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BEVEZETES



A meso- és hypopharynx lokalizacioban eléforduld malignus daganatok talnyomo tobbsége
lapham karcinoma. Az ezen lokalizacioban eléforduld daganatok, kiilondsen a hypopharynx
tumor, prognoézisa napjainkban is igen kedvezdtlen, kezelésiik igen gyakran kihivast jelent. A
daganat lokalizacidja, kiterjedése €és a tumoros folyamat stddiuma a meghataroz6 a terapia
szempontjabol. Meso- és hypopharynx tumorok kezelésében két lokalis modalitas van, a
sebészi és a radioterdpia, mig a szisztémas terapia része a kemoterapia és a bioldgiai terapia. A
korai stadiumti daganat esetén barmelyik modalitas valaszthato, tulélés tekintetében nincs
kiilonbség az onkoldgiai illetve a mutéti modalitds kozott, torekedni kell azonban a
funkcidémegorzésre, tovabba arra, hogy az adott valasztott modalitas teljes mértékben kurativ
legyen. Mig lokoregionalisan eldrehaladott daganat esetében leggyakrabban a kombinalt
terapia a célravezetd, ebben az esetben a funkcionalitas kevésbé drizhetd meg mitéti terapiaval,
am lebenyplasztikai megolddsok nagyon sokat javithatnak a funkcidn, igy a beteg altalanos

¢letmindségén.

A human papilloma virus szerepe a mesopharynx daganatokban

A HPV indukalt daganat elsdsorban a tonsillaris régidkat érinti, egyéb fej-nyaki régiokban a
HPV jelenléte 20% alatti. Az oropharynx daganatainak HPV-pozitivitasa vilagviszonylatban
30-40%, viszont az USA-ban és a skandinav orszagokban eléri a 80%-0t. A HPV benignus és
malignus elvaltozasokért egyarant feleldssé tehetd. Ezt a genomba valo beépiilése hatdrozza
meg: ha a virus csak episzomadlisan van jelen, jéindulatd, mig, ha integralodik a genomba,
rosszindulatt elvaltozast okozhat.

A HPV pozitiv oropharyngealis daganatokra vonatkozo klinikai megfigyelések azt mutatjak,
hogy viselkedésiik jelentdsen kiillonbozik a HPV negativ oropharyngeélis tumoroktol, miszerint
kevésbé agresszivak, fiatalabb életkorban jelennek meg, jellemzd a nagy nyirokcsomo attét egy
viszonylagos kis kiterjedésii tumor jelenléte mellett, tovabba jobban reagéalnak az onkologiai

kezelésre.

A mikro-RNS

A mi-RNS-ek kis, 19-25 bazispar hosszusagii RNS-ek. Eddig 38.589 miRNS-t azonositottak.
Fontos szerepet jatszanak a sejtek posztranszkripcids szabalyozasaban. Valdsziniisitik, hogy a
genom 50-60%-at szabalyozzak a miRNS-ek. Egy mMRNS-t tobb miRNS szabalyozhat, és egy

crcr

a mMiRNS-ek viselkedhetnek onkogénként (onkomir) illetve tumorszupresszor génként.



Mutathatnak csokkent vagy fokozott expressziot. Mivel a miRNS-ek kifejezddése sejt €s szovet

specifikus, a kiilonb6z6 szervek daganatai mas miRNS kifejezddést eredményeznek.

Cancer-field (tissue organization field theory, TOFT)

A field-cancerization Iényege, hogy a malignus 1ézi6 mikroszkopikus kialakulasa el6étt a normal
sejtvonal pro-tumorogén epigenetikai valtozasokat szenved, és ezek a valtozasok pozitivan
szelektalodnak az egyébként egészséges szerv, szovet mikrokdrnyezetében. A teodria
értelmében a karcinoenezis elsOsorban a szoveti szervezOdés problémaja. A kornyezeti
karcinogének elpusztitjadk a normal szdveti architekturat, ezaltal megzavarjak a sejtek kozti
jelatvitelt és veszélyeztetik a genom integritasat. Ennélfogva a TOFT-ban a DNS-mutaciok a

szoveti események kovetkezményei és nem okai.

