SZEGEDI TUDOMANYEGYETEM, SZENT-GYORGY![ ALBERT KLINIKAI KOZPONT,
Human Orvosbioldgiai Intézményi és Regionalis Kutatasetikai Bizottsaga
Elnsk: Prof. Dr. Wittmann Tibor egyetemi tanar

Levélcim: I sz. Belgyogyaszati Klinika, 6701 Szeged, Koranyi fasor 8-10.

ey

A kutatasi terv kozérdekii adatainak kivonata

beavatkozassal jaré vizsgalatok' szamara®

A kitdltétt nyomtatvany adatait az etikai véleményt adé Regionalis Kutatasetikai
Bizottsagnak korlatozas nélkiil hozzaférhetové kell tennie barki szamara.

A kutatds-fejlesztési tevékenység soran létrejovo szellemi javakat Magyarorszagon tobb térvény is
védi.’ Ugyanakkor a Helsinki Nyilatkozat 16. pontja, az Ovideoi Egyezményt hatalyba léptets
2002. évi VL. torvény, és az orvosi kutatdsok végzésérdl szolé miniszteri rendelet az emberen
végzett orvosi kutatasok etikus folytatasa érdekében megkovetelik az etikai bizottsagoktol, hogy a
kozvéleményt tdjékoztassék az altaluk véleményezett kutatdsok fontosabb adatairel. A
kozvelemény tajékoztatdsanak célja: az etikai bizottsag munkajanak nyilvanossaga, a kutatasok
alanyai alapvetd emberi jogainak biztositdsa.

A 2007. I11. 10-t81 hatdlyos 1/2007. (1. 24.) EiiM rendelettel médositott 23/2002. (V. 9.) EiiM
rendelet szerint az aldbb felsorolt, a kutatisi tervben megtalalhato adatok kozérdekii adatok,
amelyeket barki korldtozas nélkiil megismerhet. Kérjiik, hogy a szellemi alkotasok oltalmanak
vedelmét is szem el6tt tartva, a nem nyilvanos kutatési terv alapjan toltsék ki ezt a tablazatot. A
kozvélemény és az alanyok tisztességes, lényegre tord tajékoztatisat tartsa els6dleges
szempontnak. A kutatdsi terv szakmai-etikai jovahagydsa utan, az etikai bizottsag a sajat honlapjan
minden érdekl6dd szadmara kozzé teheti az it megadott kdzérdek(l adatokat. Szakmai vagy
szolgalati titoknak minésiild, illetve a kutatas érdekeit veszélyezteté adatot ne kozéljon!

A téma megnevezése (nem kell, hogy megegyezzen a kutatasi protokoll cimével)

A fej-nyak régié virus indukalta daganatai és a méhnyakrak, valamint genitalis
fekélyek egyiittes eléfordulasinak vizsgalata életkozosségekben.

Lz
A kérelem iktatasi szama: /{ (va 2012

A kérelmez6 neve, munkakore és beosztasa: Prof. Dr. Nagy Katalin- egyetemi tandr, Dr.
Buzas Krisztina-tudomanyos fémunkatars

1. A kutatas célja, indokoltsdga és varhaté eredményének osszefoglalasa
1. Munkahipotézis:

Mind az Epstein-Barr (EBV), mind pedig a human papillomavirus (HPV) kéroki szerepe jol
ismert az epitheloid tumorok kialakulasdban Ugyanakkor ezen virusok pontos szerepe a szajiiregi

' A 23/2002. (V. 9.) szamn EiiM rendelet 20/B. § g) és h) pontjai szerint:

8.) beavatkozdssal jdré vizsgdlat (interventional trial): fizikai beavatkozéssal jaro orvostudomanyi kutatas és
minden olyan beavatkozassal jaro kutatds, amely a vizsgalati alany lelki egészségére nézve kockazattal jar
’Eza nyomtatvany a 23/2002. (V. 9.) szimu EuM rendelet 8. § (3) és (4) bekezdéseinek 2008. szeptember 1-jén
hatalyos szévege alapjan késziilt.

