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1. Bevezetés

A human tumorok 2-3%-at a fej-nyaki régié lapham karcinémai jelentik. Evente tobb
mint fél millid Uj megbetegedést diagnosztizalnak vilagszerte (1,2). A kulonb6zé
lokalizacioju fej-nyaki primer tumorok el6fordulasi gyakorisaga eltérd, leggyakoribb a
szajuregi (40%) daganatok megjelenése, ezt kdveti a gége (20%), a garat (20%), illetve
a nyalmirigyek és az egyéb anatomiai régiok malignus elvaltozasa (20%) (3-5).

A fej-nyaki lapham rakok esetében gyakori a recidiva és masodlagos malignus
tumor kialakulasa. A betegek 5 éves atlagos tulélése az dsszes daganat tipus kozott az
egyik legalacsonyabb, mindazon diagnosztikus és terapias ujdonsag ellenére, melyek
az utobbi idében kerlltek alkalmazasra a fej-nyaki daganatok esetében (6,7).

A tumorok kiindulasi helyét is figyelembe véve, a klinikai lefolyas illetve progndzis
tekintetében jellegzetes kulonbség észlelhet§ az anatdmiailag szerves kodzelségben
lévé szubrégiok tumorai kozott. A gége rakok kezelését kovetden a betegek életkilatasai
relative kedvezdbbek (40-50%-ot is elérhet az 5 éves tulélési arany), mint a
hypopharynx daganatos elvaltozasai esetén (megkozelitéleg 10-15% kozott van az 5
éves tulélési arany) (8,9).

Hazankban (ezen belll els6sorban a Kelet-Magyarorszagi régidéban) a fej-nyaki
daganatok - kozulik is els6sorban a hypopharyngedlis kiindulasu tumorok -
aranyszama évrél évre emelkedik. Az elmult 25 évben a gége karcinomak okozta
halalozasi arany 2,5-szeresére nétt, mig a hypopharynx daganatok esetében 5-sz6ros
emelkedés kovetkezett be. Ennek kovetkeztében mara a gége és hypopharynx tumorok
okozta haldlozasok az 6sszes daganatos halalozas 10%-aért felelések. Nem hagyhat6
figyelmen kivll az a tény sem, hogy a betegség incidenciaja a néi populacidban is
folyamatosan emelkedik, és kialakulasa mindkét nem esetében egyre fiatalabb életkorra
tevédik at.

Klinikai medfigyelések szerint fej-nyaki karcindbmak esetén a tulélést alapvetden
a tumor lokalizacioja és TNM stadiuma (kuldnésen a lokalis nyirokcsomokban
megjelend attétek) hatarozzak meg, a szovettani jellegzetességeket prognosztikai
szempontbdl csekély jelentdséglinek tekintik (10,11).

Hasonldéan mas gyakori daganat tipusokhoz, a gégészeti tumorok diagnosztikaja,
illetve a gégészeti betegellatas kapcsan is alapveté fontossagu lenne a daganatok
molekularis karakterizalasa (kulonos tekintettel a primer tumor metasztazisképzé
hajlamaval 0Osszefuggésbe hozhaté markerek identifikalasara), hiszen ennek

ismeretében nem csak a progndzis megallapitasa, de a legjobb kimenetelt biztositd
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optimalis daganatellenes terapia megtervezése is egzakt alapokra helyez6dne. A
betegek életminéségének javitasara tett jelenlegi eréfeszitések, elsésorban a nagy,
csonkolé mitétek (teljes gége exstirpacio a nyak nyirokcsomoéinak és egyéb képleteinek
eltavolitdsaval) helyett az egyes szervek részleges meghagyasaval jaré matéti
megoldasok (részleges gégeeltavolitdas, a hang megbrzésével), illetve alternativ
terapias lehetéségek (radioterapia, kemoterapia) preferalasa egzakt alapokra helyezve
fogadhatok csak el etikai fenntartasok nélkul. A daganat progresszié meértékének és
utemének pontos meghatarozasa nagy segitséget jelentene azon esetek
identifikalasaban, melyeknél a daganat elleni kiizdelemben mindenképpen szikséges a
kiterjesztett csonkold muitétek végzése, ami a beteg tovabbi életminéségének
szukségszeri romlasat eredményezi (12).

