daganatok esetén is szignifikansan fokozott expressziot mutatott. Kifejezddése a
mesopharynx daganatokban a daganathoz kozelebb fekvd ¢ép szovetekben csokkent
alacsonyabb értékre, mig a hypopharynx daganatokban csupan a daganattol 3 cm-re 1€évo
szovetekben mutatott szamottevd csokkenést. A logisztikus regresszios vizsgalat soran a
hypopharynx daganatokban a miR-21 értékei egyébként jelentésen magasabbnak is bizonyultak
a mesopharynx daganatokénal.

A miR-34a és miR-143 tumorszuppresszor tulajdonsagih miRNS-ek. Az eddigi kutatasok
a HPV-asszocialt fej-nyak daganatokban csokkent kifejezédésiiket azonositottak’®7®.
Vizsgalatunkban szintén alacsony expresszioé jellemezte ezeket a miRNS-eket. Mesopharynx
daganatok esetén a daganattol 2 es 3 cm-re talaltuk meg ezen miRNS-eket, a hypopharynxban
azonban a miR-34a mar a daganattdl 1 cm-re 1év6 szovetekben is megjelent, igy a kifejez6dés
eltlinése ezekben a daganatokban nagyon szorosan dsszefliggott a daganatos fenotipussal.

A miR-146a es miR-148a szerepe a gyulladisos folyamatok és a karcinogenezis

kapcsolodasi pontjaiban jelentds®®8!

. Vizsgalatunkban mindkét miRNS a hypopharynx
daganataira volt jellemzd. Kifejezddésiik a daganatokra és peritumoralis szovetekre is
jellegzetes volt, és szélesen a daganat koriil megtalalhato maradt.

A mMiR-155 daganatinvaziot eldsegité miRNS®®, Vizsgalatainkban a miR-155 a
tumoroknal jelentds kifejez6dést mutatott €s még a daganatoktdl 2 cm-es tavolsagra 1évo
szovetekben is jelen volt.

A miR-221 a daganatok rossz prognézisaval €s a tumorinvazido mértékével mutat
osszefiiggeseket®*8. Vizsgalatunkban ez a miRNS kifejezetten a mesopharynx daganatokra és
a peritumoralis szoveteikre volt jellemzd. A hypopharynxban nem volt kimutathat6. Ennek oka
— azon kiviil, hogy a hypopharynx daganatok esetén ez a marker nem jellegzetes — lehet az is,
hogy a hypopharynxban esetleg elterd nukleotid-sorrendii varians érik ki, amelyet az altalunk
alkalmazott specifikus primer szekvenciak nem tudtak hatékonyan amplifikalni. Mivel a miR-
221 esetén taldltuk a leghatarozottabb eltérést a két daganattipus kozott, tovabbi
vizsgalatainkkal ennek a kiilonbségnek a tisztazasara figyelmet szenteltiink.

A miR-27a egy, az irodalomban eddig még kevéssé vizsgalt miRNS®. Vizsgalatunk

soran mesopharynx és hypopharynx daganatokban egyarant nagyon hasonld viselkedést
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mutatott, mint a miR-21. A miR-21-gyel val6 szekvencialis hasonlosagaik miatt valosziniileg

az mRNS célmolekuldinak egy részét képes a miR-27a is gatolni.

IIL./1. 3. RNS izolalas és reverz transzkripcio

A teljes nukleinsav-izolalas menetét a szovetmintak izolalt homogenizalasaval kezdtiik,
60 pg kiindulasi szovetbdl, amelyhez 150 pl lizispuffert adtunk (High Pure miRNA Isolation
Kit, katalogusszam: 05080576001, Roche, Mannheim, Németorszag). Mintainkat MagNA Pure
Green Beeds (Roche) keramiagyongyos homogenizalécsovekbe mértiik, és MagNA Lyzer
(Roche) razohomogenizator segitségével homogenizaltuk. Ezt kovetden a nukleinsav-izolalast
a Roche High Pure miRNA izolacios kit vegyszereinek felhaszndldséval és a hozza tartozo
hasznalati utmutatonak megfeleléen végeztiik. Az igy nyert teljes RNS mindségét abszorpcios
fotometriaval ellendrizziik (260/280 nm A>1,9). Mindségi ellendrzést kdvetden a mintdinkat
azonnal felhasznaltuk a tovabbi vizsgalatainkhoz. A miRNS-frakciokat reverz transzkripcio
soran irtuk at cDNS-re. Universal cDNA synthesis kitet (Quiagen, Woburn, MA, Amerikai
Egyesiilt Allamok) hasznaltunk, radnom hexamer priming alkalmazasaval, amely a kitben

szerepelt.

I11./1. 4. PCR analizis

A teljes szoveti RNS-rél atirt cDNS-mintakat kvantitativ PCR-rendszerben (Roche
LC480 rendszer ¢s LightCycler 480 SYBR Green I Master Kit, Roche) amplifikaltuk. Az
altalunk vizsgalt miRNS-eknek megfelelden specifikus primereket hasznaltunk az universal mi-
CURY LNA primer szettb6l (Exiqon, Vedbaek, Dania) hsa-miR-21, -27a, -34a, -143, -1464a, -
14843, -155, -221. Bels6 kontrollként pedig az universal miCURY LNA 5S rRNS-nek, valamint
az U6 snRNS-nek megfeleld specifikus primereket alkalmaztuk. A PCR-reakci6oldat minden
esetben 2 pl primer mixet, 8§ pl cDNS-templatot és 10 ul LC480 SYBR Green I Master mixet
tartalmazott 20 ul Ossztérfogatban. Az amplifikacid 8x12-es plate-en tortént, az altalunk

tervezett forma szerint: PCR futasonként a plate 6 daganatspecifikus miRNS-t és 2 belsé

crer

crer

time PCR soran kapott expresszios értékeket az LC480-as PCR-gépen a Light Cycler Exor 4.0
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szoftver segitségével a belsd kontrollhoz viszonyitva relativ kvantifikdcios analizissel

szamoltuk ki (AACp modszerrel).

II1./1. 5. Statisztikai analizis

A kapott relativ kvantifikacios aranyszamokat — a tumorsz¢li mintakban, a téle 1 cm-re,
2 cm-re, illetve 3 cm-re 1év6 ép szovetekben kétszélii kétmintas t-probaval, valamint binaris

logisztikus regresszid alkalmazasaval — elemeztiik SPSS 21.0 szoftver segitségével.

I11./2. Eredmények

Vizsgalatunk elsddleges célja a cancer-field molekularis jellemzése volt meso- €S
hypopharynx daganatokban. Ehhez a tumoros és az altalunk kidolgozott séma szerinti
mikroszkdposan ép nyalkahartya-teriiletekrdl vett szovetmintdk egymassal tortend miRNS-
expresszidos mintazatanak Osszehasonlitasat végeztik el. A daganathoz képest attol
centiméterenként tavolodva az ép nyalkahartyaszovetekben jellegzetes miRNS-kifejez0dési

mintazatot talaltunk (5. ébra).
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Eiéi. élﬁi

E!é!.éé‘-.

miRNS expresszié az 5S rRNS kifejezédés ardnyaban

157

1. . 4ssal.

T T T T T T T T T
mR21 mR27a miR34a mR143 miR146a miR148a miR1SS mR20S miR22

vizsgalt miRNS-ek

5.4bra: A vizsgalt miRNS-ek mennyisége: 0: a tumorban, 1: a tumortdl 1 cm-re, 2: a tumortol

2 cm-re, 3: a tumortdl 3 cm-re.

Amennyiben a vizsgalt miRNS-ek kifejez6dését a tumorokban, valamint a tumortol
meghatarozott tavolsagra 1év6 szovetekben minden esetben egymashoz viszonyitott aranyaiban
fejezziik ki, ugy még szemléletesebb kiilonbségeket taldlunk a daganatot koriilvevo

nyalkahartya miRNS-expresszios jellemzésére (6. abra).
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vizsgalt miRNS-ek

B mir21
B miR27a
CImiR34a
M nmir143
CImiR146a
B mir148a
B mir155
CImiR205
B mir221

6.abra: A miRNS expressziok egymads aranyaiban kifejezve.
0: tumor, 1:tumortdél 1 cm-re, 2: tumortol 2 cm-re, 3: tumortol 3 cm-re.

Egymas aranyaiban kifejezve a tumor sz¢élén a miR-21, miR-27a, miR-221 mintegy a
teljes expresszid 50%-at adja, ez a daganattdl legtavolabb esé szdvetekben alig 15%. Mig a
miR-34a és miR-143 éppen ellenkezdleg, a daganatokban 10% alatti expresszids aranyt mutat,
ami fokozatosan mintegy 40% koriilire n6 a daganattol tavol esé szovetekben. A daganat
szelétol 1 cm-re esé nyalkahartya az egymasra vonatkoztatott expresszids aranyokban kevés
eltérést mutat magatdol a daganattdol, mig 2 cm-es, illetve 3 cm-es tavolsagban mar
markéansabban eltér. A 2 cm-es tavolsag mar tobb kozds vonast mutat a 3 cm-re fekvd ép

nyalkahartya miRNS kifejez0dési mintazataval, mint a daganatéval.

A mesopharynx- es hypopharynx mintak miRNS-expresszios adatait dsszehasonlitva a
két lokalizacid kozott szignifikdns eltéréseket tapasztaltunk. Statisztikailag szignifikdnsnak

bizonyult a miR-21, miR-143, miR-155 és miR-221 tekintetében.



Tumor: miR21, miR27a, Iem: miR21, miR27a, ,
miR155, miR221, miR155miR221. 2cm: miR34a, miR143,
miR 146a miR 146a miR155, miR221

3em: miR34a, miR143

7.4bra: Jobb oldali tonsilla palatinabdl kiinduld lapham karcindma, €s az ettél cm-ekre 1évo ép

peritumoralis szdvet és az adott teriiletkre jellemz6 miRNS profil.
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Tumor: miR21, miR27a, miR 146a,
miR148a, miR155

Tem: miR21, miR34a, miR 146a,
miR148a, miR155

2¢m: miR21, miR34a, miR 143,
miR 148a,

3em: miR34a,miR143, miR146a

8.abra: Retrocricoid régiobol kiinduld, mindkét oldali recessus piriformist involvalé lapham
karcinéma, és az ettdl cm-ekre 1évo ép peritumoralis szovet és az adott teriiletekre jellemzo

miRNS profil.

A miR-21, -143, -155 a hypopharynxbdl szarmazo mintakban szignifikansan magasabb
expresszios értékeket mutatott, mig a miR-221 kifejezédése kizardlag a mesopharynxbol vett
szovetekben volt kimutathat6 (p<0,05).

A daganatos és a peritumoralis szoveteket vizsgalva mind hypo-, mind mesopharynx
tekintetében a tumoros €s a tumortdl 1 cm-re 1évé mikroszkdposan ép szovet epigenetikailag

nagyon hasonl6 (7., 8. abra).
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I11./3. Az elso vizsgalati szakasz eredményeinek Osszegzése

A miRNS-kifejez6dés mennyiségi kiilonbségeit tekintve szamos érdekes és jellegzetes
eltérést tapasztaltunk a daganatok és a télilk meghatarozott tavolsagra 1€vd, fenotipusosan ép
szovetek, illetve a két eltérd lokalizacioban elhelyezkedd daganatok €s peritumoralis szovetek
szempontjabol. A vizsgalatunkban szerepld miRNS-ek karcinogenezisben betdltott szerepe
korabban ismert volt szamunkra, a meso- ¢és hypopharynx laphamdaganatok el6fordulasaban
jatszott szerepliket azonban még nem irta le a szakirodalom. A legmarkansabbnak, szinte
minden Gsszehasonlitasban statisztikai szempontbol is szignifikdnsnak a miR-21 bizonyult.

A miRNS-kifejez6dés tekintetében szamos jellegzetes sajatossagot észleltiink a
daganatszovetek, valamint az eltérd tavolsdgra fekvd ¢ép szovetek szempontjabol. A
mesopharynx- es hypopharynx mintak lokalizacidéspecifikus 6sszehasonlitasaban elsésorban a
miR-221 jelenléte, valamint a miR-21, 143 és 155-expresszio mennyiségi kiilonbségei voltak
megfigyelhetok. A miR-21, 143 es 155 marker magasabb kifejez6dést mutatott a hypopharynx
laphamdaganatokban, mig a miR-221 mesopharynxban volt szignifikdnsan magasabb. Ennek

magyarazatdul az életmodbeli etiologiai faktorok magasabb dozisu jelenléte szolgéalhat.
Tekintettel ezen miRNS expresszids eredményekre, a kutatasunk masodik szakaszaban

a ledominansabb expresszios kiilonbségeket mutatdo miR-21-et, miR-143-at, miR-155-6t és

miR-221-et alkalmaztuk a tovabbi vizsgalatainkban.

30



IV. A VIZSGALAT MASODIK SZAKASZA

V./1. Anyag és modszerek

IV./1. 1. Mintagyiijtés

A szovetmintakat (10-60 mg) szdvettanilag igazolt mesopharynx tumoros betegektdl
vettilk, akik miitéti kezelésben részesiiltek a PTE KK, Fiil-, Orr-, Gégészeti-, és Fej-,
Nyaksebészeti Klinikan. A 2017 november - 2018 aprilis kozott tortént vizsgalati idészakban
kezelt 48 betegbdl végiil 25, T2-3 stadiumi mesopharynx daganatos beteget valasztottunk be a
vizsgalatba. Mindegyik betegnek igazolt laphdm karcindmaja volt. A daganatok osztalyozasat
¢s klinikopatoldgiai értékelését egy patologus €s egy fej-nyak sebész végezte a “8th Edition
TNM Classification for Head and Neck Cancer, American Joint Committee on Cancer (AJCC),
20177 szerint. A klinikopatologiai stadiumbesorolést, a HPV P16 immunhisztokémiat és a HPV
genotipizaldst minden vizsgalt beteg esetében elvégeztiik. Mintagytijtési stratégiank szigoru
sémat kovetett, hogy a tumorszovet koriili ép nyalkahartya miRNS expresszids mintazatat a
lehetd legpontosabban fel tudjuk térképezni. Az elsé mintat a tumorszdvetbol vettiik, figyelve
arra, hogy semmiképpen se a nekrotikus teriiletrél torténjen a mintavétel, ezt kovetden a
peritumoralis ép nyalkahartya teriiletrdl vettiik a tovabbi mintékat, a tumor sz¢létdl 1 cm-es, 2
cm-es ¢s 3 cm-es tdvolsagbol. A mintagyiijtést kovetden a szovetmintakat gyorsfagyasztva, -
80 °C- on taroltuk a feldolgozasig. Az itt leirt klinikai és kisérleti vizsgalati protokollt a
2014/5341-es etikai engedélyszam alapjan végeztiik el (Pécs Tudomanyegyetem, Regionalis
Etikai Bizottsag). A modszereket a megfeleld iranyelvekkel és rendeletekkel Gsszhangban
hajtottuk végre. A vizsgalatba bevont Osszes résztvevot tajékoztattuk a mintavételrdl, majd

beleegyezd nyilatkozatot irattunk alé a betegekkel.

IV./1. 2. RNS izolalas és reverz transzkripcio

A 60 ug friss fagyasztott szovetmintabol teljes szoveti RNS-t izolaltunk Aurum Total
RNA mini kit (kat. Szam.: 7326820; Bio-Rad, Madison, USA) felhasznalasaval. Az izolalt RNS
mindségét Thermo Scientific NanoDropTM 2000 (Thermo Fisher Scientific, Grand Island, NY)

fotométer segitségével ellendriztiik. Az egyes mintakbol 5 ng teljes szoveti RNS-t irtunk at
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CDNS-re miRCURY LNA Universal RT microRNA PCR Kit (kat. Szam.: 339340, Qiagen)

segitségével.

IV./1. 3. Droplet digital PCR analizis

A kvantitativ PCR-analizis sordn Qiagen miRCury LNA miRNA PCR-vizsgalatokat
(Qaagen, Hilden, Dania) a kovetkezé6 miRNS-célpontok szerint valasztottuk: hsa-miR-21-5p,
hsa-miR-143, hsa-miR-155, hsa -miR-221-5p. A master mixeket Ggy készitettiik eld, hogy
tartalmazzanak 1 pl miRCury LNA miRNS assayt, target-miRNS specifikus forward és rezerv
primer parokat, 12 pl QX200 ddPCR EvaGreen Supermixet (1864034, Bio-Rad) ¢s 9 ul PCR
mindségli viz €s 2 pl (~ 100 pg) cDNS-mintat. A lemezen kb. 100 pg/ul templatkoncentraciot
hasznaltunk. A negativ kontrollokhoz két kiilon mastermixet készitettiink, az egyik esetben a
templat cDNS-t PCR mindségli vizzel helyettesitettiik (nincs templat kontroll = NTC), a masik
esetben a templat cDNS-t és a primert vizzel szubsztitualtuk (nincs primer kontroll = NTC +
NPC). Minden egyes mastermix dropletet a QX200 automatizalt ddPCR rendszer cseppképzé
egységében generaltunk cseppgenerator-olaj EvaGreen alkalmazasaval (Bio-Rad). A PCR
amplifikacié a QX200 Thermo cyclerben tortént, az aldbbi termikus koriilmények kozott (1
ciklus enzimaktivalas: 95 °C 5 perc, 40 ciklus; amplifikacio 96 °C 30 masodpercig és 58-60 °C
—primer fliggden 1 percig), jelstabilizalas 1 cikluson keresztiil (4 °C 5 percig €s 90 °C 5 percen
keresztiil) és 4 °C-on. A QX200 csepp-leolvasé PCR-reakcidja utdn a cseppeket azonnal
elemeztiik. A fluoreszcencia adatokat a QuantaSoft® analizis Pro szoftver verzié 1.0.596 (Bio-
Rad, CA, USA) altal hasznalt Poisson disztribucids statisztikai analizis szerint koncentraciokra

alakitottuk at.

IV./1. 4. HPV P16 immunhisztokémiai festés

A fej-nyaki HPV-indukalt laphamsejtes karcinomakat pl6 immunhisztokémiai
modszerrel hatdroztuk meg, amely a patogenezis és prognozis 0sszefiiggésében fontos marker.
A pl6INK4a, amelynek kifejezddését a magas rizikdji HPV E7-protein altal indukalt pRb-
degradacio jellemzi, olyan marker, amely képes jelezni a tumorokban a HPV-fert6zés onkogén

expressziojat. Osszesen 25 esetet értékeltiink ki standard H&E festéssel és pl6
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immunhisztokémiaval. Ezt kdvetden egy CINtec pl6INK4a detektald rendszert hasznaltunk
(Ref.: 9511, Roche mtm labor. AG, Sandhofer Strasse, Mannheim, Németorszag). Az
immunjelzést a gyartd protokollja alapjan végeztiik. A pl6 pozitiv festést a daganatos sejtek
legalabb 70%-aban erds nukledris és citoplazmatikus festés azonositasa alapjan hataroztuk meg.
Negativnak mindsiiltek a nem fest6do, a halvany nuklearis, citoplazmatikus festddésti mintak,
illetve, ha a tumormentes sejtek festodtek meg. A pozitiv kontroll egy olyan cervicalis
laphamsejtes karcindma volt, amely a standard klinikai laboratériumi eljaras részeként pl6

pozitivnak bizonyult®.

IV./1. 5. DNS-extrakcié és HPV-genotipizalas

A teljes DNS-extrakciohoz 60 pg frissen fagyasztott szovetmintat hasznaltunk HighPure
templat elokészitd készlet alkalmazasaval (kat. Szam.: 11796828001, Roche, Molecular
spektrofotometriaval ellendriztiik. Linearis array HPV-genotipus-tesztet (kat. Szam.: 04391853
190; Roche Molecular Diagnostics) alkalmaztunk annak meghatarozasara, hogy mely HPV-
genotipusok vannak jelen a szovetmintadkban. A vizsgalat 37 human papillomavirus-genotipust
észlel: a 6, 11, 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 40, 42, 45, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 58 59, 62, 64, 66,
67, 68, 69, 70, 71, 72, 73 (MM9), 81, 82 (MM4), 83 (MM?7), 84 (MMS), IS39 és CP6108. A
lineéris array kvalitativ teszt, amely biotinilalt primereket hasznadl a PGM09/PGMY11 és a
PC04/ GH20 plazmidokra a HPV L1-gén és a human béta-globin gén 450 bp és 268 bp méretii
fragmenseinek egyidejlii amplifikalasdhoz. PCR-amplifikacié utdn a genotipizalas egy HPV-
tipusu és human béta-globin-specifikus oligonukleotid probaval bevont egyetlen nylon szalag

alkalmazasaval torténik. A vizsgdlatot a gyarto utasitdsainak megfeleléen végeztiik.

IV./1. 6. Statisztikai analizis

A QuantaSoft szoftverbdl szarmaz6 koncentracios adatokat exportaltuk és elemeztiik.
A szovetmintdk korszovettani, kvantitativ kiilonbségeit, a tumoroktol vald tavolsagot, a
lokalizéaciot és a HPV-statusz elemzését az IBM SPSS Statistics 21.0 ANOVA analizissel (p <
0,05) és Pearson-analizissel végeztiik (0,887 p <0,19).
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IVV./1. 7. A cancer-field abrazolasara kidolgozott kombinalt molekularis-
radiologiai alapu 3 dimenzios modell 1étrehozasa

A 3D modellez6 mérnokok artérids €s vénas fazisu, kontraszterdsitett, nagyfelbontasu
sorozatokat (szeletvastagsdg = 0,75 mm, matrix = 512 x 512, pixelméret = 0,445 mm)
tartalmaz6 CT DICOM-adatokat nifti formatumba MRIConvert 2.1.0 segitségével (Lewis
Center, Neuroimaging szamara, Oregon Egyetem, USA) konvertaltdk at ¢s 3D Slicer 4.1.
programba toltotték fel. A tumortomeget a 3D Slicer szerkesztd programban, axialis sikban,
kontraszterdsitést kovetden az anatdmiai viszonyok alapjan egy tobb, mint 10 éves klinikai
tapasztalattal rendelkez6 radiologus kolléga jeldlte ki. A 3D Slicer 4.1 szoftver
szegmensszerkeszté moduljanak felhaszndldséval készitették el a daganat 3D szegmentalast a
korvonalak alapjan. Ugyanebben a modulban a garat belsejében 1évd levegd 3D szegmentalast
is elvégezték. A margd felhasznalasaval 1 mm vastag hatar keriilt kialakitasra a levegd
szegmentaciojabol a nyalkahartya modellezéséhez. A daganat 3D modelljére alkalmazott offset
paranccsal felvették a 10, 20 és 30 mm-es régiokat, majd a boolean paranccsal kivontak a 30
mme-es régidbol a 20 mm-es, a 20 mm-es régiobol a 10 mm-es térfogatot, végiil a 10 mm-es
régiobol magat a tumort. Ennek eredményeként megkaptak a 10, 20 és 30 mm-es térfogatok
eltolasi modelljét a tumor koriil. A logikai operator eszkozzel metszeteket hoztak létre a
nyalkahartya szegmentacioja és a daganatra alkalmazott eltolasi térfogatok, valamint a tumor
felhasznalasaval, hogy megkapjak a tumor 10, 20 és 30 mm-es kdrnyezetének a nyalkahartyara

esd feliiletének modelljét.

