
EGYETEMI DOKTORI (Ph.D.) TÉZISEK 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

LARYNGEÁLIS ÉS HYPOPHARYNGEÁLIS 
DAGANATOK ÖSSZEHASONLÍTÓ ELEMZÉSE 

IMMUNHISZTOKÉMIAI ÉS KOMPARATÍV GENOMIÁLIS 
HYBRIDIZÁCIÓS MÓDSZEREKKEL 

 
 
 

 

 

DR. JUHÁSZ ATTILA ZOLTÁN 
 
 
 

TémavezetQ: Prof. Dr. Ádány Róza 
 

 
 

 

 

 

 

DEBRECENI EGYETEM ORVOS- ÉS EGÉSZSÉGTUDOMÁNYI CENTRUM, 
NÉPEGÉSZSÉGÜGYI ISKOLA,  

MEGELPZP ORVOSTANI INTÉZET; 
ÁLTALÁNOS ORVOSTUDOMÁNYI KAR, 

FÜL-, ORR-, GÉGÉSZETI ÉS FEJ-NYAKSEBÉSZETI KLINIKA 
 
 

DEBRECEN, 2001. 



 2

Tartalomjegyzék 
 

1. Bevezetés           3  

2. Irodalmi áttekintés          6 

2.1. Az exracelluláris matrix komponenseinek szerepe a tumor progresszió során   6 
2.2. A tenascin szerkezeti felépítése, funkciója       6 
2.3. Daganatok kialakulását és progresszióját kísérQ genetikai eltérések és kimutatásuk lehetQségei 7 
2.4. A fej-nyaki tumorok kromoszomális eltérései       9 
2.5. A fej-nyaki régió tumorainak vizsgálata során CGH-val nyert eredmények   10 

3. Célkit_zések           15 

4. Anyagok és módszerek         16 

4.1. Immunhisztokémiai vizsgálatok        16 
4.1.1. A tenascin expresszió vizsgálatára használt szöveti minták     16 
4.1.2. Szöveti metszetek preparálása és immunhisztokémiai reakciók kivitelezése   16 
4.1.3. KettQs immunfluoreszcens reakciók       18 
4.1.4. Hármas immunfluoreszcens reakciók       19 
4.1.5. Immunhisztokémiai kontroll reakciók        19 
4.1.6. Immunhisztokémiai jelzések analízise és dokumentációja     20 
4.1.7. A klinikai és immunhisztokémiai adatok összehasonlító analízise    20 
4.1.8. A fibrin depozíció vizsgálata laryngeális és hypopharyngeális tumorokban   20 
4.2. Komparatív genomiális hibridizáció (CGH)        20 
4.2.1. CGH analízis során vizsgált minták       20 
4.2.2. DNS preparálás és CGH hibridizáció       21 
4.2.3. Digitális képanalízis         22 

5. Eredmények           24 

5.1. Az immunhisztokémiai vizsgálatok során elemzett daganatok klinikai adatai   24 
5.2. A tenascin eloszlás jellegzetességei gége és hypopharynx daganatokban    25 
5.3. A fibrin depozíció sajátosságai gége és hypopharynx daganatokban    28 
5.4. CGH-val kimutatható kromoszomális eltérések gége tumorokban    28 
5.5. CGH-val kimutatható kromoszomális eltérések hypopharynx tumorokban    34 
5.6. A gége és hypopharynx karcinómák kromoszomális eltéréseinek összehasonlítása  36 

6. Diszkusszió           37 

6.1. EltérQ tenascin expresszió gége és hypopharynx daganatokban    37 
6.2. Fibrin depozíció laryngeális és hypopharyngeális rákokban     38 
6.3. Genetikai eltérések gége és hypopharynx daganatokban     38 

7. Összefoglalás          41 

8. Irodalomjegyzék          43 

9. Közlemények jegyzéke         53 

9.1. A tézisekhez felhasznált közlemények       53 
9.2. A témában megjelent egyéb közlemények       53 
9.3. Az értekezés témájához kapcsolódó absztraktok, elQadások, poszterek jegyzéke  54 

10. Köszönetnyilvánítás         56 

11. Az értekezés alapjául szolgáló közlemények különlenyomatai és kézirata   57 

 

 

 

 

 



 3

1. Bevezetés 

 

A humán tumorok 2-3%-át a fej-nyaki régió laphám karcinómái jelentik. Évente több 

mint fél millió új megbetegedést diagnosztizálnak világszerte (1,2). A különbözQ 

lokalizációjú fej-nyaki primer tumorok elQfordulási gyakorisága eltérQ, leggyakoribb a 

szájüregi (40%) daganatok megjelenése, ezt követi a gége (20%), a garat (20%), illetve 

a nyálmirigyek és az egyéb anatómiai régiók malignus elváltozása (20%) (3-5).  

A fej-nyaki laphám rákok esetében gyakori a recidíva és másodlagos malignus 

tumor kialakulása. A betegek 5 éves átlagos túlélése az összes daganat típus között az 

egyik legalacsonyabb, mindazon diagnosztikus és terápiás újdonság ellenére, melyek 

az utóbbi idQben kerültek alkalmazásra a fej-nyaki daganatok esetében (6,7). 

A tumorok kiindulási helyét is figyelembe véve, a klinikai lefolyás illetve prognózis 

tekintetében jellegzetes különbség észlelhetQ az anatómiailag szerves közelségben 

lévQ szubrégiók tumorai között. A gége rákok kezelését követQen a betegek életkilátásai 

relatíve kedvezQbbek (40-50%-ot is elérhet az 5 éves túlélési arány), mint a 

hypopharynx daganatos elváltozásai esetén (megközelítQleg 10-15% között van az 5 

éves túlélési arány) (8,9).  

Hazánkban (ezen belül elsQsorban a Kelet-Magyarországi régióban) a fej-nyaki 

daganatok - közülük is elsQsorban a hypopharyngeális kiindulású tumorok - 

arányszáma évrQl évre emelkedik. Az elmúlt 25 évben a gége karcinómák okozta 

halálozási arány 2,5-szeresére nQtt, míg a hypopharynx daganatok esetében 5-szörös 

emelkedés következett be. Ennek következtében mára a gége és hypopharynx tumorok 

okozta halálozások az összes daganatos halálozás 10%-áért felelQsek. Nem hagyható 

figyelmen kívül az a tény sem, hogy a betegség incidenciája a nQi populációban is 

folyamatosan emelkedik, és kialakulása mindkét nem esetében egyre fiatalabb életkorra 

tevQdik át.  

 Klinikai megfigyelések szerint fej-nyaki karcinómák esetén a túlélést alapvetQen 

a tumor lokalizációja és TNM stádiuma (különösen a lokális nyirokcsomókban 

megjelenQ áttétek) határozzák meg, a szövettani jellegzetességeket prognosztikai 

szempontból csekély jelentQség_nek tekintik (10,11). 

Hasonlóan más gyakori daganat típusokhoz, a gégészeti tumorok diagnosztikája, 

illetve a gégészeti betegellátás kapcsán is alapvetQ fontosságú lenne a daganatok 

molekuláris karakterizálása (különös tekintettel a primer tumor metasztázisképzQ 

hajlamával összefüggésbe hozható markerek identifikálására), hiszen ennek 

ismeretében nem csak a prognózis megállapítása, de a legjobb kimenetelt biztosító 



 4

optimális daganatellenes terápia megtervezése is egzakt alapokra helyezQdne. A 

betegek életminQségének javítására tett jelenlegi erQfeszítések, elsQsorban a nagy, 

csonkoló m_tétek (teljes gége exstirpáció a nyak nyirokcsomóinak és egyéb képleteinek 

eltávolításával) helyett az egyes szervek részleges meghagyásával járó m_téti 

megoldások (részleges gégeeltávolítás, a hang megQrzésével), illetve alternatív 

terápiás lehetQségek (radioterápia, kemoterápia) preferálása egzakt alapokra helyezve 

fogadhatók csak el etikai fenntartások nélkül. A daganat progresszió mértékének és 

ütemének pontos meghatározása nagy segítséget jelentene azon esetek 

identifikálásában, melyeknél a daganat elleni küzdelemben mindenképpen szükséges a 

kiterjesztett csonkoló m_tétek végzése, ami a beteg további életminQségének 

szükségszer_ romlását eredményezi (12).  

Azt a hipotézist, mely szerint a tumor parenchyma jellegzetességei mellett a 

stróma celluláris és extracelluláris összetétele is jelentQsen befolyásolhatja a malignus 

tumorok tulajdonságait, számos megfigyelés támasztja alá. A tumor növekedési 

képességét és invazivitását - legalábbis bizonyos fokig - a transzformált sejtekkel 

szomszédos tumor matrix összetétele határozza meg (13-15). A daganat progresszió 

során a sejtek proliferációját és fokozott migrációját - hasonlóan az embrionális 

fejlQdéshez - az extracelluláris matrix különbözQ makromolekuláit kódoló gének 

aktivációja, illetve repressziója kíséri (16-20). Ennek következménye, hogy a malignus 

neoplazmák progresszióját a normál extracelluláris matrix (ECM) összetételének 

kvalitatív és kvantitatív megváltozása kíséri (21). A kvalitatív változások szintjén 

jellemzQ jelenség az epitheliális sejtek migrációjában szerepet játszó fibrin és tenascin 

megjelenése és felhalmozódása. A tenascin struktúrája és biológiai viselkedése alapján 

kialakult vélemény, miszerint a tumoros sejtek proliferációjában, migrációjában, 

inváziójában szerepet játszhat, kísérletes igazolást nyert (22-25), majd számos tumor 

típus esetén felmerült az igény, hogy a tenascin expresszió mértékét, mint 

prognosztikus markert értékesítsék (18, 26-33).  

A tumor iniciáció és progresszió genetikai hipotézise szerint a tumor egyetlen 

progenitor sejt klonális expanziójának következménye, ennek ellenére nagyfokú 

heterogenitás észlelhetQ egy adott klónból származó populációban is. A kromoszómális 

elváltozások olyan kritikus gének (onkogének, onko-szuppresszor gének) funkciójának 

megváltozását vagy elvesztését eredményezhetik, melyek korábban a sejtproliferáció, 

sejtdifferenciálódás vagy éppen a genetikai stabilitás szabályozásában játszottak 

alapvetQ szerepet. A malignus elváltozások kisebb részében a genetikai instabilitás a 

nukleotidok szintjére korlátozódik, ami bázis szubsztitúcióban vagy delécióban, 
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bizonyos esetekben néhány nukleotid inszerciójában nyilvánul meg. A tumorok nagyobb 

részében az instabilitás kromoszómális szinten figyelhetQ meg, aminek eredménye 

kromoszóma szakaszok, vagy teljes kromoszómák elvesztése vagy többlete. Ezeknek 

az eltéréseknek a felismerése és klinikai paraméterekkel történQ korrelációs analízise a 

tumorok pathogenezisére és prognózisára vonatkozóan alapvetQ információkat nyújthat, 

alapjául szolgálva új diagnosztikus és terápiás eljárások kidolgozásának.  

Fentiek figyelembevételével indokolt, hogy a fej-nyaki daganatok két 

anatómiailag közeli lokalizációjú, de eltérQ metasztázisképzQ hajlamú altípusában 

tanulmányozzuk a tenascin expressziót és vizsgáljuk szerepét az egyes daganatok 

progressziójában. A tumor progresszióval együtt járó másodlagos változások 

megismerése mellett alapvetQ jelentQség_ azoknak a molekuláris genetikai 

történéseknek a felderítése is, melyek a normál sejtek daganatos átalakulását kísérik.   
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2. Irodalmi áttekintés 
 
2.1. Az extracelluláris matrix komponenseinek szerepe a tumor progresszió során 
 
A szolid tumorok alapvetQ összetevQje a daganatos sejtek mellett a gazdaszervezet 

sejtjeibQl, a vér-, és nyirokerekbQl, valamint az extracelluláris matrixból szervezQdQ 

tumor stróma. A daganatos sejteket övezQ strómában épp úgy megtalálhatók a normál 

extracelluláris matrix komponensek (kollagének, elasztin, laminin, fibronektin, 

proteoglikánok), mint a csak pathológiás folyamatokban észlelhetQ, úgynevezett 

átmeneti matrix komponensek (pl. fibrin, tenascin) (32,33). A tumor matrix alapvetQ 

szerepet játszik a daganatnövekedés szempontjából szupportív mikrokörnyezet 

megteremtésében és fenntartásában, a sejtek közötti kommunikáció mediálásában, s 

jelentQs hatást fejt ki a sejtek differenciálódására (34-36).  

A daganatos szövetekben a sejt-matrix interakciók változása is jelentQs hatással 

van a tumor progresszióra és invazivitásra (37,38). A tumor matrix döntQen de novo 

szintézis eredménye. Egyrészt a daganatos sejtek maguk is képesek bizonyos matrix 

komponensek termelésére, másrészt a normál kötQszöveti sejteket késztetik 

megváltozott mennyiség_ és összetétel_ matrix produkciójára (39,40). Az így létrejött 

stróma kedvezQ feltételeket teremt a tumor növekedéséhez, illetve a metasztázisok 

képzéséhez. Mindkét részjelenségben alapvetQ fontosságú a tumoros érhálózat 

kialakulása, melyet a daganatos sejtek a különbözQ érképzQdést serkentQ faktorok 

termelésével segítenek elQ. A neovaszkularizáció folyamatát a környezQ tumor matrix 

átépülése kíséri (41-43).  

 
2.2. A tenascin szerkezeti felépítése, funkciója 

 

A tenascin, melyet több kutatócsoport szinte egyidQben írt le, különbözQ elnevezéssel 

található meg az irodalomban ]glioma-mesenchymal extracellular matrix antigen (44), 

myotendinous antigen (45), cytotactin (46)_. A molekula szerkezeti jellegzetessége a 

hatkarú szerkezet. Minden kar rendelkezik egy aminoterminális ciszteinben gazdag 

régióval, mely az oligomerizációban tölt be kardinális szerepet, ezt egy epidermális 

növekedési faktorhoz (epidermal growth factor, EGF) hasonló szerkezet_ domén, III-as 

típusú fibronektinhez hasonló szekvenciák (fibronectin type-III repeat), és fibrinogénhez 

hasonló felépítés_ régió követik a carboxy-terminális vég felé haladva (47,48). Normál 

felnQtt szövetekben a tenascin csak igen kis mennyiségben detektálható, de bQségesen 

jelen van embrionális szövetekben, különösen ahol epitheliális-mezenhimális interakció, 
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illetve sejtmigráció történik (24,49,50). Az elmúlt néhány évben jelentQs számú kísérleti 

adat került közlésre arra vonatkozóan, hogy a tenascin génje felnQttben 

reexpresszálódhat olyan pathológiás folyamatokban, ahol sejtproliferáció, migráció és 

extracelluláris matrix átépülés történik, így például a sebgyógyulás, valamint a tumor 

növekedés helyszínein (32,33,51-54). A lelettel jó összhangban van az a tény, hogy a 

tenascin számos sejt adhéziót és migrációt moduláló doménnel, illetve extracelluláris 

matrix molekulakötQ régióval (fibronektin, proteoglykán) rendelkezik (25,55). 