Azt a hipotézist, mely szerint a tumor parenchyma jellegzetességei mellett a
stroma cellularis és extracellularis dsszetétele is jelentésen befolyasolhatja a malignus
tumorok tulajdonsagait, szamos megfigyelés tamasztja ala. A tumor ndévekedési
képességét és invazivitasat - legalabbis bizonyos fokig - a transzformalt sejtekkel
szomszédos tumor matrix dsszetétele hatarozza meg (13-15). A daganat progresszid
fejlédéshez - az extracellularis matrix kalonb6zd makromolekulait kédold gének
aktivacidja, illetve represszidja kiséri (16-20). Ennek kdvetkezménye, hogy a malignus
neoplazmak progressziojat a normal extracellularis matrix (ECM) Osszetételének
kvalitativ és kvantitativ megvaltozasa kiséri (21). A kvalitativ valtozasok szintjén
megjelenése és felhalmozddasa. A tenascin strukturaja és bioldgiai viselkedése alapjan
kialakult vélemény, miszerint a tumoros sejtek proliferaciojaban, migraciojaban,
invaziéjaban szerepet jatszhat, kisérletes igazolast nyert (22-25), majd szamos tumor
tipus esetén felmerilt az igény, hogy a tenascin expresszi6 mértékét, mint
prognosztikus markert értékesitsék (18, 26-33).

A tumor iniciacio és progresszio genetikai hipotézise szerint a tumor egyetlen
progenitor sejt klondlis expanziojanak kovetkezménye, ennek ellenére nagyfoku
heterogenitas észlelhet6 egy adott klénbdl szarmazd populacidban is. A kromoszémalis
elvaltozasok olyan kritikus gének (onkogének, onko-szuppresszor gének) funkcidjanak
megvaltozasat vagy elvesztését eredményezhetik, melyek korabban a sejtproliferacio,
sejtdifferencialodas vagy éppen a genetikai stabilitds szabalyozasaban jatszottak
alapvet6 szerepet. A malignus elvaltozasok kisebb részében a genetikai instabilitas a

nukleotidok szintjére korlatozédik, ami bazis szubsztitucibban vagy delécioban,
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bizonyos esetekben néhany nukleotid inszercidjaban nyilvanul meg. A tumorok nagyobb
részében az instabilitds kromoszomalis szinten figyelhet6é meg, aminek eredménye
kromoszoma szakaszok, vagy teljes kromoszomak elvesztése vagy tobblete. Ezeknek
az eltéréseknek a felismerése és klinikai paraméterekkel torténd korrelaciés analizise a
tumorok pathogenezisére és progndzisara vonatkozoan alapvet6 informacidkat nyujthat,
alapjaul szolgalva uj diagnosztikus és terapias eljarasok kidolgozasanak.

Fentiek figyelembevételével indokolt, hogy a fej-nyaki daganatok két
anatomiailag kozeli lokalizaciéju, de eltér6 metasztazisképz6 hajlamu altipusaban
tanulmanyozzuk a tenascin expressziét és vizsgaljuk szerepét az egyes daganatok
progressziojaban. A tumor progresszidoval egyutt jardé masodlagos valtozasok
megismerése mellett alapvetd jelentéségli azoknak a molekularis genetikai

torténéseknek a felderitése is, melyek a normal sejtek daganatos atalakulasat kisérik.