1V./2. Eredmények

IV./2. 1. A HPV pozitivitassal kapcsolatos miRNS profil elemzése

A vizsgélati idészakban a PTE KK Fiil-, Orr-, Gégészeti-, és Fej-, Nyaksebészet
Klinikan 35 beteget diagnosztizaltunk fej-nyaki lapham karcindmomaval, 26 férfi és 9 noi
pacienst. A daganatok klinikopatologiai besoroldsa utdn csak a T2-T3 stadiumu, 25

oropharyngealis elhelyezkedésti laphdm karcinomaéval kezelt betegeket valaszottuk be a
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vizsgalatunkba. A betegek részletes adatait stadiumra, lokalizaciora, nemre és atlagéletkorra
vonatkozoan a 3. tablazat tartalmazza. A stadium besorolést az “8th Edition TNM Classification
for Head and Neck Cancer, American Joint Committee on Cancer (AJCC) 2017 szerint
végeztilk. Oropharynx esetében a letobb daganat a tonsillolingudlis atmenetbdl (7) és a
nyelvgyokbdl (6) indult ki, 2 tonsillabol és tovabbi 2 a hatso garatfalrol. HPV pozitiv
mesopharynx tumor esetében dontden (5 esetben) a nyelvgyokbdl indultak ki a daganatok.
Klinikai 0sszstddium meghatarozas soran a HPV pozitiv tumorokban egyenlden oszlottak meg
az esetek a II. és III. satiumban, mig HPV negativ daganatokban a legtébb IV-es
stadiumbesorolasba kertilt.

A HPYV pozitiv oropharynx daganatos betegek atlagéletkora 56,1 év, a HPV negativ

mesopharynx tumoros paciensek atlagéletkora pedig 61,6 év volt.

HPV negativ HPV pozitiv Osszes
Mesopharynx (n=17) (n=8) (n=25)
HPV16: n=7

HPV16 és 52: n=1

N (%) N (%) N (%)
Nem férfi 13 (52%) 6 (75%) 19 (76%)
né 4 (23,5 %) 2 (25%) 6 (24%)
Kor 0-44 - 1 (12,5%) 1 (4%)
45-64 11 (64,7%) 5 (62,5%) 16 (64%)
65+ 6 (24%) 2 (25%) 8 (32%)
Tumor kiindulasa tonsilla 2 (11,8%) 1 (12,5%) 3 (12%)
nyelvgyok 6 (24%) 5 (62,5%) 11 (44%)
oldalso 2 (11,8%) - 2 (8%)
oropharyngealis
garatfal
tonsillolingualis 7 (41,2 %) 2 (25%) 9 (36%)
atmenet
Klinikai T stadium 1 - - -
2 7 (41,2%) 5 (62,5%) 12 (48%)
3 10 (58,8%) 3 (37,5%) 13 (52%)
4 - - _
Klinikai N stadium 0 3 (17,6%) - 3 (12%)
1 6 (35,2%) 3 (37,5%) 9 (36%)
2 8 (47,1%) 5 (62,5%) 13 (52%)
3 - - -

35



Klinikai 6sszstadium | I. - - -
1. 3 (17,6%) 4 (50%) 7 (28%)
1. 6 (35,2%) 4 (50%) 10 (40%)
(\VA 8 (47,1%) - 8 (32%)
Riziké csoportok alkohol 13 (76,5%) - 13 (25%)
dohanyzas 13(76,5%) 3 (37,5%) 16 (64%)

3. tdblazat: A kivalasztott oropharynx tumoros beteganyag demografiai és klinikai adatai.

A 25 mesopharynx tumorbdl nyolc eset bizonyult HPV pozitivnak (28%) pl6
immunhisztokémiai festéssel (9., 10., 11. dbra). A genotipus meghatarozas soran hét esetben

talaltunk HPV 16 pozitivitast, egy esetben pedig HPV 16 és 52 genotipus kombinalt

pozitivitasat mutattuk ki.

9. abra: 40x-es nagyitast, egy grade 3-as, tonsilla kiindulast lapham karcinoma HE festett

metszete.
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10. abra: 40x nagyitasu, pl6 immunhisztologiai festéssel negativ, grade 2-es oropharygealis

oldals6 garatfali lapham karcindma metszete.

11. abra: 40x nagyitast, pl6 immunhisztologiai festéssel pozitiv, grade 3-as tonsilla lapham

karcinoma metszete.

A HPV pozitiv tumorszovetekben az Gsszes vizsgalt miRNS esetében magasabb
expresszios szintet mértlink, mint a HPV negativ tumor mintakban. Az ANOVA analizis soran
a HPV pozitiv tumorszovet biopsziakban szignifikans eltéréseket talaltunk a miR-21 (F = 5,53,
p =0,022), a miR-143 (F = 5,627, p = 0,021) és a miR-221 (F = 5,056, p = 0,028) esetében. A
statisztikai elemzés soran egyediil a miR-155 esetében nem talaltunk egyértelm szignifikans
eltérést (F = 0,70, p = 0,793). Eredményeink alapjan HPV pozitivitasra specifikus miRNS
markert nem tudtunk azonositani, &am a miRNS expresszios profil véltozasai egyértelmiien

korrelaltak a HPV jelenlétével (12. abra).
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12. dbra: A HPV pozitiv és negativ daganatok Osszehasonlitd hotérkép-elemzése. A
szovetmintakat a HPV pozitivitds szerint csoportositottuk és a fliggélegesen tengelyen jeldltiik
(1 - a HPV pozitiv, 0 - a HPV negativ szvet). A horizontalis kiterjesztésen a biopszias helyet
jeloltik a tumortol vald tavolsag szerint (0 = tumor, 1 = normal nyalkahartyaszévet 1 cm
tavolsagban a tumor sz€1€t6l, 2 = normal nyalkahartyaszovet 2 cm tavolsagban a tumor sz€1étol,
3 = normal nyalkahartyaszovet 3 cm tavolsagban a tumor sz¢1étél). A HPV pozitiv és negativ
mintdkat ANOVA analizissel hasonlitottuk 6ssze a miR-21, miR-143, miR-155 és miR-221
expresszios értékei szempontjabol. Az F-proba eredményeit és a szignifikancia szintjét az egyes

hétérképek jobb oldalan mutatjuk be.

A HPV-negativ daganatok esetén a tumor kornyezetében (1 és 2 cm-re) is emelkedett
mMiRNS-expresszios értékek figyelhetok meg, a tavoli (3 cm-es) ép szovetekben csokken csak
jelentdsen a malignitast jelzé markerek mennyisége (13. abra). Mig a HPV-pozitiv tumorokban
az expresszios értékek magasabbak, am a tumorszéltél cm-enként tavolodva az ép szovetekben
sokkal meredekebben csokken a malignitast, rossz prognézist jelz0 miR-21 és miR-155
expresszidja mar az 1cm-es tumorkozeli ép szovetben is, a 2 és 3 cm-es tavolsagban pedig mar

nagyon alacsony kifejez6dési értékeket mutatnak, nem lathatd a gradiens jellegii csokkenés,
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mint a HPV negativ daganatok esetén, ez a kiilonbozdség magyarazata lehet a tumorok

kialakulasbeli kiilonbségnek (14. abra).

HPV-

1 30-40
n20-30
= 10-20
u0-10

13. abra. HPV-negativ mesopharynx tumorok és ép szovetek mikro-RNS-expresszio értékei a
biopszias tavolsdgok fiiggvényében. 0 = tumor, 1 = normdl nyalkahartyaszovet 1 cm
tavolsagban a tumor sz€1€t6l, 2 = normal nyalkahartyaszovet 2 cm tavolsagban a tumor sz€1étol,

3 = normal nyalkahartyaszovet 3 cm tavolsagban a tumor sz¢létol.

m 80-100
m 60-80
n40-60
= 20-40
m0-20
miR-155 0
miR-143
miR-221

14. abra. HPV-pozitiv mesopharynx tumorok ¢és ép szdvetek mikro-RNS-expresszid értékei a
biopszids tavolsagok fiiggvényében. 0 = tumor, 1 = normdl nyalkahartyaszovet 1 cm
tavolsagban a tumor sz€1€tdl, 2 = normdl nyalkahartyaszovet 2 cm tdvolsagban a tumor sz€létol,
3 = normal nyalkahartyaszovet 3 cm tavolsdgban a tumor szElétol.
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Osszefoglalva tehat a HPV negativ tumormintakat alacsonyabb miRNS kifejez8dés
jellemzi mind a 4 vizsgalt miRNS tekintetében, legmagasabb a miR-221 expresszidja, a tovabbi
3 miRNS kifejezédésének mértéke kdzel hasonlo.

A HPV pozitiv daganatmintdkban a miR-221 expresszioja dupldja a tobbi értéknek, ezt
koveti a szintén kiemelkeddé miR-143 expresszio, ez tehat a két domindld miRNS és értékiik
tobbszordse a HPV negativ tumormintdkban mérteknek. A miR-21 €s miR-155 értéke csak
enyhén magasabb a HPV pozitiv mintdkban.

Fontos kiilonbség, hogy a tumor sz¢létdl 1 cm-re 1évé normal szovetek miRNS
expresszoja a HPV negativ mintdkban miR-143 és miR-221 esetében magasabb mint, amit a
tumorban mértiink, az expresszids értékek meredek lecsengése itt nem lathatd, a tumor sz&létol
2 és 3 cm-re 1év0 €p szOvetekben is magasabb expresszidkat kaptunk, mint a HPV pozitiv ép
nyalkahartya mintdkban (15., 16.4bra), és megfigyelhetd, hogy a miRNS expresszi6 csokkenése

nem gradiensszer(i, mint a HPV negativ minték esetében.

HPV-
90
80
70
60 m0
50 I
40
30
20

Iﬂl.- .- .. II

miR-21 miR-155 miR-143 miR-221

m2
3

=

15. abra: HPV-negativ mesopharynx tumorok és ép szovetek mikro-RNS-expresszio értékei a
biopszias tavolsdgok fiiggvényében oszlopdiagramon é&brazolva. 0 = tumor, 1 = normal
nyalkahartyaszovet 1 cm tavolsagban a tumor sz€létdl, 2 = normal nyalkahartyaszovet 2 cm

tavolsagban a tumor sz¢€1€tdl, 3 = normal nyadlkahartyaszovet 3 cm tavolsagban a tumor szélétol.

40



HPV +
100

90

80

70

60

50 |

40 m2

30 3
20

o B B [

0 - -

miR-21 miR-155 miR-143 miR-221

m0

16. abra: HPV-pozitiv mesopharynx tumorok ¢és ép szovetek mikro-RNS-expresszid értékei a
biopszias tavolsagok fiiggvényében oszlopdiagramon éabrazolva. 0 = tumor, 1 = normal
nyalkahartyaszovet 1 cm tavolsdgban a tumor szélétdl, 2 = normal nyalkahdrtyaszovet 2 cm

tavolsagban a tumor sz€1€t6l, 3 = normal nyalkahartyaszovet 3 cm tdvolsagban a tumor szé1étol.

IV./2. 2. A cancer fielddel korrelalo miRNS profil analizise

A HPV negativ daganatokban és a peritumoralis szovetekben a miRNS expressziojanak
valtozésa fokozatos mintdzatot kovetett, amelye a daganattol vald tavolsagtol fiiggott. A
peritumoralis normal nyalkahartya teriileten a miR-21 és a miR-221 fokozatos koncentraci6
csokkenése statiszkailag szignifikdnsnak bizonyult ANOVA teszt soran. A miR-143 és miR-
155 szintén hasonlo eloszlasi mintazatot mutatott, azonban nem érte el a statisztikai
szignifikancia hatarat (17. dbra).

A daganatokban és a szomszédos ép peritumoralis szovetekben a miR-21 fokozatosan
csokkend értéket mutatott, csokkenése dsszhangban volt a tumortdl valo tavolsadggal, &m az 1
cm-es peritumoralis nyalkahartyaban az expresszios értékek nem kiilonboztek szignifikansan.
Viszont egyértelmi szignifikans csokkenést talaltunk a daganattol tdvolabb, 2 és 3 cm-re.

A miR-221 koncentracidja a tumorban igen magas volt, mig a tumortol tavolodva az
expresszioja szintén fokozatosan csokkent. Itt is hasonld expresszids mintazatot allapitottunk
meg, mint a miR-21 esetében, tehat nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a tumorban és a

crer

¢és 3 cm-re viszont szignifikdnsan kisebb expressziot mértiink.
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A miR-143 expresszid esetében is a tumortdl tavolodva fokozatosan csokkend

kifejezddést figyeltink meg, viszont ezek a valtozasok statisztikailag nem bizonyultak
szignifikansnak ANOVA teszttel.

A miR-155 esetében nem mutattunk ki 6sszefliggést az expresszios értékek és a tumortol

valo tavolsag tekintetében.
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17. dbra: A mikro-RNS expresszios értékei (y tengely: abszolut kvantitativ meghatarozas

copy/ul

mértékegységben meghatarozva) a biopszias

minta tavolsdga alapjan a

makroszkopikus tumorszéltdl (x tengely: 0: tumor, 1: tumortdl 1 cm-es, 2: tumortol 2 cm-re, 3:

tumortdl 3 cm-re). ANOVA analizist végeztiink, a szignifikancia < 0,05.

A mesopharynx tumormintdk miRNS expresszidja joval alacsonyabb, a tumorban a

mMiR-221 dominal, magas a miR-143 expresszidja is, a tumorhoz kdzeli, 1 cm-es teriileten is

hasonl6 a mintazat, a 2-3 cm-es teriileten mar lathat6 az expresszid csokkenése (18. abra).
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18. abra: Mesopharynx tumorok és ép szovetek mikro-RNS expresszio értékei a biopszias
tavolsagok fiiggvényében. 0 = tumor, 1 = normal nyalkahartyaszovet 1 cm tavolsagban a tumor

sz€1étél, 2 = normal nyalkahartyaszovet 2 cm tavolsagban a tumor szélétdl, 3 = normal

nyalkahartyaszdvet 3 cm tavolsagban a tumor sz¢€létol.

Csak a mesopharynx daganatos szovetet €s a kifejezddés értékeit egymds aranyaiban
vizsgalva a miR-221 dominancidjat latjuk, ezt kdveti a miR-143, mig a miR-21 és miR-155

kozel hasonl6 aranyban van jelen (19. abra).

mesopharynx

EmiR-21
B miR-155
T miR-143

BmiR-221

19. dbra: Mesopharynx tumor mikro-RNS mintazata a miRNS kifejezodés egymashoz

viszonyitott aranyaiban kifejezve.
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IV./2. 3. A molekularis-radiologiai alapt 3 dimenziés modell megjelenitése

A 3D-s modell egy jobb oldali, HPV negativ, kifekélyz6do, T3-as kiterjedésti tonsillabol
kiindul6é tumoros beteg anyaga alapjan késziilt, mely mélyen infiltralta az oldals6 garatfalat és
beterjedt a jobb vallecula epiglotticaba is. A 3D Slicer programban a daganatot piros szinnel

jelenitettiik meg (20. abra).

20. abra: HPV negativ T3-as tonsillabol kiindulé tumor HR CT képe és 3D modellje. A tumor
tomegét mind horizontélis, mind szagittalis, mind frontélis sikban piros szinnel jelenitettiik

meg. A kép jobb fels6 negyedében lathaté a HRCT alapjan készitett 3D modell.
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Ebben a 3D modellben képesek voltunk megjeleniteni a daganat kiterjedését, tovabba a
daganatot koriilvevo cancer-fieldet. A tumor szélétdl 1 cm-es tavolsagban 1évo nyalkahartyat a
tumorhoz hasonld pirosas arnyalattal jeldltiik, figyelembe véve, hogy ezen teriilet miRNS
kifejez6désének mértéke hasonld a tumoréhoz. A tumortdl tdvolabbi ép szdveteket zdlddel,
valamint sargaval jeloltiik, ezzel a szinvaltozassal is jelezve, hogy itt az altalunk vizsgalt

MIRNS-ek expresszidjanak mértéke szignifikansan eltér a tumortdl (21. és 22. abra).

21. dbra: HPV negativ T3-as tonsillabol kiindul6 tumor 3D modellje szagitalis sikban. A tumor

beterjed az oldalsé garatfalba és a vallecula epiglotticaba (piros szinii), a peritumoralis 1 cm-€s
tertilet (vOros szinil), a tdvolabbi peritumoralis szovetek, 2 cm-es teriilet (sarga szinii), 3 cm-€s

rész (zOld szinil) szagittalis nézetben.
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22. dbra: HPV negativ T3-as tonsillabol kiinduld tumor 3D modellje koronalis sikban. A tumor

beterjed az oldals6 garatfalba és a vallecula epiglotticaba (piros szinii), a peritumoralis 1 cm-€s
tertilet (voros szinii), a tdvolabbi peritumoralis szovetek, 2 cm-es teriilet (sarga szinii), 3 cm-€s

rész (zold szini) frontalis nézetben.
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V. MEGBESZELES

A fej-nyaki lapham daganatok molekularis onkologiai vizsgalatai az utobbi évek
kutatdsainak a kozéppontjdban allnak, hiszen mortalitisuk nem csokken, kiilondsen
hypopharynx tumorok esetében igen kétségbeejtoek a statisztikdk mind eléfordulds, mind
prognozis tekintetében. A human papillomavirus (HPV) jelenlétének kimutatasa a fej-nyaki
lapham karncinémakban mérfoldkének bizonyult. Nyilvanvaléva valt, hogy a HPV okozta
daganatnak mas epigenetikai és genetikai profilja van, hiszen a virdlis és a kémiai
karcinogenezis molekularis Gtvonala eltéro.

A HPV pozitiv esetekben leirtdk a TRAF3 (TNF Receptor Associated Factor 3)
SOX2 (SRY-Box Transcription Factor), PIK3CA (Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate 3-
Kinase Catalytic Subunit Alpha) génjeikben bekdvetkezé mutéaciokat is leirtak, melyeket a
HPV negativ esetekben nem mutattak ki®* A virus-asszocialt tumorgenezis feltehetdleg nem a
cancer-field teoria elvén mitkodik, hanem a szomatikus mutacios tedria elvén, mely feltételez
egyetlen tObbszoros DNS-mutaciot szenvedett sejtet, melynek kldnjai alkotjak a daganatot. Ezt
a molekularis kiilonbozdséget tamasztja ald az a klinikai megfigyelés is, hogy a HPV pozitiv
garatdaganatokban sokkal gyakrabban lehetdvé valik a szervmegtarté miitéti kezelés, hiszen
nincs egy széles mikroszkopikusan is lathatatlan cancer-field, mely megneheziti a sebészi
terapiat. A cancer field hidnya miatt a lok4lis recidiva esélye sokkal kisebb. A primer daganat
tovibba gyakran kisméretii, illetve az onkoldgiai kezelésekre is jobban reagalnak®:9293%,
Metasztazis képzésiik is eltér miszerint az attétek hosszabb id6 alatt alakulnak ki, mint a HPV
negativ esetekben. A tavoli attétképzésiik tekintetében is kiillonbséget mutatnak, atipikus
helyeken hajlamosabbak tavoli metasztazis képzésre, leirtak példaul a vesében €s a
véazizomzatban kialakult attétet®™. A mi vizsgalati anyagunkban T2-T3-as stadiumu eseteket
vizsgaltunk, a HPV negativ daganatok magasabb stddiumbesorolasba keriiltek, mint a HPV
pozitivak.

A HPV genotipizalasi vizsgalatok kimutattak, hogy az oropharyngealis daganatokban a
HPV 16 szazalékos aranya a legmagasabb, kisebb szédzalékban fordul eld ebben a
lokalizacioban még HPV 18, 33, 35, 45 és 59 genotipus is%%. Vizsgalatunkban egy olyan
genotipizald platformot alkalmaztunk, amely képes felismerni a HPV genotipusok széles
spektrumat. A 25 vizsgalt mesopharynx tumorbol nyolc lett HPV pozitiv, ebbdl hét esetben
HPV 16-ot, egy esetben a HPV 16 mellett a HPV 52 jelenlétét igazoltuk. A HPV 52 is a magas
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rizik6ja HPV csoportba tartozik és a HPV 16 és 42 utan a legelterjedtebb genotipus a cervix
mintékban.

A fej-nyaki régioban a mesopharynx, azon beliil is a tonsilla palatina a leginkabb érintett
a HPV Altal. Ez feltehetden azzal magyarazhato, hogy a tonsilla kiterjedt lakunaris, kriptalis
szerkezete lehetové teszi, hogy az epithelialis nyalkahartya és az alatta 1év6 nyirokszovet szoros
kapcsolatba keriiljon, mely megfeleld kiindulast jelent a HPV indukalt karcinogenezisnek.
Vizsgalt betegeink koziil csupan egy eset volt tonsillaris kiindulast, tovébbi kettd
tonsillolingualis atmenetbdl indult ki, a tobbi 6t esetben pedig a nyelvgyokbdl fejlodott ki a
daganat. A tonsillaris és nyelvgydki teriilet szOvettanilag nagyon hasonld, sok tanulmany HPV
tekintetében egyiitt foglalkozik a két teriilettel®®%,

Noha statisztikai elemzésiinkben az 9sszes oropharynx tumor 32%-a volt HPV pozitiv
szemben a 68%-os HPV negativitassal, korlatozza az eredményeink széleskorii interpretacidjat
az alacsony esetszdm. A reprezentativ mintaszam eléréshez tobb évre, magasabb mintaszamra
van sziikség. Ismert, hogy a HPV el6fordulasa foldrajzi és populacios elterjedése eltéréseket
mutat, ennek hatterében kiilonbozé kulturalis, szexualis szokasok, eltéré6 dohanyzasi,
alkoholfogyasztasi habitus, illetve az eltérd genetikai hattér is szerepet jatszhat. Egyes szerzok
szerint a HPV pozitivitdas USA-ban és Eurdpaban a fej-nyaki daganatok tekintetében csaknem
50%-o0s, de elérheti a 70-80 %-os gyakorisagot is1%1% tovabba Svédorszagban 93%-0s HPV
pozitivitast is leirtak'®?. Ezzel szemben Egyiptomban csupan 28%-os, Japanban 29%-0s HPV
pozitivitast mutattak ki a fej-nyaki lapham rakokban, amely korrelal az altalunk kapott

eredményekke] 193104,

2017. november és 2018. aprilis kozotti vizsgalati idészakban 25 mesopharynx tumoros
beteget vontunk be a kutatasunkba HPV genotipizalas és miRNS expresszio elemzése céljabol.
A mintékat az altalunk kidolgozott térképbiopszias modszer szerint vettiik, hogy a tumor €s a
kornyez6 szovetek miRNS expresszidos valtozasait nyomon tudjuk kovetni. A mIiRNS
expressziso kiilonbségeket a HPV pozitiv és negativ daganatokban és azoktdl tdvolodva is 6ssze
tudtuk hasonlitani. Vizsgalatainkban kiilonbséget taldltunk a a HPV negativ és pozitiv
tumorszovetek, valamit a tumort koriilvevd ép nyalkahartyaszovetek miRNS expresszio
mintazataban.

A HPV negativ fej-nyaki lapham karcindmékra jellemzé a kdornyezetiiben az
epigenetikai, genetikai valtozasok felhalmozodésa. Az epigenetikai véaltozasok a génexpresszid

reverzibilis, 6rokdlhetd valtozasai. A kornyezeti hatasok és a genetikai kod kozotti kapcsolatot
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folyamatosan valtozo6 fizikai, kémiai és bioldgiai kdrnyezetben. Az epigenetikai tulajdonsagok
a génexpresszid szabalyozasban hajtanak végre modositdsokat a DNS szekvencia
megvaltoztatasa nélkiil. Ilyen eltérések a hisztonmodifikéacid és a DNS-metilacid, a kromatin
remodelling és a rovid nem kodold RNS molekulak (miRNS, siRNS, piRNS és snoRNS ¢és
SNRNS) 4ltal kozvetitett szabalyozas'®. A daganatokban olyan genetikai valtozasok
valasztodhatnak ki, ami az ,,epigenom” kedvezé modosulasait eredményezi a tumor talélés és
a névekedés szempontjabol.