Lehetséges továbbá az is, hogy a tenascin - feltehetQen az epidermális növekedési 

faktorhoz hasonlatos szerkezeti elemeknek köszönhetQen - közvetlenül stimulálja 

bizonyos tumor sejtek proliferációját (22,23). Ezek alapján jogosan tételezhetQ fel, hogy 

a tenascin fokozott intratumorális expressziója kedvezQtlen prognosztikai marker, mely 

fokozott invazivitásra, metasztatizálási hajlamra utalhat.  

Bizonyos neoplazmákban (mellrák, astrocytoma) a tenascin reexpressziója és 

akkumulációja fokozott tumor progresszióval és proliferációs index-szel párosul (20,32), 

míg nyálmirigy tumorokban és bizonyos bazaliómákban ez az összefüggés nem 

figyelhetQ meg (51,56) Összességében azok a közlések vannak többségben, melyek a 

tenascin expressziót mint lehetséges prognosztikus faktort interpretálják (18,26-28,30-

33). 

 

2.3. Daganatok kialakulását és progresszióját kísérQ genetikai eltérések és 

kimutatásuk lehetQségei 

 

Az elmúlt két évtized molekuláris biológiai kutatásainak eredményeképpen 

egyértelm_vé vált, hogy a daganatok kialakulásában, inváziójában és progressziójában 

alapvetQ szerepet játszanak azok a kromoszomális eltérések, melyek funkcionális 

onkogének vagy onko-szuppresszor gének alterációival járnak együtt. Ismertté vált, 

hogy ezek a genetikai elváltozások nem sporadikusan, hanem meghatározott 

sorrendben követik egymást.  

 A daganat sejtekben leírt genetikai elváltozásokat Lengauer és munkatársai 

négy fQ csoportba osztották (57). Az elsQ csoportba azokat az elváltozásokat sorolták, 

melyek mindössze néhány nukleotidot érintenek. Ezek a mutációk megnyilvánulhatnak 

néhány nukleotid deléciójában, inszerciójában vagy szubsztitúciójában. A másik 

csoportba a kromoszómák számbeli eltérésén alapuló alterációk tartoznak, ami teljes 

kromoszómák elvesztését vagy többletét jelentik. Ilyen jelleg_ eltérés szinte valamennyi 

humán tumorban fellelhetQ és gyakran tumor szuppresszor gén vagy gének 



 8

inaktivációjában nyilvánul meg. A harmadik csoportba a kromoszomális transzlokációk 

tartoznak. Ezek az eltérések klasszikus kromoszómasávozásos technikával viszonylag 

egyszer_en kimutathatók. A negyedik csoport azokat az elváltozásokat foglalja 

magában, melyek gének amplifikációjával kapcsolatosak. A standard sávozásos 

citogenetikai módszerrel ezek az eltérések, mint homogénen festQdQ sávok jelennek 

meg a kromoszómák különbözQ szakaszain vagy apró DNS darabok formájában t_nnek 

elQ a metafázisos sejtekben. Molekuláris szinten a többszörös kópiában megjelenQ 

amplikonok a sejtek növekedésének szabályozását alapvetQen befolyásolják. Az 

amplikonok  0,5-10  megabázis nagyságrendben tartalmazhatnak DNS-t, kialakulásuk 

és megjelenésük alapvetQen eltér a génduplikációktól, melyek lényegesen nagyobb 

kromoszomális szakaszok vagy akár teljes kromoszómák aneuploidiájának vagy 

transzlokációjának az eredményei.  

A rekombináns DNS technika alkalmazása elQtt a fej-nyaki tumorok 

kromoszomális eltéréseinek tanulmányozása is a klasszikus kromoszóma sávozásos 

technika alkalmazására korlátozódott. Ennek a módszernek mind az elQnyei, mind a 

hátrányai közismertek. A standard citogenetikai módszerek metafázisos kromoszómák 

analízisén alapulnak, amihez elengedhetetlen a sejtek in vitro tenyésztése (58,59). 

Mesterséges körülmények között a szöveti sejteknek csak azon hányada jut mitózisba, 

mely a sejtpreparálás során a különbözQ enzimatikus és mechanikai behatásokat 

túlélte, de a sejttenyésztés során a sejtek genetikai állományában bekövetkezQ 

módosulások miatt ezen sejtek esetében sem garantálható, hogy a citogenetikai 

elemzés során a natív tumorra vonatkozóan kapunk információkat. 

A 80-as évek végét követQen egyre jelentQsebbé váltak azok a molekuláris 

genetikai metodikák, melyek segítségével a kromoszomális szint_ genetikai eltérések 

kimutatása a tumor sejtek in vitro tenyésztése nélkül is megvalósítható. KiemelkedQ 

jelentQség_ ezen technikák között a fluoreszcencia in situ (FISH) és komparatív 

genomiális hibridizáció (CGH).  

A FISH technika jelentQsége elsQsorban abban rejlik, hogy centroméra és lókusz 

specifikus DNS próbák alkalmazásával a sejtek kromoszomális eltérései interfázisos 

sejtekben tanulmányozhatók, függetlenül azok proliferatív tulajdonságaitól (60,61). 

A CGH módszer elve hasonló a FISH technikáéhoz, de további elQnye, hogy a 

tumorsejtek genetikai analízisét a teljes genomra biztosítja.  

 Annak ellenére, hogy a fej-nyaki daganatok kromoszomális eltéréseit leíró 

tanulmányok száma igen jelentQs, a daganatok kialakulását és progresszióját kísérQ 

molekuláris történések terén ismereteink meglehetQsen hiányosak. Hasonlóan más 
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szolid tumorok kromoszomális alterációihoz, ennek a daganat típusnak a jellegzetes 

genetikai eltéréseit is klasszikus citogenetikai módszerek alkalmazásával írták le 

elQször.  

 
2.4. A fej-nyaki tumorok kromoszomális eltérései 

 

A fej-nyaki daganatokból létrehozott sejttenyészetek citogenetikai vizsgálata során 

számos klonális eredet_ kromoszomális aberrációt találtak, melyek közül a 

legjellegzetesebb a 3p, 5q, 7q, 8p, 9p, 11q, 13p, 14p, 15p és 18q kromoszóma karok 

teljes vagy részleges deléciója, továbbá a 9-es, 12-es, 13-as, 18-as és az Y 

kromoszómák teljes hiánya. Gyakori eltérésnek bizonyult az 1-es, 3-as, 8-as és 15-ös 

kromoszómák hosszú karjainak többlete és a 11q13 lókusz amplifikációja is (62-69). Az 

említett kromoszómákon jellegzetes transzlokációkat, valamint számos kromoszomális 

szegment-átrendezQdést is leírtak (70-72). Ezeknek a vizsgálatoknak az érteke a fej-

nyaki daganatok genetikai eltéréseinek megismerésében elvitathatatlan, ugyanakkor 

figyelembe kell vennünk azokat a hátrányos tényezQket, melyeket a kariotipizálási 

módszer magában rejt. 

Számos fej-nyaki daganat esetében az in vitro sejttenyésztési, kromoszóma-

preparálási és sávozási kísérletek sikertelennek bizonyultak, így a fenti vizsgálatokkal 

nyert eredmények reprezentativitása kétséges. A kezdeti vizsgálatok után egyértelm_vé 

vált, hogy a létrehozott sejtkultúrákban egymás mellett több klón is megtalálható 

(„poliklonális” kultúrák), így ezek alapján nem lehet eldönteni, hogy mely klón 

reprezentálja az eredeti daganat malignus sejtjeit. A másik, ennél is jelentQsebb kételyt 

eredményezQ probléma, hogy az in vitro sejtkultúrákban igen gyakoriak azok az indukált 

változások, melyek a tenyésztési körülmények hatására jönnek létre, s következésképp 

a kariotipizálással nyert citogenetikai eredmények nem a natív tumorban meglévQ 

genetikai eltéréseket reprezentálják (58,59). Az említett technikai nehézségeket oldotta 

fel igen hatékonyan a komparatív genomiális hibridizációs technika.  

 A CGH alkalmas a daganatok genetikai elváltozásainak objektív vizsgálatára 

sejtkultúra létrehozása nélkül (73,74). Minden tumor esetén elvégezhetQ, tumorsejt 

mikrodisszekcióval és PCR-val kombinálva néhány száz tumorsejt elegendQ a genetikai 

eltérések kimutatására (75-77).  

Jelenleg a CGH-t tekintik a legalkalmasabb módszernek a malignus 

transzformációt szenvedett sejtek ismert és ismeretlen kromoszomális alterációinak 

kimutatására (74,78). 
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2.5. A fej-nyaki régió tumorainak vizsgálata során CGH-val nyert eredmények 

 

A fej-nyaki daganatokon CGH-val nyert eredményeket elQször 1995-ben közöltek. Az 

azóta eltelt idQszakban publikált adatokat a teljesség igényével foglaljuk össze, saját 

eredményeink körültekintQ értékelése és értelmezése érdekében.  

 Speicher és munkatársai 13 fej-nyaki karcinómán végeztek CGH analízist, melyek fQként garat 
tumorok voltak, mindössze 1 gége daganat analízisét végezték el (79). Leggyakoribb eltérésként a 
3q régió DNS többletét írták le; az esetek mintegy 77%-a mutatta ezt az alterációt, mely 3 tumorban 
a 3q26-qter régió nagyfokú amplifikációjával társult. A DNS vesztés leggyakrabban a 3-as 
kromoszóma rövid karján volt észlelhetQ, ami több esetben a hosszú kar elQbb említett 
többletével együttesen jelentkezett, izokromoszóma jelenlétére utalva (i(3)(q10)). A 3q26-qter régiót 
érintQ eltérés alapján felhívták a figyelmet egy vagy több, erre a lókuszra lokalizálható, a tumor 
iniciációban jelentQs szerepet játszó gén lehetséges szerepére. Kiemelték a LAZ3 (80) illetve a BCL-6 
(81) gének esetleges jelentQségét. A tumorok közel 50%-át érintQ eltérésként írták le az 5p 
amplifikációját, valamint az 5q és a 19-es kromoszóma szakaszok teljes elvesztését. JelentQsnek ítélték a 
11-es kromoszómán látható CGH mintázatot, annak ellenére, hogy ez mindössze néhány tumorra 
korlátozódott. Ez az eltérés 1-1 tumorban a 11q13-11q22 és a 11q13 szakaszok nagymérték_ 
amplifikációját jelentette, míg 3 másik mintában a fenti régióktól disztálisan elhelyezkedQ kromoszóma kar 
delécióját foglalta magába (11q23-qter). Olyan tumort nem találtak, ahol a két eltérés együttesen jelent 
volna meg. Az említett 11q13 lókuszon található a sejtciklus szabályozásában jelentQs szerepet játszó 
cyclin D1-et kódoló CCND1/PRAD1 gén, mely amplifikációját, illetve regulátor fehérjének a fokozott 
expresszióját már több tanulmányban is kedvezQtlen prognózissal hozták kapcsolatba (82, 83). A szerzQk 
az eltérQ kiindulású szolid tumorok CGH analízisét áttekintve megállapították, hogy a különbözQ szervek 
daganatai jellegzetes eltéréseket mutattak, és hogy a fej-nyaki tumorok általuk észlelt genetikai 
elváltozásai a tüdQ kis sejtes karcinómájának jellegzetes eltéréseihez mutatnak hasonlóságot.  
   Hasonlóan az elQzQ CGH analízishez viszonylag kisszámú tumort analizáltak Brzoska és 
munkatársai, 10 fej-nyaki karcinóma CGH eredményeit közölték (84). Vizsgálati anyagukat döntQen 
recidív tumorok alkották olyan betegekbQl, akik elQzQleg sugárterápiában részesültek; mindössze 3 
primer tumor analízisérQl számoltak be munkájukban. Az elQzQ közleményben közöltekhez hasonló 
eltéréseket találtak, beleértve a 3p karra lokalizálódó DNS vesztést, illetve a 3q karon észlelhetQ DNS 
többletet. 3 esetben ez az alteráció együttesen fordult elQ. A 3q karon detektált amplifikáció közös régiója 
ugyancsak a 3q26-27 volt. Az esetek 30%-ában a 19-es, 22-es, Y kromoszómák teljes, valamint a 11p és 
16p részleges delécióját észlelték. Az elQzQkkel megegyezQ gyakorisággal detektáltak amplifikációt a 
2q22-24.1, 2q32, 3q13.3, 4q11-27, 7q31.3, 8q23-24 és 13q21-31 régiókban. A szerzQk úgy vélik, hogy a 
3q kar amplifikációja határolja be azt a területet (3q26-27), mely nagy valószín_séggel a tumor 
progresszióval kapcsolatba hozható, s ismételten felvetették a LAZ3 és a BCL-6 onkogének lehetséges 
szerepét. 

Bockmühl és munkatársai 30 fej-nyaki primer daganatot analizáltak, köztük 13 gége és 7 
hypopharynx tumort (85). Az analízis hiányossága, hogy a kromoszomális eltéréseket az egyes 
tumorokban összevontan un. "szuperkariogram" formájában értékelték. Eredményeiket a korábbi CGH 
adatokkal összevetve jelentQsen nagyobb gyakorisággal észleltek kromoszomális eltéréseket, (e 
megállapítás mind az eltérések átlagos számára, mind az egyes eltérések elQfordulási gyakoriságára 
érvényes). A leggyakoribb eltérésnek Bockmühl és munkatársai is a 3p hiányát találták, viszont míg az 
elQzQ szerzQk ezt a daganatok 60-70%-ára írták le, addig ebben a tanulmányban a tumorok 97%-ában 
említik. Hasonlóan gyakrabban észlelték a 3q DNS többletét is (86%). Ezen a kromoszomális szakaszon 
23%-ban a 3q24 és a 3q27 sávok nagyfokú amplifikációját detektálták. Nyolc mintában a teljes hosszú 
karon CGH-val talált DNS többlet a teljes rövid kar elvesztésével társult, izokromoszóma képzQdésre 
utalva (86,87). A 3-as kromoszóma jellegzetes 3q26 amplifikációja mellett az esetek több mint 40%-ában 
DNS többletet detektáltak a 11q13 (66%), 8q (56%), 19q (50%), 17q és 19p (46%) és 22q (43%) 
kromoszomális szakaszokon. A 3p DNS hiánya mellett jelentQs százalékban fordult elQ a 9-es 
kromoszóma rövid karjának elvesztése (73%), ami a tumorok 60%-ában a 9p21 sávra korlátozódott. Erre 
a sávra lokalizálódik a p16 tumor szuppresszor gén, melynek szerepe a fej-nyaki daganatokban még 
napjainkban is ismeretlen (88). További, a tumorok jelentQs hányadát érintQ DNS vesztéseket az 5q 
(70%), 13q (66%), 18q (63%), a 4p, 4q, 6q, és 21q (60%), valamint a 8p, 11q (54%) és 1p (50%) 
kromoszóma karokon detektáltak. Ezek a deléciók tumor szuppresszor gének érintettségére hívják fel a 
figyelmet, így például a 13q14 sáv deléciója (a vizsgált tumorok 40%-ában) az Rb-1 génnel hozható 
kapcsolatba (89-91). Eredményeik alapján megállapították, hogy a jól differenciált 
tumorokra a 9-es és a 3-as kromoszóma rövid karjának elvesztése és a 3q többlete 
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jellemzQ, összhangban Califano és munkatársainak azon megfigyelésével, mely szerint az említett 
lókuszokon allél vesztés mutatható ki a fej-nyaki daganatok prekurzor lézióiban (92). A kevésbé 
differenciált tumorok esetében lényegesen több genetikai eltérést sikerült kimutatni. A 
fenti kromoszomális eltéréseken kívül jellegzetes volt az 1pter, 11q13, 19p, 19q és 22q 
karok DNS többlete, sok esetben amplifikáció szintjén, valamint a 4q, 8p, 11p, 13q, 18q 
és 21q DNS régiók elvesztése. A szerzQk ezen megfigyeléseik alapján a kevésbé differenciált 
tumorokban megjelenQ genetikai eltéréseket a daganatos progresszióval hozták összefüggésbe. A 18q 
deléció, valamint a 11q13 amplifikáció elQrehaladott tumorokban volt észlelhetQ. Ez a 
megfigyelés jó összhangban volt azokkal a korábbi közlésekkel, melyek ezen genetikai elváltozások 
meglétét rossz prognosztikai jelként interpretálták (93-95).  