2. Irodalmi attekintés
2.1. Az extracellularis matrix komponenseinek szerepe a tumor progresszio soran

A szolid tumorok alapvetd Osszetevbje a daganatos sejtek mellett a gazdaszervezet
sejtjeibdl, a vér-, és nyirokerekbdl, valamint az extracellularis matrixbol szervez6dd
tumor stroma. A daganatos sejteket 6vez6 stromaban épp ugy megtalalhatok a normal
extracellularis matrix komponensek (kollagének, elasztin, laminin, fibronektin,
proteoglikanok), mint a csak patholdgias folyamatokban észlelhetd, ugynevezett
atmeneti matrix komponensek (pl. fibrin, tenascin) (32,33). A tumor matrix alapveté
szerepet jatszik a daganatndvekedés szempontjabdl szupportiv. mikrokodrnyezet
megteremtésében és fenntartdsaban, a sejtek kdzotti kommunikacio medialasaban, s
jelentds hatast fejt ki a sejtek differencialédasara (34-36).

A daganatos szOvetekben a sejt-matrix interakciok valtozasa is jelentés hatassal
van a tumor progressziora €s invazivitasra (37,38). A tumor matrix dontéen de novo
szintézis eredménye. Egyrészt a daganatos sejtek maguk is képesek bizonyos matrix
komponensek termelésére, masrészt a normal kotészoveti sejteket késztetik
megvaltozott mennyiségl és dsszetétell matrix produkcidjara (39,40). Az igy létrejott
stroma kedvezd feltételeket teremt a tumor novekedéséhez, illetve a metasztazisok
képzéséhez. Mindkét részjelenségben alapvet6 fontossagu a tumoros érhalézat
kialakulasa, melyet a daganatos sejtek a kilonb6z6 érképzédést serkentd faktorok
termelésével segitenek el6. A neovaszkularizacié folyamatat a kérnyezé tumor matrix

atéplilése kiséri (41-43).

2.2. A tenascin szerkezeti felépitése, funkcioja

A tenascin, melyet tobb kutatdécsoport szinte egyidében irt le, kilonb6zé elnevezéssel
taldlhatd meg az irodalomban [glioma-mesenchymal extracellular matrix antigen (44),
myotendinous antigen (45), cytotactin (46)]. A molekula szerkezeti jellegzetessége a
hatkaru szerkezet. Minden kar rendelkezik egy aminoterminalis ciszteinben gazdag
régioval, mely az oligomerizacioban tolt be kardinalis szerepet, ezt egy epidermalis
ndvekedési faktorhoz (epidermal growth factor, EGF) hasonlé szerkezetli domén, lll-as
tipusu fibronektinhez hasonl6 szekvenciak (fibronectin type-Ill repeat), és fibrinogénhez
hasonlo felépitési régidé kovetik a carboxy-terminalis vég felé haladva (47,48). Normal
feln6tt szOvetekben a tenascin csak igen kis mennyiségben detektalhatd, de béségesen

jelen van embrionalis szovetekben, kuldndsen ahol epithelialis-mezenhimalis interakcio,



illetve sejtmigracié torténik (24,49,50). Az elmult néhany évben jelentés szamu kisérleti
adat kerult kozlésre arra vonatkozéan, hogy a tenascin génje felnéttben
reexpresszaldédhat olyan pathologias folyamatokban, ahol sejtproliferacid, migracié és
extracellularis matrix atépulés torténik, igy példaul a sebgyogyulas, valamint a tumor
ndvekedés helyszinein (32,33,51-54). A lelettel j6 6sszhangban van az a tény, hogy a
tenascin szamos sejt adhéziot és migraciét modulalé doménnel, illetve extracellularis
matrix molekulakoté régidval (fibronektin, proteoglykan) rendelkezik (25,55).
Lehetséges tovabba az is, hogy a tenascin - feltehetéen az epidermalis ndvekedési
faktorhoz hasonlatos szerkezeti elemeknek koszdnhetéen - kozvetlendl stimulalja
bizonyos tumor sejtek proliferaciojat (22,23). Ezek alapjan jogosan tételezhetd fel, hogy
a tenascin fokozott intratumoralis expresszidja kedvezbtlen prognosztikai marker, mely
fokozott invazivitasra, metasztatizalasi hajlamra utalhat.