Genetikai  valtozasokat  jelentenek a  kromoszomarendellenességek, a
tumorszuppresszorok inaktivéaldsa illetve az onkogének fokozott aktivitdsa. A daganatellenes
mechanizmusok jelatviteli Gtjai részt vesznek a daganatok kialakulasaban és progresszidjaban,
a TP53, az RB1 INK4 ARF (retinoblasztoma-asszocialt protein 1 infestin 4 alternativ reading
frame) ¢s a NOTCHI1 (neurogenikus lokusz homoldég protein 1) jelatviteli ttvonalakat
azonositottak. A DNS szekvencia elemzés adatai arra utalnak, hogy a foszfatidil-inozitol-3-
kinaz PI3K-Akt-mTOR utvonala szintén gyakran vesz részt a daganat kialakulasaban'®, Az
epigenetikus megkdzelitésben a kozelmultban bekovetkezett gyors fejlédés ramutatott, hogy a
nem kodoldo RNS-ek (ncRNS), kiilondsen a miRNS finomhangold szerepet jatszik a
génétirasban a mRNS-sel és a kromatin-modulatorokkal valo kdlcsonhatas révénl®’. Ezaltal a
miRNS morfostatikus tényezoként viselkedik, 6sszekapcsolva az epigenetikai €és a genetikai
faktorokat. Beizonyosodott, hogy hasznos tobb tumortipus molekularis jellemzésében'®.

Vizsgéalatunkban ennek a molekuldnak az eldnyeit hasznéltuk fel a fej-nyaki lapham
karcindma esetében a cancer field felismerésére €s jellemzésére. Figyelembe véve a miRNS
expressziojanak mennyiségi kiilonbségeit, szamos valtozast taladltunk a daganatok és a

fenotipusosan ép szovetek kozott.

miR-21

A miR-21 a legtobb daganattipusban magas expressziot mutat, igy a petefészek-,
kézponti idegrendszeri-, tiid6-, vastagbél-, m4j-, prosztata, emld-, hasnyalmirigy-,
daganatokban, illetve haematologiai malignitdsokban is kimutattdk az emelkedett
expressziojatt®®. Tébb tanulmany beszamolt arrél, hogy a miR-21 magas kifejezédése korrelal
a rossz prognozissal, kiilondsen emésztérendszeri és fej-nyaki daganatokban!®1%11! n vivo

és in vitro vizsgalatokban a miR-21 fokozott sejtndvekedést eredményezett, mig miR-21
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inhibitor ad4sa gatolta a sejtek szaporodasat és fokozta az apoptozist'’2. A fokozott
sejtproliferacion €s apoptdzisgatldson til tovabba eldsegitik a sejtinvazidt, a tumoros
transzformaciot. Onkogén szerepe azzal magyarazhato, hogy a PTEN (Phosphatase and Tensin
homolog), TMP1 (tropomyosin 1) és PDCD4 (Programmed cell death protein 4) fehérjéket

gatolva eldsegiti az apoptozis folyamatat'>4, Korabbi vizsgalatok kimutattik a szerepét a

c sy

malignumban és szajiiregi laphdm karcindmaban!®.

Tehat egy fontos onkogén tipusu
biomarkernek tekintheté*'®. Ezek a tulajdonsagai befolyasoljak a tumor ciszplatinnal, valamit
az irradiacioval szembeni érzékenységét, igy Osszefiiggésbe hozhaté a rossz terapids
vélasszal't" 118119 Tovabba emelkedett expressziojat dsszefiiggésbe hozzék a nyirokcsomé
metastasisok megjelenésével is?°. De Mattos-Arruda és munkatarsai emlédaganatok vizsgalata
soran ramutattak arra, hogy a kiindulési tumor miR-21 expresszidjanak kiértékelése, majd a
neoadjuvans terapiat kovetd maradvanydaganat ismételt miR-21 expresszidjanak kiértékelése
felhasznalhatd a terapids hatékonysag megitélésére, valamint a gyogyszerrezisztens
betegcsoport kiemelésére és esetleg 11j farmakoldgiai szerek alkalmazasara®??.

A fej-nyaki daganatok karcinogenezisét vizsgalva a miR-21 magas expresszidja révén
TNF-a (tumor necrosis factor alpha) szintje csokken, ami eldidézi a fokozott sejtproliferaciot.
Az NFkB (nuclear factor ‘'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells) utvonal
aktivitasanak fokozasaval pro-inflammatorikus €s pro-tumorogenikus kornyezetet teremt. A
PDCDA4, PTEN és BCL-2 gatlasaval az invaziot és a metasztazis képzddést potencirozza. Mig
a CADM1 (Cell Adhesion Molecule 1) gatlasaval eldsegiti a kemoterapiara vald
rezisztenciat'??,

Vizsgalatunkban a miR-21 expresszi6 magasabb szintet ért el a HPV pozitiv
daganatokban, am a tumortodl tavolabb (2, 3 cm-re) a miR-21 expresszio meredeken esett. Mig
a HPV negativ tumoroktol tavolodva (2 cm-re) nem csokkent olyan alacsony szintre az
expresszioja. Mindezeket az eredményeket figyelembe véve magyarazatot kaphatunk a HPV
negativ €és pozitiv tumorok kozti eltérd genetikai hattérre és eltérd progndzisra. Az eddig
kozzétett vizsgalatok szerint a miR-21 szignifikdnsan alacsonyabb expressziot mutatott a HPV
pozitiv fej-nyaki daganatokban?®124,  Azonban ezekben a vizsgilatokban a mintdk
korszovettanilag és klinikailag nem voltak homogének. Vizsgélati mintdink mind T2-T3
stadiumu valogatott esetek, mind a HPV negativ és mind a HPV pozitiv mintdk tekintetében,

igy eredményeink tiikrézik a klinikopatologiailag homogén tumorcsoportok miR-21

expresszios tulajdonsagait.
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Jelenleg az irodalomban nincs adat térképbiopszias mintavételre, de a vizsgélatainkban
az 1 cm-es peritumoralis szovetekben magas miR21 értékeket talaltunk, vagyis nem volt
szignifikans eltérés a tumorszovetben €s az 1 cm-es szovetben mért értékek kozott a HPV
negativ daganatok esetében, ez az eredmény feltételezi a tumor koriili cancer-field meglétét.

Mig a HPV pozitiv tumorok esetén a tumorban mért magas expressziot a miR-21
expresszid gyors esése kovette mar a tumor kozeli lem-es ép szovetben. Vagyis a tumortol
fokozatosan tavolodva nem jellemz6 a gradiens szerli fokozatos csokkenés, ehelyett hirtelen
miRNS expresszid esés figyelhetd meg. Ebbdl kovetkezhet, hogy a viralis onkogenezis

feltételezhetden nem a field cancerization (tissue organization field theory) elvén mitkodik.

miR-143

A miR-143 az egyetlen vizsgalt tumorszupresszor tipusu miRNS. A miR-143 gatolja az

crer

crer

szarkdma onkogén) tagja, amely fontos szerepet jatszik a sejtek ttlélésében, szaporodasaban és

invazidjaban. A jobb progndzissal hozhatdo 0Osszefiiggésbe, magasabb expresszidjat

megfigyelték a HPV pozitiv oropharynx tumorokban'?’. Nem kis sejtes tiidorakban és

--------
crer

egészséges kontrollokkal szemben!®,

Tovabba human vastagbéltumorsejtekbe torténd
bejuttatasa a daganat novekedésének megallasat eredményezte'®!. Fontos megjegyezni, hogy
Slaby és munkatarsai kolorektalis karcinomak vizsgalata sordn megallapitottak, hogy a klinikai
stadium novekedésével emelkedik a miR-143 expresszidjal®’. Tehat a miR-143 daganatok
novekedésében €s szabalyozasaban fontos szerepet jatszhat.

Vizsgalatainkban az 1 cm-es ép nyalkahartyamintdk magasabb miR-143 expresszios
szintet mutattak, mint maguk a tumorsejtek. Az expresszios értékek a tumortdl tdvolodva, 2 és
3 cm-re a peritumoralis szdvetekben csokkend tendenciat mutattak, 4m nem voltak
szignifikansak a kapott értékek. Jonigk és munkacsoportjanak vizsgalata is a miR-143 csokkent

expresszidjat irta le a lapham karcinomaban az ép nyalkahartya mintaval szemben'®, A

lokalizaciok Osszehasonlitdsakor hypopharynx tumorok esetében magasabb expresszios
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értékeket kaptunk. Kizardlag hypopharynx lokalizaciéji tumor miR-143 expresszidjara
jelenleg nincs a nemzetkozi irodalomban adat.

A HPV pozitiv daganatokban magasabb miR-143 expressziot talaltunk, mint a HPV
negativ mintdkban, am a kiilonbség inkabb a peritumoralis, tumormentes nyalkahartyan volt
szembetlind, amely szignifikansabb magasabb miR-143 expressziot mutatott. Ez szintén
bizonyithatja a HPV pozitiv daganat jobb prognézisat. Nemzetkozi tanulmanyok HPV pozitiv
megvaltoztatja a miRNS profilokat fej-nyaki laphamkarcindmaban és a miR-143 a HPV egyik

célpontja lehet™®.

miR-221

laphamréakban, kissejtes tiidérdkban, gyomorrakban, vastagbéldaganatban, hepatocellularis
karcinomaban®" 138139 A miR-221 eldsegiti a tumoros sejtproliferaciot azaltal, hogy gatolja a
CDKN1B/p27 (ciklin-dependens kindz inhibitor 1B/ tumor protein 27) utvonalat. Tovabba
elésegiti a sejt belépését a G1 fazisbol az S fazisba. Ezen feliil a PTEN jelatviteli utat
kozvetleniil gatolja, ezaltal aktivalva az Akt/mTOR (akt/mammalian target of rapamycin)
hozzajarulhat a  kemoterapias szerekkel szembeni rezisztencia  kialakuldsahoz
emlddaganatban®4C.

Sun és munkacsoportja leirtak, hogy a miR-221 célmolekulaja az Apaf-1 (apoptotic
protease activating factor-1) apoptotikus fehérje, melyet downregulal/alulszabalyoz, illetve a
miR-221 gatlasa cs6kkentette a daganatok sulyat és térfogatat a sejtproliferacio elnyomasan és
az apoptdzis indukciojan keresztiil1#+142,

A miR-221 magas expresszidjat szamos korabbi vizsgalat igazolta fej-nyak lapham
daganatokban, mig alacsony expressziorél szamoltak be a  daganatmentes
szovetekben43144145196 Kytatasunkban is hasonlé eredményekrél szamoltunk be, 4m a daganat
kozeli 1 cm-es ¢ép szOvetekben is magas expressziot talaltunk, majd szignifikans
expressziocsOkkenést lathattuk a daganattol fokozatosan tavolodva (a tumortol 2-3 cm-re).

A miR-221 magasabb expresszids szintet mutatott a HPV pozitiv tumormintakban. Lu
és munkacsoportja vizsgalata szerint a miR-221 overexpresszalt a HPV pozitiv sejtekben’’. A

térképbiopszids értékelésiink soran legmagasabb miRNS szintet a HPV pozitiv daganatminta
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miR-221 expresszidjaban mértink. Am a tumor koriili szovetekben alacsonyabb
koncentraciokat mértiink, mint a HPV negativ daganat kdrnyezetében.

Megallapitasaink megerdsitik, hogy a miR-221 részt vesz a tumor novekedésében és a
tumor koriili 1 cm-es teriileten mért magasabb expresszio feltételezi a cancer-field meglétét a
HPV negativ daganat esetében. Tovabba a HPV negativ mintakban a tumort koriilvevo €p
szovetben a miR-221 csdkkenése nem olyan nagymértékii, mint a HPV pozitiv mintdkban, ez
a kiilonbség magyardzhatja a tumorgenezisbeli és prognosztiai kiilonbségeket a két tumortipus

kozott.

miR-155

A miR-155-6t elészor retroviralis integracid soran a B-sejtes lymphomakban fedezték
fel, azota szamos daganattipusban, igy emld-, maj-, méhnyak-, hasnyalmirigy, pajzsmirigy-, és
tiidédaganat esetében kimutattdk a jelenlétét. Szajiiregi rakok esetében is leirtdk a magas
kifejezOdését, és szoros Osszefiiggést mutatott a lokalis recidivaval, tovabbd a gége
daganatokban is magas expresszios értékeket talaltak48:14,

A miR-155 elésegiti a tumorinvaziot azaltal, hogy ndveli a SOCS (supressor of cytokine
signaling proteins) expressziojat, igy blokkolva a STAT3 (signal transducer and activator of
transcription) transzkripcios faktorokat'>®. Ezeken feliil tobb ponton szabalyozza a MAPK
(mitogen activated protein kinases) jelatviteli utat. Tovabba a SHIP1 (inozitol-polifoszfat-5-
foszfataz) megcélzasa révén eldsegiti az ERK (extracellular signal-regulated kinases)

Vizsgalatunk sordn miR-155 biomarker értékei a tumormintdkban voltak a
legmagasabbak, mig a tumort6l tdvolodva egyre csokkentek, am a szingifikans értéket nem
érték el. Wang és munkacsoportja laryngealis laphamkarcindmak vizsgalata soran leirtdk a
szérum €s a tumoros szovet emelkedett miR-155 expresszigjat, €s azt talaltdk, hogy a tumor
eltavolitasat kovetden a szérum miR-155 szintje szignifikdnsan csokkent, illetve érdekes
eredmény, hogy dohanyzést kdvetéen a miR-155 szarumszintje kissé modosult®®?,

Shi és munkatarsai kutatasuk soran leirtak miR-155 altali gyulladdsos ut aktivalodast,
mely ut a kronikus gyulladdsos allapot fenntartdsan keresztiil hozzajarul a daganat
kialakulasahoz, és tobb tanulmannyal 6sszhangban megallapitottak, hogy a miR-155 lehet az

egyik korrelacié a kronikus gyulladds és a rosszindulati daganat kialakuldsa kozott'521%,
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Egyéb tanulmanyok szerint korrelal tovabba a nyirokcsomo6 metasztazisra vald

hajlammal és a rossz prognézissal®>* 1%,

A molekularis-radioldgiai alapu 3 dimenzidos modell jelentdsége

A cancer-field molekularis alapti bizonyitasat kdvetden célunk volt ennek klinikai
szemmel is érthetd prezentalasa. E célbol 1étrehoztunk egy molekuléris-radiologiai alapu 3D
modellt, mellyel szemléltetni tudtuk a daganat és a daganat koriili megvaltozott szdveti
szervedddési teriiletet, azaz a cancer-fieldet.

A CT alapt 3D modellben a klinikai tumor tomeget és a tumorkozeli peritumoralis
szovetet, - amely a makroszkopikus tumortdl 1 cm-re helyezkedik el -, hasonl6 piros tonust
szinekkel jeldltiik, mert ebben a 2 szovet lokalizacidban hasonld miRNS expresszios értékeket
kaptunk. Ebbdl kovetkezik, hogy ezen a piros zonan beliil végzett sebészi kimetszés a daganat
recidivajanak magas kockazataval jar.

A sarga szin a tumor makroszkopikus sz€1€ét6l 2 cm-re 1év0 peritumoralis szovetteriiletet
jeloli. Ez egy olyan biztonsagi teriilet, mely epigenetikusan mar jelentésebben eltér a
daganattol. A rezekalhatd daganatok esetén javasolt eddig a teriiletig kimetszeni a daganatot,

ezaltal feltehetden nagyobb valuszinliséggel keriilhetd el a lokalis recidiva (20., 21., 22. dbra).

A modell felhasznalhat6 a miitéti tervezésben az optimalis €s pontosabb tumorrezekcids
vonal meghatdrozasara azaltal, hogy a molekularis-onkoldgiai adatokat €s a CT-képeket egytitt
abrazolva a 3 dimenzidoban egy olyan pontossagu képet kapunk a daganat valodi, vagyis a
tényleges molekuléaris-onkologiai kiterjedésérdl, melyre kordbban nem volt lehetdség. Ez
lehetove teszi, hogy preoperativan sokkal prezizebben meg tudjuk tervezni a kimetszés vonalat,
amely a tényleges, molekularis-onkoldgiai értelemben vett tumormentességet jelenti.
Segitségével pontosabban megtervezhetok a kimetszést kovetd szovethidny esetleges
rekonstrukcids lehetdségei is.

Amennyiben a miitéti rezekcidos vonal nagy mértékben befolyasolja a funkcionalis
képességeket (a nyelést, a beszédet és a 1égzést), akkor a szervmegtartast, az onkoldgiai kezelési
stratégiakat részesitjiik eldnyben, természetesen amennyiben ezekkel teljes tumormentesség

érhet6 el.
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A modell tovabba lehetdvé teszi a célzott, maximalisan egyénreszabott terapia
megvalasztasan tul, hogy kiemeljiik azt a betegcsoportot, mely potencialisan veszélyeztetett a
rezidiva vagy a szekunder primét tumor megjelenése szempontjabol. Azon betegeknek ugyanis,
akiknek kiterjedtebb a molekularis daganatprofiljuk, illetve az anatdmia nem teszi lehetévé a
kiterjedtebb miitétet, és a daganat eltavolitasat csak az 1 cm-es “piros” zonaban lehet
végrahajtani, sokkal szorosabban utankdvetésben kell részesiilniiik.

A HPV pozitiv esetekben, amelyekben a szervmeg6rzés, illetve az onkoldgiai kezelés
nagyobb hangsulyt kap, a 3D modell és a genomikus térkép kiértékelése alapjan szintén
pontosabb kezelési stratégiat nyujthatunk. Végsé célunk az volt, hogy optimalizaljuk a
diagnosztikai Iépéseket a fej-nyaki lapham karcindma kezelésében, megbecsiiljiik ¢és
minimalizaljuk a daganat megismétlédésének esélyét, tovabba, hogy jobb tulélést érjiink el a
betegek magasabb ¢életmindsége mellett. A 3D modell létrehozasat egy innovativ diagnosztikai
lehetdségnek tekintjiikk. Az elsd 1épéseket kovetden ennek tovabbi multidiszciplinaris

fejlesztését tervezziik.

JovObeni terviink, hogy a miRNS expresszios vizsgalatokat és a HPV genotipizalast
szeretnénk a mindennapi rutin diagnoszikaba bevezetni. Tovabb4a munkacsoportunk nagyobb
esetszamon alapul6 vizsgalatot tervez a meso- és hypopharynx tumorok miRNS expresszios
tul szeretnénk kifejleszteni egy non-invaziv vizsgalatot a miRNS expresszio szlirésére, a
nyalbol torténd miRNS izolalds erre alkalmas lenne. A primer prevencid fontossaganak
hangstlyozasa, a  mesopharyngealis HPV szilirések rutinszeri bevezetése is fontos

célkitizésiink.
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VI. Osszegzés, tézisek, uj klinikai megallapitasok

A cancer field vagy szdveti organizacios teriilet (tissue organization field) molekularis
jellemzése céljabol elséként hoztunk Iétre egy térképbiopszids modellt, mely a
késObbiekben alkalmassa valt ezen epigenetikailag megvaltozott terililet vizsgalatara.
(Orosz, E; Gombos, K ; Riedling, T ; Afiakurue, P ; Kiss, |;Pytel, J; Gerlinger,
| ; Szanyi, l:Comparative miRNA Expression Profile Analysis of Squamous Cell
Carcinoma and Peritumoral Mucosa from the Meso- and Hypopharynx. CANCER
GENOMICS & PROTEOMICS 14 : 4 pp. 285-292., 2017)

. Eldszor vizsgaltuk és alkalmaztunk mikroRNS expresszids mintazatot a meso - és

hypopharynx laphamrakok elkiilonitésében és az dket koriilvevéd megvaltozott szoveti
organizacios teriilet kimutatasaban. A mi-R21, -143 ¢és -155 marker magasabb
kifejez0dést mutatott a hypopharynx laphdmdaganatokban, mig a miR-221
mesopharynx tumorokban volt szignifikansan magasabb. Az onkomirek (miR-21, miR-
221) leginkabb a tumoros és a kdzvetlen peritumoralis (tumortol 1 cm-re) szovetekben
expresszalodtak, mig a tumor szupresszor jellegli miRNS-ek (miR- 34a, miR-143) a
tumort6l tavolabb jelentek meg.

(Orosz, E; Gombos, K ; Riedling, T ; Afiakurue, P ; Kiss, |;Pytel, J; Gerlinger,
| ; Szanyi, l:Comparative miRNA Expression Profile Analysis of Squamous Cell
Carcinoma and Peritumoral Mucosa from the Meso- and Hypopharynx. CANCER
GENOMICS & PROTEOMICS 14 : 4 pp. 285-292., 2017)

Eltér6 mikroRNS mintdzatot taldltunk a HPV pozitiv és negativ oropharynx
laphamrakokban. A HPV pozitiv tumoros szovetek minden vizsgalt miRNS
tekintetében magasabb expressziot mutattak a HPV negativokkal 0Osszevetve.
Szignifikans overexpresszio volt kimutathaté a miR-21-5p, miR-143 és a miR-221-5p
esetében HPV pozitiv tumorszovetekben.

(Orosz, Eva; Gombos, Katalin ; Petrevszky, Nerina; Csonka, David ; Haber,
Istvan ; Kaszas, Balint; Toth, Arnold ; Molnar, Krisztian ; Kalacs, Krisztina ; Piski,
Zalan; Gerlinger, Imre ; Burian, Andras ; Bellyei, Szabolcs ; Szanyi, Istvan:
Visualization of mucosal field in HPV positive and negative oropharyngeal squamous
cell carcinomas: combined genomic and radiology based 3D model SCIENTIFIC
REPORTS 2020, Jan 8;10 (1)doi: 10.1038/s41598-019-56429-4.)
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IV. Az oropharynx tumor koriili nyalkahartyan, a miR-21 és a miR-155 elszort mintazatot

mutatott a HPV pozitiv esetekben, mig gradualis csokkenést lehetett latni minden
vizsgalt miRNS expresszioban a HPV negativ tumoroknal, miR-21 és miR-221 esetén
a valtozas szignifikans volt. A fentiek igazolhatjdk a HPV pozitiv és negativ daganatok
eltérd tumorfejlédési modelljét.
(Orosz, Eva; Gombos, Katalin; Petrevszky, Nerina; Csonka, David ; Haber,
Istvan ; Kaszas, Balint ; Toth, Arnold; Molnar, Krisztian ; Kalacs, Krisztina ; Piski,
Zalan ; Gerlinger, Imre ; Burian, Andras ; Bellyei, Szabolcs ; Szanyi, Istvan:
Visualization of mucosal field in HPV positive and negative oropharyngeal squamous
cell carcinomas: combined genomic and radiology based 3D model, SCIENTIFIC
REPORTS 2020, Jan 8;10 (1)doi: 10.1038/s41598-019-56429-4.)