Izokromoszóma képzQdésre utaló CGH eltéréseket a szerzQk nemcsak a 3-as, hanem az 5-ös, 8-
as, 9-es és 11-es kromoszómákon is találtak. Ezek meglétét korábban más módszerekkel is kimutatták 
(67). A 3p kar gyakori elvesztésével kapcsolatosan megjegyezték, hogy a 3p14.2 lókusz tartalmazza az 
FHIT gént, melyen belül megtalálható a FRA3B fragilis pont (96), ami a HPV16 spontán integrációs helye 
(97). A HPV kóroki szerepe fej-nyaki daganatokban még tisztázatlan, viszont a szerzQk felhívták a 
figyelmet arra, hogy a tüdQ karcinómák 40%-ában már leírták az FHIT gén hibás transzkripcióját (98). 
Feltételezték, hogy a fej-nyaki karcinómákban megjelenQ gyakori 3p deléció ezen gén alterációjával 
kapcsolatos, illetQleg a FHIT gén hasonló kóroki szerepét is felvetették.  

Mindkét gén, hasonlóan a CCND1 génhez (11q13) a sejtciklus regulációjában vesz részt (99). A 
három fent említett deléció gyakran együttesen jelent meg, ami a szerzQk szerint alapvetQ jelentQség_ 
volt a tumoros progresszióban (85). Véleményezték, hogy azon megfigyelésük, mely szerint a DNS 
vesztések gyakorisága jelentQsen meghaladta a DNS többletekét arra utalhat, hogy a tumor képzQdés 
során a tumor szuppresszor gének inaktivációja döntQ mozzanat. 

Ugyanezen szerzQk következQ publikációjukban, részben az elQzQ közlemény vizsgálati 
eredményeit, részben 18 újabb minta analízisét ismertették (100). A vizsgált daganatok osztályozásában 
kiindulási alapnak tekintették, hogy a fej-nyaki karcinómáknál - mindenki által elfogadottan - a 
leglényegesebb prognosztikai faktor a tumor felfedezésekor észlelhetQ nyaki metasztázis megléte, vagy 
hiánya, ezért az elemzett mintákat metasztatizáló (29 tumor) és metasztázist nem adó (19 tumor) 
csoportokba sorolták. Eredményeik szerint a metasztázist nem képzQ primer daganatoknál 
gyakrabban fordultak elQ DNS amplifikációra utaló kromoszomális elváltozások, így az 
5p (5p15), 6p (6p22) és 7p (7p15) karokra lokalizálódó DNS többlet. Olyan deletált 
kromoszóma szakaszt, melynek jelentQsége az említett csoportba tartozó tumoroknál statisztikai 
analízissel igazolható lett volna, nem találtak. A metasztatizáló karcinómákban egyes 
kromoszomális szakaszok (2q, 7q, 10q, 11p, 11q, 14q, 15q és 20p) vesztését 
gyakrabban észlelték, míg ezeknél a tumoroknál a DNS többletek elsQsorban a 3q, 12, 
19q és 20q karokon jelentkeztek. Statisztikai analízissel a metasztatizáló fenotípusra jellegzetes 
eltéréseket találtak a 10q25-q26 és a 11p13-p14 lókuszokon (p<0,01), 95%-os szignifikancia szintet 
alapul véve a fentieken kívül a 7q33-36, 10q21, 15q21, 20p11-12 sávok deléciója, illetve a 19q13.1-q13.2 
amplifikációja ugyancsak kapcsolatba hozható volt a metasztatizáló képességgel (0,01<p<0,05). A 
szerzQk véleménye szerint a tumor progressziója során kialakuló metasztatizáló 
képesség legalább olyan mértékben a megjelenQ deléciók - feltételezhetQen tumor 
szuppresszor gén inaktivációknak - függvénye, mint amennyire a gén amplifikációk 
révén bekövetkezQ onkogén aktivációk eredménye. A CGH-val egyértelm_en kimutatott 11p13-
p14 lókusz amplifikációját az itt található CD44 génnel (11p13) hozták összefüggésbe. A gén 
alterációjának szerepét a metasztatizáló képesség kialakításában már korábban is felvetették, pontos 
funkciója azonban tisztázatlan volt: míg patkány karcinóma sejtvonalakon fokozott expressziója a 
metasztatizáló képességgel korrelált (101), addig prosztata rák sejtvonalakban metasztázis szuppresszor 
génként interpretálták (102). Humán melanoma metasztázisokon végzett vizsgálatok során a CD44 gén 
csökkent expressziójáról számoltak be (103). 

A késQbbiek során a fenti szerzQk vizsgálati anyagukat további 2 esettel kiegészítve, illetve a 
statisztikai elemzést kissé módosítva eredményeiket újra analizálták (104). ElQzQ adataikhoz képest új 
megfigyelésnek tekinthetQ, hogy a jól differenciált tumorokra a korábban ismertetett 3p, 9p 
deléción kívül az 5q deléciót is jellegzetesnek találták. Az alacsonyan differenciált tumor 
csoportban megerQsítést nyert az 1pter, 11q13, 19p, 19q és 22q karokon észlelt 
amplifikációk, illetve a 4q, 8p, 11p, 13q, 18q és 21q karokon elQforduló deléciók 
gyakoribb megjelenése. Ebben a közleményben a metasztázist nem képezQ karcinómáknál 
az 5p amplifikáció, a metasztatizáló tumoroknál pedig a 10q deléció jelentQségét 
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emelték ki. A szerzQk már korábban megfigyelték a 10q kar delécióját metasztatikus tüdQ laphám 
karcinómákban a heterozigótaság elvesztésének analízise során (105). Ezzel az eltéréssel kapcsolatban 
a 10q24-25 lókuszon található MXI1 gént prosztata rákoknál, mint tumor szuppresszor gént említették 
(106), mely a C-MYC onkogén negatív regulátorfehérjéjét kódolja (107). Összevetve fenti 
megfigyeléseiket azzal a ténnyel, hogy a C-MYC onkogén amplifikációját már korábban kimutatták fej-
nyaki laphám karcinómákban, a szerzQk felvetették, hogy az MXI1 gén elvesztésének szerepe lehet a 
metasztatizáló képesség kialakulásában (108). 

1999-ben Stafford és munkacsoportja a fej-nyaki daganatoknál megfigyelhetQ gyakori 
másodlagos tumor elQfordulás és a genetikai eltérések közötti kapcsolatot elemezte CGH-val nyert 
eredmények alapján (109). Kiindulási alapnak tekintették Slaughter és munkatársainak, még 1953-ban 
közölt hipotézisét („field of cancerisation”), mely szerint a légúti és emésztQtraktust teljes kiterjedésében 
érik karcinogén expozíciók, melyek következtében valamilyen szervrészlet daganatos elváltozása 
kialakul, de párhuzamosan egyéb területeken is kialakulhatnak elQbb prekurzor léziók, majd késQbb 
rosszindulatú daganatok (110). Ez az elmélet összhangban van Fearon és Vogelstein „többlépcsQs 
karcinogenezis” modelljével (111). CGH adataik elemzésénél szerzQk figyelembe vették Sidransky 
munkáját is, aki kimutatta, hogy bizonyos másodlagos tumorok a primer tumorral azonos klonális eredetet 
mutatnak, így feltehetQleg annak mikrometasztázisaiból fejlQdtek ki (112). Sidransky és munkatársai 
modelljüket vese tumorra alkották meg, az X kromoszóma inaktivációs vizsgálatai alapján, mely fej-nyaki 
laphám karcinómák esetén is megerQsítést nyert (113). EzekbQl kiindulva Stafford és munkatársai 19 
primer fej-nyaki daganat, illetve a tumor makroszkópos határától 1 illetve 5 cm-re a normál mukózából 
vett minta CGH analízisét elemezve leírták, hogy a normál mukózában CGH-val genomiális eltérés nem 
mutatható ki. A tumoros minták analízise során a DNS többletek (5,2/tumor) és vesztések (5,4/tumor) 
átlagos elQfordulási gyakorisága nem különbözött egymástól lényegesen, a DNS vesztések azonban a 
kromoszómák nagyobb szakaszait érintették. A leggyakoribb DNS többletet, összhangban a korábbi 
megfigyelésekkel, a 3-as kromoszóma hosszú karján találták (57%), míg a 11q amplifikáció 6 esetben 
fordult elQ (31%), ebbQl 5-ben a 11q13 régióban, az ettQl disztális kromoszóma kar deléciójával együtt 
jelent meg. Viszonylag gyakran találták amplifikáltnak a 8q23-q24.2 (33%), 8q12-13, 9q13-23 , 5p11-p13  
és 2q31-q32 (26%) régiókat. DNS vesztés leggyakrabban a 3p-n fordult elQ (68%), 10 esetben ez a teljes 
kar elvesztését jelentette. A 11-es kromoszóma hosszú karját érintQ DNS vesztéseknél (47%) a 11q23-
qter régió deléciója minden esetben megfigyelhetQ volt. SzerzQk kiemelték, hogy az 5p DNS többlet 
(egyes esetekben amplifikáció) kizárólagosan gége tumorok esetében volt detektálható. 
Ebben a közleményben említik elQször egyes genetikai eltérések tumor lokalizációval való kapcsolatát. 
Más összefüggést a CGH eredmények és a daganatok lokalizációja, metasztatizáló képessége, 
differenciáltsági foka, illetve egyéb klinikai paraméterek között nem tudtak kimutatni. Azt a leletet, hogy a 
normál mukózában CGH-val eltérés nem mutatható ki úgy értékelték, hogy a módszer alkalmatlan a 
mikrometasztázisok detektálására. Ennek okait abban látták, hogy egyrészt ezekben a vizsgálati 
anyagokban a tumor sejtek aránya nagyon alacsony lehetett, mely nem érte el azt a mennyiséget, amit 
már a CGH-val ki lehet mutatni, mivel a normál sejtek gyakorlatilag „elfedték” a daganatos sejtek 
genetikai eltéréseit, másrészt, amennyiben a genetikai léziót pontmutáció vagy kiegyensúlyozott 
transzlokáció okozta, ezeknek a detektálására eleve nem alkalmas a CGH (73). Ma ez az elképzelés a 
DOP-PCR-al kombinált CGH analízisek esetére már nem egyértelm_en tartható fenn (114). Fentieken túl 
nem hagyható figyelmen kívül a CGH érzékenysége sem, hiszen az eddigi tapasztalatok szerint 2 
megabázis kiterjedés_ léziónak legalább 50-szeres kópiaszámban kell jelen lennie, míg 10 megabázis 
esetén már 5-szörös kópiaszám változás is detektálható. A korábbi irodalom áttekintésekor 
megjegyezték, hogy az addig közölt genetikai alterációk fej-nyaki tumorokban lokalizációjukat tekintve 
hasonlóak voltak, azonban elQfordulási gyakoriságuk, - mint ahogy a fenti áttekintésembQl is kit_nik - igen 
jelentQs eltérést mutatott az egyes vizsgálati csoportokban. Ezt véleményük szerint okozhatták a CGH 
kiértékelésének különbözQségei, de megemlítették, hogy a háttérben genetikai különbözQség is állhat, 
melyet a beteg populáció eltérQ földrajzi lokalizációja magyarázhat, mivel hasonló eltérést figyeltek meg 
emlQtumorok esetében is (115,116).  

 A már fentebb részletesen ismertetett közlemények eredményeit is figyelembe véve 2000-ben 
jelent meg Bockmühl és munkatársainak 2 közleménye, melyben 113 primer daganat CGH analízisének 
eredményeit ismertették a betegek túlélési adatainak függvényében, egy olyan program segítségével, 
mely lehetQvé tette a genom minden egyes lókuszára nézve az izolált statisztikai analízist (117,118). Az 
„International system for human cytogenetic nomenclature” (ISCN) sáv nomenklatúrából indultak ki, és a 
CGH szempontjából nem értékelhetQ sávok - centroméra, heterokromatikus régiók, szatelliták, szex 
kromoszómák - kizárása után 303 sáv individuális statisztikai analízisét végezték el Kaplan-Meier analízis 
alkalmazásával. A klinikai paraméterek közül a tumor kiindulási helyét, méretét (pT), nyirokcsomó 
metasztázis meglétét (pN), hisztopathológiai differenciáltsági fokát és stádiumát vették figyelembe. A 
követési adatok közül a betegség-mentes és a betegség-specifikus túlélést figyelték, átlagosan 44 hónap 
(40-48 hónap) nyomon követési idQvel. A túlélések és a klasszikus klinikai paraméterek statisztikai 
analízise során megállapították, hogy szignifikáns hatása a túlélésre a nyirokcsomó metasztázis 
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hiányának vagy meglétének, illetve a tumor kiindulási helyét illetQen a gége vagy pharyngeális 
lokalizációnak volt: a metasztázis megléte, illetve a pharyngeális lokalizáció rossz prognózist képviseltek. 
A pT-k közül érthetQ módon a pT1 karcinómák prognózisa volt a legjobb. A pT3 daganatok azonban 
kedvezQbb prognózisúnak mutatkoztak, mint a pT2 tumorok, mely elsQ megközelítésben mindenképpen 
meglepQ. Az adatok elemzése kapcsán kiderült, hogy a vizsgálatban szereplQ pT2-es tumorok döntQ 
többsége az alapvetQen rosszabb prognózisú pharynx eredet_ karcinómák közül került ki, míg a pT3 
rákoknál a jobb indulatú gége daganatok voltak többségben. A legrosszabb prognózist a pT4 tumoroknál 
észlelték. Az említett eltérések közül a 3q21-29 és a 11q13 amplifikáció és a 8p21-22 deléció 
a nyirokcsomó metasztázisképzéshez képest is magasabb szint_ korrelációt mutatott a tumor 
recidívával és a halálozással. Kiemelték, hogy ellentétben azzal a korábbi feltételezéssel, mely 
szerint a DNS vesztéseknek van jelentQsebb szerepük a daganatos progresszió során, nagy számú 
vizsgálati mintán statisztikai elemzéssel nyert eredményeik azt mutatják, hogy a DNS többletek és 
regionális gén amplifikációk  nagyobb prognosztikai jelentQséggel bírnak.  Az elQzQekben említett három 
(3q21-29, 11q13 amplifikáció és 8p21-22 deléció), egymástól független prognosztikai jelentQséggel bíró 
genetikai elváltozás elemzésekor megállapították, hogy mivel ezek az eltérések a metasztatizáló 
képességgel is kapcsolatba hozhatók, megfontolandó volna ezen kromoszomális alterációk meglétének 
vagy hiányának kimutatása a rutinszer_ betegellátás során is. 