Bizonyos neoplazmakban (mellrak, astrocytoma) a tenascin reexpresszidja és
akkumulacioja fokozott tumor progresszidval és proliferacids index-szel parosul (20,32),
mig nyalmirigy tumorokban és bizonyos bazalidmakban ez az Osszeflggés nem
figyelhet6 meg (51,56) Osszességében azok a kdzlések vannak tébbségben, melyek a
tenascin expressziét mint lehetséges prognosztikus faktort interpretaljak (18,26-28,30-
33).

2.3. Daganatok kialakulasat és progresszidjat kiséré6 genetikai eltérések és

kimutatasuk lehetéségei

Az elmult két évtized molekularis biologiai kutatasainak eredményeképpen
egyeértelmdvé valt, hogy a daganatok kialakulasaban, invaziéjaban és progressziojaban
alapvet6 szerepet jatszanak azok a kromoszomalis eltérések, melyek funkcionalis
onkogének vagy onko-szuppresszor gének alteracidival jarnak egyutt. Ismertté valt,
hogy ezek a genetikai elvaltozasok nem sporadikusan, hanem meghatarozott
sorrendben kovetik egymast.

A daganat sejtekben leirt genetikai elvaltozasokat Lengauer és munkatarsai
négy f6 csoportba osztottak (57). Az elsé csoportba azokat az elvaltozasokat soroltak,
melyek mindossze néhany nukleotidot érintenek. Ezek a mutaciok megnyilvanulhatnak
néhany nukleotid deléciojaban, inszerciojaban vagy szubsztituciojaban. A masik
csoportba a kromoszémak szambeli eltérésén alapuld alteracidk tartoznak, ami teljes
kromoszomak elvesztését vagy tobbletét jelentik. llyen jellegl eltérés szinte valamennyi

human tumorban fellelheté és gyakran tumor szuppresszor gén vagy gének



inaktivaciéjaban nyilvanul meg. A harmadik csoportba a kromoszomalis transzlokacidk
tartoznak. Ezek az eltérések klasszikus kromoszémasavozasos technikaval viszonylag
egyszerien kimutathatok. A negyedik csoport azokat az elvaltozasokat foglalja
magaban, melyek gének amplifikacidjaval kapcsolatosak. A standard savozasos
citogenetikai modszerrel ezek az eltérések, mint homogénen festéd6é savok jelennek
meg a kromoszémak kulonb6zé szakaszain vagy apré DNS darabok formajaban tlinnek
el6 a metafazisos sejtekben. Molekularis szinten a tobbszords kopiaban megjelend
amplikonok a sejtek novekedésének szabalyozasat alapvetben befolyasoljak. Az
amplikonok 0,5-10 megabazis nagysagrendben tartalmazhatnak DNS-t, kialakulasuk
es megjelenésuk alapvetben eltér a génduplikacioktol, melyek lényegesen nagyobb
kromoszomalis szakaszok vagy akar teljes kromoszémak aneuploididajanak vagy

A rekombinans DNS technika alkalmazasa elétt a fej-nyaki tumorok
kromoszomalis eltéréseinek tanulmanyozasa is a klasszikus kromoszéma savozasos
technika alkalmazasara korlatozédott. Ennek a modszernek mind az elényei, mind a
hatranyai kozismertek. A standard citogenetikai modszerek metafazisos kromoszomak
analizisén alapulnak, amihez elengedhetetlen a sejtek in vitro tenyésztése (58,59).
Mesterséges korulmények kozott a szoveti sejteknek csak azon hanyada jut mitdzisba,
mely a sejtpreparalas soran a kulonbozé enzimatikus és mechanikai behatasokat
tulélte, de a sejttenyésztés soran a sejtek genetikai allomanyaban bekovetkez6
modosulasok miatt ezen sejtek esetében sem garantalhatd, hogy a citogenetikai
elemzés soran a nativ tumorra vonatkozéan kapunk informacidkat.