V. Molekuléris és radiologiai alapti 3D modelliinkben elséként sikeriilt vizualizalni a

tumoros propagaciot és a tumor koriili megvaltozott szoveti szervez0dést teriiletet,
figyelembe véve térképbiopszids stratégiankat és a szoveti miRNS expresszids
eredményeinket. A modell hasznos lehet a preoperativ sebészi tervezésnél.
(Orosz, Eva; Gombos, Katalin ; Petrevszky, Nerina; Csonka, David ; Haber,
Istvan ; Kaszas, Balint; Toth, Arnold; Molnar, Krisztian ; Kalacs, Krisztina ; Piski,
Zalan ; Gerlinger, Imre ; Burian, Andras ; Bellyei, Szabolcs ; Szanyi, Istvan:
Visualization of mucosal field in HPV positive and negative oropharyngeal squamous
cell carcinomas: combined genomic and radiology based 3D model, SCIENTIFIC
REPORTS 2020, Jan 8;10 (1)doi: 10.1038/s41598-019-56429-4.)
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Mikro-RNS-expresszios mintazatok
mesopharynx-hypopharynx
laphamcarcinomakban
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Bevezetés: A mikro-RNS-ek a gének szabalyozasan keresztiil szerepet jatszanak a daganatok kialakuldsiban. Célkstii-
zés: A szerzOk a ,,cancer field” elmélet titkrében nemcsak magat a tumoros folyamatot, hanem annak kornyezetét is
vizsgilva igyekeztek feltérképezni a meso- és hypopharynxlaphdm-carcinomak mikro-RNS-mintdzatit. Modszer:
A szerz8k dltal kidolgozott térképbiopszids (1.: tumor, 2.: tumortdl 1 ecm-re, 3.: 2 cm-re és 4.: 3 cm-re) mintavételt
kovetSen 13 friss fagyasztott szovetbdl real-time quantitative polimerdz liancreakcids moédszerrel hatiroztik meg
a mikro-RNS-expressziot. Eredmények: A miR-221 csak mesopharynxszovetekben, mig a miR-21, miR-143 és miR-
155 hypopharynxdaganatokban mutatott szignifikinsan magasabb expressziot. A tumoros és a hozza kozeli mikrosz-
képosan ép szovet mikro-RNS-mintdzata hasonlé volt, mig a tivoli ép szoveteké eltért a tumortdl. Kovetkezte-
tések: A szerz8k a mikro-RNS-expresszids mintdzat alapjin sikeresen kiilonitették el a hypopharynx- és mesopharynx-
daganatokat, valamint a tumor kornyéki szoveteket. A modszer jovSbeni jelentSségét az adja, hogy betekintést enged
a szovetek epigenetikus szabdlyozdsiba, igy a tumoros folyamat olyan koran fellelhetd, amikor a sejt még fenotipu-
sosan ¢ép. Orv. Hetil., 2014, 155(27), 1063-1070.

Kulcsszavak: fej-nyak daganatok, laphdmcarcinoma, szoveti szervez8dési teriilet, mikro-RNS, epigenetika

MicroRNA expression profiles in squamous cell carcinomas
of the meso- and hypopharynx

Introduction: MicroRNAs play a role in carcinogenesis through their genome regulatory function. Azm: The aim of
the authors was to identify and compare microRNA expression signatures of meso- and hypopharynx squamous cell
cancers on the basis of the cancer field hypothesis. Method: Using standard mapping biopsy (tumour tissue and mac-
roscopically normal tissues obtained 1, 2 and 3 cm from margin) 13 snap frozen sample series were analysed for mi-
croRNA expression with quantitative real-time polymerase chain reaction. Results: MiR-221 was significantly overex-
pressed in mesopharynx cancers, whole miR-21, miR-143 and miR-155 showed significant overexpression in
hypopharynx cancers. Conclusions: Using microRNA expression profiles the authors were able to distinguish peri-
tumoural tissues according to distance from the primary tumour site. Future application of the method may prove
to be useful in early detection of the altered epigenetic regulation in tissue fields representing normal phenotype.
This may be helpful in cancer risk assessment and prevention.

Keywords: head and neck cancer, squamous cell carcinoma, tissue organization field theory, micro-RNA, epigenetics
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Roviditések
miR = mikro-RNS; NF«xB = nuclear factor-kappaB; ORF =

open reading frame; RISC = RNA induced silencing complex;
UTR = untranslated region

A fej-nyaki daganatok okozta haldlozds Magyarorsza-
gon az clmult évtizedekben megnégyszerez6dott [1].
Az Orszagos Onkologia Intézet altal vezetett rakregisz-
ter adatai alapjan 2010-ben és 2011-ben a meso- és
hypopharynxdaganatok szima tobb mint 1200 volt [2].
Klinikdnkon a mesopharynxdaganatok incidencidja 1983
ota tobb mint dupldjara nétt, a hypopharynxmaligno-
mdk szdma pedig meghiromszorozédott (1. és 2. dbra).
A meso- és hypopharynxdaganatok el6fordulasa folya-
matosan novekszik, mortalitdsuk 50% feletti [3]. A két
régié malignus daganatai az 55-60 éves populdciéra a
legjellemz6bbek, am az utdbbi években egyre inkabb
megfigyelhetd a garatdaganatok fiatalabb életkorban valé
megjelenése. Figyelemfelkelt az a tény is, hogy az egy
régiora lokalizal6odo, jol operialhatd, igy kedvezSbb
progndzist tumorok egyre inkdbb eltlinnek, mig a tobb
régiot involvald, agressziv terjedést, kedvezdStlen prog-
noézisu daganatok joval gyakoribbak. Célunk egy olyan
molekularis bioldgiai marker vizsgalata, amely a jovGben
esetleg prediktiv, prognosztikai céllal is alkalmazhato.

A mikro-RNS-ek (miRNS) az utébbi évek tudomid-
nyos kutatasainak kozéppontjaban dllnak. A miRNS-ek
kis, 19-25 bazispar hossztisigit RNS-ck, amelyek intra-
vagy intergenikus szakaszrol irédnak at, és nem transzla-
lédnak. Az érett miRNS egy ribonukleotid komplexhez,
a RISC-hez (RNA induced silencing complex) kapcsol-
tan kotédik az mRNS-hez és latja el feladatat. A szabd-
lyozas torténhet a target mRNS 3’ UTR (untranslated
region) szakaszahoz val6 kapcsolddassal, de kotddhet az
5’ UTR-szakaszhoz vagy ORF-hez (open reading frame)
is. Ezaltal blokként gatolja a transzlaciot, vagy lebontd
endonukledzokat aktivilva az mRNS degradacidjat
okozza [4, 5, 6]. A humdin genom 50-60%-it sza-
balyozzak miRNS-ek. Egy mRNS-t tobb miRNS sza-
bélyozhat, és egy miRNS tobb mRNS transzlicidjat be-
folyasolhatja [4, 5]. Igy vilik lehet6vé a génexpresszid
finom hangolasa, a sejt életfolyamatainak — a differencid-
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cid, a sejtosztodas, az apoptodzis, az intermedier anyag-
csere-folyamatok — harmonikus szabdlyozisa, a home-
osztazis fenntartisa [7]. Mindebbdl kovetkezik: ha a
sejtek életfolyamatainak bdrmely teriiletén véltozds ko-
vetkezik be, a miRNS-mintdzat, a miRNS-ek mennyi-
sége megviltozik, pontosabban a miRNS-ek szabalyo-
zOképességének modosulasa, kirosodasa vezet élettani
funkciok megviltozdsihoz. Tehdt gyulladdsos folyama-
tokban, szovetkarosodds sordn, daganatos betegségekben
detektilhaté ez az eltérés. Aszerint, hogy mely gént re-
guldljak, a miRNS-ek viselkedhetnek onkogénként (on-
komir), illetve tumorszuppresszor génként. Mutathat-
nak csokkent vagy fokozott expressziot [5].

2008-as felfedezés, hogy a miRNS-ek a szérumban,
a nyalban és mds testnedvekben is jelen vannak [8, 9].
Ezek a szabad, érett miRNS-ek kis méretiik miatt endo-
nukledzokkal szemben nagyon ellenalléak és stabilak,
igy laboratériumi koriilmények kozott reprodukalha-
téan kimutathatok [10].

Fej-nyaki laphamdaganatok szomort jellemzdje, hogy
a primer tumor eltivolitisa utin nagyon gyakran korin
megjelenik a lokdlis recidiva vagy egy szekunder primer
tumor. Ennek hitterében az allhat, hogy a daganat kor-
nyezete, habar makroszképosan és szovettanilag is épnek
tlnik, genomikailag mutatja a daganatra jellemz6 elté-
réseket — pontmuticidkat, kromoszémaaberracidkat,
amplifikaciot —, igy egy prencoplasztikus teriiletet (can-
cer field vagy moédosult szoveti szervez&dési teriilet)
alakitanak ki [11, 12]. A teriilet prenecoplasztikus elval-
tozdsa miRNS-szinten detektilhaté. A karcinogenezis
folyamatiban a klondlis expanzién tal, a sejtek kozotti
interakciok akiar miRNS-mRNS transzmisszié Gtjan is
hozzijarulhatnak a premalignussd valishoz.

Mobdszer

Kutatdsunk sordan szovettanilag igazolt meso- és hypo-
pharynxlaphdm-carcinomakat vizsgiltunk. Mintdink a
Pécsi Tudomanyegyetem Klinikai Kozpont Fil-Orr-
Gégészeti és Fej-Nyaksebészeti Klinikdrél szarmaznak.
Mintainkat egységes eljaras szerint a tumor sz¢1ébdl (0),
a daganattol 1 cm-re (1), a daganattdl 2 cm-re (2), illet-
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ve a tumortdl legalabb 3 cm-re (3) fekvs ép nyalkahar-
tyaszovetbdl vettiik. A miRNS-expressziés analizis sordn
Osszesen 52 szovetmintit vizsgaltunk 13 betegtdl,
amelybdsl 5 hypopharynx-, 8 mesopharynxdaganatbél
szirmazott. A tumorszovetmintdk klinikopatolégiailag
II-es, III-as és IV-es stadium® laphamsejtes carcinoma-
nak feleltek meg.

A mintikat a mdtétet kovetGen azonnal -80 °C-ra
fagyasztottuk a laboratériumi feldolgozasig. A teljes
nukleinsav-izoldlds menetét a szovetmintak izoldlt ho-
mogenizildsival kezdtiikk, 60 pg kiinduldsi szovetbdl,
amelyhez 150 pl lizispuffert adtunk (High Pure miRNA
Isolation Kit, katalogusszam: 05080576001, Roche,
Mannheim, Németorszag). Mintdinkat MagNA Pure
Green Beeds (Roche) keramiagyongyos homogenizalé-
csovekbe mértiik, és MagNA Lyzer (Roche) rizéhomo-
genizator segitségével homogeniziltuk. Ezt kévetSen a
nukleinsav-izoldldst a Roche High Pure miRNA izoli-
cids kit vegyszereinek felhasznalasaval és a hozza tartozéd
haszndlati atmutaténak megfelelen végeztiikk. Az igy
nyert teljes RNS mindségét abszorpcids fotometridval
ellendrizziik (260,/280 nm A>1,9). MindGségi ellendr-

Meso- és hypopharynx laphdm karcinémak miRNS expresszidja tumortdl valé tavolsdg szerint(1.: tumor, 2.:tumort6l 1 cm-re, 3.: tumortdl 2 cm-re,

zést kovetSen a mintdinkat azonnal felhaszniltuk a to-
vabbi vizsgilatainkhoz.

A miRNS-frakcidkat reverz transzkripcié sordn irtuk
at cDNS-re. Universal cDNA synthesis kitet (Quiagen,
Woburn, MA, Amerikai Egyesiilt Allamok) hasznaltunk,
radnom hexamer priming alkalmazdsival, amely a kitben
szerepelt. A teljes szoveti RNS-rdl atirt cDNS-mintdkat
kvantitativ PCR-rendszerben (Roche LC480 rendszer és
LightCycler 480 SYBR Green I Master Kit, Roche)
amplifikaltuk. Az altalunk vizsgalt miRNS-cknek megfe-
lel6en specifikus primereket hasznaltunk az universal mi-
CURY LNA primer szettbdl (Exiqon, Vedbaek, Ddnia)
hsa-miR-21, -27a, -34a, -143, -146a, -148a, -155, -221.
Bels6 kontrollként pedig az universal miCURY LNA 58
rRNS-nek, valamint az U6 snRNS-nek megfeleld speci-
fikus primereket alkalmaztuk. A PCR-reakciéoldat min-
den esetben 2 pl primer mixet, 8 ul cDNS-templitot és
10 pl LC480 SYBR Green I Master mixet tartalmazott
20 ul ossztérfogatban. Az amplifikicié 8x12-es plate-en
tortént, az altalunk tervezett forma szerint: PCR futi-
sonként a plate 6 daganatspecifikus miRNS-t és 2 belsé
kontrollt tartalmazott, amelyeket 10 ismeretlen nuklein-
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miR-148a

16%

2cm

miR-148a

16%

4. abra

sav-koncentraciéji mintan, egy sor ismert koncentricio-
ju pozitiv mintdn és egy sor negativ kontrollal szemben
vizsgaltunk. A real time PCR soran kapott expresszios
értékeket az L.C480-as PCR-gépen a Light Cycler Exor
4.0 szoftver segitségével a belsé kontrollhoz viszonyitva
relativ kvantifikiciés analizissel szdmoltuk ki (AACp-
modszerrel). A kapott relativ kvantifikiciés aranyszamo-
kat — a tumoros mintakban, a t6le 1 cm-re, 2 cm-re 1évé,
illetve az ellenoldali ép szovetekben kétszéld kétmintas
t-probaval, valamint bindris logisztikus regresszi6 alkal-
mazasaval — elemeztiik SPSS 21.0 szoftver segitségével.

Eredmények

Vizsgilatunk célja a cancer-field molekularis jellemzése
volt meso- és hypopharynxdaganatokban. Ehhez a tu-
moros és az dltalunk kidolgozott séma szerinti mikrosz-
képosan ép nyalkahdrtya-teriiletekrdl vett szovetmintak
egymassal torténd miRNS-expresszios mintdzatanak dsz-
szehasonlitasat végeztiik el. A daganathoz képest attol
centiméterenként tivolodva az ép nydlkahdrtyaszovetek-
ben jellegzetes miRNS-kifejez&dési mintizatot talaltunk
(3. dbra).

Amennyiben a vizsgalt miRNS-ek kifejez&dését a tu-
morokban, valamint a tumortél meghatirozott tavol-
sagra levé szovetekben minden esetben egymashoz vi-
szonyitott aranyaiban fejezziik ki, tgy még szemléletesebb
kiilonbségeket talalunk a daganatot koriilvevé nydlka-

miR-148a

miR-148a
20%

miR-22
miR-155 3%

12%

8%

| A miRNS expresszié egyméshoz viszonyitott ardnyaiban kifejezve a tumorban és attél cm-ként tivolodva

hartya miRNS-expresszios jellemzésére (4. abra). Egy-
mds ardnyaiban kifejezve a tumorban a miR-21, miR-
27a, miR-221 mintegy a teljes expresszio 50%-dt adja,
ez a daganattdl legtivolabb es6 szovetekben alig 15%.
Mig a miR-34a és miR-143 éppen ellenkezbleg, a daga-
natokban 10% alatti expressziés arinyt mutat, ami foko-
zatosan mintegy 40% koriilire né a daganattdl tavol es6
szovetekben. A daganat sebészi kimetszésének vonalatél
1 cm-re esé nyilkahdrtya az egymasra vonatkoztatott
expresszids aranyokban kevés eltérést mutat magatdl a
daganattdl, mig 2 cm-es, illetve 3 cm-es tivolsigban mér
markansabban eltér. A 2 cm-es tavolsig mar tobb kozos
vonast mutat a 3 cm-re fekvs ép nyalkahartya miRNS-
kifejez&dési mintazataval, mint a daganatéval.

A mesopharynx- és hypopharynxmintak miRNS-ex-
presszios adatait Osszehasonlitva a két lokalizacid kozott
szignifikins eltéréseket tapasztaltunk. Statisztikailag szig-
nifikdnsnak bizonyult a miR-21, miR-143, miR-155 és
miR-221. A miR-21, 143, 155 a hypopharynxbdl szdr-
maz6 mintidkban szignifikinsan magasabb expresszios
értékeket mutatott, mig a miR-221 kifejez8dése kizard-
lag a mesopharynxbdl vett szovetekben volt kimutathaté
(p<0,05).

A daganatos és a peritumoralis szoveteket vizsgilva
mind hypo-, mind mesopharynx tekintetében a tumoros
és a tumortdl 1 cm-re 1évé mikroszkdéposan ép szovet
epigenetikailag nagyon hasonlé (5. és 6. dbra).
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Tumor: miR-21, miR-27a,
miR-155, miR-221,
miR-146a

1cm: miR-21, miR-27a,
miR-155, miR-221,
miR-146a

2cm: miR-34a, miR-143,
miR-155, miR-221

5. 4dbra

Tumor: miR-21, miR-273,
miR-146a, miR-148a,
miR-155

1cm: miR-21, miR-34a,
miR-146a, miR-148a,
miR-155

2cm: miR-21, miR-34a,
miR-143, miR-148a

3cm: miR-34a, miR-143,
miR-146a

6. dbra

Megbeszélés

A fej-nyak daganatok kozott a szdjiiregi, mesopharynx-
hypopharynx, valamint gégelokalizaciéja laphameredetd
carcinomdk daganatfejlédési modelljét az elmult évek
soran az irodalomban gyakran jellemezték az tgyneve-
zett cancer field, Gjabban szoveti szervezGdési teriilet
clmélettel (tissue organization field theory) [13, 14].
A modell feltételezi, hogy a daganatképzdédést elinditd
kornyezeti etioldgiai tényezSk, valamint az egyéni érzé-
kenységet meghatirozé tényezdk jellegzetes genom-
szintd valtozdsokat hoznak létre a fenotipusosan ép
nyalkahdrtyasejtekben. Az igy létrejovd, nehezen meg-
hatarozhato, genetikailag vagy epigenetikailag médosult

| Jobb tonsilla palatindt infiltrilé mesopharynx laphim carcinoma

3cm: miR-4a, miR-143

| Retrocricoid régiét, oldalsé garatfalat és sinus piriformist besz(ir hypopharynx laphdm carcinoma

szoveti szervezGdési teriilet, amelyen a prekurzor elval-
tozasok, a primer daganat, a daganatrecidiva vagy esetle-
gesen a szeckunder primer daganat eléfordulhat (7. dbra).
Az elmélet kiviléan magyarizza ezen tumorok klinikai
jellemzGit — gyors progresszid, magas recidivaarany, sze-
kunder primer tumorok kiilonosen gyakori eléforduldsa.

Az egyéni genetikai tulajdonsiagok altal meghatiro-
zott, de morfostatikus faktorként epigenetikai szinten
is szerepet jatsz6 miRNS-ek a nemzetkozi irodalom-
ban szdmos daganattipus molekularis jellemzésében igére-
tesnek bizonyultak [14, 15]. Kutatisunkban igyekez-
tink ennek a laboratériumi szempontbdl stabil ¢és jol
reprodukalhatéan kimutathaté molekulanak az elényeit
telhasznalni, hogy a miRNS-kifejez6dési eltérésekkel Gssze-
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7. abra | Cancer field modell

fiiggést mutatd cancer fieldet detektdlhassuk és jellemez-
hesstik.

A miRNS-kifejez6dés mennyiségi kiilonbségeit te-
kintve szdmos érdekes és jellegzetes eltérést tapasztal-
tunk a daganatok és az Gket meghatirozott tivolsigra
koriilvevé, fenotipusosan ép szovetek, illetve a két eltérd
lokalizacioban elhelyezked6 daganatok és peritumoralis
szovetek szempontjabol.

A vizsgalatunkban szereplé miRNS-ek karcinogene-
zisben betoltott szerepe korabban ismert volt szimunkra,
meso- ¢és hypopharynxlaphdm-daganatok el6forduldsa-
ban jatszott szerepiiket azonban még nem irta le a szak-
irodalom.

A legmarkansabbnak, szinte minden 6sszehasonlitas-
ban statisztikai szempontbdl is szignifikinsnak bizonyult
a miR-21. A korabbi tanulmdanyok a p53-sejtciklus sza-
balyozasaban bizonyitottik szerepiiket szajiiregi lokali-
zaciéja squamocellularis carcinomakban [16, 17,18, 19,
20]. Vizsgilatunkban meso- és hypopharynxlokaliza-
ci6ju daganatok esetén is szignifikinsan fokozott expresz-
szi6t mutatott. Kifejez6dése a mesopharynxdagana-
tokban a daganathoz kozelebb fekvd ép szovetekben
csokkent alacsonyabb értékre, mig a hypopharynxdaga-
natokban csupdn a daganattél 3 cm-re levs szovetek-
ben mutatott szamottevd csokkenést. A logisztikus reg-
resszids vizsgalat soran a hypopharynxdaganatokban a
miR-21 értékei egyébként jelentGsen magasabbnak is
bizonyultak a mesopharynxdaganatokénal.

A miR-34n és miR-143 tumorszuppresszor tulajdon-
sagh miRNS-ek. Az eddigi kutatdsok a HPV-asszocialt
fej-nyak daganatokban csokkent kifejez6désiiket azono-
sitottdk. Gdtoljak a tumorprolifericiéban és daganatos
neoangiogenezisben szerepet jatsz6 fehérjéket és tran-
szlaciojukat [21, 22, 23, 24, 25]. Vizsgalatunkban szin-
tén alacsony expresszié jellemezte ezeket a miRNS-eket.
Mesopharynxdaganatok esetén a daganattél 2 és 3 cm-re
talaltuk meg ezen miRNS-eket, a hypopharynxban azon-
ban a miR-34a mir a daganattél 1 cm-re 1év6 szove-
tekben is megjelent, igy a kifejez6dés eltlinése ezekben a
daganatokban nagyon szorosan Osszefiiggott a dagana-
tos fenotipussal.

A miR-146a és miR-148a az NFxB (nuclear factor-
kappaB) antiapoptotikus jeldtviteli folyamatokban koz-
ponti szerepet jatsz6 gén promoterspecifikus represszo-
rainak hatékony gatléi [26, 27]. Szerepiik a gyulladdsos

primer tumor tumor RO szbvettanilag
rezekcidja tumormentes
szovet

folyamatok és a karcinogenezis kapcsoldddsi pontjaiban
jelent8s. Vizsgalatunkban mindkét miRNS a hypophar-
ynx daganataira volt jellemzd. Kifejez6désiik a dagana-
tokra és peritumoralis szovetekre is jellegzetes volt, és
szélesen a daganat koriil megtaldlhaté maradt.

A miR-155 egy, mar gégelaphdm-carcinomaban azo-
nositott miRNS, amely a daganatinvaziot segiti el6 [28,
29]. Vizsgilatainkban a miR-155 a tumoroknal jelentGs
kifejez6dést mutatott, és még a daganatoktél 2 cm-es
tavolsigra 1év6 szovetekben is megtaldlhaté maradt.

A miR-221 a daganatok rossz prognoézisaval és a tu-
morinvazi6 mértékével mutatott Osszefiiggéseket [30,
31]. Vizsgalatunkban ez a miRNS kifejezetten a meso-
pharynxdaganatokra és peritumoralis szoveteikre volt
jellemzd. A hypopharynxban nem volt kimutathat6. Ennek
oka — azon kiviil, hogy a hypopharynxdaganatok esetén
ez a marker nem jellegzetes — lehet az is, hogy a hy-
popharynxban esetleg eltéré nukleotid-sorrendd varidns
érik ki, amelyet az altalunk alkalmazott specifikus primer
szekvencidk nem tudtak hatékonyan amplifikilni. Mivel a
miR-221 esetén taldltuk a leghatarozottabb eltérést a két
daganattipus kozott, toviabbi vizsgalatainkkal ennek a
killonbségnek a tisztizdsira még feltétleniil figyelmet
szenteliink.