Bergamo és munkatársai elsQsorban primer szájüregi és ajak tumorok CGH analízisét végezték 
el, és a genetikai eltéréseket 4 éves beteg követési idQ eseményeivel összevetve elemezték (119). A 
leggyakrabban észlelt DNS többleteket a 3q (48%), 8q (42%) és 7p (32%) kromoszomális szakaszokon 
detektálták, de jelentQs számban fordult elQ az 1q21-43, 2q24-37, 6p22-25 és 18q12-23 (26%) DNS 
többlete is. Érdekes módon deléciót a 3p és 22q karokon, mindössze 2-2 tumorban figyeltek meg. Ezeket 
az eltéréseket a betegek kórtörténetével összevetve megállapították, hogy azok a betegek, akiket a 
nyomon követési idQszak alatt betegségük miatt elveszítettek, döntQ többségükben hordozták az 1-es és 
a 2-es kromoszómákon észlelt amplifikációkat, így ezeket az eltéréseket kedvezQtlen prognosztikai 
faktorként értékelték. Az amplifikált szakaszokon lokalizálódó gének között megemlítették a 3q26.3-qter 
régióban a korábban már tárgyalt LAZ3 és BCL-6 géneken kívül a PIK3CA és EVL1 onkogéneket is. A 8q 
amplifikációval kapcsolatosan a 8q24 sávon található C-MYC és PTV1 géneket említették, valamint a 
8q12-re lokalizálódó PLAG1 gént, melynek aktivációját bizonyították nyálmirigy pleiomorph adenómában 
(120). A 7p12-14 régióból az ezen a kromoszomális szakaszon lokalizálódó növekedési faktor receptorok 
(EGFR), illetve faktor-kötQ fehérjék (IGFBP1 és IGFBP3) génjeit emelték ki. A 18q amplifikációkkal 
kapcsolatosan a 18q2.3 régióban található laphám karcinóma antigént (SCCA1, squamous cell 
carcinoma antigen) tartották fontosnak, melynek transzkriptuma a vérben is detektálható tumor marker, 
továbbá felvetették annak a lehetQségét, hogy ez a fej-nyaki daganatok meglétének monitorozására is 
alkalmas lehet (121). A 6p karon észlelt DNS többletek - melyek közös átfedQ régiója a 6p23-pter volt - 
jelentQségét abban látták, hogy a DEK protoonkogén ezen a lókuszon található, mely feltételezhetQen 
lókusz specifikus DNS-kötQ fehérje, transzkripciót szabályozó és szignál transzdukciós szerepkörrel 
(122). 

Welkoborsky és munkatársai 10 metasztázist nem adó, 10 metasztázist képzQ, ezen belül 12 
oropharyngeális és 8 hypopharyngeális kiindulású primer daganat és metasztázisaik CGH analízisét 
valósították meg (123). A metasztázist nem képezQ tumorokban amplifikációkat észleltek a 10q (80%), 5p 
(70%), 3q és 20q (60%), valamint a 8q (50%) és 7p (30%) karokon. DNS vesztéseket az 5q, 9p és 14q 
karokon detektáltak 2-2 tumorban (20%), lényegesen kisebb frekvenciával, mint azt korábban már mások 
leírták. A nyirokcsomó metasztázist képezQ tumoroknál DNS többletek jelentQsebb frekvenciával az 5p, 
15q, 22q (60%), 3q, 11q13 (50%), 20p és 21q (40%) karokon fordultak elQ. DNS vesztések eléggé 
sporadikus régiókban fordultak elQ, lényegesen kisebb gyakorisággal, mint azt korábban leírták. A 
leggyakoribbnak talált amplifikáció 18q-n is mindössze az esetek 30%-ában volt jelen. CGH eredményeik 
alapján a metasztázist nem képezQ és metasztatizáló daganatok között a következQ különbségeket 
találták: az 1p és 7p amplifikáció a metasztázist nem képezQ tumorokra, míg az 1q, 11q 
és 22q amplifikáció, valamint a 18q deléció kizárólagosan a metasztázist adó 
daganatokra jellegzetes. A 8q, 10q, 20q amplifikáció fQként N0, a 15q amplifikáció pedig 
inkább N+ karcinómákban volt kimutatható, de nem kizárólagos elQfordulással. A primer 
daganatok és a metasztázisok eredményeinek összehasonlítása a következQ eredményeket adta: a 
metasztázisok leggyakrabban a 11q, 15q (70%) és az 1p és 3q (60%) amplifikációkat hordozták. Ezeken 
kívül DNS többleteket detektáltak az esetek legalább 30%-ában a 19q, 20p (50%), 5p, 10q, 17p (40%), 
8q és 18q (30%) kromoszóma szakaszokon. A DNS vesztések hasonló gyakorisággal csak a 3p és 11p 
karokon fordultak elQ. A 11p és 17p amplifikációkat csak a metasztázisokban sikerült kimutatni, s az 1p, 
8q, 11q, 18q és 19p amplifikációk is inkább a metasztázisokra voltak jellemzQek. A 21q és 22q 
kromoszomális szakaszok DNS többlete viszont csak a primer tumorban volt jelen. A primer daganatok 
és a hozzájuk tartozó metasztázisok a következQ közös eltéréseket hordozták: 22q (60%), 5p, 11q, 15q 
(40%), 3q, 10q, 20p, 21q (30%), 19p, 17q (20%) és 8q, 9q, 14q, 18q (10%) DNS többletet, valamint 3p, 



 14

5q, 11p (20%) és 13q, 18q, 19q (10%) DNS vesztést. Összességében megállapították, hogy a 
metasztázist képzQ tumorok több, CGH-val detektálható genetikai eltérést hordoznak. A szerzQk 
kiemelték továbbá, hogy a 11q13 és 22q amplifikáció és 18q deléció csak metasztázist 
képzQ tumorokban, míg a 7p amplifikáció csak metasztázist nem adó daganatokban volt 
kimutatható. A 11q13 amplifikációt a CCD1 génnel hozzák kapcsolatba. A 18q21 a DCC feltételezett 
tumor szuppresszor gént és a DPC4 gént tartalmazza, mely utóbbi transzkriptje a TGF-ß-szer_ 
szignalizációs útvonal eleme (124,125). A 22q-val kapcsolatban a 14-3-3 fehérje génje került említésre, 
mely a tirozin- és triptofán-hidroxiláz proteinkináz-dependens aktivátora, és foszfoszerin tartalmú 
fehérjékhez kötQdve mediálja a szignál transzdukciót (126).  
 Bár nem m_téti anyagot vizsgáltak Singh és munkatársai, mégis figyelemre méltó CGH 
eredményük (127). Öt fej-nyaki laphám karcinómából származó sejtvonal CGH karakterizálását követQen 
a sejteket besugarazták, és meghatározták sugárérzékenységüket. Három sejtvonal sugárérzékenynek, 
míg kettQ sugárrezisztensnek bizonyult. A 3q amplifikáció minden sejtvonalban megfigyelhetQ volt. Míg az 
5p és 14q amplifikáció valamint 3p, 4, 8p és 9p deléció minkét típusú sejtvonalban viszonylag gyakori 
volt, addig a 7p és 17q amplifikáció és az 5q, 7q és 18q deléciók kizárólag a sugár 
érzékeny sejtvonalakban fordultak elQ. A sugár érzékeny sejtvonalak összességükben több 
genetikai alterációt hordoztak a sugár rezisztensekhez képest. Ezt az összefüggést azzal magyarázták a 
szerzQk, hogy sugár érzékeny sejtekben a repair mechanizmusok sérült volta teszi lehetQvé a genetikai 
alterációk nagyobb számban való megjelenését, és ezeknek a mechanizmusoknak az elégtelen 
m_ködése felelQs azért, hogy a sugárzás által létrehozott genomiális sérülések kijavítása nem hatékony, 
így ez hamarabb vezet a sejtek pusztulásához. Ugyanakkor a szerzQk is elismerték, hogy a korlátozott 
mintaszám nem teszi lehetQvé egyértelm_ következtetések levonását, és szükségesnek tartják a sebészi 
úton nyert minták analízisét és klinikai adatokra alapozott elemzését. 
 Amint a fenti részletes irodalmi áttekintés is bizonyítja, a növekvQ számú 

tanulmány ellenére a fej-nyaki tumorok eltérQ anatómiai lokalizációjú daganatainak 

részletes molekuláris analízise továbbra is hiányosnak tekinthetQ. Indokoltak tehát azok 

a megközelítések, melyek az egyes anatómiailag közel elhelyezkedQ, de eltérQ 

progresszióval jellemezhetQ tumorok karakterisztikumait kívánják feltárni. 
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3. Célkit_zések 

 

Munkánk során célunk volt: 

 

- a tenascin termelQdésének és szöveti eloszlásának jellemzése gége és 

hypopharyngeális kiindulású karcinómák esetén immunhisztokémiai 

módszerek segítségével, annak eldöntésére törekedve, hogy kimutatható-e 

különbség az expresszióban és a szöveti eloszlás mintázatában az eltérQ 

kiindulású, de azonos klinikai stádiumú daganatokban; 

 

- a tumorok stádiumával, metasztatizáló képességével összefüggésben a 

tenascin eloszlás jellegzetességeinek leírása; 

 

- a követési adatok összevetése alapján a tenascin produkció prognosztikai 

jelentQségének elemzése a különbözQ stádiumú gége és hypopharynx rákok 

esetén; 

 

- a gége és hypopharyngeális daganatok genetikai eltéréseinek feltérképezése 

a komparatív genomiális hybridizáció módszerének alkalmazásával; 

 

- a CGH eredmények és a klinikai adatok összehasonlítása alapján a daganat 

progresszióval, illetve metasztatizálási képességgel összefüggQ genomiális 

alterációk azonosítása.  
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4. Anyagok és módszerek 
 

4.1. Immunhisztokémiai vizsgálatok 

 

4.1.1. A tenascin expresszió vizsgálatára használt szöveti minták 

 

A vizsgálatban szereplQ tumoros minták (n=58) sebészi úton kerültek eltávolításra, a 

DEOEC Fül-, Orr-, Gégészeti és Fej-Nyaksebészeti Klinikán. A daganatok kiindulási 

helyét tekintve 31 gége és 27 hypopharynx eredet_ m_téti anyagot analizáltunk. Minden 

beteg esetén preoperatív biopsziával igazolt diagnózis állt rendelkezésre, melyet a 

DEOEC Pathológiai Intézetében állapítottak meg. A vizsgált anyagok a tumorszövetbQl, 

illetve a tumor-normál szövethatárról kerültek kimetszésre. A betegek klinikai adatai, 

egészségügyi dokumentációja fenti intézetekben érhetQk el. A mintákat 8 csoportba 

soroltuk a tumor kiindulása és TNM-stádiuma alapján (1. táblázat).  

 

4.1.2. Szöveti metszetek preparálása és immunhisztokémiai reakciók kivitelezése 

 

A szövetmintákat Tissue Tek OCT Compound-ba (Miles; Ekhart, IN) ágyazva folyékony 

nitrogénben fagyasztottuk, majd további feldolgozásig –86 °C-on tároltuk. KettQs és 

hármas immunfluoreszcens jelzésekhez, 5-7 om vastag metszeteket készítettünk 

minicryostatban (Leica CM1850, Leica Microsystems Nusslock GmbH, Germany), 

alumínium fóliába csomagoltuk és -20 °C-on tároltuk. Közvetlenül felhasználás elQtt a 

metszeteket szobahQmérsékletre melegítettük. A metszeteket acetonban fixáltuk (10 

perc). A nem specifikus IgG-kötQdés blokkolására 5%-os normál humán szérumot 

alkalmaztunk (15 perc). Az immunfluoreszcens reakciókat szobahQmérsékleten 

végeztük. Valamennyi antitest hígítására és a nem kötQdött antitestek eltávolítására 

standard PBS-t (0,135M NaCl, 22mM Na2HPO4x2H2O, 5mM KH2PO4, pH:7,00) 

alkalmaztunk. Az immunreagensek jellemzQit a 2. táblázat mutatja.  
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1. táblázat 
 

A tenascin eloszlás karakterizálása során vizsgált minták klinikai, hisztológiai és 
immunhisztológiai adatai 

 

 
Eset Név Nem/ 

   Kor 

Lokalizáció TNM Hiszto- 

lógiai  

grading 

Tumor 

recidíva 

(hó)  

Túlélés  

(hó) 

 

Tumormentes 

túlélés (hó) 