A 80-as évek veéget kovetben egyre jelentésebbé valtak azok a molekularis
genetikai metodikak, melyek segitségével a kromoszomalis szintl genetikai eltérések
kimutatasa a tumor sejtek in vitro tenyésztése nélkul is megvalosithatd. Kiemelkedd
jelentéségli ezen technikak kozott a fluoreszcencia in situ (FISH) és komparativ
genomialis hibridizacié (CGH).

A FISH technika jelent6sége els6sorban abban rejlik, hogy centroméra és Iokusz
specifikus DNS probak alkalmazasaval a sejtek kromoszomalis eltérései interfazisos
sejtekben tanulmanyozhatok, fliggetlenll azok proliferativ tulajdonsagaitoél (60,61).

A CGH moddszer elve hasonlé a FISH technikaéhoz, de tovabbi elénye, hogy a
tumorsejtek genetikai analizisét a teljes genomra biztositja.

Annak ellenére, hogy a fej-nyaki daganatok kromoszomalis eltéréseit leird
tanulmanyok szama igen jelentds, a daganatok kialakulasat és progresszidjat kisérd

molekularis torténések terén ismereteink meglehetésen hianyosak. Hasonléan mas
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szolid tumorok kromoszomalis alteracidihoz, ennek a daganat tipusnak a jellegzetes
genetikai eltéréseit is klasszikus citogenetikai mddszerek alkalmazasaval irtak le

el6szor.

2.4. A fej-nyaki tumorok kromoszomalis eltérései

A fej-nyaki daganatokbdl létrehozott sejttenyészetek citogenetikai vizsgalata soran
szamos klonalis eredetli kromoszomalis aberraciot talaltak, melyek koézul a
legjellegzetesebb a 3p, 5q, 7q, 8p, 9p, 11q, 13p, 14p, 15p és 18q kromoszéma karok
teljes vagy részleges delécidoja, tovabba a 9-es, 12-es, 13-as, 18-as és az Y
kromoszomak teljes hianya. Gyakori eltérésnek bizonyult az 1-es, 3-as, 8-as és 15-0s
kromoszomak hosszu karjainak tobblete és a 11913 I6kusz amplifikacidja is (62-69). Az
emlitett kromoszomakon jellegzetes transzlokacidkat, valamint szamos kromoszomalis
szegment-atrendezd6dést is leirtak (70-72). Ezeknek a vizsgalatoknak az érteke a fej-
nyaki daganatok genetikai eltéréseinek megismerésében elvitathatatlan, ugyanakkor
figyelembe kell vennink azokat a hatranyos tényezéket, melyeket a kariotipizalasi
modszer magaban rejt.

Szamos fej-nyaki daganat esetében az in vitro sejttenyésztési, kromoszéma-
preparalasi és savozasi kisérletek sikertelennek bizonyultak, igy a fenti vizsgalatokkal
nyert eredmények reprezentativitasa kétséges. A kezdeti vizsgalatok utan egyértelmivé
valt, hogy a létrehozott sejtkulturakban egymas mellett tdbb klon is megtalalhaté
(,poliklonalis” kulturak), igy ezek alapjan nem lehet elddnteni, hogy mely klon
reprezentalja az eredeti daganat malignus sejtjeit. A masik, ennél is jelentésebb kételyt
eredményezé probléma, hogy az in vitro sejtkulturakban igen gyakoriak azok az indukalt
valtozasok, melyek a tenyésztési koriimények hatasara jonnek létre, s kdvetkezésképp
a kariotipizalassal nyert citogenetikai eredmények nem a nativ tumorban meglévo
genetikai eltéréseket reprezentaljak (58,59). Az emlitett technikai nehézségeket oldotta
fel igen hatékonyan a komparativ genomialis hibridizacios technika.