A VIZSGALAT ELSO SZAKASZA

Anyag és méodszerek

Vizsgalatunk els6 fazisaban szovettanilag igazolt meso- és hypopharynx laphamkarcinomakat
vizsgaltunk. Mintdink a Pécsi Tudomdnyegyetem Klinikai Kozpont Fiil-, Orr-, Gégészeti ¢és
Fej-, Nyaksebészeti Klinika betegeitdl szarmaznak, a mintavételek 2014 szeptember — 2015
aprilis kozott torténtek. Mintdinkat egységes eljaras szerint, intraoperativan a tumor szélébdl
(0), a daganattol 1 cm-re (1), a daganattdl 2 cm-re (2), illetve a tumort6l legalabb 3 cm-re (3)
fekvo €ép nyalkahartyaszovetbdl vettiik. A miRNS-expresszios analizis soran Osszesen 52
szovetmintat vizsgaltunk 13 betegtdl, amelybdl 5 hypopharynx-, 8 mesopharynx daganatbol
szarmazott. A tumoros szovetmintak klinikopatologiailag II-es, Ill-as es IV-es stadiumu

laphamsejtes karcinomanak feleltek meg.

A vizsgalt miRNS-ek

A miR-21 erés onkogén tulajdonsagi miRNS. A miR-34a és miR-143 tumorszuppresszor
tulajdonsagua miRNS-ek. A miR-146a es miR-148a szerepe a gyulladasos folyamatok és a
karcinogenezis kapcsolodasi pontjaiban jelentds. A miR-155 daganatinvaziot elésegité miRNS.
A miR-221 a daganatok rossz progndzisaval és a tumorinvazié mértékével mutat
Osszefiiggéseket. A miR-27a a vizsgalatunk soran mesopharynx és hypopharynx daganatokban

egyarant nagyon hasonlo viselkedést mutatott, mint a miR-21.



RNS izolalas és reverz transzKkripcio

A teljes nukleinsav-izolalas menetét a szovetmintak izolalt homogenizalasaval kezdtiik, 60 pg
kiindulasi szévetbdl, amelyhez 150 pl lizispuffert adtunk (High Pure miRNA Isolation Kit,
katalogusszam: 05080576001, Roche, Mannheim, Németorszag). Mintdinkat MagNA Pure
Green Beeds (Roche) keramiagyongyds homogenizalocsdvekbe mértiik, és MagNA Lyzer
(Roche) razohomogenizator segitségével homogenizaltuk. Ezt kovetden a nukleinsav-izolalast
a Roche High Pure miRNA izolacios kit vegyszereinek felhasznalasaval végeztiikk. A miRNS-

frakciokat reverz transzkripcio soran irtuk at cDNS-re.

PCR analizis

A teljes szoveti RNS-r6l atirt cDNS-mintakat kvantitativ PCR-rendszerben (Roche LC480
rendszer és LightCycler 480 SYBR Green I Master Kit, Roche) amplifikaltuk. Az altalunk
vizsgalt miRNS-eknek megfelelden specifikus primereket hasznaltunk. A real time PCR soran
kapott expresszios értékeket az LC480-as PCR-gépen a Light Cycler Exor 4.0 szoftver
segitségével a belsd kontrollhoz viszonyitva relativ kvantifikdcios analizissel szdmoltuk ki

(AACp modszerrel).

Statisztikai analizis
A kapott relativ kvantifikacios aranyszamokat — a tumorszéli mintakban, a téle 1 cm-re, 2 cm-
re, illetve 3 cm-re 1évé ép szovetekben kétszéli kétmintas t-probaval, valamint binaris

logisztikus regresszid alkalmazasaval — elemeztiik SPSS 21.0 szoftver segitségével.

Eredmények |.

A mesopharynx- es hypopharynx mintak miRNS-expresszios adatait Osszehasonlitva a két
lokalizacio kozott szignifikans eltéréseket tapasztaltunk. Statisztikailag szignifikdansnak
bizonyult a miR-21, miR-143, miR-155 és miR-221 tekintetében.

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 és a tumortdl 1 cm-re 1évd mikroszkdposan ép szdvet epigenetikailag
nagyon hasonlo.

Tekintettel ezen miRNS expresszios eredményekre, a kutatdsunk masodik szakaszaban

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



miR-221-et alkalmaztuk a tovabbi vizsgalatainkban.

A VIZSGALAT MASODIK SZAKASZA

Anyag és modszerek 1.

Mintagyiijtés

A szdvetmintakat (10-60 mg) szdvettanilag igazolt mesopharynx tumoros betegektdl vettiik,
akik a PTE KK, Fiil-, Orr-, Gégészeti-, és Fej-, Nyaksebészeti Klinikan 2017 november - 2018
aprilis kozott mitéti kezelésben részesiiltek. Végiil 25, T2-3 stddiumu mesopharynx daganatos
beteget valasztottunk be a vizsgalatba. Az elsé mintat a tumorszovetbdl vettiik, ezt kovetden

pedig a tumor szE&létdl 1 cm-es, 2 cm-es és 3 cm-es tavolsagbol.