A miR-27n egy, az irodalomban eddig még kevéssé
vizsgalt miRNS [32]. Vizsgalatunk sorain mesopharynx-
és hypopharynxdaganatokban egyarant nagyon hasonl6
viselkedést mutatott, mint a miR-21. A miR-21-gyel
valé szekvencialis hasonldsigaik miatt valészindleg az
mRNS célmolekuldinak egy részét képes a miR-27a is
gatolni.

A mesopharynx- és hypopharynxmintik lokalizicié-
specifikus Osszehasonlitdsiban elsGsorban a miR-221 je-
lenléte, valamint a miR-21, 143 és 155-expresszié meny-
nyiségi kiilonbségei voltak megfigyelhet6k. A miR-21,
143 ¢és 155 marker magasabb kifejez6dést mutatott a
hypopharynxlapham-daganatokban, mig a miR-221 me-
sopharynxban volt szignifikinsan magasabb. Ennek ma-
gyardzatiul az életmédbeli etiologiai faktorok magasabb
doézist jelenléte szolgalhat.

A miRNS-kifejez6dés tekintetében szdmos jellegze-
tes sajatossagot észleltiink a daganatszovetek, valamint
az eltérd tavolsigra fekvs ép szovetek szempontjabol.
A mesopharynx- és hypopharynxdaganatok esetén sok
kozos jellemz6t és eltéréseket is sikeriilt megfigyelniink.
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Az egyes daganatok és a daganattdl kiillonb6z6 tavolsag-
ra [év6 szovetek azonban a miRNS-expresszid egymas-
hoz viszonyitott aranyainak eltéréseivel voltak a legin-
kabb érzékletesen elkiilonithetSk. Tobb marker egytittes
vizsgalata igy nagyobb lehetdséget rejt a daganattol
meghatarozott tivolsagra esd teriiletek genomszintd jel-
lemzésében.

A miRNS-kifejez6dés elemzése alkalmasnak bizonyult
vizsgdlatunk sordn mind az eltér6 daganatlokalizicio,
mind pedig a peritumoralis szovetek elkiilonitésére.
MiRNS-profil alapjan a cancer field detektalhat6 és ez
alapjan a posztoperativ recidivakockizat megitélhetd.

A miRNS-¢k nem csupin a tumoros folyamat diag-
nosztikdjaban vagy prognosztikijaban tolthetnek be a
jovGben fontos szerepet, hanem — ami még jelentGsebb —
a tumoros folyamatot olyan koran jelzik, amikor még
fenotipusosan a sejtek egészségesnek tinnek, dm a ge-
nom szintjén elindultak mdr a malignus dtalakulas felé
— hiszen ezen a szinten szabélyoznak. Igy nemcsak diag-
nosztikai és prognosztikai faktorokrdl van sz6, hanem
prediktiv markerekrdl is.

Gyakorlati szempontbdl a nyalbél torténé miRNS-
izolalds, a betegek utinkovetésén tal, a veszélyeztetett
populacio sziirése céljabdl is nagyon jelentSs volna, hi-
szen bevalt szlirémodszer nem 4ll rendelkezésre.

Anyagi tamogatds: XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX
XXXXXXXXXXXXXXXX

Szerzdi munkamegosztis: O. E.: xxoooxooaxx G, K
XXXXXXXXXXXXXXXXXxxxXx R, P xxxxxxxxxxxxxxxx Ko I
XXXXXXXXXXXXXXXXXX P, .o xxoexxxxexxxxxxxxxxxx G. 1.
XXXXXXXXXXXXXXXXXX SZ. ].: XXXXXXXXXXXXXXXXXXXX

Szerzdi munkamegosztas: A cikk végleges viltozatit va-
lamennyi szerz§ elolvasta és jovahagyta.

Erdekeltségek: A szerzéknek nincsenek érdekeltségeik.
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Abstract. Background/Aim: The role of microRNAs
(miRNA) in carcinogenesis is related to their genome
regulatory function. The aim of the present study was to
identify and compare miRNA expression signatures of meso-
and hypopharynx squamous cell cancers in consideration of
the cancer field hypothesis. Patients and Methods: Thirteen
snap-frozen biopsy series of tumors and peritumoral tissues
from the meso- and hypopharynx were analyzed for miRNA
expression with quantitative real-time polymerase chain
reaction (qRT PCR) method. Results: Significant miRNA
expression change of miR-21, -27a, -34a, -143 and -146a
was found in peritumoral tissues that was dependent from
the tumor location and the distance from the primary tumor
site. Conclusions: miRNA expression analysis was found to
be appropriate for molecular segregation of tumor locations
and peritumoral tissue segments, and appears to be a
promising marker for cancer field characterization.

In Europe, according to the age-standardized rates per
100,000 population, Hungary had the highest estimated
incidence, mortality and prevalence from lip, oral cavity and
pharyngeal cancers for both sexes. Based on the cancer
registerty held by the National Institute of Oncology, in 2010
and 2011 meso- and hypopharyngeal carcinomas counted
more than 1,200 cases. The number of diagnosed
mesopharyngeal carcinomas in our clinical site has doubled,

This article is freely accessible online.
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Hungary. Tel: +36 72507317, e-mail: ev.orosz@gmail.com
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while hypopharyngeal carcinoma cases have tripled since
1983 (Figures 1 and 2). Incidence of meso- and
hypopharyngeal carcinomas are constantly growing, while
the rate of mortality is above 50% due to late-stage
recognition. In our clinical practice, malignant cancers of the
meso- and hypopharyngeal regions are most specific in the
55-60 age range population, although the appearance of the
different pharyngeal carcinomas has been observed in a
growing number at younger ages in the past few years. It is
important to note that the cancers affecting only one region,
having good operability options and a better prognosis are
disappearing, while the ones involving more than one region,
with aggressive spreading and progressive prognosis are
becoming more frequent. Our goal was to find and study a
molecular marker which could be used as a predictive and a
prognostic tool to complete clinical diagnostics.

In recent years micro RNAs (miRNA) have been
excessively studied. These small, 19-25 base pairs long
RNAs are transcribed from an intra- or intergenic segment
of DNA and are not translated into proteins. Matured
miRNA binds to a ribonucleotid complex, called RISC (RNA
induced silencing complex), and drives the regulation of
mRNA translation, either by binding to the target mRNA’s
3’ UTR (untranslated region) segment, or to 5° UTR or just
directly to the ORF (open reading frame). This way
translation is blocked or endonucleases are activated causing
the degradation of mRNA target (1, 2). Estimated 50-60% of
the human genome is regulated by miRNAs. A specific
mRNA can be regulated by multiple miRNAs, and a miRNA
can modulate more then hundred mRNA’s translation (1).
This RNA interference mechanism establish precise
modulation of gene expression, harmonic regulation of
cellular functions as cell division, differentiation, apoptosis
and intermediary metabolism (3). miRNAs can behave either
as oncogenes (oncomirs) or tumor suppressors according to
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which target mRNA is regulated by them (1). miRNAs can
be detected from blood serum, saliva and other bodily fluids
(4-9). Cell-free, matured miRNAs - because of their small
size - can easily escape from endonuclease activity, this
characteristic make them well reproducible and detectable in
laboratory experiments (10).

Clinical management of HNSCC is complicated by high
rate of local tumor recurrence or development of a second
primary tumor. The development of a recurrent tumor is
strongly supported by both the Somatic Mutation Theory and
the Tissue Organization Field Theory. Peritumoral tissues
which might appear normal on macroscopical and
histopathological evaluation can show several genetic and
epigenetic alterations: DNA mutations, chromosomal
aberrations, genomic instability, changes in DNA
methylation and miRNA dysregulation. Our aim was to
analyze miRNA expression pattern changes of meso- and
hypopharyngeal mucosal tissues surrounding the primary
tumors within and beyond the margin of the surgical removal
to be able to model the extension field of modified molecular
regulatory around tumorous tissue organization (11, 12).

Patients and Methods

Sample collection. Samples of meso- and hypopharynx carcinomas
were collected from patients diagnosed and operated on at the
Department of Otorhinolaryngology, Head and Neck Surgery of the
Clinical Center at University of Pécs. All removed tissue blocks
were verified by histopatolocigal examination. During tissue sample
collection we followed a standard mapping biopsy strategy and
removed small fractions (approx. 0,5-1 mg) of mucosal tissues from
the tumor edge (0), lcm (1) and 2 cm (2) distance from the
macroscopic tumor margin and from intact mucosal tissue being at
least 3 cm (3) distance from the tumor margin. During the study 52
tissue samples, originating from 13 patients, were collected. Five
patients suffered from hypo- and eight from mesopharnyx
carcinoma. On clinicopathological classification tumors were listed
into TNM II, III and IV stage squamous cell carcinomas.

RNA isolation. Tissue samples from mapping biopsy were
immediately snap-frozen to —80°C following collection until
molecular laboratory processing. Sixty pg of tissue sample were
homogenized in 150 pl lysis puffer (HighPure miRNA Isolation Kit,
catalogue number: 05080576001, Roche, Mannheim, Germany) by
using MagNa Lyzer Green Beads (Roche) cheramic beads tubes in
MagNA Lyzer (Roche) shaking homogenizer. Total RNA was
isolated with downstream application of the High Pure miRNA
isolation kit (Roche), following the manufacturer’s instructions.
RNA quality was checked by nano-drop absorption photometry and
only the RNA fractions with (260/280 nm A>1,9) were used for
reverse transcription.

c¢DNA synthesis and RT PCR. Five pg/ul of the RNA templates was
used for cDNA synthesis with the Universal cDNA synthesis kit
(Quiagen, Woburn, MA, USA), applying the random hexamer
priming, included in the kit. cDNA samples were evaluated for
miRNA expression in Roche LC480 system (Roche). For miRNA

expression analysis specific primers were chosen from the universal
miCURY LNA primer set (Exiqon, Vedbaek, Denmark) according
to: hsa-miR-21, -27a, -34a, -143, -146a, -148a, -155, -221.
Universal miCURY LNA 5S rRNA and U6 snRNA were used as
controls for relative quantification. PCR mastermix contained 2 pl
specific primer mix, 8 wl ¢cDNS-template and 10 ul LC480 SYBR
Green I Master mix in a total volume of 20 pl. Amplification was
carried out on a 8x12 plate according to the following design: 6
tumor specific miRNA and two internal controls, that were
examined on ten nucleic acid samples with unknown concentrations,
on one set of positive samples with known concentrations and
against one set of negative controls.

Statistical analysis. Relative quantification results were calculated
by Exor4.0 software of LC480 (Roche), using the AA-CP method.
Calculated relative quantification rates grouped according to tumor
and peritumoral tissues were used for further statistical analysis by
two tailed two sample T-test, as well as binary logistic regression-
using the software SPSS 21.0.

Results

During miRNA expression analysis of meso- and
hypopharyngeal mapping biopsies from tumor and
peritumoral tissues, we found perceptible differences in
characterizing the miRNA expression of mucosa surrounding
the tumor tissue. Mucosal tissues located 1 cm away from
surgical excision line show only a little difference in
expression rate pattern from the tumor itself, while those at
2 and 3 cm away from the tumor differ prominently. The
samples taken from 2 cm and 3 c¢m distance from the tumor
center shared many similarities in miRNA expression
patterns. In the different line segments of peritumoral
mucosa specific miRNA expression pattern has been found.
miR-21, -27a and -146a showed a decreasing relative
expression rate scaling from the tumor tissues, where their
expression is high, towards the peritumoral tissues where
their expression is gradually lower according to the distance.
miR-34a and -143 was found to have similar but inverse
expression pattern being the lowest in the tumor and higher
in the tumor surrounding tissues. We could not observe such
expression changes according to miR-148a, -155 and 221
(Figure 3).

Analysing the miRNA expression reflected to the global
expression measured, in cancer cells miR-21, miR-27a, miR-
221 give nearly 50% of the cells’- total miRNA expression.
This number is barely 15% in cells localized in tissues, which
can be found outermost from the tumor tissue. While miR-34a
and miR-143 shows exactly the opposite, their expression rates
are below 10% in tumor tissue, and growing up step by step to
40% as we are going further from the tumor. Mucosa being 1
cm far from surgical excision line shows little difference from
the tumor itself in the expression rate referred on each other,
while in the distances of 2 and 3 cm these rates differ
prominently. Sample from 2 cm has in the miRNA expression
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Figure 1. Number of malignant mesopharyngeal tumors in Department of Otorhinolaryngology and Head and Neck Surgery, Pécs, Hungary between

1983-2012.
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Figure 2. Number of malignant hypopharyngeal tumors in Department of Otorhinolaryngology and Head and Neck Surgery, Pécs, Hungary between

1983-2012.

pattern similarities with intact mucosa in the distance of 3cm.
Expression differences are the greatest between the intact
mucosa from 3 ¢cm and the tumor (Figure 4).

Tumor and peritumoral samples of meso- and
hypopharynx location showed significantly different miRNA
expression rates on binary logistic regression analysis
according to miR-21, miR-143, miR-155 and miR-221. In
samples from hypopharynx miR-21, 143 and 155 have
shown significantly higher expression rates, while expression
of miR-221 was detectable solely in sapmles collected from
mesopharynx (p<0.05).

Studying our tumor and peritumoral tissue samples - as in
hypo- so in mesopharynx —, tumor and microscopically-
intact tissue from 1 cm are both epigenetically highly similar
(Figures 5 and 6).

Discussion

Carcinogenesis of oral, laryngeal, meso- and hypopharyngeal
squamous cell carcinomas are often described by the cancer
field or as we nowadays call it, tissue organization field
theory (13-14). This theory states that; the- enviromental
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Figure 3. The standard mapping biopsy - 1: tumor biopsy, 2: 1 cm 3: 2 cm, 4: 3 cm distance from the macroscopic tumor margin in the normal

mucosa.

factors that can initiate tumor development, and the factors,
defining individual sensibility can make characteristic
changes genomically in the phenotypically intact mucosa
cells. Precursor lesions, primary tumors, recurrent tumors or
even a second primary tumor can develop on this genetically
or epigenetically changed tissue organization field (Figure
7). This theory can explain the clinical features of these
tumors such as rapid progression, high recurrence rates,
occurrence of second primary tumors at a notably high rate.

miRNAs are defined by individual genetics, but they also
play an important role as morphostatic factors on epigenetic
level and they have been proven to be promising in the
molecular characterisation of numerous type of cancers (14-
16). We found interesting and characteristic differences
between miRNA expression rate changes in meso- and

hypopharyngeal tumors and peritumoral, macroscopically -
intact tissues. We took the advantage of these stable and well
reproducible molecules to identify and describe the cancer
field, which clearly showed correlation to the changes in the
miRNA expression patterns.

miR-21 was found to be statistically significantly elevated
in all peritumoral tissues compared to 3cm distant mucosa.
Previous studies have already proven the role of miR-21 in
the modified regulation of p53 dependent apoptosis and cell
cyle arrest in oral squamo-cellular carcinomas (17-22). In our
study, miR-21 showed a significantly elevated expression rate
in meso- and hypopharyngeal carcinomas. This expression
rate was lowered in intact tissues around the mesopharyngeal
carcinomas, while in hypopharyngeal carcinomas this rate
was found to be significantly lower (3 cm) from the tumor
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Figure 4. miRNA expression related to their global expression in the tumor and 1 cm, 2 cm, 3 cm distance from the tumor.
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Figure 5. Mesopharyngeal carcinoma and peritumoral tissue (Photograph is published with the written permission of Orvosi Hetilap).
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Figure 6. Hypopharyngeal carcinoma and peritumoral tissue (Photograph is published with the written permission of Orvosi Hetilap).
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Figure 7. Tissue organization field theory.
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itself. Logistic regeression analysis revealed that in
hypopharyngeal carcinomas miR-21 expression rates were
significantly higher than in mesopharyngeal carcinomas.

MiR-34a and miR-143 have been found to have tumor-
suppressor activities. They can block those proteins and their
translations, which play important roles in tumor cell
proliferation and neoangiogenesis. Their lowered expression
rates were identified in HPV associated head and neck cancers
(23-28). In our study these miRNAs also showed lowered
expression rates. In mesopharyngeal carcinomas these miRNAs
were found 2 and 3 cm from the tumor, while in
hypopharyngeal ones miR-34a could be detected in tissues just
1 cm from the tumor. The loss of miR-34a’s expression rate in
these tumors is strongly associated with the tumor phenotype.

miR-146a and miR-148a are effective blockers of
promoter-specific repressors, that play a key role in NF-kB
(nuclear factor-kappa B) anti-apoptotic signaling pathway
(29, 30). These miRNAs play an important role at those
signaling points which are shared by both the inflammatory
and carcinogenetic pathways. In our study we found both
miRNAs’ expression characteristic of hypophyrangeal
carcinomas. These rates were also observed in the peritumoral
tissues and even areas further way from the tumors.

MiR-155 has been identified in laryngeal squamous cell
carcinomas and can be seen to promote tumor invasion (31-
33). In our study miR-155 has shown significant expression
rates in tumors, and could be also seen in tissues (2 c¢cm)
away from the tumor.

MiR-221 was seen in correlation to cancers with bad
prognosis and the estimated stage of invasion (22, 34, 35). In
our research we found that miR-221 was the characteristic
miRNA in mesopharyngeal carcinomas and in their peritumoral
tissues, this miRNA could not be detected in hypopharyngeal
carcinomas. it is possible, that in the hypopharynx a variant
miRNA with a different nucleotid sequence matures, which we
were not able to efficiently amplify by our specific primer
sequences. Our further studies will focus on this miRNA to
throw more light on this difference.

miR-27a is one of the least studied MiRNAs in the
literature (36, 37). During our research we found that this
miRNA showed very similar behavior both in meso- and
hypopharyngeal carcinomas as miR-21.

The site specific comparison of meso- and
hypopharyngeal samples mostly resulted in finding the
presence of miR-221, and the differences between miR-21,
-143, -155 expression rates. miR-21, -143 and -155 markers
showed higher expression rates in hypopharyngeal squamous
cell carcinomas, while the rate of miR-221 was significantly
higher in mesopharyngeal ones. The difference in life style
could be a possible explanation to this.

We observed that in miRNA expression rates, some
characteristic patterns have been found to be common in
tumor tissues, and in the intact mucosa at varying distances

from the tumor. We have also found identical profiles and
some features which distinguish meso- and hypopharyngeal
carcinomas on miRNA expression level. Analysis of miRNA
expression signatures was an efficient method to segregate
tumor locations and peritumoral tissues. miRNA profile
analysis is a promising marker for cancer field
characterization. Future application of the method could
enable early detection of the disturbed epigenetic regulation
in peritumoral tissue fields showing unchanged macroscopic
appearance that can be helpful in molecular diagnostics,
prognostics and cancer risk assessment (38).
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Fej-nyaksebészet

HPV-negativ és -pozitiv mesopharynx tumorok

mikro-RNS térképanalizise
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OSSZEFOGLALAS

Bevezetés: A fej-nyaki laphdmdaganatok jél jellemezhe-
t6k a daganat (tumor) organizaciés terllet modellel. A mik-
ro-RNS-ek stabil, jol reprodukélhaté molekuldk, amelyek se-
gitségével a cancer-field detektalhaté. Célunk azonos klinikai
stadiumu HPV-pozitiv és negativ mesopharynx daganatok
mikro-RNS mintézatanak elemzése volt.

Anyag és moédszer: Vizsgalatunkban 25 mesopharynx lokali-
zacidban diagnosztizalt laphdmsejtes karcindma tertletérd| vett
szdvetmintat dolgoztunk fel Standard térképbiopszias minta-
vételt alkalmaztunk (a daganattdl és attdl cm-ként tavolodva).
Mintdink a PTE KK Fil-, Orr-, Gégészeti és Fej-, Nyaksebészeti
Klinikdn diagnosztizalt, illetve operalt betegektd| szarmaztak
és vizsgalatuk a PTE KK Laboratériumi Medicina Intézetben
tortént. A HPV-pozitivitas kimutatasat a mintakbol p 16 immun-
festéssel végeztik, a pozitiv eseteket Linear Array-mddszerrel
genotipizaltuk. A térképbiopszias mintaanyagbdl a tumorban
és attdl adott tavolsagra esé szovetekbdl RNS-izolalast és
reverz transzkripciot kdvetéen miR-21, miR-143, miR-155,
miR-22 | mennyiségi meghatarozas tortént QX200 Automata
Digitdlis Droplet PCR-rendszerben. Eredményeink statisztikai
értékelését SPSS 2 1.0 szoftver segitségével, Pearson-analizissel
végeztik.

Eredmények: HPV-pozitivitds esetén emelkedett expresszids
értékeket mutatott a miR-22 |, mig a HPV-negativ tumorokhoz
képest a miR-21, miR-155 esetében szignifikdnsan csdkkent
expresszios értékeket mértink.

Megbeszélés: A HP\-negativ tumorokra jellemzd az &ssze-
tett expresszids mintazat, amely az &sszes vizsgalt miRNS-mo-
lekula emelkedett értékeivel jellemezhetd. Ezzel szemben a
klinikailag mérsékeltebb agresszivitasu, am azonos klinikai sta-
diumban nagyobb tumorméretet eléré HPV-pozitiv tumorok
amiR-21 és miR-155 alacsonyabb mértékd kifejezédését mu-
tatjék. Helyette a sejtproliferaciot serkentd miR-22 | expresszié
jellemzé rajuk. Ezen vizsgélatok alkalmasak a tumor bioldgiai
viselkedésének meghatarozasara, amelyek aldtdmasztjak a kli-
nikai progndzis becslését.

KULCSSZAVAK

CANCER FIELD, DIGITALIS DROPLET PCR, HPV, MIRNS, OROPHARYNX

miRNA expression pattern
differences of HPV negative

and HPV positive advanced stage
mesopharynx cancers

SUMMARY

Introduction: Head and neck squamous cell carcinomas are
well characterized by the tissue organizational area model. Mic-
ro-RNAs are stable, well-reproducible molecules that can detect
the cancer field. Our aim was to analyze and compare the miRNA
expression profiles of HPV positive and negative tumors at similar
clinical stage.

Methods: Using standard mapping biopsy (tumor tissue and
macroscopically normal samples taken I, 2 and 3 cm from tumor
margin), samples were collected during surgical intervention
from 25 mesopharynx tumors. After RNA isolation and reverse
transcription, miR-21, miR-143, miR-155, miR-221expressions
were quantitatively determined in QX200 Automated Digital
Droplet PCR system. Statistical evaluation of our results was
performed using Pearson analysis on SPSS 21.0 software.

Results: In case of HPV positivity, tumors showed significantly
elevated miR-221 expressions, while the amounts of miR-21 and
miR-155 were significantly lower than those with HPV negative
tumor samples.

Discussion: The expression patterns of HPV negative tumors
involve elevated expressions of all investigated miRNAs. In cont-
rast, clinically less aggressive, but more expansive HPV positive
cancers in the similar clinical stage expressed miR-21 and miR-155
in lower quantities, while the levels of the proliferation inducing
marker, miR-221, were outstandingly high. These studies are
suitable for determining the biological behavior of tumors, which
support the estimation of the clinical prognosis.
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Bevezetés

A fej-nyaki daganatok kialakulasaban a régéta ismert etioldgiai
tényezék, mint a kémiai karcinogének, a rossz szajhigiénia mellett
a human papillomavirus (HPV) is szerepet jatszik (I). Férfiak
korében szignifikansabban magasabb a szajliregi HPV-pozitivitas,
igy a virus indukalta oropharynx tumorok szama (2). A mesop-
harynxon beliil a tonsilla palatina karcinémaiban a legmagasabb a
HPV-pozitivitas, a tobbi alrégidhoz viszonyitva aranya a 70%-ot
is elérheti (3). A tonsillaris predilekcié hatterében a lacunak és
cryptak kiterjedt nyalkahartya felszine, valamint a ham és az alatta
Iévé nyirokszovet szoros kapcsolata allhat (4).