A CGH alkalmas a daganatok genetikai elvaltozasainak objektiv vizsgalatara
sejtkultura létrehozasa nélkul (73,74). Minden tumor esetén elvégezhetd, tumorsejt
mikrodisszekciéval és PCR-val kombinalva néhany szaz tumorsejt elegendé a genetikai
eltérések kimutatasara (75-77).

Jelenleg a CGH-t tekintik a legalkalmasabb mddszernek a malignus
transzformaciot szenvedett sejtek ismert és ismeretlen kromoszomalis alteracidinak
kimutatasara (74,78).



2.5. A fej-nyaki régio tumorainak vizsgalata soran CGH-val nyert eredmények

A fej-nyaki daganatokon CGH-val nyert eredményeket el6szor 1995-ben kozoltek. Az
azoéta eltelt idészakban publikalt adatokat a teljesség igényével foglaljuk dssze, sajat

eredményeink korultekintd értékelése és ertelmezése érdekében.

Speicher és munkatarsai 13 fej-nyaki karcindman végeztek CGH analizist, melyek féként garat
tumorok voltak, minddssze 1 gége daganat analizisét végezték el (79). Leggyakoribb eltérésként a
3q régio DNS tobbletét irtak le; az esetek mintegy 77%-a mutatta ezt az alteraciot, mely 3 tumorban
a 3q26-gter régi6 nagyfoku amplifikacicjaval tarsult. A DNS vesztés leggyakrabban a 3-as

kromoszoma rovid karjan volt észlelhetd, ami tobb esetben a hosszi kar elébb emlitett
tobbletével egyittesen jelentkezett, izokromoszéma jelenlétére utalva (i(3)(q10)). A 3g26-gter régiot
érintd eltérés alapjan felhivtdk a figyelmet egy vagy tébb, erre a lokuszra lokalizalhatd, a tumor
iniciacioban jelentés szerepet jatszé gén lehetséges szerepére. Kiemelték a LAZ3 (80) illetve a BCL-6
(81) gének esetleges jelent6ségét. A tumorok kozel 50%-at érinté eltérésként irtak le az 5p
amplifikaciojat, valamint az 5q és a 19-es kromoszoma szakaszok teljes elvesztését. Jelentdsnek itéltek a
11-es kromoszoman lathatd6 CGH mintazatot, annak ellenére, hogy ez minddssze néhany tumorra
korlatozédott. Ez az eltérés 1-1 tumorban a 11913-11922 és a 11q13 szakaszok nagymértéki
amplifikaciojat jelentette, mig 3 masik mintaban a fenti régioktdl disztalisan elhelyezked6 kromoszéma kar
deléciojat foglalta magaba (11g23-qter). Olyan tumort nem talaltak, ahol a két eltérés egylttesen jelent
volna meg. Az emlitett 11q13 lokuszon talalhaté a sejtciklus szabalyozasaban jelentés szerepet jatszo
cyclin D1-et kédold6 CCND1/PRAD1 gén, mely amplifikacidjat, illetve regulator fehériének a fokozott
expresszidjat mar tébb tanulmanyban is kedvezdtlen progndézissal hoztak kapcsolatba (82, 83). A szerz6k
az eltérd kiindulasu szolid tumorok CGH analizisét attekintve megallapitottak, hogy a kilénb6z8 szervek
daganatai jellegzetes eltéréseket mutattak, és hogy a fej-nyaki tumorok altaluk észlelt genetikai
elvaltozasai a tud6 kis sejtes karcindbmajanak jellegzetes eltéréseihez mutatnak hasonlésagot.