* A talalmanyok szabadalmi oltalmarél sz616 1995. évi XXXIII. torvény, a szerzoi jogrédl szold 1999, évi
LXXVI. térvény.



squamosus carcinomékban kialakuldsiban tisztazatlan,

Feltételezziik, hogy azokban a parkapcsolatokban, ahol az egyik félnek igazoltan virus (HPV,
EBV) okozta tumoros elviltozasa van a fej-nyak régioban, a masik fél nagyobb
valosziniiséggel betegszik meg, ezen virus(ok) okozta rakban (pl. HPV okozta
mehnyakrakban) illetve gyakoribb lehet a genitalis teriileteken EBV indukalta fekély, mint
amennyi a normal populiciéban prediktalhaté lenne. Ugyanakkor vizsgalhato lenne az EBV
koroki szerepe HPV negativ méhnyakrak esetén is.

2. Célkitiizéseink:

I. Kérddiveztetéssel a lehetd legnagyobb alapossaggal feltarni a Fogorvostudomanyi Karon
fej-nyak régié daganatos elvaltozasaval diagnosztizalt betegek és hozzatartozoik
kortorténetét, kiilonds tekintettel a szexudlis partner gentalis tajékan fellelhetd koros
elvaltozasokra.

2. A beteg hozzatartoz6janak adminisztrativ lekdvetése daganatos megbetegedések
szempontjabol.

3. Szajiiregi és cervix mikrobioldgiai mintik gy(ijtése, beleértve bakterialis és viroldgiai
mintakat is.

4. A mikrobioldgiai mintak archivalasa.

5. A betegek mikrobioldgiai mintainak feldolgozasa nagy ateresztd képességii technikak
segitségével.

3. Vizsgalat varhatoé idétartama: 36 honap

4. Vizsgalat helye: Szegedi Tudoméanyegyetem, Fogorvostudomaényi Kar, Szajsebészeti tanszék,
Szeged, 6720, Tisza Lajos krt. 64,

5. Vizsgilatba bevonni kivant személyek:

A vizsgalatokban 3 csoportot képeziink.
A vizsgalandé csoportunk minimalisan 15 f6/csoport.

1. Fej-nyak régié daganatos csoport:

45-70 éves férfiak, holgy tarsukkal élnek parkapcsolatban minimum 5 éve vagy életiik soran
minimum 20 ndvel volt szexudlis kapcsolatuk, a fej-nyak régié daganataval illetve szdjiiregi
laphdmrakkal diagnosztizaltak ami lehet in situ, vagy barmilyen magasabb stadiumban levd
megbetegedés.

Kontroll csoport 1.

45-70 éves férfiak, holgy tarsukkal élnek parkapcsolatban minimum 5 éve vagy életiik soran
minimum 20 nével volt szexudlis kapcsolatuk, nem daganatos jellegii szajnyalkahartya
elvaltozassal vagy fogaszati problémaval (fibroma, mucokele, oropyrosis stb.) diagnosztizaltak.

Kontroll csoport 2.

45-70 éves férfiak, holgy tarsukkal élnek parkapcsolatban minimum 5 éve vagy életitk soran
minimum 20 nével volt szexudlis kapcsolatuk, fogdszati problémaval diagnosztizaltak
szajnyalkahartya elvatozasai nélkiil.



Beleegyez6 nyilatkozatot kériink minden pacienstdl.

A kérddivet mellékletként csatoltuk. Human genetikai anyagon DNS manipulaciot €rintd
vizsgalatokat, kisérleteket nem végziink.

2. A kutatds tudomanyos megalapozottsagat, indokoltsagat megalapozo6 irodalmi
hivatkozasok megjelolése (elegendd a kutatds iranyét jelzé néhény irodalmi hivatkozas)

Case-control study of human papillomavirus and oropharyngeal cancer.
D'Souza G, Kreimer AR, Viscidi R, Pawlita M, Fakhry C, Koch WM, Westra WH, Gillison ML.N Engl J Med.
2007 May 10;356(19):1944-56.

Curado MP, Hashibe M. (2009) Recent changes in the epidemiology of head and neck cancer. Curr Opin
Oncol. 21:194-200.

Greenman J, Duffield J, Spencer P et al (2004). Study on the organoleptic intensity scale for measuring oral
malodor. J Dent Res 83: 81-85.

Haraszthy VI, Gerber D, Clark B, Moses P, Parker C, Sreenivasan PK, Zambon JJ. (2008) Characterization
and prevalence of Solobacterium moorei associated with oral halitosis. J Breath Res. 2:017002. Epub 2008
Feb 7.

Jemal A, Siegel R, Ward E, Murray T, Xu J, Thun MJ. Cancer statistics. (2007) CA Cancer J Clin
2007;57:43-66.