Klinikai megfigyelések jelentds kiilonbségeket mutatnak a HPV-in-
dukalt és a kémiai karcinogének okozta daganatok kézott. On-
koldgiai és sebészi terapiara jobban reagalnak, a prognézisuk
kedvezébb (2, 5, 6, 7, 8). Tekintettel a prognosztikai, viselke-
dés- és kialakulasbeli kiilonbségekre 2017-ben a HPV-pozitiv
mesopharynx daganatok kiilén TNM-beosztast kaptak (9, 10).

Human papillomavirus

A human papillomavirus (HPV) a papovavirusok csaladjaba tar-
tozd, tobb mint 200 altipust szamlalé virus, 6rokitéanyaga cirku-
laris kett&s szali DNS. A HPV-k a tobbrétegii ham bazalis sejtjeit
fertézik, eszerint cutan, illetve mucosalis tipust kiilonboztetiink
meg. A nyalkahartyat fertézé tipusok kozott megkiildonboztetiink
alacsony és magas onkogén kockazatt tipusokat (low risk és
high risk). Az alacsony kockazattak, minta HPV 6, 8, 10, 11, 28,
42 csak episzomalisan vannak jelen, igy benignus proliferaciét
okoznak, mig a high risk tipusok, minta HPV 16, 18, 31, 33, 35
integralédnak a genomba (1 1), ezaltal invaziv karcinémak kialaki-
tasaban van szerepiik. Gyakran latunk multiplex virusfertézéseket
és ez arra enged kovetkeztetni, hogy a low és high risk tipusok
valésziniileg egymassal interferalnak, a kiilonb6zé genotipusok
egymas fertézéképességét befolyasolhatjak. A virusok a bazalis
ham sejtjeihez mikrosériiléseken keresztiil jutnak el, itt megtor-
ténik a korai gének (E6, E7 onkogének) expresszidja (12). Az E6
gén altal kodolt fehérje a p53 fehérjét, mig az E7 gén fehérjéje
a retinoblastoma tumor szupresszor fehérjét inaktivalja, ezek
kovetkezményeképpen gatlédik az apoptézis (13, 14).

Mikro-RNS

A mikro-RNS-ek (miRNS) kis, 19-25 bazispar hosszlsagu szaba-
lyozé molekulak. Aszerint, hogy mely gént regulaljak, a miRNS-ek
viselkedhetnek onkogénként (onkomir), illetve tumorszupresszor
miRNS-ként. Kis méretiikbdl adédban nagyon ellenalléak és stabi-
lak az endonukleazokkal szemben, igy laboratériumi kérilmények
kozott jol reprodukalhaték. Eddig tébb mint 30 000 miRNS-t
azonositottak. Egy miRNS tébb messenger RNS transzlaciéjat
befolyasolhatja és egy mRNS-t (mMRNS) tobb miRNS szabalyozhat
(15, 16). igy lehetévé valik a génexpresszié finom hangolasa, a sejt
életfolyamatainak — a differenciacio, a sejtosztédas, az apoptozis,
az intermedier anyagcsere-folyamatok — harmonikus szabalyozasa
(17). Mindebbdl kévetkezik, hogyha a sejtek életfolyamatainak
barmely teriiletén epigenetikai, illetve genetikai szintl valtozas
kovetkezik be, a miRNS mintazata és mennyisége megvaltozik. A
miRNS-ek kifejezédése sejt- és szévetspecifikus, igy a kiilonb6zé
szervek daganatai mas miRNS-expressziét eredményeznek.
Kutatasunk soran a HPV-pozitiv és negativ mesopharynx tumorok
viselkedésbeli kiilonbségeibdl kiindulva vizsgaltuk a két csoport
miRNS mintazatanak eltéréseit.

Anyag és modszer

Munkank soran HPV-negativ és pozitiv fej-nyak laphamkarciné-
mak miRNS-expressziés profiljait hasonlitottuk 6ssze mesop-
harynx lokalizacidkban. Vizsgalatunk 2017. november és 2018.
aprilis kozott tortént a PTE KK Fil-, Orr-, Gégészeti-, és Fej-,
Nyaksebészeti Klinikan, amely soran 25 mesopharynx lapham-
karcindmas beteg anyagat dolgoztuk fel.

Mintagytijtés

A vizsgalatba a pacienseket a laphamsejtes karcinéma hisztopa-
tolégia jelenléte alapjan valasztottuk be. Minden esetben klini-
kopatoldgiai staging vizsgalatot, HPV PI6 immunhisztokémiat,
HPV-genotipizalast és miRNS-expresszids elemzést végeztiink.
Szigoru mintavételi stratégiat kovettiink: a nem-nekrotikus da-
ganatszovetbdl nyertiik az elsé mintankat, majd peritumora-
lis makroszképosan normal szévetmintakat gydjtottink | cm,
2 cm, illetve 3 cm-re a tumor makroszképos szélétdl. Az itt leirt
vizsgalatokat a PTE Etikai Bizottsaganak dontése értelmében a
2014/5341-es engedélyszam alapjan végeztiik el. A szévetmin-
takat az 6sszegy(jtés utan —80 °C-on azonnal lefagyasztottuk és
a laboratériumi feldolgozasig taroltuk.

RNS izoldlds és reverz transzkripcié

60 ug friss fagyasztott szovetmintabdl teljes széveti RNS-t izolal-
tunk Aurum Total RNA mini kit (Cat. no. 7326820; Bio-Rad, Ma-
dison, USA) felhasznalasaval. Az izolalt RNS min&ségét Thermo
Scientific NanoDropTM 2000 (Thermo Fisher Scientific, Grand
Island, NY) fotométer segitségével ellendriztiik. Minden minta-
bdl 5 ng teljes szoveti RNS-t irtunk at cDNS-re miRCURY LNA
Universal RT microRNA PCR Kit (Cat. no. Qiagen) segitségével.
Az izolalt RNS mindséget a Thermo Scientific NanoDropTM
2000-rel vizsgaltuk (Thermo Fisher Scientific, Grand Island, NY).
Mindegyik mintabdl 5 ng teljes RNS-sel reverz transzkripciét
végeztiink, a miRCURY LNA Univerzalis RT microRNA PCR
Kit-tel (Cat. No. Qiagen).

Droplet digital PCR-analizis

A kvantitativ PCR-analizis soran Qiagen miRCury LNA miRNA
PCR-vizsgalatokat (Qaagen, Hilden, Dania) a kovetkezé miR-
NS-célpontok szerint vasaroltuk: hsa-miR-21-5p, hsa-miR-143,
hsa-miR-155, hsa -miR-221-5p. A master mixeket tgy készitettiik
el6, hogy tartalmazzanak | ul miRCury LNA miRNS assayt, tar-
get-miRNS specifikus elpre és rezerv primer parokat, 12 ul QX200
ddPCR EvaGreen Supermixet (1864034, Bio-Rad) és 9 ul PCR
minéségli viz és 2 ul (~ 100 pg) cDNS-mintat. A lemezen kb. 100
pg/ul templatkoncentraciét hasznaltunk. A negativ kontrollokhoz
két kilon mastermixet készitettiink, az egyik esetben a templat
cDNS-t PCR mind&ségli vizzel helyettesitettiik (no template cont-
rol= NTC), a masik esetben a templat cDNS-t és a primert
vizzel szubsztitualtuk (nincs primer kontroll = NTC + NPC).
Minden egyes mastermix dropletet a QX200 automatizalt ddPCR
rendszer cseppképzé egységében generaltunk, cseppgenera-
tor-olaj EvaGreen alkalmazasaval (Bio-Rad). A PCR amplifikaciét
a QX200 Thermo cyclerben hajtottuk végre, az alabbi termikus
koriilmények kozott (I ciklus enzimaktivalas: 95 °C 5 perc, 40
ciklus; amplifikacié 96 °C 30 masodpercig és 58-60 °C — primer
fuggben | percig), jelstabilizalas | cikluson keresztiil (4 °C 5 percig
és 90 °C 5 percen keresztiil) és 4 °C-on A QX200 csepp-leolvasé
PCR-reakcidja utan a cseppeket azonnal elemeztiik. A fluoresz-
cencia adatokat a QuantaSoft® analizis Pro szoftver verzié 1.0.596
(Bio-Rad, CA, USA) altal hasznalt Poisson disztriblcids statisztikai
analizis szerint koncentraciokra alakitottuk at.
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HPV Pl 6 immunhisztokémiai festés

A fej-nyaki HPV-indukalt laphamsejtes karcinémakat p 16 immun-
hisztokémiai médszerrel hataroztuk meg, amely a patogenezis és
prognézis osszefiiggésében fontos marker. A pl6INK4a, amely-
nek kifejezédését a magas rizikdja HPV E7-protein altal indukalt
pRb-degradacié jellemzi, olyan marker, amely képes jelezni a
tumorokban a HPV-fertézés onkogén expresszidjat.

Osszesen 25 esetet értékeltiink ki standard H&E festéssel és p16
immunhisztokémiaval. Ezt kévetéen egy CINtec p|6INK4a de-
tektalé rendszert hasznaltunk (Ref.: 951 |, Roche mtm labor. AG,
Sandhofer Strasse, Mannheim, Németorszag). Az immunjelzést
a gyart6 protokollja alapjan végeztiik.

A pl 6 pozitiv festést a daganatos sejtek legalabb 70%-aban erds
nuklearis és citoplazmatikus festés azonositasa alapjan hataroztuk
meg. Negativnak mindsiiltek a nem fest6dé, a halvany nuklea-
ris, citoplazmatikus festédésli mintak, illetve, ha a tumormentes
sejtek festédtek meg. A pozitiv kontroll egy olyan cervicalis lap-
hamsejtes karcinéma volt, amely a standard klinikai laboratériumi
eljaras részeként p 16 pozitivnak bizonyult.

DNS-extrakcié és HPV-genotipizdlds

A teljes DNS-extrakciéhoz 60 g frissen fagyasztott szovetmintat
hasznaltunk HighPure templat elékészité készlet alkalmazasaval
(Cat. No. 11796828001, Roche, Molecular Diagnostics, Mann-
heim, Németorszag). A DNS koncentracidjat és minéségét Na-
noDrop spektrofotometriaval ellendriztiik.

Linearis array HPV-genotipus-tesztet (Cat. No. 04391853 190;
Roche Molecular Diagnostics) alkalmaztunk annak meghataro-
zasara, hogy mely HPV-genotipusok vannak jelen a szévetmin-
takban. A vizsgalat 37 human papillomavirus-genotipust észlel: a
6, 11,16, 18,26, 31, 33, 35, 39, 40, 42, 45, 51, 52, 53, 54, 55,
56, 58 59, 62, 64, 66, 67, 68, 69,70, 71, 72, 73 (MM9), 81, 82
(MM4), 83 (MM7), 84 (MM8), 1S39 és CP6108. (M. Poljak, BJ
Kocjan, A. Ostrbenk, K. Seme Commercially available molecular
assays for human papillomavirus (HPV): 2015 update J Clin Vi-
rol 2016; 76(Suppl 1): S3-S9.) A linearis array kvalitativ teszt,
amely biotinilalt primereket hasznal PGM09/PGMY | | és PC04/
GH20 plazmidokra a HPV L1-gén és a human béta-globin gén 450
bp és 268 bp méretli fragmenseinek egyideji amplifikalasahoz.
PCR-amplifikacié utan a genotipizalas egy HPV-tipust és human
béta-globin-specifikus oligonukleotid prébaval bevont egyetlen
nylon szalag alkalmazasaval torténik. (M. Poljak, B] Kocjan Com-
mercially available assays for alfa human papillomavirus multiplex
kimutatasara. Expert Rev Anti Infect Ther 2010 October 8; 10:
1139-1162. O.) A vizsgalatot a gyarté utasitasainak megfeleléen
végeztiik.

Statisztikai analizis

A QuantaSoft szoftverbdl szarmazé koncentraciés adatokat ex-
portaltuk és elemeztiik. A szévetmintak kérszévettani, kvanti-
tativ kiilonbségeit, a tumoroktdl valé tavolsagot és a HPV-status
elemzését az SPSS Statistics 21.0 Pearson-analizissel végeztiik
(0,887 p <0,19).

Eredmények

A betegeink atlagéletkora 61,5 év volt. Vizsgalatunkban 5 nébeteg
szerepelt. A kivalasztott 25 beteget klinikopatoldgiailag Ill-as és
IV-es stadiumba soroltuk az ,,8" Edition TNM Classification for
Head and Neck Cancer, American Joint Committee on Cancer
(AJICC), 20177 alapjan.

A 25 mesopharynx tumorbdl 7 bizonyult HPV-pozitivnak (28%)
a pl6 immunhisztokémiai festéssel (/-3. dbra). Genotipizalas

OROSZ ES MTSAI

N R

VIR AL

I. abra: pl6 negativ minta

3. abra: pl6 pozitiv minta




FUL-ORR-GEGEGYOGYASZAT

HPV-—

= miR-21

= miR-155

= miR-143
miR-221

HPV+

m miR-21

= miR-155

m miR-143
miR-221

4. abra: HPV-negativ mesopharynx tumor mikro-RNS
mintazata egymashoz viszonyitott aranyokban kife-
jezve

5. abra: HPV-pozitiv mesopharynx tumor mikro-RNS
mintazata egymashoz viszonyitott aranyokban kife-
jezve
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6. abra: HPV-negativ mesopharynx tumorok és ép
szovetek mikro-RNS-expresszié értékei a biopszias
tavolsagok fiiggvényében. A biopszias helyek: 0: tu-
mor, |: tumortél | cm-re, 2: 2 cm-re, 3: 3 cm-re

7. abra: HPV-pozitiv mesopharynx tumorok és ép
szovetek mikro-RNS-expresszié értékei a biopszias
tavolsagok fiiggvényében. A biopszias helyek: 0: tu-
mor, |: tumortél | cm-re, 2: 2 cm-re, 3: 3 cm-re
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8. abra: HPV-negativ mesopharynx tumorok és ép
szovetek mikro-RNS-expresszio értékei a biopszias
tavolsagok fiiggvényében oszlopdiagramon abrazolva.
A biopszias helyek: 0: tumor, I: tumortdl | cm-re, 2:
2 cm-re, 3: 3 cm-re

soran hat esetben HPV 16, egy esetben HPV 16 és 52 pozitivitast
észleltiink.

A tumorok HPV-pozitivitasdhoz kapcsoléddan egyetlen miR-
NS-markert nem lehet kapcsolni, vagyis a teljes miRNS-profil val-
tozasat jelzi a HPV-poxzitivitas jelenlétét. Szignifikans kiilonbséget
talaltunk a miR-21, -221 és -155 egyiittes elemzésekor (Pearson
test statistic: 0,887 p <0,19). A miRNS-ek egymashoz viszonyi-
tott aranyaiban a HPV-pozitiv daganatok magasabb aranyban

9. abra: HPV-pozitiv mesopharynx tumorok és ép
szovetek mikro-RNS-expresszio értékei a biopszias
tavolsagok fiiggvényében oszlopdiagramon abrazolva.
A biopszias helyek: 0: tumor, I: tumortdl | cm-re, 2:
2 cm-re, 3: 3 cm-re

tartalmaznak miR-221-et és alacsonyabb aranyban a miR-21-et
és -155-6t (4-5. dbra).

A HPV-negativ daganatok esetén a tumor kornyezetében is emel-
kedett miRNS-expresszids értékek figyelheték meg, a tavoli (3
cm-es) ép szovetekben csokken jelentésen a malignitast jelzé
markerek mennyisége (6. dbra).

A HPV-pozitiv tumorokban az expressziés értékek magasab-
bak, mint a HPV-negativ daganatok esetében, am a tumorszél-
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t8l cm-enként tavolodva az ép szévetekben gyorsan csokken a
malignitast, rossz prognoézist jelzé miRNS-ek expresszidja, 2 és
3 cm-es tavolsagban nagyon alacsony kifejezédési értékek mérhe-
ték (7. dbra). A malignitast legerésebben jelzé marker; a miR-21
a HPV-pozitiv daganatban sem mutat olyan magas expressziot,
mint a HPV-negativ tumor esetén, ezen daganatokat a miR-221|
expresszidja jellemzi (8-9. dbra).

Megbeszélés

A viralis és kémiai karcinogenezis molekularis Utvonala eltérd,
igy a miRNS-profiljuk is kiilonbségeket mutat (18). Oropharynx
daganatok HPV genotipizalasa soran legnagyobb szazalékban
HPV16-ot mutattak ki, kisebb aranyban HPV33, -35 volt jelen
(19). Sajat vizsgalati anyagunkban HPV|6-os genotipus mellett
egy esetben HPV52 jelenlétét igazoltuk. Bar a vizsgalati minta-
szamunk erésen korlatozza az eredményeink régiénkra térténé
interpretaciéjat, ismert, hogy az egyes HPV-genotipusok féldrajzi
és populacids elterjedése eltéréseket mutathat.

A miR-21| szerepét korabbi tanulmanyok szerint a p53 sejtciklus
szabalyozasaban szerepet jatszé gén mRNS-termékének fehér-
jetranszlacios gatlasaban bizonyitottak melanoma malignumban és
szajiuregi laphamkarcinémakban (20, 21). Emelkedett expressziét
mutat fej-nyak laphamkarcinémakban (22, 23), ezen beliil larynx
(24), pharynx, valamint nyelvtumorokban, azon beliil is féként a
metasztatizal6 nyelv laphamtumorokban (25, 26). A miR-2| meg-
novekedett expresszidja szoros Osszefliggést mutat az alacsony
5 éves tuléléssel, a csekélyebb kemoirradiaciéra adott valasszal,
igy a jovében fontos eszkoze lehet a terapias tervezésnek és
progndzisbecslésnek (27). A miR-21 szignifikansan alacsonyabb
expressziét mutatott a HPV-pozitiv fej-nyaki daganatokban a
HPV-negativokkal szemben (28). Mas tanulmany is a fentieket
tamasztotta ald, kimutattak, hogy a HPV-negativ tumorokban a
miR-21 emelkedett expresszidja 4 1%, HPV-pozitiv esetén csu-
pan 28%-ban figyelték meg (29). Vizsgalatunk is alatamasztja a
fenti adatokat, miszerint HPV-pozitiv daganatban alacsonyabb a
miR-2| expresszidja.

A miR-155 human T-sejtes leukémiaban és gége laphamkarci-
némaban azonositott miRNS, amely a daganatinvaziét segiti elé
a SOCS (suppressor of cytokine signaling proteins) fehérjecsa-
lad és a STAT (signal transducer and activator of transcription)
transzkripcios faktor gatlasaval (30). Oropharynx tumorok eseté-
ben szoros Osszefliggésbe hozhaté a lokalis recidiva kialakulasa-
val (31), tovabba magas expressziét mutatott larynx tumorok-
ban (32).

A tumor proliferacidval, metasztazis-hajlammal, ezaltal a rossz
prognozissal szintén korrelaciét mutat (33, 34, 35). A HPV
pozitiv oropharynx tumorokban alacsonyabb expressziét mutat
(36), ahogy jelen tanulmanyunkban is.

A miR-143 tumor szuppresszor tulajdonsagd miRNS, amelyet
osteosarcomaban, glioblastomaban valamint HPV-asszocialt fej-
nyak daganatokban csokkent kifejezédéssel azonositottak. Ga-
tolja a tumorproliferaciéban és a daganatos neoangiogenezisben
szerepet jatszé E2F és survivin fehérjét és transzlaciéjat (37).
A jobb prognézissal van 6sszefiiggésben, ezért lehet magasabb
az expresszidjuk a HPV-pozitiv oropharynx tumorokban (38).
Kutatasunk soran is emelkedett kifejezédését talaltuk a HPV-po-
zitiv daganatokban. Mas tanulmanyban a daganatos szévetekben
alacsonyabb expresszidjat mérték a kontroll ép szévetekkel 6sz-
szehasonlitva (39).

A miR-221 a daganatok rossz prognézisaval és a tumorinva-
zié mértékével mutatott Osszefliggéseket emlSkarcinémaban
és kozponti idegrendszeri glioma esetén (40). Gége lapham-
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karcinémakban (41) és fej-nyaki laphamdaganatokban is (42)
emelkedett expresszidjat irtak le, mig a tumormentes szévetben
alacsony expressziét mutatott. A HPV-pozitiv oropharynx tu-
morokban is alacsonyabb expresszidjat talaltak (43). Jelen vizs-
galatunkban a HPV-pozitiv daganatokban aranyaiban magasabb
miR-22| expresszids értékeket kaptunk, ennek magyarazataul
az szolgalhat, hogy ezen tumorok mindegyike elérehaladott
stadiumu volt.

Kovetkeztetések

Az alacsony HPV-pozitivitas és az alacsony 6sszmintaszam el-
lenére szignifikans kiilonbségeket talaltunk az altalunk vizsgalt
HPV-pozitiv és negativ csoport kozétt a vizsgalt miRNS-ek exp-
resszidjaban. A mikro-RNS-ek alkalmas markerek a HPV-pozitiv
és negativ daganatok epigenetikai kiilonbségeinek elemzésére.
Osszegzésként elmondhatjuk, hogy a HPV-pozitiv tumorok el-
téré mintazata magyarazat lehet a prognosztikai, viselkedésbeli
kilonbségekre, miszerint a HPV-negativ daganatokkal szemben
kevésbé malignus természettliek. A pontosabb epigenetikai elté-
rések feltérképezésére a jovében tovabbi nagyobb esetszamon
alapulé vizsgalatok sziikségesek.
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Visualization of mucosal field

iIn HPV positive and negative
oropharyngeal squamous cell
carcinomas: combined genomic
and radiology based 3D model
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The aim of this study was to visualize the tumor propagation and surrounding mucosal field in
radiography-based 3D model for advanced stage HNSCC and combine it with HPV genotyping and
miRNA expression characterization of the visualized area. 25 patients with T1-3 clinical stage HNSCC
were enrolled in mapping biopsy sampling. Biopsy samples were evaluated for HPV positivity and miR-
21-5p, miR-143, miR-155, miR-221-5p expression in Digital Droplet PCR system. Significant miRNA
expression differences of HPV positive tumor tissue biopsies were found for miR-21-5p, miR-143 and
miR-221-5p compared to the HPV negative tumor biopsy series. Peritumoral mucosa showed patchy
pattern alterations of miR-21-5p and miR-155 in HPV positive cases, while gradual change of miR-21-5p
and miR-221-5p was seen in HPV negative tumors. In our study we found differences of the miRNA
expression patterns among the HPV positive and negative tumorous tissues as well as the surrounding
mucosal fields. The CT based 3D models of the cancer field and surrounding mucosal surface can be
utilized to improve proper preoperative planning. Complex evaluation of HNSCC tissue organization
field can elucidate the clinical and molecular differentiation of HPV positive and negative cases, and
enhance effective organ saving therapeutic strategies.