RNS izolalas és reverz transzKkripcio

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

Droplet digital PCR analizis

A kvantitativ PCR-analizis sordn Qiagen miRCury LNA miRNA PCR-vizsgélatokat (Qaagen,
Hilden, Dania) a kovetkez6 miRNS-célpontok szerint valasztottuk: hsa-miR-21-5p, hsa-miR-
143, hsa-miR-155, hsa -miR-221-5p. A PCR amplifikaciéo a QX200 Thermo cyclerben tortént.
A QX200 csepp-leolvasd PCR-reakcioja utan a cseppeket azonnal elemeztiik. A fluoreszcencia
adatokat a QuantaSoft® analizis Pro szoftver verzio 1.0.596 (Bio-Rad, CA, USA) altal hasznalt

Poisson disztribucios statisztikai analizis szerint koncentraciokra alakitottuk at.

HPV P16 immunhisztokémiai festés

Osszesen 25 esetet értékeltiink ki standard H&E festéssel és p16 immunhisztokémidval. Ezt
kovetden egy CINtec p16INK4a detektalo rendszert hasznaltunk (Ref.: 9511, Roche mtm labor.
AG, Sandhofer Strasse, Mannheim, Németorszdg). Az immunjelzést a gyartdé protokollja
alapjan végeztik.



DNS-extrakcio és HPV-genotipizalas
A teljes DNS-extrakciohoz 60 pg frissen fagyasztott szovetmintat hasznaltunk HighPure
templat elokészitd készlet alkalmazasaval (kat. Szam.: 11796828001, Roche, Molecular
Diagnostics, Mannheim, Németorszag).
Linearis array HPV-genotipus-tesztet (kat. Szam.: 04391853 190; Roche Molecular
Diagnostics) alkalmaztunk annak meghatarozasara, hogy mely HPV-genotipusok vannak jelen

a szOvetmintakban.

Statisztikai analizis

A QuantaSoft szoftverbdl szarmazo koncentracios adatokat exportaltuk és elemeztik. A
szovetmintak korszovettani, kvantitativ kiilonbségeit, a tumoroktol vald tavolsagot, a
lokalizéciot 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).

A cancer-field abrazolasara kidolgozott kombinalt molekularis-radiolégiai alapu 3
dimenziés modell 1étrehozasa

A 3D modellezd mérndkok artérids €és vénds fazisu, kontraszterdsitett, nagyfelbontasu
sorozatokat (szeletvastagsag = 0,75 mm, matrix = 512 x 512, pixelméret = 0,445 mm)
tartalmazo CT DICOM-adatokat nifti formatumba MRIConvert 2.1.0 segitségével (Lewis
Center, Neuroimaging szamara, Oregon Egyetem, USA) konvertaltdk at és 3D Slicer 4.1.
programba tolttték fel. A daganat 3D modelljére alkalmazott offset paranccsal felvették a 10,
20 és 30 mm-es régiokat, majd a boolean paranccsal kivontak a 30 mm-es régiobol a 20 mm-
es, a 20 mm-es régiobdl a 10 mm-es térfogatot, végiil a 10 mm-es régidobol magat a tumort. A
logikai operator eszkozzel metszeteket hoztak létre a nyalkahartya szegmentacidja és a
daganatra alkalmazott eltolési térfogatok, valamint a tumor felhasznalasaval, hpgy megkapjak

a tumor 10, 20 és 30 mm-es kornyezetének a nyalkahartyara esé feliiletének modelljét.

Eredmények 11.

A HPYV pozitivitassal kapcsolatos miRNS profil elemzése

A 25 mesopharynx tumorbdl nyolc eset bizonyult HPV pozitivnak (28%) pl6
immunhisztokémiai festéssel. A genotipus meghatarozas soran hét esetben talaltunk HPV 16

pozitivitast, egy esetben pedig HPV 16 és 52 genotipus kombinalt pozitivitasat mutattuk ki.



A HPV negativ tumormintakat alacsonyabb miRNS kifejezddés jellemzi mind a 4 vizsgalt
miRNS tekintetében, legmagasabb a miR-221 expresszidja, a tovabbi 3 miRNS
kifejezddésének mértéke kozel hasonlo.