Rosenberg M, Kulkarni GV, Bosy A et al (1991). Reproducibility and sensivity of oral malodour
measurements with a portable sulphide monitor. J Dent Res 70: 1436-1440.

3. A résztvevok toborzasinak, bevalasztasianak, kizarasianak rendszere

Bevalogatdsi szempontok: lasd 4. pont

Kizar6 kritériumok:

Professzionalis profilaxis egy honapon beliil.
Szisztematikus antibiotikus terapia egy honapon beliil.
Szignifikéns orvosi allapot.

Terhesség.

Hosszil gyogyszeres terapia vagy antibiotikumos profilaxis.
Rendszeres szajoblitd hasznalata egy honapja.

4. A kutatasba bevonni kivant résztvevok szama (osszesen és kutatéhelyenként), neme,
életkora

A vizsgalatokban 3 csoportot képeziink.

A vizsgalandé csoportunk minimalisan 15 fé/csoport.

1. Fej-nyak régio daganatos csoport:

45-70 éves férfiak, holgy tarsukkal élnek parkapcsolatban minimum 5 éve vagy életiik soran
minimum 20 nével volt szexudlis kapcsolatuk, a fej-nyak régié daganataval illetve szajiiregi
laphamrakkal diagnosztizltak ami lehet in situ, vagy barmilyen magasabb stadiumban levd
megbetegedés.

Kontroll csoport 1.

45-70 éves férfiak, holgy tarsukkal élnek parkapcsolatban minimum 5 éve vagy életitk soran
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minimum 20 ndvel volt szexualis kapcsolatuk, nem daganatos jellegii szajnyalkahartya
elvaltozassal vagy fogaszati problémaval (fibroma, mucokele, oropyrosis stb.) diagnosztizaltak.

Kontroll csoport 2.

45-70 éves férfiak, holgy tarsukkal élnek parkapcsolatban minimum 5 éve vagy életiik soran
minimum 20 nbvel volt szexualis kapcsolatuk, fogdszati problémaval diagnosztizaltak
szajnyélkahdrtya elvatozasai nélkiil.

Beleegyezd nyilatkozatot kértink minden pacienstol.

A kérdsivet mellékletként csatoltuk. Human genetikai anyagon DNS manipulaciot érintd
vizsgalatokat, kisérleteket nem végziink.

5. A kutatas modszerei

Mikrobiolégiai protokoll:

Mintavétel és protokoll a klasszikus mikrobioldgiai vizsgalatok elvégzéséhez:

Bakteriolégiai vizsgalathoz mintik gyiijtése a szajnyalkahartyardl:

A mintakat 2 cm® nyalkahartya-teriilet steril tamponnal valo attorlésével nyerjiik. Mind a tumoros
mind az ép felszinrdl mintat vesziink. A tamponokat steril transzport taptalajba helyezve juttatjuk
4 6ran beliil a mikrobiologiai laboratoriumba.

Bakteriilis mintak vizsgalata:

A transzport kozegb6l 1 mi-t husos bouillion-ba visziink, azt lezarjuk vazelinnel 24 6ras 35°C-on
torténd tenyésztéssel a kultura optikai denzitasat 590 nm-en meghatarozzuk. Az eldinkubalds utan
kioltasokat végziink a kovetkez6 szilard taptalajokra: birkavér tartalmii agar (aerob), fott véres
agar (aerob), eozin-metilénkék agar (aerob) a gram-negativ palcakhoz, és phenylethyl alkohol
(PEA) vagy colistin-naladixsav (CNA) véres agar a gram pozitiv coccusok jelenléte miatt,
valamint Sabouraud agar a gombak jelenlétének kimutatasara. Anaerob tenyésztésre kioltast
végziink anaerob véres agar, vanomycin-kanamycin lizalt véres agar, CNA agar felilletére. Az
acrob lemezeket normal légkori korilményekés 5-10% széndioxid koncentracié mellett
inkubaljuk legalabb 2-5 napig (a vizsgalat iranyatdl fliggden), az anaerob lemezeket min. 5 napig
inkubaljuk anaerob chamberben. A tenyésztéses vizsgalatok eredményrdl fotodokumentaciod
Kkésziil és a husos bouillionban felszaporitott 24 6ras tenyészetbdl 1 ml-t -70°C-on archivalunk
betegazonositd szamok alapjan késébbi molekularis vizsgalatokhoz. A mikrobiologus a
primokultirak esetén meghatarozza a floravsszetételt telepmorfologia és alap biokémiai reakcidk
segitségével.