In addition to the widely-known etiological factors including various chemical carcinogens and poor oral hygiene,
the human papilloma viruses (HPV) are major risk factors in the development of head and neck squamous cell
carcinomas (HNSCC)'. Oral HPV positivity and the number of viral-induced oropharyngeal tumors have signif-
icantly higher frequency in males®. In the oropharyngeal region the highest HPV positivity can be detected in the
palatine tonsils. The HPV positivity ratio of these tumors can amount to 70% compared to the other sub regions’.
The mucosal surface of lacunas and crypts constitute a strong conjunction between the epithelial mucosa and the
lymphatic tissue underneath and is often revealed in the background of tonsillar predilection of HPV initiated car-
cinogenesis*. Clinical investigations have shown revealed remarkable differences between tumors induced by HPV
and chemical carcinogenesis: HPV induced tumors particularly emerge at younger ages, and in many cases, the
first clinical sign of the malignancy is the lymph node metastasis. The size of primary tumor is frequently small and
thereby; it is difficult to explore in the early stage, however, later it often increases in tumor size compared with those
HPYV negative tumors in the same stage. HPV positive cancers respond much better to oncological and surgical ther-
apy, thus prognosis is generally, far more favorable>8. Considering the differences from aspects of prognosis, behav-
ior and development, a separate TNM classification was released in 2017 for HPV positive oropharyngeal tumors®'°.
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Human Papilloma Virus

HPV belongs to the family of Papillomaviridae and the HPV Reference Center has classified more than 120 types
(Papillomavirus Episteme — NIH). The viral genome in this family is a circular, double-stranded DNA (deoxyri-
bonucleic acid). Regarding the most conserve sequence of the viral genome, which is the L1 open reading frame
(ORF) region, the HPV types belong to seven taxonomical genera (alpha-, beta-, gamma-, mupa- and nupa- eta-
and thetapapillomaviridae). Protein products translated from L1 and L2 ORFs constitute the viral capside, while
E6 and E7 ORFs encode oncoproteins that modulate the viral transformation process. HPV infects the basal cells
of the multilayer epithelium. The modification of the epithelial cell differentiation, through regulation of the cell
cycle, results in the generation of the continuous reactivation of DNA replication and leads to the replication of
the genome of the HPV virus'!-!* Cutaneous and mucosal invasive types of the HPV can be distinguished, accord-
ingly. Based on oncological risk groups mucosal types can be assigned according to low, intermediate and high
risk HPV. The identification of multiple viral infections is frequently observed and the resulting virulence might
be influenced by the different genotypes. However interference between different HPV types and the impact on
their virulence are events that have not been demonstrated yet. Due to the fact, that clinical observations about
the behavior of the HPV positive oropharyngeal cancer differ so much from HPV negative HNSCC, a new TNM
classification was needed to be introduced with a specific staging guideline. This statement is underlined by the
The Cancer Genome Atlas (TCGA) publication on comparative molecular characteristics of the HPV positive
and negative HNSCC:s. The difference between the HPV associated and non-viral groups was clearly confirmed*®.
The TCGA study was not able to determine sufficient number of oncogenic mutation HNSCC that can drive the
mechanisms of carcinogenesis; beside of this fact many epigenetical alterations were proved to characterize this
cancer type. Linking to this concept, a recent publication of Masuda et al. stated that HNSCC is strongly linked
to changes in epigenetic regulatory’®. miRNAs as translator molecules between the environmental exposures and
genomic regulation might reflect the carcinogenic process through their expression profile changes.

Cancer Field

Chemical and viral carcinogens constitute a genetically and epigenetically modified field in the intact cells of the
mucosal surface as the first step of carcinogenesis. The expression, “cancer field* or “tissue organization field” is
described in the literature. Later, followed by precursor changes, a primary tumor, and recurrence of a tumor or a
second primary tumor can develop within this field. The behavior of the oral cavity, oropharyngeal, hypopharyn-
geal and laryngeal squamous cell carcinoma can be represented via this model of tumor development'”!5.

Micro-RNA
micro RNAs (miRNA) are small, 19-25 mer regulator molecules. Interestingly, miRNAs can behave either as
oncogenes (oncomirs) or tumor suppressors according to which target mRNA they regulate!*?. The comparison
of cancer and healthy cells originating from the same tissue presents differences in the expression patterns of
miRNA. The analysis of the miRNA expression profile proved to be an appropriate method towards differenti-
ating between normal and tumorous tissues, and selecting subgroups specifically in relation to tissue regarding
several tumorous diseases?!. Previous reviews have observed a discrepancy of miRNA findings across studies
focusing on cancers of the head and neck, and there has been no consensus on specific miRNAs that are associ-
ated to HPV positivity and HNSCC.

In our study, we aimed to analyze the miRNA profile of oropharyngeal squamous cell carcinomas through
a cancer field model in tumors and surrounding healthy tissues. We collected mapping biopsy series of tissue
samples from the tumors and from the peritumoral mucosa 1-2-3 cm away from the macroscopic tumor margin.
We also aimed to visualize the mucosal field and the tumor propagation in 3D model based on radiography and
to combine it with clinical and genomic results. In our experimental design we selected a set of miRNA targets-
miR-21-5p, miR-143, miR-155, miR-221-5p- which satisfy the causality criteria for carcinogenesis in HNSCC.
Considering the behavioral differences of HPV positive and negative oropharyngeal tumors, we investigated the
miRNA pattern alterations among the two groups with highly quantitative droplet digital PCR technique.

Materials and Methods

Sample collection. Tissue samples (10-60 mg) were collected from patients undergoing surgical inter-
vention and treatment at the Department of Otorhinolaryngology, Head and Neck Surgery, Clinical Center,
University of Pécs. During our study period between 2017 and 2018, 48 patients were diagnosed and received
multimodal therapy for oropharynx, hypopharynx and larynx HNSCCs. From this patient cohort 25 patients
were selected for miRNA analysis based upon the presence of stage T2-3 squamous cell carcinoma of the orophar-
ynx. Tumor classification and clinicopathological evaluation were carried out by a pathology expert according to
the “8th Edition TNM Classification for Head and Neck Cancer, American Joint Committee on Cancer (AJCC),
2017”. Clinicopathological staging, HPV P16 immunohistochemistry and HPV genotyping were performed in
all HNSCC cases. Our sample collection strategy followed a strict scheme towards effectively mapping the biopsy
originating from the cancer area. We obtained our first sample from the non-necrotic tumor tissue, and next,
we collected peritumoral macroscopically normal tissue samples at 1 cm, 2 cm and 3 cm distance from the edge
or perimeter of the tumor. Following collection, tissue samples were snap frozen at —80 °C and stored until pro-
cessing. The clinical and experimental study protocol described here was performed under the license number
2014/5341 (University of Pécs, regional ethical committee). The methods were carried out in accordance with the
relevant guidelines and regulations. Informed consent was obtained from all participants who were enrolled in
this study.

RNA isolation and reverse transcription. Cell free total RNA was isolated from 60 g fresh frozen tissue
samples using the Aurum Total RNA mini kit (Cat. no. 7326820; Bio-Rad, Madison, USA). Isolated RNA quality
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was checked using the Thermo Scientific NanoDrop™ 2000 (Thermo Fisher Scientific, Grand Island, NY). 5ng
total RNA from each sample was reverse transcribed using the miRCURY LNA Universal RT microRNA PCR Kit
(Cat. no. 339340; Qiagen).

Droplet digital PCR analysis. Regarding quantitative PCR analysis, we procured the Qiagen miRCury
LNA miRNA PCR assays (Cat. no. Qiagen, Hilden, Denmark), in accordance with the following miRNA tar-
gets: hsa-miR-21-5p, hsa-miR-143, hsa-miR-155 and hsa-miR-221-5p. Master mixes were prepared to include
1 pl of miRCury LNA miRNA assay containing the target-miRNA specific forward and reverse primer pair,
12 ul of QX200 ddPCR EvaGreen Supermix (cat. no. 1864034; Bio-Rad) and 9 ul PCR grade water and 2 pl
(~100pg) of cDNA sample. Application onto the plate was perform using approximately 100 pg/ul template
concentration. Regarding the negative controls, we prepared a master mix, in which the template cDNA
was substituted with PCR grade water (no template control =NTC and a master mix, in which the template
cDNA and primer were both substituted with water (no primer control=NTC + NPC). From each master
mix, droplets were generated in the automated droplet generator unit of the QX200 automated ddPCR sys-
tem using Droplet Generation Oil for EvaGreen (Bio-Rad). PCR amplification was carried out in the QX200
Thermo cycler with the following thermic conditions (enzyme activation 1 cycle: 95°C for 5 min; amplifica-
tion 40 cycles {96 °C for 30 s and 58-60 °C -primer dependently-for 1 min}, signal stabilization 1 cycle {4°C
for 5min and 90 °C for 5 min} and hold on, 4°C. Droplets were immediately analyzed following the PCR
reaction in the QX200 Droplet Reader. Fluorescence data were converted into concentrations according to
the Poisson distribution statistical analysis used by the QuantaSoft® Analysis Pro software, version 1.0.596
(Bio-Rad, CA, USA).

HPV P16 Immunohistochemical staining. At present, HPV association of head and neck SCC is deter-
mined using p16 immunhistochemistry, and it is widely considered as an important marker with respect to
pathogenesis and prognosis*. Furthermore, the recently published the 8th edition of TNM-staging handbook
also acknowledged the relevance of differentiating HPV and non-HPV related cases™.

Some consider p16™K4, the expression of which is thought to be up-regulated due to pRb degradation
induced by high-risk HPV E7 protein, a marker which is able to identify tumors with relevant viral oncogene
expression?%,

All HNSCC cases were evaluated based on FFPE tissue samples using the standard H&E staining and p16
immunhistochemistry. Regarding the later model, we used the CINtec p16™X% Detection System (Ref: 9511,
Roche mtm laboratories AG, Sandhofer Strasse, Mannheim, Germany). The immunostaining was performed
according to the recommended manufacturer’s protocol.

Additionally, the p16 positive staining was concluded based on the identification of strong nuclear and cyto-
plasmic staining in at least 70% of malignant cells. No staining, faint nuclear and cytoplasmic staining with back-
ground marking, small foci of staining or staining in non-malignant cells were considered negative results. The
positive control was a cervical squamous cell carcinoma previously proven to be p16 positive, as part of the
standard clinical laboratory procedure.

DNA extraction and HPV genotyping. 60 g of fresh frozen tumor tissue sample was used for the
total DNA extraction using the HighPure template preparation kit (Cat. no. 11796828001; Roche, Molecular
Diagnostics, Mannheim, Germany). DNA concentration and quality was examined using NanoDrop
spectrophotometry.

Linear array HPV genotyping test (Cat. no. 04391853 190; Roche Molecular Diagnostics) was used to deter-
mine specifically, which HPV genotypes were present in the tissue samples. The test detects 37 human papilloma-
virus genotypes: 6, 11, 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 40, 42, 45, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 58,59, 61, 62, 64, 66, 67, 68, 69, 70,
71, 72,73 (MM9), 81, 82 (MM4), 83 (MM?7), 84 (MMS8), I$39, and CP61082.

The Linear Array is a qualitative test which uses biotinylated primers sets PGM09/PGMY11 and PC04/GH20
for simultaneous amplification of a 450 bp and 268 bp fragments of the HPV L1 gene and human beta-globin
gene, respectively. Following PCR amplification, genotyping is performed using a single nylon strip coated with
HPV type-specific and human beta-globin-specific oligonucleotide probes?. Testing was performed in accord-
ance with the recommended manufacturer’s instructions.

Statistical analysis. Concentration data acquired from QuantaSoft software (BioRad) were next exported
and analyzed for quantitative differences between the tissue samples according to histopathology, distance from
the tumor, and, the location and HPV status were analyzed using IBM SPSS Statistics 21.0 for ANOVA with sta-
tistical significance level p <0.05.

Image reconstruction for illustration of sample collection sites. CT DICOM data including arterial
and venous phase contrast-enhanced high resolution series (slice thickness =0.75 mm, matrix =512 x 512, pixel
size =0.445 mm) of the patient above were converted to nifti format using MRIConvert 2.1.0 (Lewis Center for
Neuroimaging, University of Oregon, USA) and loaded in 3DSlicer 4.127?%. Based on contrast enhancement,
anatomy and asymmetry, tumor mass was delineated in axial plane slices by a radiologist using 3DSlicer segment
editor draw tool. Tumor contours were revised and modified if necessary by a board-certified neuroradiologist
with over 10 years of clinical experience.

Using the segment editor module of 3DSlicer 4.1 software 3D segmentation of the tumor was created accord-
ing to the delineation. Using the same module, the 3D segmentation of the air inside the pharynx was created
as well. Using the margin and hollow tools a 1 mm thick boundary was created from the segmentation of the air
in order to model the mucous membrane. Using the margin tool on the 3D segmentation of the tumor 10 mm,
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Male 13 (52%) 6 (75%) 19 (76%)
Gender

Female 4(23.5%) 2(25%) 6 (24%)

0-45 — 1(12,5%) 1 (4%)
Age 45-64 11 (64.7%) 5(62.5%) 16 (64%)

65+ 6 (24%) 2 (25%) 8 (32%)

Tonsil 2(11.8%) 1(12.5%) 3(12%)

Base of tongue 6 (24%) 5(62.5%) 11 (44%)
Tumor Location

Oropharyngeal wall 2(11.8%) — 2 (8%)

Glossotonsillar sulcus 7 (41.2%) 2(25%) 9 (36%)

1 — — —

2 7 (41.2%) 5(62.5%) 12 (48%)
Clinical T stage

3 10 (58.8%) 3 (37.5%) 13 (52%)

4 _ — —

0 3(17.6%) — 3 (12%)

1 6 (35.2%) 3 (37.5%) 9 (36%)
Clinical N stage

2 8 (47.1%) 5 (62.5%) 13 (52%)

3 — — —

1 _ _ _

11 3(17.6%) 4 (50%) 7 (28%)
Overall stage

Jiit 6 (35.2%) 4(50%) 10 (40%)

v 8(47.1%) — 8(32%)

Alcohol 13 (76.5%) — 13 (52%)
Risk group

Smoking 13 (76.5%) 3(37.5%) 16 (64%)

Table 1. Demographical and clinical parameters of the selected tumors.

Figure 1. Squamous cell epithelium negative for p16 immunohystochemical staining at 40x magnification.
Histological section originates from a grade 2 oropharyngeal wall squamous cell carcinoma.

20 mm and 30 mm offset volumes were created according to the sample collection site distances. Using a logical
operator tool, intersections were created using the segmentations of the mucous membrane and the offset vol-
umes applied to the tumor.

Results
miRNA profile analysis associated with HPV positivity. In the study period our clinical site diagnosed
48 patients with HNSCC 34 men and 14 women. After clinicopathological classification of the tumors we enrolled
to this study only the patients with stage T2-3 HNSCCs with oropharyngeal location, based on the “8th Edition
TNM Classification for Head and Neck Cancer, American Joint Committee on Cancer (AJCC), 2017” (Table 1.)
Out of the 25 mesopharyngeal tumors, eight cases proved to be HPV positive (28%) with p16 immunohisto-
chemical staining (Figs. 1,2). Genotyping found seven cases of HPV 16 positivity and one case with combined
positivity of HPV 16 and 52 genotypes.
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Figure 2. Squamous cell epithelium positive for p16 immunohystochemical staining at 40x magnification.
Histological section originates from a grade 3 tonsillar squamous cell carcinoma.
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Figure 3. Comparative heat map analysis of HPV positive and negative tumors. Tissue samples are grouped
according to HPV positivity and labeled vertically (1 for HPV positive and 0 for HPV negative tissues). The
horizontal scale shows the mucosal tissue samples according to distance from the macroscopic tumor margin
(0 =tumor, 1 =normal mucosal tissue 1 cm away from the tumor margin, 2 = normal mucosal tissue from 2 cm
and 3 = normal mucosal tissue from 3 cm distance from the clinically visible tumor propagation). HPV positive
and negative tissue sample series were compared on ANOVA for expression differences of miR-21-5p, miR-143,
miR-155 and miR-221-5p. F-probe results and significance levels are shown on the right side of each heat map.
The mean difference was accepted to be significant at the 0.05 level.

HPYV positive tumor tissues showed higher expression levels of all investigated miRNA compared to the HPV neg-
ative. Significant over expressions in the HPV positive tumor tissue biopsies were found with ANOVA for miR-21-5p
(F=5.53, p=0.022), miR-143 (F=5.627 p=0.021), and miR-221-5p (F=5.065 p =0.028). The statistical analysis did
not confirm miR-155 to be consequently correlated to HPV infection in the tissue biopsy series (F=0.70, p=0,793).
Based on our results, we were not able to identity a single miRNA marker specific for HPV positivity, but patterns of the
miRNA expression profiles correlated with the presence of HPV (Fig. 3.). miRNA expressions in correlation with the
distance from the tumor margin on the peritumoral mucosa showed patchy pattern alterations of miR-21 and miR-155
in HPV positive cases, while gradual change of all investigated miRNAs was seen in HPV negative tumors.
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Figure 4. Micro-RNA expression values (y axis: absolute quantification results in copy/ul) according to
distance of the biopsy sample from the macroscopic tumor margin (row: 0: tumor, 1: 1 cm from the tumor,
2: 2 cm from the tumor, 3: 3 cm from the tumor). The mean differences were analyzed with ANOVA and
significance was maintained at the 0.05 level.

miRNA profiles correlating with tissue organization field (TOF). In HPV negative tumors and per-
itumoral tissues miRNA expression changes followed gradual pattern which depended on the measured distance
from the tumor propagation itself. On the peritumoral normal mucosal field, the gradual concentration decrease
of two miRNAs (miR-21-5p, miR-221-5p) was found to be statistically significant on the ANOVA test (Fig. 4).
miR-143 and -155 also showed a similar miRNA distribution pattern, however, it did not reach the limit of sta-
tistical significance.

In the tumors and their neighboring intact mucosa, miR-21-5p showed gradually decreasing values corre-
lating with distance from the tumor propagation. Average miR-21-5p values do not differ significantly among
the tumor samples and in the 1 cm peritumoral normal mucosa. We found a significant decrease in miR-21-5p
expression levels in tissues at 2 and 3 cm distance from the tumor margin.

The concentration of miR-221-5p was found to be high in tumor tissues while it decreased rapidly in the
hystopathologically normal peritumoral mucosa. The standard deviation of the miRNA-221-5p expressions were
found to scatter in wider range among the tumor biopsies, while we detected more integrated expression levels
in the mucosa biopsies. Mean miR-221-5p expression levels did not significantly differ from the site of the 1cm
peritumoral mucosal region. miR-221-5p levels were equally found to be low in 2 and 3 cm distant biopsies.

Although we noticed gradual down-regulation of miR-143 expression in our cancer field detection model, it
was not confirmed to be statistically significant on the ANOVA.

Regarding miR-155, we were not able to detect correlation in the mapping biopsy samples with the tumor
propagation field.

3 Dimensional model. The patients HR CT DICOM files were uploaded to 3D slicer version 4.1. The 3D model
was generated based on a HPV negative right side exulcerated tonsillar tumor (stage T3) with the anatomical
extension into the vallecula and deeply infiltrating the lateral pharyngeal wall. The area pointed red on the high
resolution CT shows the primary tumor. It is visualized by 3D slicer program in an anatomical model also appear-
ing with deep orange color (Fig. 5). In this 3D model we were able to visualize the tumor propagation into the
surrounding mucosal tissues where the biopsy samples were taken from and evaluated for miRNA expression
levels. On the images the clinical tumor mass is painted deep orange, peritumoral mucosa at 1 cm is inked red,
2cm is yellow and 3 cm is green (Figs. 6,7).

Discussion

Growing interest has focused on the development of novel treatment strategies based on HNSCC cell biology.
Within this trend, recent identification of human papilloma virus (HPV) positive HNSCC is a milestone dis-
covery, because it is has become apparent that this type of cancer has a distinctive genetic and epigenetic profile,
which can be cured within the framework of conventional organ-preserving treatment®-33,

HPYV genotyping experiments, have demonstrated that HPV 16 has the highest percentage in oropharyngeal
tumors and in a smaller proportion, the presence of HPV 33 and 35 genotypes have also been confirmed*. In our
study we applied a genotyping platform which is able to recognize a broad spectrum of mucosal HPV genotypes.

We could confirm HPV 16 as the most frequent genotype in all our clinical samples (7 cases out of 48) and we
also detected HPV 52 besides HPV 16 in a single case. HPV 52 belongs to the high cancer inducing risk category
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Figure 5. HR CT image and 3D model of a HPV negative stage T3 tonsillar squamous cell carcinoma. Tumor
mass is marked red on the horizontal, sagittal and frontal planes in all sections and a 3D model is built up based
on the CT segments on the upper right quarter of the picture.

(HR) HPV group and it was found to be the third most prevalent genotype- after HPV 42 and HPV 16- during
the routine cervical HPV genotyping at our laboratory site. In the head and neck region the oropharynx pre-
sents the highest ratio of HPV associated HNSCC. The mucosal surface of lacunas and crypts constitute a strong
conjunction between the epithelial mucosa and the lymphatic tissue underneath and is often revealed in the
background of tonsillar predilection of HPV initiated carcinogenesis. During our study period between 2017 and
2018, 48 patients were diagnosed with oropharynx, hypopharynx and larynx HNSCCs. From this patient cohort
25 patients had orophyaryngeal tumor and were selected into the study for HPV genotyping and microRNA
expression characterization. Due to the very prospective manner of the study (the patients were diagnosed, than
mapping biopsy was carried out and biopsies was analyzed for HPV with other genetic features of the samples)
whilst we gained HPV negative and HPV positive case numbers according to the general HPV incidence in our
region. Although the quantity of HPV positive samples used in our statistical analysis restrict the interpretation
of our results due to its smaller number compared to the HPV negative tumors (8 HPV positive cases compared
to 17 cases of HPV negatives in the T2-3 stage oropharyngeal HNSCC:s). To fulfill the need for group equalizing
we should have waited a two-year period to be able to complete sample size for HPV positive tumor group. Since
our study is a proof of concept for the 3D model combined with miRNA expression analysis we presume that case
number would not influence much on the outcome. Also it is hard to reflect the current results on HPV positivity
of the HNSCC:s found in our region, because it is known that geographic distribution and the prevalence of cer-
tain HPV genotypes may differ, which can cause differences in tumor induction.

The molecular pathways of viral and chemical carcinogenesis are different resulting in alterations in miRNA
profiles®. In our study we found differences in miRNA expression patterns in the HPV positive and negative
tumor tissues as well as in the surrounding mucosal fields.
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Figure 6. 3D image of HPV negative stage T3 right side exulcerated tonsillar squamous cell cancer - with
the anatomical extension into the vallecula and infiltrating the lateral pharyngeal wall (deep orange)- and
peritumoral mucosa at 1 cm from the tumor margin (red tone), at 2 cm (yellow) and 3 cm (green) from the
tumor margin in sagittal view.

Figure 7. 3D image of HPV negative stage T3 right side exulcerated tonsillar squamous cell cancer - with
the anatomical extension into the vallecula and infiltrating the lateral pharyngeal wall (deep orange)- and
peritumoral mucosa at 1 cm from the tumor margin (red tone), at 2 cm (yellow) and 3 cm (green) from the
tumor margin in frontal view.