A HPV pozitiv daganatmintdkban a miR-221 expresszioja dupldja a tobbi értéknek, ezt koveti
a szintén kiemelked6 miR-143 expresszid, ez tehat a két dominalé6 miRNS és értékiik
tobbszordse a HPV negativ tumormintdkban mérteknek. A miR-21 €s miR-155 értéke csak
enyhén magasabb a HPV pozitiv mintdkban. Tovabba megfigyelhetd, hogy a miRNS

expresszio csokkenése nem gradiensszerli a HPV pozitiv mintak esetében.

A cancer fielddel korrelalé miRNS profil analizise

A daganatokban és a szomszédos €p peritumoralis szovetekben a miR-21 fokozatosan csokkend
értéket mutatott, csdkkenése Osszhangban volt a tumort6l vald tavolsdggal, am az 1 cm-es
peritumoralis nyalkahartyaban az expresszios értékek nem kiilonboztek szignifikansan. Viszont
egyértelmil szignifikans csokkenést talaltunk a daganattol tavolabb, 2 és 3 cm-re.

A miR-221 koncentracidja a tumorban igen magas volt, mig a tumortdl tavolodva az
expresszioja szintén fokozatosan csokkent. a daganattdl tavolabb, attél 2 és 3 cm-re
szignifikansan kisebb expressziot mértiink.

A miR-143 expresszid esetében is a tumortdl tavolodva fokozatosan csokkend kifejezodést
figyeltiink meg, viszont ezek a valtozasok statisztikailag nem bizonyultak szignifikansnak.

A miR-155 esetében nem mutattunk ki dsszefliggést az expresszios értékek és a tumortdl valo

tavolsag tekintetében.

A molekularis-radiologiai alapu 3 dimenziés modell megjelenitése

A 3D-s modell egy jobb oldali, HPV negativ, kifekélyz6do, T3-as kiterjedésii tonsillabol
kiindul6é tumoros beteg anyaga alapjan késziilt. A 3D Slicer programban a daganatot piros
szinnel jelenitettiik meg. A tumor sz€Il€tdl 1 cm-es tavolsagban 1€v6 nyalkahartyat a tumorhoz
hasonld pirosas darnyalattal jeloltiik, figyelembe véve, hogy ezen teriilet miRNS
kifejezddésének mértéke hasonld a tumoréhoz. A feltételezett cancer fieldet jeldli. A tumortdl
tavolabbi ép szdveteket zolddel, valamint sargaval jeloltiik, ezzel a szinvaltozassal is jelezve,

hogy itt az altalunk vizsgalt miRNS-ek expresszidjanak mértéke szignifikansan eltér a tumortol.



MEGBESZELES

Statisztikai elemzésiinkben az 0sszes oropharynx tumor 32%-a volt HPV pozitiv szemben a
alacsony esetszam. A MIRNS expresszios kiilonbségeket a HPV pozitiv és negativ
daganatokban és azoktdl tavolodva is Ossze tudtuk hasonlitani. Vizsgalatainkban kiilonbséget
talaltunk a HPV negativ és pozitiv tumorszovetek, valamit a tumort koriilvevé ¢ép

nyalkahartyaszovetek miRNS expresszido mintazataban.

miR-21

Vizsgalatunkban a miR-21 expresszidé magasabb szintet ért el a HPV pozitiv daganatokban, am
a tumortdl tavolabb (2, 3 cm-re) a miR-21 expresszi6 meredeken esett. Mig a HPV negativ
tumorokt6l tavolodva (2 cm-re) nem csokkent olyan alacsony szintre az expresszidja.
Mindezeket az eredményeket figyelembe véve magyarazatot kaphatunk a HPV negativ és
pozitiv tumorok kozti eltérd genetikai hattérre és eltérd prognozisra. Az eddig kozzétett
vizsgalatok szerint a miR-21 szignifikansan alacsonyabb expresszidét mutatott a HPV pozitiv

fej-nyaki daganatokban.

miR-143

A lokalizaciok oOsszehasonlitdsakor hypopharynx tumorok esetében magasabb expresszios
értekeket kaptunk. Kizarolag hypopharynx lokalizacioji 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 inkébb a peritumoralis, tumormentes nyalkahartyan volt
szembetlind, amely szignifikdnsabb magasabb miR-143 expressziot mutatott. Ez szintén
bizonyithatja a HPV pozitiv daganat jobb progndzisat. Nemzetk6zi tanulmanyok HPV pozitiv
fej-nyak tumoros mintakban csokkent expressziojat irtak le. Ismert, hogy a HPV fert6zés
megvaltoztatja a miRNS profilokat fej-nyaki laphamkarcindmaban és a miR-143 a HPV egyik

célpontja lehet.