Domináns  

tenascin  

mintázat 

A   B    C  

1. BC M/68 Larynx T1N0M0 I 40          * 

2. FH M/57 Larynx T1N0M0 II   33 * 

3. JB M/42 Larynx T2N0M0 II   37 * 

4. IK M/56 Larynx T2N0M0 II   32        * 

5. IS M/62 Larynx T2N0M0 I   30        * 

6. GR M/56 Larynx T2N0M0 I   24        * 

7. SF M/54 Larynx T2N2M0 II 20 + 30                * 

8. JL M/60 Larynx T3N0M0 II   25        * 

9. AF M/58 Larynx T3N0M0 III   25        * 

10. IS M/60 Larynx T3N0M0 I   24        * 

11. JJ M/52 Larynx T3N0M0 II   24        *  

12. TK M/57 Larynx T3N0M0 II-III   37        * 

13. TT M/65 Larynx T3N0M0 II   34        * 

14. JP M/55 Larynx T3N0M0 I   33        * 

15. IE M/70 Larynx T3N0M0 III   26        * 

16. JC M/42 Larynx T3N0M0 I   25        * 

17. BK M/59 Larynx T3N0M0 II 34          *  

18. LD M/42 Larynx T3N0M0 II   39        * 

19. SE M/40 Larynx  T3N1M0 II   27               * 

20. KS F /41 Larynx T3N1M0 II   38        * 

21. IJ M/58 Larynx T3N2M0 I   29               * 

22. JS M/64 Larynx T4N0M0 II   25        * 

23. AS M/53  Larynx T4N0M0 I-II   28        * 

24. OK F /53 Larynx T4N0M0 II   24               * 

25. ZP M/56 Larynx T4N0M0 III   30        * 

26. SK M/60 Larynx T4N0M0 I 9   + 14                * 

27. TM M/50 Larynx T4N0M0 I 14 + 20                * 

28. SR M/59 Larynx T4N0M0 II 12 + 22                * 

29. PA M/64 Larynx T4N0M0 II-III 18          * 

30. TB M/52 Larynx T4N1M0 II 9   + 11                *  

31. SK M/51 Larynx T4N2M0 I 8   + 13                * 

32. LH M/53 Hypopharynx T1N0M0 II   32 * 

33. LT M/50 Hypopharynx T1N1M0 II   26        * 

34. IJ M/47 Hypopharynx T1N2M0 III 14 + 21                * 

35. MV M/48 Hypopharynx T2N0M0 II   29        * 

36. SD M/40 Hypopharynx T2N1M0 II   26        * 

37. ZD M/53 Hypopharynx T2N2M0 II 19          *       

38. BR M/44 Hypopharynx T2N3M0 II-III 8   + 15                * 

39. IB M/63 Hypopharynx T3N0M0 I 12 + 18                * 

40. CK M/55 Hypopharynx T3N0M0 I 18          * 

41. TS M/52 Hypopharynx T3N1M0 I-II 6   + 9                * 

42. MS M/63 Hypopharynx T3N1M0 III   25        * 

43. SM M/45 Hypopharynx T3N1M0 II 4   + 10                * 

44. IV M/48 Hypopharynx T3N2M0 II   24               * 

45. AK M/50 Hypopharynx T3N2M0 I-II 16                 * 

46. JD M/46  Hypopharynx T4N0M0 III   26       * 

47. GF M/50 Hypopharynx T4N0M0 II 16          * 

48. LB M/42 Hypopharynx T4N0M0 II 8   + 14                * 

49. RK M/58 Hypopharynx T4N0M0 II-III 2                 * 

50. ZL M/51 Hypopharynx T4N1M0 II   29               * 

51. BF M/49 Hypopharynx T4N1M0 I-II   30        * 

52. MK F /43 Hypopharynx T4N1M0 II 15                 * 

53. MP M/44 Hypopharynx T4N1M0 II 9   + 13                * 

54. GZ M/52 Hypopharynx T4N2M0 II   25               * 

55. LR M/49 Hypopharynx T4N2M0 I 12                 * 

56. MN M/50 Hypopharynx T4N2M0 II-III 9   + 15                * 

57. DK M/51 Hypopharynx T4N3M0 III 17                 * 

58. AR M/60 Hypopharynx T4N3M0 I 3   + 8                * 

A: Tenascin a tumor inváziós zóna határán                 (Halálozás: +)   

B: Tumor sejt szigetek a bQséges tenascin festQdést mutató kötQszövetbe ágyazva 

C: Intratumorális tenascin depozició, a tumoros erekkel kapcsoltan 
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2. táblázat 
 

A felhasznált primer immunreagensek 
 

Megnevezés  
 

Forrás  Specifitás Reaktivitás 

Anti-cytokeratin 
(poliklonális, nyúl) 
 

DAKO Co., 
Carpinteria,CA 

humán keratin, 56 
és  
64 kD méret 

Epitheliális 
sejtek 
 

Anti-tenascin 
(monoklonális, 
egér) 
 

DAKO Co., 
Carpinteria,CA 

humán tenascin, 
tenascint termelQ 
sejtek 

Extracelluláris 
matrix 

CD-34 
(monoklonális, 
egér) 
 
 

Becton-Dickinson, 
Mountain View,CA 

humán progenitor 
sejt 
transzmembrán 
glycoprotein, 105-tQl 
120 kD méretig 

Haemopoetikus 
progenitor 
sejtek és 
kapilláris 
endothel sejtek 

Ki-67  
(monoklonális, 
egér) 

Immunotech S.A., 
Marseilles, France 

osztódáskor 
detektálható 345 és 
395 kD méret_ 
nukleáris antigének  

G1, S, G2 és M 
fázisban lévQ 
sejtek 
  

 

 

4.1.3. KettQs immunfluoreszcens reakciók 

 

KettQs immunfluoreszcens jelzést alkalmazva párhuzamosan detektáltuk az alábbi 

szöveti komponenseket: 

 a./ tenascint és cytokeratint (utóbbi epitheliális sejtmarker fehérje), 

b./ cytokeratint és proliferáló sejteket (utóbbit Ki-67 monoklonális antitesttel, 

mely osztódó sejtek magantigénjét ismeri fel).  

Kombinált tenascin és cytokeratin jelzésre a szöveti metszeteket egérben termelt 

humán-tenascinra specifikus monoklonális antitesttel (Dako; Carpinteria, CA, 1:200-as 

hígítás) inkubáltuk (1 óra), majd nyúlban termelt humán-pancytokeratin elleni 

immunszérumot (Dako; Glostrup, Denmark) alkalmaztunk (1:100-as hígításban, 1 óra). 

A tenascin ellenes antitestek kötQdését biotinált anti-egér-IgG hozzáadását követQen 

(Vector Laboratories; Burlingame, CA, 1:250-es hígítás, 30 perc) Texas Red 

streptavidinnel (Amersham; Little Chalfont, UK, és 1:40-es hígítás, 45 perc) tettük 

láthatóvá. A cytokeratin ellenes antitestek detektálását FITC-el jelzett kecske anti-nyúl- 

IgG (Sigma; St. Louis, MO, 1:40-es hígítás 45 perc) alkalmazásával valósítottuk meg. 

A cytokeratin és az osztódó sejtek párhuzamos detektálása során a tenascin 

ellenes antitestet Ki-67 monoklonális antitesttel (Dako; Glostrup, Denmark) 
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helyettesítettük 1:100-as hígításban, 30 perces inkubálást alkalmazva. A reakció 

további kivitelezése a fent leírtakkal azonos módon zajlott.  

 

4.1.4. Hármas immunfluoreszcens reakciók 

 

Hármas immunhisztokémiai reakcióval az alábbi komponenseket mutattuk ki, a 

reakciókat párhuzamosan, illetve egymást követQen, egy szöveti metszeten végezve: 

 

a./ tenascint, cytokeratint és CD-34-et (utóbbi az endotheliális sejtek markere), 

b./ cytokeratint, CD-34-et és osztódó sejteket ( Ki-67 monoklonális antitesttel). 

 

 A tenascin, cytokeratin és CD-34 detektálására a metszeteket 1:200-as hígítású, 

egérben termelt anti-humán-tenascin és 1:100-as hígítású nyúlban termelt anti-humán-

pancytokeratin antitest, illetve immunszérum keverékével inkubáltuk 1 órán át. Ezt 

követQen a tenascin megjelenítésére 1:250-es hígítású biotinált egér-specifikus IgG-t 

alkalmaztunk (30 perc), majd 1:80-as hígítású AMCA-avidinnel (Vector Laboratories; 

Burlingame, CA, 45 perc) reagáltattuk. A cytokeratint FITC-el konjugált nyúl-specifikus 

IgG-vel (1:40-es hígítás, 30 perc) vizualizáltuk. A CD-34 ellenes reakció kivitelezése 

elQtt, a CD-34 ellenes monoklonális antitest nem specifikus kötQdésének megelQzésére 

30 percre normál egér-szérumban inkubáltuk a metszetet (1:200-as hígítás), majd 1:2-

es hígítású phycoerythrinnel konjugált anti-CD-34 antitestet (Becton Dickinson; 

Mountain View, CA) alkalmaztunk (45 perc).  

A cytokeratin, Ki-67 és CD-34 detektálása során az egyetlen különbség az anti-

humán tenascin reagens Ki-67 monoklonális antitesttel (DAKO; Glostrup, Denmark) 

történQ helyettesítése volt, 1:100-as hígításban. 

 

4.1.5. Immunhisztokémiai kontroll reakciók  

 

A kettQs és hármas immunfluoreszcens jelölések specificitásának ellenQrzése 

érdekében, az aspecifikus keresztreakciók lehetQségének kizárására, az összes 

alkalmazott antitest esetében elvégeztük a következQ reakciókat: 

 

- a primer antitesteket a velük nem reagáló másodlagos antitestekkel 
reagáltattuk; 

- a primer antitesteket reagáltattuk az összes másodlagos antitesttel; 
- a primer antitesteket azonos hígítású normál nyúl- és egérszérummal 

helyettesítve a reakciókat elvégeztük az összes másodlagos antitest 
alkalmazásával is. 
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4.1.6. Immunhisztokémiai jelzések analízise és dokumentációja 

  
A szöveti metszeteket a reakciók kivitelezése után PBS-glycerol 1:1 arányú keverékével 

fedtük le. Az immunreakciók értékelésére FITC, Texas Red/phycoerythrin és AMCA 

jelzésekre szelektív gerjesztési és emissziós filterekkel ellátott Axioplan fluoreszcens 

mikroszkópot (Zeiss; Oberkochen, Germany) alkalmaztunk. A digitális felvételek 

feldolgozása és rögzítése ISIS 3 software (Metasystems Inc. Altlussheim, Germany) 

segítségével történt. Tárolásuk CD-lemezeken történt. A színes mikroszkópos felvételek 

dokumentálására Digital Palette CI3000S (Polaroid Co., Cambridge, MA) filmet 

használtunk. 

 

4.1.7. A klinikai és immunhisztokémiai adatok összehasonlító analízise 

 

A klinikai és a tenascin eloszlásra vonatkozó immunhisztokémiai adatokat az 1. 

táblázatban foglaltuk össze a TNM stádium beosztás függvényében. A táblázatban 

feltüntettük továbbá a recidíva és halálozási adatokat is. A tenascin eloszlás részletes 

elemzésének adatait a 3. és 4. táblázat segítségével mutatjuk be. A statisztikai analízis 

során F-próbát alkalmaztunk. 

 

4.1.8. A fibrin depozíció vizsgálata laryngeális és hypopharyngeális tumorokban 

 

A fent részletezett tumorminták egy részében elvégeztük a fibrin depozíció vizsgálatát is 

immunhisztokémiai módszerekkel. A reakciók kivitelezése a fentiekkel analóg módon 

zajlott, anti-fibrinogén/fibrin, anti-fibrin, valamint a FXIIIA-pozitív fagocitáló makrofágok 

elleni KiM7 antitestek használatával. Mivel ezen vizsgálatokról dr. Bárdos Helga, " A 

tumor matrix átépülése a tumor progresszió és metasztázis képzQdés során" cím_ 

Egyetemi Doktori (Ph.D.) Téziseiben részletesen beszámolt, jelen munkánk csak a 

releváns eredmények rövid összefoglalását tartalmazza a megfelelQ fejezetekben.  

 

 

4.2. Komparatív genomiális hibridizáció (CGH)  

 

4.2.1.  CGH analízis során vizsgált minták  

 

CGH-val 23 fej-nyaki tumort analizáltunk. A feldolgozott minták a DEOEC Fül-, Orr-, 

Gégészeti és Fej-Nyaksebészeti Klinika, valamint a SOTE Fül-, Orr-, Gégészeti és Fej-
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Nyaksebészeti Klinika m_téti anyagából származtak. 14 minta gégébQl kiinduló primer 

tumorból származott, míg 9 esetben hypopharyngeális eredet_ daganatból nyertünk 

vizsgálati anyagot. Hasonlóan korábbi vizsgálatunkhoz elQzetesen preoperatív 

biopsziával pathológiailag igazolt diagnózis állt rendelkezésre a laphám karcinóma 

jelenlétérQl. A minták kimetszése olyan módon történt, hogy a lehetQségekhez képest a 

nem tumoros sejtek „kontaminációja” minimális legyen. A betegek klinikai adatait 

tartalmazó egészségügyi dokumentáció a fenti intézetekben érhetQ el. A daganatok 

csoportosítása a kiindulási hely, a TNM stádium figyelembevételével történt (5. 

táblázat). Fenti vizsgálatok a DEOEC Etikai Bizottságának jóváhagyásával valósultak 
meg. 
 
 

4.2.2. DNS preparálás és CGH hibridizáció 

 
A tumor mintákat a sebészi kimetszést követQen –80 ºC-on tároltuk. A DNS 

extrakcióhoz 6 és 30 µm vastagságú metszeteket készítettünk. A 6 µm-es metszetek 

hagyományos haematoxylin-eosin festéssel kerültek morfológiai feldolgozásra. Azon 

minták 30 µm-es párja került CGH-hoz felhasználásra, melyekben legalább 70% volt a 

tumorsejtek aránya.  

A DNS hibridizációt Kallioniemi és munkatársai által leírt módon végeztük, kisebb 

módosításokkal (73,74,128). A módszer elvét röviden az 1. ábra szemlélteti.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.ábra A komparatív genomiális hibridizáció sémás ábrája  

 

Tumor és normál (egészséges egyén perifériás vérének mononukleáris sejtjeibQl) 

DNS-t fenol:kloroform:izo-amilalkohol (PCI, 26:25:1) oldattal extraháltunk proteináz-K 

referencia DNS 

piros fluoreszcencia 

tumor DNS 

zöld fluoreszcencia 

TARGET DNS 

normál kromoszóma 

preparátum 

hibridizációs elegy 
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kezelést követQen, standard protokoll alapján (128). A DNS minták koncentrációját 

fluorimetriás módszerrel határoztuk meg. A tumor és normál DNS-t nick-transzlációval, 

direkt jelzett d-UTP-vel megjelöltük a gyártó (Vysis Inc. Downers Grove, IL USA) 

protokollja alapján. A tumor DNS jelzése zölden fluoreszkáló SpectrumGreen-12-dUTP-

vel, a normál DNS jelzése pedig vörösen fluoreszkáló SpectrumRed-5-dUTP-vel történt. 

A kísérleti körülményeket úgy állítottuk be, hogy a jelzett DNS fragmentumok hossza 

300 és 2000 bázispár között legyen.  