We found miR-21-5p expression to reach higher levels in HPV positive tumors and 1 cm distant peritumoral
area. In study evidences published so far, miR-21 showed significantly lower expression in HPV positive head and
neck tumors, compared to HPV negative ones®*38. However, these studies lacked the clinical and histopatholog-
ical homogeneity of their samples. Sample enrollment was heterogenic for the clinical stage. Furthermore, tumor
negative samples were collected close to the tumor itself; consequently, these studies neglected to take in consider-
ation the tumor organization field. Our study samples were all taken from homogeneous, advanced stage (T2, T3)
tumor propagations for both HPV negative and positive tumors, so our results reflect miR-21-5p characteristics
of clinicopathologically homogenous tumor groups. Our tumor negative samples were collected according to a
complete mapping biopsy strategy taking into consideration the TOF (tissue organization field).
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miR-143 is a tumor suppressor miRNA, which has been identified as having a lower expression level in HPV
associated head and neck tumors. It inhibits the proteins E2F (E2 transcription factor) and survivin and their
protein translation, which contributes to tumor proliferation and neoangiogenesis®. It is associated with a better
prognosis, hence its higher expression was observed in HPV positive oropharyngeal tumors*. We have also found
a high miR-143 expression in HPV positive tumors compared to the negatives, but the difference was more char-
acteristic for the peritumoral mucosa, which showed significantly higher concentrations of miR-143.

As well as miR-21-5p, we recognized miR-221-5p with significantly higher expression levels in the HPV pos-
itive cancers compared to the negatives, which may also be explained by the fact that HPV positive tumors were
large in size. On our mapping biopsy evaluation the highest miRNA values were measured for the HPV positive
tumor tissues and miR-221-5p expression. In conclusion, our findings confirm that miR-221 is involved in HPV
positive HNSCC tumor growth.

Regarding the HPV negative HNSCCs despite the exponentially expanding information on the cellular biol-
ogy, research evidence has not lead to a holistic understanding of the dynamically evolving molecular circuitry
of this type®. Many factors seem to contribute to their development, such as the accumulation of genetic and
epigenetic alterations, e.g. chromosomal abnormalities, inactivation of tumor suppressors, and increased activity
of oncogenes. Signaling pathways in antitumor mechanisms are involved in tumor initiation and progression cor-
relating with biological aggressiveness: TP53 (tumor protein p53), RB1/INK4/ARF (retinoblastoma-associated
protein 1/infestin 4/alternate open reading frame) and NOTCHI (neurogenic locus homolog protein 1) signa-
ling pathways are recognized. Data from DNA sequence analysis implies that the phosphatidylinositol 3-kinase
PI3K-Akt-mTOR pathway is also frequently involved in the cancer development®*!.

Recent rapid progress in epigenetic approach has revealed that noncoding RNAs (ncRNA), especially miRNA,
have a fine-tuner role within gene transcription. Through interaction with mRNA and chromatin modulators,
miRNA orchestrates the stoichiometric equilibrium of gene expression on dynamically changing cellular con-
text®. Thereby, miRNA behaves as a morphostatic factor, linking epigenetic to genetic factors, it is characterized
by distinct genetic attributes and plays a key role in the regulation of the mucosal landscape and has been proven
to be useful in the molecular characterization of several tumor types*. In our study, we utilized the benefits of this
molecule to detect and characterize the HNSCC tissue organization field. Considering the quantitative differences
in the miRNA expression, we found many alterations between tumors and phenotypically intact tissues at defined
distances. We revealed significant changes of miR-21-5p and miR-221-5p in HPV negative tumors. Tumor sur-
rounding normal mucosa showed gradual concentration depletion of these markers.

In previous studies, the role of miR-21 has been demonstrated in the inhibition of protein translation of the
mRNA of the p53 gene responsible for cell cycle regulation in malignant melanoma and oral squamous cell
carcinoma*?. An elevated expression of miR-21 was also reported in squamous cell carcinomas of the head and
neck***, including larynx**, pharynx and tongue tumors, primarily metastatic squamous cell carcinomas of the
tongue in the latter*®. The increased expression of miR-21 is closely related to a low five-year survival rate and
lower response to chemoradiotherapy, which can be an important tool for treatment planning and prognosis esti-
mation in the future®®*”. Currently, there is no evidence in relation to mapping biopsy in literature, but during the
progress of our examinations, we found high values of miR-21-5p in the healthy tissue at a distance of 1 cm from
the tumor, which correlates with the surgical safety zone.

miR-155 is a type of miRNA, identified in squamous cell cancers of the larynx, it promotes tumor invasion by
blocking the SOC (suppressor of cytokine signaling proteins) and STAT (signal transducer and activator of tran-
scription) transcription factors*”. It can be closely associated with a local recurrence in the case of oropharyngeal
cancer®®, and its expression is higher in laryngeal tumors®. It also correlates with tumor proliferation, tendency
for metastasis and poor prognosis®-°. The changes in biomarker values in miR-155, measured at different biopsy
distances, could not prove the role of miR-155 in the peritumoral field in our study.

A previous study by Hussein et al. confirmed decreased miR-143 expression within the HNSCC tumor tissue,
compared to the values measured in the mucosal controls***. In our study, we found a higher expression in
tumor samples than in normal tissue, however the tissues taken at 1 cm distance in the intact mucosa showed sim-
ilar, and in some cases higher expression levels compared to the tumor samples themselves. Changes were found
to be very moderate. The expression results decreased with the distance in the peritumoral field.

High expression of miR-221 has been demonstrated by several previous studies in the case of laryngeal squa-
mous cell carcinoma®® and head and neck squamous cell carcinoma®’, while low expression has been reported in
tumor-free tissue. We can confirm these results for miR-221-5p as our tissue organization field model, showed a
significant gradual change on the tumor surrounding mucosal surface.

Overall, it can be said that the differing patterns of HPV positive tumors can explain the prognostic and
behavioral differences compared to HPV negative tumors. In order to perform a comprehensive examination
regarding epigenetic differences, additional investigations are needed with more cases involved. We plan to exam-
ine regulation of the miRNAs, we have analyzed thus far, through their target mRNAs in a future research project.

In the CT based 3 D model we tried to visualize the tumor mass and the peritumoral tissues considering
our mapping biopsy strategy and the tissue miRNA expression results. In the 3D model the clinical tumor mass
and the peritumoral tissue locating at 1 cm distance from the macroscopically tumorous margin - where similar
miRNA patterns were proved - presents in red tone colors with precise compilation (Figs. 6,7). Surgical excision
carried out in this zone can result a high risk of tumor recurrence. Yellow color represents peritumoral tissue at
2 cm distance from the tumor margin. This is a safety field with a better epigenetic patterns differing from the
tumor. In case of resecable tumors the surgical resection is highly recommended in this area to avoid the locore-
gional recurrence. This model can be utilized in preoperative surgical planning to decide the optimal tumor
resection line. In case the surgical line affects the functionality (swallowing, breathing and speaking) we prefer
the organ preservation among therapeutical modalities (chemoirradiation). The 3D software might be effective in
assisting preoperative planning, especially in current clinical settings. Our approach enables the risk estimation
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of malignant disease progression before the operative intervention on the basis of genomic and epigenetic char-
acteristics of the tumor and the peritumoral mucosal surface and the surgical safety margin can be determined in
consideration with the anatomical situation of the mucosal landscape. This strategy could facilitate the complex
planning of surgical excision. In some cases, where the anatomy does not permit a more extended surgery accord-
ing to the 3D model and tumor removal was carried out in the 1 cm zone which is still histologically tumor-free
but high recurrence risk is indicated by genomic evaluation a closer patient follow-up is highly recommended.

HPYV positive cases, where organ preservation and chemo-irradiation therapy are usually preferred, could also
be managed in a more precise way based on the 3D models and genomic cancer field evaluation.

Our ultimate goal was to optimize the diagnostic steps in HNSCC management, to estimate and minimalize
the chances of tumor recurrence and to achieve better survival with higher life quality of HNSCC patients.

Ethics approval and consent to participate. The clinical and experimental study protocol described
here was performed under the license number 2014/5341 (University of Pécs, regional ethical committee). The
methods were carried out in accordance with the relevant guidelines and regulations. Informed consent was
obtained from all participants who were enrolled in this study.

Data availability
All data generated during this study are included in this published article.

Received: 9 July 2019; Accepted: 22 November 2019;
Published online: 08 January 2020

References

1. Lacko, M. et al. Genetic susceptibility to head and neck squamous cell carcinoma. Int ] Radiat Oncol Biol Phys. 89, 38-48 (2014).

2. Ducatman, B. S. The Role of Human Papillomavirus in Oropharyngeal Squamous Cell Carcinoma. Arch Pathol Lab Med. 142,
715-718 (2018).

3. Landry, D. & Glastonbury, C. M. Squamous cell carcinoma of the Upper aerodigestive tract. A review. Radiol Clin. 53, 81-97 (2015).

4. Kreimer, A., Clifford, G., Boyle, P. & Franceschi, S. Human papillomavirus types in head and neck squamous cell carcinomas
worldwide: A systematic review. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev. 14, 467-75 (2005).

5. Ahmadi, N., Chan, M., Huo, Y. R, Sritharan, N. & Chin, R. Y. Survival outcome of tonsillar squamous cell carcinoma (TSCC) in the
context of human papillomavirus (HPV): A systematic review and meta-analysis. Surgeon. 17, 6-14 (2019).

6. Kida, K. et al. Between p16 Expression and Prognosis in Patients with Oropharyngeal Cancer. Undergoing Surgery. In Vivo. 32,
927-935 (2018).

7. Valls-Ontanon, A. et al. Impact of human papilloma virus in patients with oral and oropharyngeal squamous cell carcinomas. Med
Clin (Barc). 152, (174-180 (2019).

8. Geiger, J. L. & Ku, J. A. Postoperative Treatment of Oropharyngeal Cancer in the Era of Human Papillomavirus. Curr Treat Options
Oncol. 20,20 (2019).

9. Huang, S. H. & O’Sullivan, B. Overview of the 8th Edition TNM Classification for Head and Neck Cancer. Curr Treat Options Oncol.
18, 40 (2017).

10. O’Sullivan, B. et al. Development and validation of a staging system for HPV-related oropharyngeal cancer by the International
Collaboration on Oropharyngeal cancer Network for Staging (ICON-S): a multicentrecohort study. Lancet Oncol. 17, 440-451
(2016).

11. Holmes, A. et al. Mechanistic signatures of HPV insertions in cervical carcinomas. NPJ Genom Med. 16(1), 16004 (2016).

12. https://pave.niaid.nih.gov

13. de Villiers, E. M., Fauquet, C., Broker, T. R., Bernard, H. U. & zur Hausen, H. Classification of papillomaviruses. Virology. 324, 17-27
(2004).

14. Bernard, H. U. et al. Classification of papillomaviruses (PVs) based on 189 PV types and proposal of taxonomic amendments.
Virology. 401, 70-79 (2010).

15. The Cancer Genome Atlas Network. Comprehensive genomic characterization of head and neck squamous cell carcinomas. Nature.
517,576-582 (2015).

16. Masuda, M., Wakasaki, T. & Toh, S. Stress-triggered atavistic reprogramming (STAR) addiction: driving force behind head and neck
cancer? Am. J. Cancer Res. 6, 1149-1166 (2016).

17. Rietbergen, M. M. et al. No evidence for active human papillomavirus (HPV) in fields surrounding HPV-positive oropharyngeal
tumors. ] Oral Pathol Med. 43, 137-42 (2014).

18. Braakhuis, B. J. et al. Second primary tumors and field cancerization in oral and oropharyngeal cancer: molecular techniques
provide new insights and definitions. Head Neck. 24, 198-206 (2002).

19. Liu, T, Xu, Z., Ou, D,, Liu, J. & Zhang, J. The miR-15a/16 gene cluster in human cancer: A systematic review. J Cell Physiol. 234,
5496-5506 (2019).

20. Hékansson, K. E. . et al. Circulating Small Non-coding RNAs as Biomarkers for Recovery After Exhaustive or Repetitive Exercise.
Front Physiol. 9, 1136 (2018).

21. Mohr, A. M. & Mott, J. L. Overview of microRNA biology. Semin Liver Dis. 35,3-11 (2015).

22. Hafkamp, H. C. et al. Marked differences in survival rate between smokers and nonsmokers with HPV 16-associated tonsillar
carcinomas. Int | Cancer. 122, 265664 (2008).

23. Beltz, A. et al. Staging of oropharyngeal carcinomas: New TNM classification as a challenge for head and neck cancer centers. HNO.
66, 375-382 (2018).

24. Klussmann, J. P. et al. Expression of p16 protein identifies a distinct entity of tonsillar carcinomas associated with human
papillomavirus. Am J Pathol. 162, 747-53 (2003).

25. Poljak, M., Kogjan, B. J., Ostrbenk, A. & Seme, K. Commercially available molecular tests for human papillomaviruses (HPV): 2015
update. J Clin Virol. 76, $3-S13 (2016).

26. Poljak, M., Kocjan, B. ]. Commercially available assays for multiplex detection of alpha human papillomaviruses. Expert Rev. Anti
Infect. 1139-1162 (2010).

27. Fedorov, A. et al. 3D Slicer as an image computing platform for the Quantitative Imaging Network. Magn Reson Imaging. 30,
1323-41 (2012).

28. https://www.slicer.org/.

29. Rothenberg, S. M. & Ellisen, L. W. The molecular pathogenesis of head and neck squamous cell carcinoma. J Clin Invest. 122,
1951-1957 (2012).

SCIENTIFIC REPORTS |

(2020) 10:40 | https://doi.org/10.1038/s41598-019-56429-4


https://doi.org/10.1038/s41598-019-56429-4
https://pave.niaid.nih.gov
https://www.slicer.org/

www.nature.com/scientificreports/

30. Leemans, C. R., Braakhuis, B. J. & Brakenhoff, R. H. The molecular biology of head and neck cancer. Nat Rev Cancer. 11, 9-22
(2010).

31. Ang, K. K. et al. Human papillomavirus and survival of patients with oropharyngeal cancer. N Engl ] Med. 363, 24-35 (2010).

32. Chung, C. H. & Gillison, M. L. Human papillomavirus in head and neck cancer: its role in pathogenesis and clinical implications.
Clin Cancer Res. 15, 6758-6762 (2009).

33. Masuda, M., Toh, S., Wakasaki, T., Suzui, M. & Joe, A. K. Somatic evolution of head and neck cancer - biological robustness and
latent vulnerability. Mol Oncol. 7, 14-28 (2013).

34. Bersani, C. et al. MicroRNA-155, -185 and -193b as biomarkers in human papillomavirus positive and negative tonsillar and base of
tongue squamous cell carcinoma. Oral Oncol. 82, 8-16 (2018).

35. Sannigrahi, M. K. Role of non-coding RNAs in head and neck squamous cell carcinoma: A narrative review. Oral Dis. 24, 1417-1427
(2018).

36. Li, J. et al. MiR-21 indicates poor prognosis in tongue squamous cell carcinomas as an apoptosis inhibitor. Clin Cancer Res. 15,
3998-4008 (2009).

37. Arantes, L. M. et al. MiR-21 as prognostic biomarker in head and neck squamous cell carcinoma patients undergoing an organ
preservation protocol. Oncotarget. 8,9911-9921 (2017).

38. Ko, Y. H. et al. Human papillomavirus-stratified analysis of the prognostic role of miR-21 in oral cavity and oropharyngeal squamous
cell carcinoma. Pathol Int. 64, 499-507 (2014).

39. Saintigny, P. et al. Gene expression profiling predicts the development of oral cancer. Cancer Prev Res (Phila). 4, 218-29 (2011).

40. Vojtechova, Z., Zavadil, J., Klozar, J., Grega, M. & Tachezy, R. Comparison of the miRNA expression profiles in fresh frozen and
formalin-fixed paraffin-embedded tonsillar tumors. PLoS One. 12, e0179645 (2017).

41. Iorio, M. V. & Croce, C. M. microRNA involvement in human cancer. Carcinogenesis. 33, 1126-1133 (2012).

42. Boldrup.,, L., Coates, P. ]., Wahlgren, M., Laurell, G. & Nylander, K. Subsite-based alterations in miR-21, miR-125b, and miR-203 in
squamous cell carcinoma of the oral cavity and correlation to important target proteins. ] Carcinog. 11, 18 (2012).

43. Lubov, J. et al. Meta-analysis of microRNAs expression in head and neck cancer: uncovering association with outcome and
mechanisms. Oncotarget. 8, 55511-55524 (2017).

44. Lamperska, K. M. et al. Unpredictable changes of selected miRNA in expression profile of HNSCC. Cancer Biomark. 16, 55-64
(2016).

45. Cao, P. et al. Comprehensive expression profiling of microRNAs in laryngeal squamous cell carcinoma. Head & neck. 35, 720-728
(2013).

46. Wang, Y., Zhu, Y., Lv, P. & Li, L. The role of miR-21 in proliferation and invasion capacity of human tongue squamous cell carcinoma
in vitro. Int ] Clin Exp Pathol. 8, 4555-63 (2015).

47. Ramdas, L. et al. D. miRNA expression profiles in head and neck squamous cell carcinoma and adjacent normal tissue. Head Neck.
31, 642-54 (2009).

48. Hess, A. K. et al. MiR-200b and miR-155 as predictive biomarkers for the efficacy of chemoradiation in locally advanced head and
neck squamous cell carcinoma. Eur ] Cancer. 77, 3-12 (2017).

49. Wang, J. L., Wang, X, Yang, D. & Shi, W. J. The Expression of MicroRNA-155 in Plasma and Tissue Is Matched in Human Laryngeal
Squamous Cell Carcinoma. Yonsei Med J. 57,298-305 (2016).

50. Baba., O. et al. MicroRNA-155-5p is associated with oral squamous cell carcinoma metastasis and poor prognosis. ] Oral Pathol Med.
45,248-55 (2016).

51. Jamali, Z. et al. MicroRNAs as prognostic molecular signatures in human head and neck squamous cell carcinoma: a systematic
review and meta-analysis. Oral Oncol. 51, 321-31 (2015).

52. Lerner, C. et al. Characterization of miR-146a and miR-155 in blood, tissue and cell lines of head and neck squamous cell carcinoma
patients and their impact on cell proliferation and migration. ] Cancer Res. Clin Oncol. 142, 757-66 (2016).

53. Wald, A. L, Hoskins, E. E., Wells, S. L, Ferris, R. L. & Khan, S. A. Alteration of microRNA profiles in squamous cell carcinoma of the
head and neck cell lines by human papillomavirus. Head Neck. 33, 504-12 (2011).

54. Manikandan, M. et al. Down Regulation of miR-34a and miR-143 May Indirectly Inhibit p53 in Oral Squamous Cell Carcinoma: a
Pilot Study. Asian Pac ] Cancer Prev. 16,7619-25 (2015).

55. Bozinovi¢, K. et al. Genome-wide miRNA profiling reinforces the importance of miR-9 in human papillomavirus associated oral and
oropharyngeal head and neck cancer. 9, 2306 (2019).

56. Hussein, S., Mosaad, H. & Rashed, H. E. Up-regulated miR-221 expression as a molecular diagnostic marker in laryngeal squamous
cell carcinoma and its correlation with Apaf-1 expression. El-Anwar MW Cancer Biomark. 19, 279-287 (2017).

57. Avissar, M., Christensen, B. C., Kelse, Y. K. T. & Marsit, C. ]. MicroRNA expression ratio is predictive of head and neck squamous
cell carcinoma. Clin Cancer Res. 15, 2850-5 (2009).

Acknowledgements

The study was supported by grant from University of Pecs, Medical School grant number: AOK-KA-2016-19
received by Istvdn Szanyi and by the European Union and the State of Hungary, co-financed by the European
Social Fund in the framework of TAMOP 4.2.4. A/2-11-1-2012-001, “National Excellence Program” grant
number: A2-ACSJD-13-0349 received by Katalin Gombos. The funding organizations played no role in
conceptualization, design, data collection, analysis or preparation and submission of the manuscript.

Author contributions

all authors contributed to the intellectual development of this paper. O.E., G.K. and S.Z.1. had the original idea
designed the project and drafted the manuscript with the contribution of all authors. O.E., S.Z.1., PZ., B.A., S.Z.B.
and G.I. carried out the clinical management of the patients and collected the tissue samples. T.A. and M.K.
performed C.T. imaging. K.B. evaluated the samples on histopathology and immunhistochemical assays for
pl6. G.K. and K.K. performed the HPV genotyping and miRNA analysis. HI and CSD performed the 3D slicer
imaging. P.N. contributed to sample collection, molecular laboratory analysis and 3D imaging equally. G.K. and
PN. performed the statistical analysis.

Competing interests
The authors declare no competing interests.

Additional information
Supplementary information is available for this paper at https://doi.org/10.1038/s41598-019-56429-4.

Correspondence and requests for materials should be addressed to E.O.

SCIENTIFIC REPORTS |

(2020) 10:40 | https://doi.org/10.1038/s41598-019-56429-4


https://doi.org/10.1038/s41598-019-56429-4
https://doi.org/10.1038/s41598-019-56429-4

www.nature.com/scientificreports/

Reprints and permissions information is available at www.nature.com/reprints.

Publisher’s note Springer Nature remains neutral with regard to jurisdictional claims in published maps and
institutional affiliations.

Open Access This article is licensed under a Creative Commons Attribution 4.0 International

M | jcense, which permits use, sharing, adaptation, distribution and reproduction in any medium or
format, as long as you give appropriate credit to the original author(s) and the source, provide a link to the Cre-
ative Commons license, and indicate if changes were made. The images or other third party material in this
article are included in the article’s Creative Commons license, unless indicated otherwise in a credit line to the
material. If material is not included in the article’s Creative Commons license and your intended use is not per-
mitted by statutory regulation or exceeds the permitted use, you will need to obtain permission directly from the
copyright holder. To view a copy of this license, visit http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/.

© The Author(s) 2020

SCIENTIFIC REPORTS | (2020) 10:40 | https://doi.org/10.1038/s41598-019-56429-4


https://doi.org/10.1038/s41598-019-56429-4
http://www.nature.com/reprints
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

	157cba40-b8c6-40a8-85f9-ad813fc92262.pdf
	Visualization of mucosal field in HPV positive and negative oropharyngeal squamous cell carcinomas: combined genomic and ra ...
	Human Papilloma Virus

	Cancer Field

	Micro-RNA

	Materials and Methods

	Sample collection. 
	RNA isolation and reverse transcription. 
	Droplet digital PCR analysis. 
	HPV P16 Immunohistochemical staining. 
	DNA extraction and HPV genotyping. 
	Statistical analysis. 
	Image reconstruction for illustration of sample collection sites. 

	Results

	miRNA profile analysis associated with HPV positivity. 
	miRNA profiles correlating with tissue organization field (TOF). 
	3 Dimensional model. 


	Discussion

	Ethics approval and consent to participate. 

	Acknowledgements

	Figure 1 Squamous cell epithelium negative for p16 immunohystochemical staining at 40x magnification.
	Figure 2 Squamous cell epithelium positive for p16 immunohystochemical staining at 40x magnification.
	Figure 3 Comparative heat map analysis of HPV positive and negative tumors.
	Figure 4 Micro-RNA expression values (y axis: absolute quantification results in copy/μl) according to distance of the biopsy sample from the macroscopic tumor margin (row: 0: tumor, 1: 1 cm from the tumor, 2: 2 cm from the tumor, 3: 3 cm from the tumor).
	Figure 5 HR CT image and 3D model of a HPV negative stage T3 tonsillar squamous cell carcinoma.
	Figure 6 3D image of HPV negative stage T3 right side exulcerated tonsillar squamous cell cancer - with the anatomical extension into the vallecula and infiltrating the lateral pharyngeal wall (deep orange)- and peritumoral mucosa at 1 cm from the tumor m
	Figure 7 3D image of HPV negative stage T3 right side exulcerated tonsillar squamous cell cancer - with the anatomical extension into the vallecula and infiltrating the lateral pharyngeal wall (deep orange)- and peritumoral mucosa at 1 cm from the tumor m
	Table 1 Demographical and clinical parameters of the selected tumors.




<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /OK
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