Antibiotikum rezisztencia vizsgalatok:

Identifikalashoz, esetlegesen rezisztens mikroorganizmusok kisziirése céljabol a florabol
kivalasztott izolatumok antibiotikum érzékenységét aerob ¢s anaerob mikroorganizmusok esetén
agar diffiiziés vagy gradiens diffizié (E teszt) modszerrel végezzik Miieller-Hinton vagy
vértartalma agaron adott mikroorganizmus csoportra specifikusan osszeallitottantibiotikum
korongokkal a EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testin Breakpoint
tables for interpretation of MICs and zone diameters, version 2.0) ajanlasai alapjan.

Izolatumok hemolitikus, lipolitikus és proteolitikus aktivitasanak meghatarozasa:

Az enzimatikus aktivitds meghatarozasahoz az izoldtumokat tryptone-sz6ja agaron (TSA) 37°C-on
24 6rat inkubaljuk. Hemolitikus aktivitas meghatarozasdhoz: a torzseket 48 h keresztil
inkubaljuk37°C-on 5% (v/v) birka vérrel kiegészitett TSA agaron. Lipolitikus aktivitas: Tween 20
(T20) agaron (pepton, 10 g/l; NaCl, 5 g/l; CaCly, 0,1 g/l; agar, 20 g/l; Tween 20, 1 mL/liter)
inkubaljuk a torzseket 37°C, 72 h-n keresztlil. Lipaz aktivitast az eldz6 taptalajon hatdrozzuk meg
a precipitaci6 mértékébdl (zona atmérdket hasonlitjuk Gssze). Proteolitikus aktivitast modositott



TSA mediumban (TSAM : TSA, 40 g/l; zselatin, 7.5 g/l; agar, 20 g/l), 37°C-on 18-20 oras
inkubalas utan hatdrozzuk meg. A képzddd ammonium-szulfat altal kicsapodott fehérje
mennyiségébd! hatarozhaté meg a proteolitikus aktivitas (zénadtmérdk alapjan).

Mintavétel és protokoll a molekuléris biologia vizsgalatokhoz:
Virus mintak:
Invaziv beavatkozast kisérletes munkak kivitelezéséhez nem végziink.
Mintavétel:
1. A diagnozis felallitasahoz szitkséges szdvettani mintak foloslegessé valt részébdl illetve a
terapias céllal eltavolitott daganatszovetbol viralis elemek azonositasat végezziik el.
2. Szajoblités:
10mL SCOPE® szajoblitd folyadékkal a vizsgalandd személlyel szajoblitést végeztetiink. A
szajba vett folyadékkal 30 masodpercig kell 6blogetni, a folyadékot steril edénybe kikopni
majd az igy nyert mintat -80 °C-on szallitasig tarolni. A feldolgozas koriiiményeit lsd.
Bakterialis mintak rész alatt.
Az onkogén virusok jelenlétét PCR technikaval igazoljuk. A daganatszdvetbd! viralis
orokitéanyagot izolalunk majd specifikus primerek segitségével a virusra jellemz6 génszakaszt
felamplifikaljuk.
Baktérium mintak:
A baktériumokat (nyelvrol lekapart kozvetlen klinikai mintak) TE pufferben (10 mM TRIS, pH 8,
100 mM EDTA) reszuszpendaljuk és a bakterialis DNS-t izolaljuk. Maodositott protokolit
“Modified Protocol” hasznalunk Ready-Lyse™ Lysozyme Solution (Epicentre, Cat. No.
R1802M), melyben egy éjszakan at inkubaljuk és utana MasterPure DNA Purification Kit-et
hasznalunk (Epicentre, Cat. No. MCD85201).

Az izolalt DNS-t elkiildjiik a “Human Microbe ldentification Microarray laboratory”-ba
(Forsyth Dental Center). Legalabb 200 ng-ot, minimum 20 ng/pul koncentracioji genomikus DNS
mintat 0,5 ml-es vagy 1,5 ml-es Eppendorf cs6ben. A mintakat -80 °C fagyasszuk. A fagyasztott
mintakat szaraz jégen szdllitjuk a feldolgozd helyre.