A 200-200 ng jelzett tumor és normál DNS-t, valamint 20 og jelöletlen humán 

Cot-1 DNS-t (GIBCO) tartalmazó DNS keveréket 1 térfogat 0,3 M nátrium-acetáttal (pH: 

5,3) és 100% hideg etanollal kicsaptuk. A DNS-t levegQn megszárítottuk és 10 ol 

hibridizációs oldatban (50% formamid, 10% dextrán-szulfát, és 2 X SSC (1 X SSC: 0,15 

M NaCl, 0,015 Na-citrát, pH: 7,0)) feloldottuk. A hibridizációs elegyet 73 flC-on 5 percig 

denaturáltuk, majd 37 flC-on 30 percig állni hagytuk (preannealing lépés). A normál 

humán kromoszómákat tartalmazó CGH lemezeket (Vysis Inc.) 73 flC-on 3-5 percig 

denaturáltuk, majd emelkedQ koncentrációjú etanol sorban (70%, 85%, 100%) 

dehidráltuk. A hibridizációs elegyet tárgylemezre cseppentettük és légmentesen 

lezártuk. A hibridizáció 37 flC-on 72 órán át nedves kamrában történt. A hibridizációs 

lemezekrQl a nem hibridizálódott DNS-t az alábbiak szerint távolítottuk el: a lemezeket 

három egymást követQ lépésben hibridizációs mosófolyadékban (50% formamid, 2 X 

SSC, pH: 7,0), majd kétszer 2 X SSC-ben (pH: 7,0, 45 flC), ezt követQen egyszer 2 X 

SSC-ben és kétszer PN pufferben (0,1 M NaH2PO4, 0,2 M Na2HPO4, Nonidet P40, pH: 

8,0, szobahQmérséklet, 10 perc) mostuk, majd a lemezeket ultratiszta vízben 

leöblítettük és levegQn megszárítottuk. A preparátumokat anti-fade oldatban (Vysis Inc.) 

oldott 0,15 og/ml 4,6-diamino-2-fenilindollal (DAPI) festettük. Kísérleti szériánként egy 

negatív (különbözQ jelzés_ normál-normál DNS) és egy pozitív kontroll 

(SpectrumGreen-dUTP-jelzett citogenetikailag részletesen jellemzett MPE-600 

emlQtumor sejtvonal) preparátumot használtunk a CGH eredmények validitásának 

ellenQrzésére. 

 

4.2.3. Digitális képanalízis 

 

A CGH hibridizáció értékelésére Zeiss Axioplan fluoreszcens mikroszkóphoz (Carl 

Zeiss, Jena, Németország) kapcsolt számítógép-vezérelt kvantitatív képfeldolgozó 

rendszert alkalmaztunk (ISIS, Metasystem GmbH, Altlussheim, Németország). A 

fluoreszcens képek rögzítése (mintánként 8-10 metafázis) monokróm CCD kamerával 
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történt (Compulog, IMAC-CCD-230, 8 bit felbontás, Metasystem GmbH). Minden 

metafázisról 3 fekete-fehér fluoreszcens képet rögzítettünk. A kék fluoreszcencia a 

kromoszómák azonosítására szolgált (DAPI festés), a zöld fluoreszcencia a 

hibridizálódott tumor DNS-tQl, míg a piros fluoreszcencia a hibridizálódott normál DNS-

tQl származott. Automatikus háttérkorrekciót követQen megszerkesztettük a 

kromoszómák kariogramját a DAPI festés alapján. A kromoszomális eltérések 

meghatározása a zöld/vörös fluoreszcencia intenzitás hányadosok aránya alapján 

történt a kromoszóma preparátumokon, automatikusan minden metafázisra 

vonatkoztatva. Az egyes metafázisokra vonatkozó kromoszóma profilokat átlagolva az 

adott tumorra jellemzQ átlag eltérések térképét kaptuk meg. DNS többletként definiáltuk 

azokat az eltéréseket, melyeknél a zöld/vörös fluoreszcencia intenzitás arány 

meghaladta az 1,15-ot. DNS vesztésként határoztuk meg azokat az alterációkat, 

melyeknél ez az arány 0,85 alatti értéknek adódott. Ezeket az ún. diagnosztikai háttér 

értékeket normál-normál hibridizációk átlagértékeibQl határoztuk meg. Tekintettel arra, 

hogy a Cot-1 DNS hatékonyan blokkolja a kromoszómák centroméra közeli 

heterokromatin régióit, ezeket a kromoszomális szakaszokat a CGH analízis során nem 

értékeltük. 
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5. Eredmények  
 

5.1. Az immunhisztokémiai vizsgálatok során elemzett daganatok klinikai adatai 

 

Vizsgálati anyagunkban a gége tumor miatt kezelt betegek átlagos életkora 55 év, míg 

a hypopharynx daganatos betegek esetén ez 50 év volt. Ez a különbség statisztikailag 

nem volt szignifikáns (F=0,1). A daganat eltávolítása után az átlagos követési idQ sem 

különbözött statisztikailag szignifikáns módon a két csoportban (F=3,8). A hypopharynx 

karcinómával sújtott betegcsoportot a gége tumorral kezelt betegcsoporthoz viszonyítva 

jelentQsen fokozott metasztatizálási hajlam, gyakoribb és korábban jelentkezQ recidív 

tumor képzQdés és ezek következtében emelkedett daganatos halálozás jellemezte. A 

tumormentes túlélés a hypopharynx karcinómás betegcsoport esetén szignifikánsan 

rövidebb (F=4,55) volt a gége tumoros betegcsoporthoz képest (3. táblázat).  

 

3. táblázat 
 

A klinikai követés adatai 
 

 Laryngeális tumorok Hypopharyngeális 
tumorok 

Átlagos követési idQ 
(hónap) 

31,5 (24-41) 25,7 (24-32) 

Átlagos tumormentes 
túlélés (hónap) 

29,5 (24-39) 27,2 (24-32) 

Átlagos tumor recidíva 
(hónap) 

18,2 (8-40) 11,0 (2-19) 

 

 

A sebészi beavatkozáskor észlelt nyaki nyirokcsomó metasztázisok elQfordulási 

aránya, a m_tét után észlelt recidívák arányával egyetemben, jelentQsen magasabb volt 

a hypopharynx daganatos csoportban (4. táblázat). A tanulmányozott betegcsoportban 

összesen 15 daganatos halálozást regisztráltunk a követési idQszak alatt, melynek 

megoszlása az alábbiak szerint alakult: gége tumorral összefüggQ halálozást 6 beteg, 

hypopharynx daganat miatti halálozást 9 beteg esetében regisztráltunk.  
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5.2. A tenascin eloszlás jellegzetességei gége és hypopharynx 

daganatokban 

 
Az összes vizsgált metszetben sikerült kimutatni a tenascin jelenlétét, de mind az 

intenzitásban, mind az eloszlásban jelentQs különbségeket figyeltünk meg. A tenascin 

jelölést valamennyi mintában cytokeratin festéssel kombináltuk, mely az epitheliális 

sejteket jelölte, így a tenascin és az epitheliális/tumoros sejtek viszonya jól 

megfigyelhetQ volt. Mind a gége, mind a hypopharynx szövettanilag normál, nem-

tumoros részében a tenascin szinte kizárólag a felszíni epithélium bazális 

membránjával kapcsoltan volt kimutatható (2A ábra). Sem a kötQszövetben, sem az 

erek falában nem volt tenascin jelölQdés, és az epitheliális sejtek is negatívnak 

bizonyultak. 

A normál hám és a proliferatív tumoros epithélium határán kifejezett strómális 

tenascin jelölést figyeltünk meg az epithélium alatt (2B ábra). A sávszer_, folytonos 

bazális membránt tenascinban gazdag zóna váltotta fel a szubepitheliális 

kötQszövetben. Ilyen típusú eloszlást korai stádiumú (T1-2N0) laryngeális tumor 

mintákban és igen korai (T1N0) hypopharynx daganatokban figyeltünk meg. ]Ezt a 

tenascin eloszlást "A" típusként jelöltük a táblázatokban._ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. ábra  
 

A. KettQs immunfluoreszcens reakció a gége tumormentes részén a tenascin (Texas Red) és a
cytokeratin (FITC) kimutatására. A tenascin a bazális membrán mentén látható. (350x)  B. Tenascin és
cytokeratin kimutatása a tumoros és ép epitélium határán tumoros gégébQl származó metszeten. Jól
erzékelhetQ a tenascin mennyiségének növekedése. (350x)  C. KettQs immunfluoreszcens reakció a
cytokeratin (FITC) és osztódó sejtek magjának kimutatására (Ki-67), gégetumorban. Számos
oszlásban lévQ sejt detektálható az inváziós front területén. (700x) 

CA B 
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A tumor progresszió késQbbi szakaszaiban a strómával szoros kontaktusban 

számos osztódó sejtet tudtunk kimutatni Ki-67 jelzéssel (2C ábra), valamint kifejezetten 

fokozott tenascin produkciót találtunk a daganat és normál szövet határán. A cytokeratin 

pozitív sejtek területén nem volt tenascin jelölés megfigyelhetQ (3A ábra). Ilyen 

mintázatot fQként T2-T3 stádiumú gége tumorokban, és ritkábban T2 stádiumú 

hypopharynx daganatokban észleltünk. ]A táblázatokban ezt az eloszlási mintázatot "B" 

típusként jeleztük._ 

A tumoros progresszió elQrehaladott stádiumaiban a daganattal határos stróma 

területeken észlelhetQ tenascin akkumuláción kívül finom trabekulákban, és gy_r_szer_, 

5-20 om-es átmérQj_ struktúrákban is megjelent a tenascin (3B ábra). A 

preparátumokban intenzív strómális tenascin jelölQdés volt észlelhetQ, a malignus sejt-

fészkek, -szigetek a kötQszövet strómális elemeivel nagyfokban összekeveredtek, de 

maguk a tumorsejtek nem rendelkeztek tenascin immunreaktivitással. Az osztódó sejtek 

nem csupán a tumor perifériás területein, hanem a tumor fészkeken belül is 

kimutathatók voltak. Ilyen tenascin eloszlást csak igen elQrehaladott, metasztatizáló 

gége (T4) és hypopharynx (T3-T4) tumorokban láttunk. ]Ezt a tenascin megjelenést "C" 

típusként jelöltük a táblázatokban._ 

 

 

3. ábra 
 

A. KettQs immunfluoreszcens reakció elQrehaladott stádiumú gégetumoros mintán a tenascin (Texas
Red) és a cytokeratin (FITC) kimutatására. Kifejezetten fokozott a tenascin depozíció az inváziós
front területén. (350x) B. KettQs immunfluoreszcens reakció tenascin (Texas Red) és cytokeratin
(FITC) kimutatására, hypopharynx karcinómában. Az inváziós front területén kívül is detektálható
tenascin, finom trabekuláris szerkezetben, gy_r_szer_ struktúrákban. (350x) C. Hármas
immunfluoreszcens reakció tenascin (AMCA), cytokeratin (FITC) és CD-34 (phycoerythrin)
kimutatására, hypopharyngeális daganatban. Jól látható az érfal környezetében detektálható tenascin
lerakódás. (1400x) D. Hármas immunfluoreszcens reakció Ki-67 (AMCA), cytokeratin (FITC) és CD-
34 (phycoerythrin) kimutatására, hypopharyngeális daganatban. Az érfal közvetlen
szomszédságában számos (Ki-67 pozitivitást mutató) osztódó sejtmag észlelhetQ. (1400x) 

A B 

C D 
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4. táblázat  
 

A. Tenascin mintázat metasztatizáló, recidívát illetve tumoros halált okozó tumorokban 
 

  Laryngeális 
minták 

  Hypopharyngeális 
minták 

 

Domináns tenascin 
eloszlás 

A B C A B    C 

Metasztázis képzés 0/6 1/6 5/6 0/19 5/19 14/19 
Recidíva 0/9 3/9 6/9 0/17 3/17 14/17 

Tumoros halálozás 0/6 0/6 6/6 0/9 0/9   9/9 
Metasztázisok aránya  6/31   19/27  

Recidívák aránya  9/31   17/27  
Tumoros halálozások  6/31   9/27  

(A feltüntetett tenascin eloszlást mutató minták száma/ az összes metasztázist, recidívát, 
tumoros halálozást okozó tumorok száma) 

 
 

B. Tenascin eloszlás a T stádiumok függvényében 
 

  Laryngeális 
minták 

  Hypopharynge-
ális minták 

 

Domináns 
tenascin mintázat 

A B   C        A B    C 

T1 
T2 

1/2 
1/5 

1/2 
3/5 

 0/2 
 1/5 

     1/3
     0/4

1/3 
3/4 

  1/3 
  1/4 

T3 
T4 

0/14 
0/10 

12/14 
4/10 

2/14 
6/10 

     0/7
   0/13

2/7 
3/13 

  5/7 
10/13 

 (A domináns mintázatot mutató minták száma/ összes megfelelQ T stádiumú minták száma)  

 
 

C. A metasztatizálás, recidíva képzés és tumoros halálozás relatív gyakorisága a 
tenascin mintázat függvényében 

        
  Laryngeális 

minták 
  Hypopharyn-

geális minták 
 

Domináns 
tenascin mintázat 

       A B   C A B    C 

 
Metasztatizálás 

 
      0/2 

 
1/20 

 
5/9 

     
0/1 

 
5/9 

 
14/17 

Recidíva       0/2 3/20 6/9 0/1 3/9 14/17 
Tumoros 
halálozás 

      0/2 0/20 6/9 0/1 0/9   9/17 

(Metasztatizáló/recidivát/halálozást okozó tumorok száma/ a feltüntetett mintázatot mutató 

tumorok összes száma)          

 

A cytokeratin, tenascin és CD-34 együttes kimutatására alkalmazott hármas 

immunfluoreszcens reakció segítségével egyértelm_en bebizonyítottuk, hogy a 
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gy_r_szer_ struktúrák, melyek intenzív TN jelölést mutattak, CD-34 pozitív endotheliális 

sejteket vesznek körül (3C ábra). A cytokeratin, Ki-67 és CD-34 együttes kimutatására 

alkalmazott hármas immunfluoreszcens jelöléssel igazolható volt, hogy az ereket 

nagyszámú proliferáló sejt övezte (3D ábra). Ez a megfigyelés csak a tumor progresszió 

végsQ szakaszaira volt jellemzQ, döntQen hypopharynx tumorokban jelentkezett és 

szoros korrelációt mutatott a metasztatizáló képességgel, korai recidívával és a 

daganatos halálozással (4. táblázat). Azon betegeink mintáiban, akiket a követés alatt 

elveszítettünk a tumoros folyamat következtében, szinte kizárólag ilyen tenascin 

eloszlást észleltünk. Hasonló tenascin eloszlást gége tumorokban csak igen 

elQrehaladott esetekben figyeltünk meg. 

 

5.3. A fibrin depozíció sajátosságai gége és hypopharynx daganatokban 

 

25 laryngeális és 9 hypopharyngeális daganatból származó preparátumon történt meg a 

fibrin depozíció kimutatása. Minden általunk vizsgált metszetben észlelhetQ volt a fibrin 

depozíció, döntQen a tumorsejtfészkek közötti és körüli kötQszövetes alapállomány 

területén akkumulálódva. 4 hypopharyngeális és 4 laryngeális mintában a fibrin 

intratumorálisan, ér-asszociált formában volt kimutatható. A fibrin depozíció területén 

nagy számban kerültek kimutatásra a KiM7 antitest használatával a Faktor XIIIA-pozitív, 

fagocitáló makrofágok.  