miR-221
Megéllapitasaink megerdsitik, hogy a miR-221 részt vesz a tumor novekedésében €s a tumor
koriili 1 cm-es terlileten mért magasabb expressziod feltételezi a cancer-field meglétét a HPV

negativ daganat esetében. Tovabba a HPV negativ mintdkban a tumort koriilvevd ép szovetben



amiR-221 csokkenése nem olyan nagymértékii, mint a HPV pozitiv mintakban, ez a kiilonbség

magyarazhatja a tumorgenezisbeli és prognosztiai kiilonbségeket a két tumortipus kdzott.

miR-155

Vizsgalatunk soran miR-155 biomarker értékei a tumormintakban voltak a legmagasabbak, mig
a tumortdl tavolodva egyre csokkentek, am a szingifikans értéket nem érték el. Laryngealis
laphamkarcindmak vizsgélata soran leirtdk a szérum ¢€s a tumoros szovet emelkedett miR-155
expresszidjat, és azt talaltak, hogy a tumor eltavolitasat kovetéen a szérum miR-155 szintje
szignifikansan csokkent. Tovabba a miR-155 lehet az egyik korrelacio a kronikus gyulladas €s

a rosszindulatu daganat kialakulasa kozott.

A molekularis-radiologiai alapi 3 dimenzioés modell jelentosége

A cancer-field molekularis alapu bizonyitasat kovetden célunk volt ennek klinikai szemmel is
érthetd prezentdlasa. E célbol 1étrehoztunk egy molekularis radiologiai alapti 3D modellt,
mellyel szemléltetni tudjuk a daganat és a daganat koriili megvaltozott szoveti szervedddési
teriiletet, azaz cancer-fieldet. A modell felhasznalhaté a mitéti tervezésben az optimalis és
pontosabb tumorrezekciés vonal meghatarozasara azaltal, hogy a molekularis-onkologiai
adatokat és a CT-képeket egylitt dbrazolva a 3 dimenzidban egy olyan pontossagl képet kapunk
a daganat valddi, vagyis a tényleges molekuldris-onkologiai kiterjedésérdl, melyre korabban

nem volt lehetdség.

Osszegzés, tézisek, 1ij klinikai megallapitasok
l. A cancer field vagy szoveti organizacios teriilet (tissue organization field)
molekularis jellemzése céljabol els6ként hoztunk 1étre egy térképbiopszias modellt,
mely a késobbiekben alkalmassa valt ezen epigenetikailag megvaltozott tertilet

vizsgalatara.

. Elészor vizsgaltuk és alkalmaztunk mikroRNS expresszids mintazatot a meso - és
hypopharynx laphamrakok elkiilonitésében és az ket koriilvevd megvaltozott
szoveti organizacids teriilet kimutatasaban. A mi-R21, -143 és -155 marker
magasabb kifejezddést mutatott a hypopharynx laphamdaganatokban, mig a miR-

221 mesopharynx tumorokban volt szignifikdnsan magasabb. Az onkomirek (miR-



21, miR-221) leginkabb a tumoros és a kozvetlen peritumoralis (tumort6l 1 cm-re)
szovetekben expresszalodtak, mig a tumor szupresszor jellegii miRNS-ek (miR-

34a, miR-143) a tumortol tavolabb jelentek meg.

1. Eltér6 mikroRNS mintazatot talaltunk a HPV pozitiv és negativ oropharynx
laphamrakokban. A HPV pozitiv tumoros szovetek minden vizsgalt miRNS
tekintetében magasabb expressziot mutattak a HPV negativokkal Osszevetve.
Szignifikans overexpresszid volt kimutathatd a miR-21-5p, miR-143 és a miR-221-

5p esetében HPV pozitiv tumorszdvetekben.

IV. Az oropharynx tumor koriili nyalkahartydn, a miR-21 és a miR-155 elszort
mintazatot mutatott a HPV pozitiv esetekben, mig gradualis csokkenést lehetett latni
minden vizsgalt miRNS expresszidban a HPV negativ tumoroknal, miR-21 és miR-
221 esetén a valtozas szignifikans volt. A fentiek igazolhatjak a HPV pozitiv és

negativ daganatok eltéré tumorfejlédési modelljét.

V. Molekularis és radioldgiai alapti 3D modelliinkben elsdként sikeriilt vizualizalni a
tumoros propagaciot és a tumor koriili megvaltozott szoveti szervezddési teriiletet,
figyelembe véve térképbiopszids stratégidnkat és a szoveti miRNS expresszids

eredményeinket. A modell hasznos lehet a preoperativ sebészi tervezésnél.
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