A “HOMIM” olyan kifejlesztett technologia, amely komplex oralis mikrobiologiai eltéréseket
képes vizsgalni hibridizacioval (azaz szimultan képes detektalni 300 az oralis floraban dominans
baktériumot faj szinten, beleértve a nem tenyészhetd phylotipusokat is).

A 16S rRNS-alapq, reverse-capture oligonukleotid probakat (tipikusan 18-t61 20 bazisig) aldehid-
kezelt iiveglapra nyomtatjak. A 16S rRNS géneket PCR-ral sokszorositjak 16S rRNS univerzalis
forward és reverse primereket hasznalva, amelyeket Cy3-dCTP-vel jelslik a mésodik “nested”
PCR soran. A jelslt 16S amplikonokat egy éjszakan at hibridizaljak az tiveglapon 1évo probakhoz.
Mosés utan a “microarray” iiveglapokat mossak, majd scannelik Axon 4000B scannerrel €s a
nyers adatokat kinyeréséhez GenePix Pro software hasznalnak. Az adatokat normalizaljak agy,
hogy az egyes individualis (jeleket) szignalokat az atlagos univerzalis prébahoz hasonlitjak.

Az individualis HOMIM szignélokat “bar code” forméatumba konvertaljak és normalizaljak az
egyes individualis szignalokat az atlagos univerzalis probéhoz. A vonalakat viszonyitjuk a
jelenlétitkhoz vagy a nem jelenlétiikhoz és jeloljik 0, 1+, 2+, 3+, 4+ or 5+-val. igy az intenzivebb
vonal nagyobb mennyiséget jelent a megadott species szamara. A kiilonbségek és a hasonlosagok
jol lathatok. A mintakat ezutan csoport (cluster) analizisnek vetjiik ald. A csoport analizis program
szétvalasztja a profilokat, igy Ossze lehet hasonlitani a mikroflérakat a kivalasztott csoportnal.

Ez egy kollaboréacios szandék javaslat a School of Dental Medicine at Buffalo, NY, USA ésa
University of Szeged Faculty of Dentistry kozott. A pacienseket Szegeden vizsgaljak €s
valasszak ki. Klinikai adatokat gyiijtenek. A nyelvrol begyijtstt mintakat Buffalo-ba kiildik a
tovabbi analizis céljabol.



6. A kedvezétlen események és a stilyos nemkivanatos események lehetésége, a
bekdvetkezésiik esetén a kovetendé eljarasok

A betegesoportoknal (lasd 2/5. pont) diagnosztikai illetve a sziikséges terapias eljarashoz
elengedhetetlen beavatkozason kiviil kizarélag kutatasi céllal nem torténik mintavételezés
igy tobblet terheléssel sem jar.

Egészséges kontrollok mintdinak gytjtése sculptio kapcsan rutinszertien preparalt
lebenybdl torténik, amely a paciens komfortérzetét €s gydgyulasi folyamatat nem
Irontja, lassitja vagy befolyésolja.

7. A résztvevik személyes és egészségiigyi adatainak kezelésével kapcsolatos
intézkedések (az 1992. évi LXIII. torvény alapjan)

A péciensek személye kodolva lesz és nem kapcesolhatok 6ssze a publikalt
eredményekkel. A kédszamok és a személy azonossdg adatait a Programvezetd tartja
titkositva/elzarva. A tanulményt ellendrizheti az Egészségtudomanyok Intézményes
Biralo Bizottsaga /Health Sciences Institutional Review Board /Nemzetkézi
Egeszségiigyi Tudoményos Tanacs vagy az NIH (National Institutes of Health) és OHRP
(Office of Human Research Protection), akik feltarhatjak a személyek identitasat

8. A kutatds sordn nyert adatok statisztikai feldolgozasinak médszere

Excell és Graph Pad Prism adatfeldolgozo szoftverek segitségével

Nyilatkozom, hogy a fenti adatok nem sértik a kutatdsnak a szellemi alkotasok védelmére
vonatkozo érdekeit és nem tartalmaznak szakmai- vagy szolgélati titkot, illetve a kutatés
érdekeit veszélyeztetd adatot. A fenti adatokat barki, korldtozas nélkiil megismerheti.

Tudomasul veszem, hogy jovahagyés utan az RKEB a kézérdeki adatokat a honlapjan kozzé
teheti.

" Prof Dr. Nagy Katalin

kérelmez6 dékan