 

5.4. CGH-val kimutatható kromoszomális eltérések gége tumorokban 

 

Molekuláris genetikai vizsgálataink célja az eltérQ prognózisú gége és hypopharynx 

tumorok kromoszomális eltéréseinek feltérképezése és ezen eltérések 

összehasonlítása volt.  

A hisztopathológiai és klinikai adatok összesítését, valamint az eltérések 

kromoszomális lokalizációját az 5. táblázat tartalmazza. A CGH-val analizált mintákban 

a gégetumorok 14%-a adott metasztázist, a hypopharynx daganatok ennél lényegesen 

agresszívabbnak bizonyultak, 66%-ban metasztatizáltak. Kísérleteink során összesen 

14 gége tumort analizáltunk. Egy reprezentatív CGH mikroszkópos felvételét és 

analízisének eredményét mutatja be a 4. ábra.   
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4. ábra 
 

A: Fej-nyaki tumor CGH eredményének mikroszkópos felvétele. A zöld színben felt_nQ kromoszóma régiók 
a tumorban relatív DNS többlettel rendelkezQ szekvenciákat reprezentálják (a zöld nyíl egy DNS többletet 
mutató kromoszómakart jelöl); a vörös szakaszok a tumorban DNS vesztést mutató lókuszokat 
reprezentálják (a piros nyíl egy ilyen kromoszóma karra mutat). Az eltérést nem mutató kromoszómák a 
piros és zöld színek keveredése miatt narancssárga színben t_nnek fel (narancssárga nyíl). B: CGH profil. 
A kromoszóma ideogramok mellett a zöld és a vörös fluoreszcencia arányának átlagát ábrázoltuk a 
kromoszóma hosszának függvényében, a középsQ függQleges vonal az 1:1 zöld/vörös aránynak felel meg. 
Azokon a szekvenciákon, ahol a relatív DNS többlet/vesztés mértéke meghaladta a küszöbértéket (a 
középsQ függQleges vonaltól jobbra/balra esQ, azzal párhuzamos vonalak) DNS kópiaszám változásról 
beszélünk, amit az adott szakaszok mellett megjelenQ színes vonalak jeleznek (piros vonal DNS vesztés, 
zöld vonal DNS többlet). A kromoszóma profilok alatt az elsQ szám az adott kromoszómát, a második az 
átlagolt kromoszómák számát jelenti. 

 

A módszerrel a tumor genomban észlelhetQ relatív DNS hiányokat (deléciókat) 

és DNS többleteket (bizonyos estekben DNS amplifikációkat) térképeztük fel 

kromoszomális szinten. Az eredményeket az 5. ábrán összegeztük. A sávozott 

kromoszómák jobb oldalán a tumor genomban CGH-val kimutatott DNS többleteket, 

míg a bal oldalon a hiányokat tüntettük fel. 

 

 

 

 

 

 

A B



 

5. ábra: CGH-val detektált kromoszomális eltérések gége tumorokban. A kromoszómák jobb oldalán a DNS többletek,  
bal oldalán a DNS vesztések vannak feltüntetve. Az egyes eltéréseket megjelenítQ vonalakhoz rendelve a tumorok azonosító
számát is feltüntettük. 
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 A vonalak feletti számok az adott tumor sorszámát jelzik. A CGH-val leggyakrabban 

észlelt genetikai eltéréseket a 6. táblázat foglalja össze.  

 

6. táblázat 
 

A CGH-val az egyes kromoszóma karokon észlelt gyakoribb genomiális alterációk 
elQfordulási gyakorisága laryngeális és hypopharyngeális karcinómák esetén 

 

Aberráció 
tipusa 

Kromoszóma 
Kar  

Laryngeális 
tumorok 

száma/össz. 

 
Frekvencia 

Hypopharyngeális 
tumorok 

száma/össz. 
 

 
Frekvencia 

DNS többlet 2q 2/14 14% 0/9 0% 

 3q 8/14 57% 7/9 77% 

 5p 3/14 21% 1/9 11% 

 7q 1/14 7% 2/9 22% 

 8q 8/14 57% 0/9 0% 

 9p 3/14 21% 0/9 0% 

 11q 7/14 50% 3/9 33% 

 12p 
 

1/14 7% 2/9 22% 

DNS hiány 1p 0/14 0% 2/9 22% 

 2q 1/14 7% 2/9 22% 

 3p 6/14 43% 6/9 66% 

 4p 1/14 7% 1/9 11% 

 7q 1/14 7% 2/9 22% 

 8p 3/14 21% 0/9 0% 

 9p 2/14 14% 3/9 33% 

 11q 6/14 43% 1/9 11% 

 18q 2/14 14% 3/9 33% 

 

A CGH eltérések kromoszomális lokalizációját az 5. táblázat mutatja. A 

kromoszomális alterációk átlagos száma 5,36-nak adódott, ami tumoronként változó 

számban jelentkezett az 1-10 eltérés/tumor tartományban. A kromoszomális 

szakaszokon kimutatható DNS többlet gyakoribb volt, mint azok hiánya. A DNS 

többletek átlagos száma tumoronként 3,07 (tartomány: 1-7 ), a DNS vesztések átlagos 

száma 2,14 (tartomány 0-7) volt. A 6-os, 15-ös, 19-es, 20-as és 21-es kromoszómák 

kivételével valamennyi kromoszómán detektáltunk eltéréseket, azonban jelentQsen 
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eltérQ frekvenciával. A leggyakoribb a 3-as és 8-as kromoszóma hosszú karját érintQ 

DNS többlet volt (8 eset), mindkét kromoszomális kar alterációja 57%-os gyakorisággal 

fordult  elQ.  A  3q  kar  amplifikációja  a  rövid  kar  teljes  hiányával  társult  2  esetben 

(14%). Az egyik ilyen hibridizáció eredményét szemlélteti a 6. ábra. A 8-as 

kromoszómára vonatkozóan ilyen CGH-profil csak egy tumornál volt megfigyelhetQ 

(7%). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. ábra 

Gége tumorok jellegzetes CGH hibridizációja. A. A 8-as és 11-es kromoszómákon 
(fehér nyíl) a zölden fluoreszkáló sáv lokális amplifikációra, míg a 3-as kromoszóma 
hosszúkarjának zöld fluoreszcenciája a teljes karra kiterjedQ DNS többletre (zöld 
nyíl), a piros jelölQdése a rövidkart érintQ DNS hiányra (piros nyíl) utal. B. A 3-as 
kromoszóma CGH hibridizációja a homológ kromoszómák azonos festQdését 
mutatja, a kromoszómák mellett jobb ill. bal oldalon a zöld-piros fluoreszcencia 
intenzitás arányok láthatók. C. A sávozott 3-as kromoszóma mellett az átlagolt 
kromoszóma profil van feltüntetve, alatta a kromoszóma azonosító száma, mellette 
az átlagolt kromoszómák száma látható. 

 

A második leggyakoribb eltérés a 11-es kromoszóma hosszú karjára lokalizálódó 

DNS többlet volt (50%), a legkisebb közös eltérés ezen a karon a 11q13 lókusz 

regionális amplifikációja volt. Ezen esetek kétharmadában a DNS többlet a 11q14-qter 

deléciójával társult. DNS többletet figyeltünk meg továbbá három tumorban az 5p és 9p 

(21%), valamint 2 tumorban (14%) a 2q és 7p karokon. Az 1q, 7q, 12p, 12q, 13q, 14q, 

17p, 17q, 18p, 18q karok DNS többleteit csak 1-1 tumor esetén (7%) sikerült 

detektálnunk. 

A 

B C

A 

B C
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 A 3-as kromoszóma rövid és a 11-es kromoszóma hosszú karján észleltünk a 

leggyakrabban deléciót (6-6 eset, 43%). Az utóbbi esetben a legkisebb közös régió a 

11q23-11qter sávokat érintette. A 8-as kromoszóma rövid karján 3 esetben (21%) 

találtunk DNS vesztést. Hasonló eltérés mutatkozott az 5q, 9p és 18q (2 eset, 14%) 

szakaszon, míg a 2q, 4p, 7q, 10q, 12q, 16p, 16q, 17p és a 22q kromoszóma karokon 1-

1 tumorban detektáltunk deléciót.  

 

5.5. CGH-val kimutatható kromoszomális eltérések hypopharynx tumorokban  

 

CGH-val összesen 9 hypopharynx tumort analizáltunk, melyek közül 6 adott 

metasztázist (66%). Az eredményeket a 7. ábra, valamint az 5. táblázat mutatja. 

Valamennyi, ebbe a csoportba tartozó tumorban észleltünk genetikai eltérést legalább 

egy kromoszomális régióban. A sávozott kromoszómák jobb oldalán a tumor genomban 

CGH-val kimutatott DNS többleteket, míg a bal oldalon a DNS hiányokat tüntettük fel. A 

DNS alterációkat a kromoszómák jobb és bal oldalán látható vonalak, az adott tumor 

sorszámát a felettük feltüntetett számok jelzik. 

A genetikai eltérések átlagos száma 5,55 volt tumoronként (2-11 alteráció per 

tumor). A DNS szakaszok amplifikációja ebben a tumor csoportban is gyakoribb volt. A 

DNS többletek átlagos száma 2,88-nak adódott (tartomány:1-6), míg a DNS vesztések 

átlagos száma 2,66 (tartomány: 1-5) volt. A 13-as, 14-es, 15-ös, 19-es, 20-as, 21-es és 

22-es kromoszómák kivételével a többi kromoszómán különbözQ frekvenciával 

eltéréseket találtunk.  

A leggyakoribb a 3-as kromoszóma hosszú karjára lokalizálható DNS többlet volt, 

ez 7 esetben fordult elQ (77%). A 3-as kromoszóma teljes hosszú karjára kiterjedQ 

eltérés 2 tumorban (22%) volt megfigyelhetQ, 1 mintában (11%) ez teljes rövid kar 

delécióval társult, izokromoszóma képzQdésre utalva. A második leggyakoribb DNS 

többlet a 11-es kromoszóma rövid karjára lokalizálódott (3 tumor, 33%), ami mindhárom 

esetben a 11q13 sávot érintette, mindössze egy tumornál társult a disztális 

kromoszómarészlet (11q14-qter) deléciójával. A 7q és 12p karokat érintQ DNS 

többleteket 2-2 tumorban (22%) figyeltük meg. Az 1q, 2p, 4q, 5p, 6q, 7p, 8p, 9q, 12q, 

16q, 17q és 18p karok DNS többlete még ritkább volt, ezeket az eltéréseket egy-egy 

tumorban (11%) észleltük. 

A leggyakrabban DNS vesztéssel érintett kromoszómaszakasz a 3-as 

kromoszóma rövid karja volt, hat esetben (66%). Lényegesen ritkábban, észleltünk a 9p 

és a 18q karokon fellépQ DNS vesztéseket (3-3 eset, 33%), míg az 1p, 2q és 7q 
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karokon hasonló eltérést 2-2 tumorban (22%) észleltünk. A 4p, 5q, 10q, 11q, 12q és 

17p karokon mindössze 1-1 (11%) esetben tudtunk kromoszomális vesztést kimutatni. 
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7. ábra: CGH-val detektált kromoszomális eltérések hypopharynx tumorokban. A kromoszómák jobb 
oldalán a DNS többletek,  
bal oldalán a DNS vesztések vannak feltüntetve. Az egyes eltéréseket megjelenítQ vonalakhoz rendelve 
a tumorok azonosító



5.6. A gége és hypopharynx karcinómák kromoszomális eltéréseinek 

összehasonlítása 

 

Összehasonlítva a két tumor típus vizsgálata során CGH-val észlelt kromoszomális 

eltéréseket, mind hasonlóságokat, mind pedig lényeges eltéréseket is észleltünk. A két 

eltérQ lokalizációjú tumorban a tumoronkénti átlagos genomiális eltérések száma 

megközelítQleg azonos volt. A kromoszóma szakaszokat érintQ alterációk részletes 

elemzése során megállapítottuk, hogy mindkét tumor típus esetén a leggyakoribb 

eltérés a 3-as kromoszóma hosszú karjának DNS többlete volt. Míg gégerákokban ez a 

tumorok 57%-át érintette, addig a hypopharynx daganatok 77%-ában fordult elQ.  

A 11-es kromoszóma hosszú karján észlelhetQ amplifikáció a gége karcinómák 

50%-ában, a hypopharynx tumorok 33%-ában fordult elQ. Ugyanezen kromoszóma 

hosszú karjának disztális hiánya szintén a laryngeális tumorokra volt jellemzQ; míg ezt 

az eltérést ebben a daganat típusban az esetek 43%-ában mutattuk ki, addig 

hypopharynx rákok közül ez a deléció mindössze egy tumorban jelentkezett. Csak gége 

tumorokban figyeltük meg a 8p kar vesztését (21%), ilyen elváltozást a másik daganat 

típusban nem tudtunk detektálni. A nagyobb mérték_ amplifikációkat illetQen kiemeljük a 

11q13 lókusz DNS többletét, mely a gégetumorok 50%-ában és a hypopharyngeális 

tumorok 33%-ában jelentkezett. 

Olyan kromoszomális alteráció, mely csak a hypopharynx tumorokban volt jelen, 

de a gége daganatokban nem volt kimutatható, az 1-es kromoszóma rövid karjának 

delécióját foglalta magába. Más, az elQzQekben nem említett genetikai aberrációk, 

melyek a hypopharynx eredet_ tumorokban gyakrabban fordultak elQ, mint a 

gégetumorokban az alábbiak voltak: 7q és 12p DNS többlete, valamint a 2q, 4p, 7q és a 

18q karok DNS hiánya (6. táblázat). 

A legjelentQsebb különbséget a laryngeális karcinómák esetén a 8-as 

kromoszóma hosszú karján észlelt DNS többlet jelentette, mely több mint a tumorok 

50%-ában jelen volt, de egyetlen hypopharyngeális rák esetén sem észleltük (5. 

táblázat). 
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6. Diszkusszió 

 

6.1. EltérQ tenascin expresszió gége és hypopharynx daganatokban 

 

Megfigyeléseink szerint a sebészi minták hisztológiailag tumormentes részében a 

tenascin csupán a felszíni epithélium bazálmembránja mentén detektálható. Ezen 

megfigyelés összhangban van azon korábbi leírásokkal, melyek a tenascint a 

különbözQ ektodermális és endodermális eredet_ hámok bazális membránjával 

kapcsoltan írták le (24,32,33,49,50,129-131). A tenascin a bazálmembránokban 

feltehetQen a sejtek leválása kapcsán játszik szerepet (132,133). 

 Gégerákokban, párhuzamosan az epithélium neoplasztikus változásaival, a 

tenascin mennyisége fokozatosan növekedett. Bár a tumor progresszió késQi fázisaiban 

a tenascin az érfalakban is megjelent, ezt megelQzQen csak a tumor és ép szövet 

interfázisban volt detektálható. A hypopharynx eredet_ daganatokban a tenascin 

lerakódás már a tumor progresszió igen korai stádiumaitól megfigyelhetQ volt mind a 

vérerek fala körül, mind a tumor matrixban. A tenascin felhalmozódását elsQsorban a 

kapillárisok és kiserek környezetében figyelhettük meg, ami a tenascin expressziónak 

és akkumulációnak a neovaszkularizációban betöltött szerepére utal. Ezzel 

párhuzamosan egyre több és több proliferáló tumor sejt jelent meg az erek és az 

intenzív strómális tenascin depozíció környezetében. Ezen változások jó egyezésben 

vannak a tumor invazivitásával (T stádium), nodális (N stádium) és távoli 

metasztázisképzQ hajlamával (M stádium), általában azon klinikai megfigyelésekkel, 

melyek a hypopharynx rákok esetén kedvezQtlen prognózisról számolnak be 

(8,117,134). 

 Az irodalomban korlátozott számú azoknak a közleményeknek a száma, melyek 

a tenascin expresszió és tumor angiogenezis összefüggésérQl számolnak be. Ezek a 

megfigyelések bizonyos magasan differenciált lymphomákra (43), emlQtumorokra (136), 

asztrocytómákra (32) vonatkoznak, függetlenül a tenascin expresszió és angiogenezis 

kapcsolatától és a daganat differenciáltsági fokától. Vizsgálataink során hypopharynx 

rákok esetében, függetlenül a tumorok TNM stádiumtól, számos tenascinnal körülvett 

érlument detektáltunk. Ezzel szemben, gégerákokban ez a tenascin megjelenés az erek 

körül csak a daganatos progresszió késQi idQszakában jelentkezett. 

Eredményeink arra utalnak, hogy a neovaszkularizáció és a sejt proliferáció 

sokkal intenzívebb - gyakorlatilag a tumor progresszió minden stádiumában - a 

hypopharynx tumorokban, mint a gégerákokban. Megalapozottnak látszik az a 
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feltételezés, hogy az ér-asszociált tenascin depozíció a tumorokban az angiogenetikus 

kaszkád stimulációjával függ össze, de nem világos, hogy ez a tenascin akkumuláció 

csupán kísérQjelensége az érképzQdésnek, vagy - több-kevesebb mértékben - oka 

annak.  

A tenascint szintetizáló sejtek egyelQre azonosítatlanok mind gége, mind 

hypopharynx tumorokban, a tenascin és a fibroblastok, valamint az endotheliális sejtek 

in vivo interakciója igen valószín_nek látszik (22). Egyes megfigyelések arra utalnak, 

hogy az astrocytóma daganatos sejtjei tenascin termelésre képesek; ehhez hasonló 

jelenséget egyéb tumoroknál eddig még nem írtak le (135-138). 

  

6.2. Fibrin depozíció laryngeális és hypopharyngeális rákokban 

 

Az általunk vizsgált mintákban a tenascin és fibrin depozíció jelentQs fokú korrelációt 

mutatott. A tumormentes szöveti részeken a fibrin nem volt kimutatható, míg bQségesen 

jelen volt a tumor inváziós front területén, utalva az extracelluláris alvadási kaszkád 

lokális aktivációjára. A tumoros progresszió elQrehaladott stádiumában lévQ tumorokban 

- a tenascinhoz hasonlóan - intratumorális, ér-asszociált formában került kimutatásra a 

fibrin. Az átmeneti fibringél-matrix szerepe - feltételezhetQen - egy olyan mikrokörnyezet 

megteremtésében rejlik, mely a tumorsejtek antigenitásának elfedésével, valamint a 

stróma- és érképzQdés facilitálásával elQsegíti a tumorsejtek túlélését, invázióját a 

gazdaszervezetbe. Vizsgálataink szerint az intratumorális fibrinhálózat stabilizálásában 

a tumor-asszociált, FXIIIA-pozitív makrofágok játszanak alapvetQ szerepet. 

  

6.3. Genetikai eltérések gége és hypopharynx daganatokban  

 

Tanulmányunk az elsQ olyan közlemény, mely a fej-nyaki karcinómák két anatómiailag 

közeli lokalizációjú daganat típusának összehasonlító CGH analízisét tartalmazza. 

Eredményeink sok tekintetben konzisztensek a korábban primer fej-nyaki daganatokra 

közölt CGH adatokkal (84,85,100,104,117,123); ugyanakkor olyan kromoszomális 

eltéréseket is azonosítottunk, melyek feltehetQen csak a gége vagy csak a hypopharynx 

eredet_ tumorokra jellemzQek. 

A leggyakoribb kromoszomális alteráció mindkét primer tumor típusban a 3-as 

kromoszóma hosszú karjának DNS többlete és rövid karjának DNS vesztése volt, bár 

elQfordulásuk a két tumor típusban különbözött, a hypopharyngeális daganatokban 

mindkét elváltozás frekventáltabban jelent meg. Az eddigi közleményeket áttekintve 
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megállapítható, hogy a 3-as kromoszóma elváltozásainak elQfordulási gyakorisága 

széles határok között mozog (3q amplifikáció: 10-97%, 3p deléció: 48-87%). Mindez 

azzal magyarázható, hogy egyrészt nem zárható ki a CGH eredmények 

kutatócsoportonként eltérQ interpretálása, de ebben szerepet játszhat a betegcsoportok 

különbözQ földrajzi lokalizációjának hatása is (109), mely egyrészt eltérQ genetikai 

hátteret, másrészt a környezeti karcinogének expozíciójában rejlQ különbségeket 

jelentheti az egyes betegcsoportokra vonatkozóan (5,109). A 3q amplifikációját a 

rosszabb prognózisú tumorokban figyelték meg gyakrabban, míg a rövid kar 

prognosztikai szerepét eddig nem bizonyították (104). Hasonló megfigyelések állnak 

rendelkezésre neuroblastoma, vese karcinóma, hólyag tumor és tüdQrák 

vonatkozásában (139-142). A 3p kar vesztésének jelentQségét az ide lokalizálható FHIT 

(3p14.2) és RASSF (3p21.3) tumor szuppresszor gének inaktivációjában látják 

(96,143). A heterozigótaság elvesztésének analízise során kapott eredmények alapján 

más szuppresszor gének jelenlétét is felvetik ezen a lókuszon (144).  

 Gégetumorokra jellemzQ DNS többletet az 5p, 9p és 11q13 kromoszóma 

szakaszokon találtunk.  A 11q kar disztális szakaszának hiánya is gyakoribb volt ebben 

a tumor típusban. A 11q13 lókuszon számos onkogén lokalizálódik, köztük a cyclin D1 

génje (CCND1/PRAD1). A cyclin D1 jelentQs szerepet játszik a sejtek daganatos 

elfajulásában, elQsegítve a sejtek belépését a sejtciklus oszlási fázisába. Számos tumor 

típus esetén ez az elváltozás a daganatok rosszabb prognózisát jelentette, ugyanakkor 

fej-nyaki tumorokban szerepe, a gyakori elQfordulás ellenére, még napjainkban sem 

tisztázott. Szájüregi daganatokban cáfolták kedvezQtlen prognosztikai jelentQségét, 

hasonlóan a mi megfigyeléseinkhez (145). Míg a 9p kar DNS többletét és a 8p kar 

delécióját csak gége tumorokban mutattuk ki, addig a 9p és 18q karok hiányát fQként 

hypopharyngeális daganatokban észleltük. A 18q kar delécióját többen is rosszabb 

prognózissal társították korábban, megegyezQen jelen észlelésünkkel (117,146). 

 Figyelemre méltó genetikai eltérést találtunk a 8-as kromoszóma hosszú karján. 

Ezt az eltérést a gége tumorok több, mint felében észleltük, ugyanakkor a hypopharynx 

karcinómák egyikében sem fordult elQ. Eredményeinket az irodalmi adatokkal 

összevetve megállapíthatjuk, hogy ezt az alterációt - a fej-nyaki daganatokat CGH-val 

analizálva - már többen leírták, de egyetlen közleményben sem történt utalás arra 

vonatkozóan, hogy az eltérés a gégetumorokra karakterisztikus lenne 

(84,85,100,109,117,118,119,123). Ennek oka, hogy a szerzQk a fej-nyaki daganatokat 

egy közös entitásként analizálták, a különbözQ lokalizációjú tumorokhoz társuló eltérQ 

prognózis ellenére.  A 8-as kromoszóma genetikai eltérései jelentQs százalékban a 
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8q23-qter lókuszra koncetrálódtak. Az irodalomban fellelhetQ, lokalizáció szempontjából 

el nem különített tumorok elemzésekor elQfordulási gyakorisága Bockmühl 

közleményében 56% (85), Stafford adatai szerint 31% (109), Bergamo CGH adatai 

szerint 42% volt (119). Míg az elsQ két szerzQ ezt közepes gyakoriságú eltérésnek 

értékelte, különösebb jelentQséget nem tulajdonítottak neki, az utóbbi szerzQnél a 

második leggyakoribb DNS többlet volt. Diszkussziójában Bergamo és mtsai az itt 

elQforduló MYC, PTV1 és PLAG1 onkogének szerepét feltételezik. A leginkább jelentQs 

megfigyelés ezen régió tekintetében Welkoborsky nevéhez f_zQdik (123). Welkoborsky 

és mtsai nem metasztatizáló tumorokban 50%-os gyakorisággal figyelték meg, míg 

metasztázist adó karcinómákban csupán 10%-ban tudták kimutatni. Ezek a 

megfigyelések teljes összhangban vannak eredményeinkkel. Magyarázat a fenti 

jelenségre egyelQre nincs, azonban felhívta a figyelmet a 8q amplifikációnak a tumor 

progressziója során észlelhetQ esetleges kedvezQ hatására. A C-MYC amplifikációját 

számos daganat típusban, így fej-nyaki karcinómák esetén is rossz prognózissal, 

fokozott metasztázis képzéssel hozták kapcsolatba, ugyanakkor kiderült, hogy bizonyos 

körülmények között a gén alterációja a daganatos sejtek apoptózisát segítheti elQ, mely 

kedvezQbb prognózist eredményez (147,148,149). CGH eredményeink az utóbbi 

hipotézist támasztják alá, de további célzott vizsgálatok szükségességére is felhívják a 

figyelmet. 
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7. Összefoglalás 

 

A fej-nyaki daganatok elQfordulási gyakorisága az elmúlt évtizedekben fokozatosan 

nQtt, így mára az összes daganatos megbetegedések jelentékeny hányadát teszik ki e 

régió tumorai. A fej-nyaki karcinómás betegek prognózisa az összes daganat típus 

között az egyik legkedvezQtlenebb, mindazon diagnosztikus és terápiás újdonság 

ellenére, melyek az utóbbi idQben kerültek alkalmazásra ezen daganatok esetében. A 

klinikai lefolyás illetve prognózis tekintetében jellegzetes különbség észlelhetQ az 

anatómiailag szerves közelségben lévQ szubrégiók tumorai között. Jól ismert a 

hypopharyngeális rákok igen rossz prognózisa, mely különösen szembet_nQ a gége 

tumorokkal összehasonlítva.  

A malignus daganatok növekedési képességét és invazivitását a transzformált 

sejtekkel szomszédos tumor matrix nagyfokban befolyásolja. Munkánk egy részében a 

tumoros extracelluláris matrix egyik jellegzetes összetevQjének, a tenascinnak az 

eloszlását vizsgáltuk a fej-nyaki régió két anatómiailag közeli lokalizációjú, de eltérQ 

metasztázisképzQ hajlamú altípusában: a gége és hypopharynx daganatokban. 

Vizsgálataink másik része a tumor progresszióval együtt járó másodlagos változások 

megismerése mellett azoknak a molekuláris genetikai eltéréseknek a felderítését 

célozta, melyek a daganatos sejteket jellemezték a fenti két szubrégió daganataiban. 

A tenascin kimutatását kettQs és hármas immunfluoreszcens reakciók 

segítségével végeztük. A tenascin mellett a preparátumokban kimutatásra kerültek az 

epitheliális és endotheliális eredet_ sejtek, valamint a proliferáló sejtek. A jellemzQ 

genetikai eltérések kimutatására CGH analízist végeztünk.      

Az immunhisztokémiai vizsgálatok során megfigyeltük, hogy a tenascin eloszlás 

fokozatosan változik a gége és hypopharynx karcinómákban a tumor progressziójával 

párhuzamosan. Megállapítottuk, hogy a tenascin expresszió üteme és mintázata a 

kétféle lokalizációjú tumorban jelentQsen különbözik, és szoros korrelációt mutat a 

primer tumor metasztatizáló képességével, recidíva hajlamával. Sikerült bizonyítanunk 

a tenascin expresszió és neovaszkularizáció kapcsolatát a daganatok növekedése 

során, a tenascin ér-asszociált megjelenésének kimutatásával. Fentiek alapján 

igazoltuk a tenascin szerepét a tumor progresszió, neovaszkularizáció és 

metasztatizálás folyamatában, valamint bebizonyosodott, hogy a tenascin expresszió 

paraméterei kiváló prognosztikai faktorként használhatók fel az egyes fej-nyaki tumorok 

klinikai viselkedésének elQrejelzésében. 
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A genetikai eltérések kimutatása során, kísérleteink kezdeti szakaszában a CGH 

módszert sikeresen adaptáltuk a kétféle kiindulású tumor mintáinak vizsgálatára. 

A gége és hypopharynx daganatokat jellemzQ hasonló genetikai eltéréseken túl 

jól karakterizálható különbségeket is feltártunk az egyes kromoszóma szakaszokat 

érintQ genomiális eltérések vonatkozásában. Ezek közül legjelentQsebb a gége 

tumorokban 57%-os elQfordulási gyakorisággal észlelt 8-as kromoszóma hosszú kar 

DNS többlet volt, melyet egyetlen hypopharyngeális daganatban sem észleltünk. A 

mindkét daganat típusban nagy gyakorisággal észlelt 3q kar DNS többlet, 3p kar DNS 

hiány, valamint 11q13 sáv amplifikáció is jelentQsen eltérQ frekvenciával került 

észlelésre a két alcsoportban. Ezeknek a genetikai különbségeknek is jelentQs 

szerepük lehet a gége és hypopharynx rákok merQben eltérQ klinikai viselkedésében. E 

miatt indokoltnak tartjuk a daganat lokalizációjának függvényében értékelni az egyes 

genomiális eltéréseket, melyek - fenti eredményeink alapján - hasznosak lehetnek az 

adott tumor prognózisának becslésekor.  

  Vizsgálati eredményeink megerQsítik a korábban az irodalomban már leírt, a 

gége és hypopharyngeális daganatokhoz rendelhetQ eltérQ prognosztikai 

sajátosságokat, másrészt új adatokat szolgáltatnak a tumor progresszióval összefüggQ 

tenascin expresszióban bekövetkezQ változásokról és genetikai eltérésekrQl.  
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