Hasonléan az el6z6 CGH analizishez viszonylag kisszamu tumort analizaltak Brzoska és
munkatarsai, 10 fej-nyaki karcinbma CGH eredményeit kozoltek (84). Vizsgalati anyagukat dontéen
recidiv tumorok alkottak olyan betegekbdl, akik el6z6leg sugarterapiaban részesiiltek; mindéssze 3
primer tumor analizisérél szamoltak be munkajukban. Az el6z6 kdzleményben kozoltekhez hasonld
eltéréseket talaltak, beleértve a 3p karra lokalizalodd DNS vesztést, illetve a 3q karon észlelheté DNS
tobbletet. 3 esetben ez az alteracio egyittesen fordult el8. A 3q karon detektalt amplifikacié kdzds régioja
ugyancsak a 3926-27 volt. Az esetek 30%-aban a 19-es, 22-es, Y kromoszémak teljes, valamint a 11p és
2922-24.1, 2932, 3q13.3, 4q11-27, 7931.3, 8923-24 és 13q21-31 régidkban. A szerzék ugy vélik, hogy a
3q kar amplifikaciéja hatarolja be azt a tertletet (3926-27), mely nagy valdszinliséggel a tumor
progresszidval kapcsolatba hozhatd, s ismételten felvetették a LAZ3 és a BCL-6 onkogének lehetséges
szerepét.

Bockmihl és munkatarsai 30 fej-nyaki primer daganatot analizaltak, koztik 13 gége és 7
hypopharynx tumort (85). Az analizis hianyossaga, hogy a kromoszomalis eltéréseket az egyes
tumorokban 6sszevontan un. "szuperkariogram" formajaban értékelték. Eredményeiket a korabbi CGH
adatokkal Osszevetve jelentésen nagyobb gyakorisaggal észleltek kromoszomalis eltéréseket, (e
megallapitas mind az eltérések atlagos szamara, mind az egyes eltérések eléfordulasi gyakorisagara
érvényes). A leggyakoribb eltérésnek Bockmihl és munkatarsai is a 3p hianyat talaltak, viszont mig az
el6zd szerz6k ezt a daganatok 60-70%-ara irtak le, addig ebben a tanulmanyban a tumorok 97%-aban
emlitik. Hasonldéan gyakrabban észlelték a 3q DNS tdbbletét is (86%). Ezen a kromoszomalis szakaszon
23%-ban a 3924 és a 3q27 savok nagyfoku amplifikaciojat detektaltak. Nyolc mintaban a teljes hosszu
karon CGH-val talalt DNS tdbblet a teljes révid kar elvesztésével tarsult, izokromoszéma képz&désre
utalva (86,87). A 3-as kromoszoma jellegzetes 3q26 amplifikacioja mellett az esetek tdbb mint 40%-aban
DNS tobbletet detektaltak a 11913 (66%), 89 (56%), 199 (50%), 17q és 19p (46%) és 22q (43%)
kromoszomalis szakaszokon. A 3p DNS hianya mellett jelentds szazalékban fordult el6 a 9-es
kromoszéma rovid karjanak elvesztése (73%), ami a tumorok 60%-aban a 9p21 savra korlatozédott. Erre
a savra lokalizalédik a p76 tumor szuppresszor gén, melynek szerepe a fej-nyaki daganatokban még
napjainkban is ismeretlen (88). Tovabbi, a tumorok jelentés hanyadat érinté6 DNS vesztéseket az 5q
(70%), 13q (66%), 18q (63%), a 4p, 4q, 6q, és 21q (60%), valamint a 8p, 11q (54%) és 1p (50%)
kromoszdma karokon detektéltak. Ezek a deléciok tumor szuppresszor gének érintettségére hivjak fel a
figyelmet, igy példaul a 13q14 sav delécidja (a vizsgalt tumorok 40%-aban) az Rb-1 génnel hozhato
kapcsolatba (89-91). Eredményeik alapjan megallapitottak, hogy a jol differencialt
tumorokra a 9-es és a 3-as kromoszdéma rovid karjanak elvesztése és a 3q tdbblete
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jellemzd, ésszhangban Califano és munkatarsainak azon megfigyelésével, mely szerint az emlitett
l6kuszokon allél vesztés mutathatd ki a fej-nyaki daganatok prekurzor Iézidiban (92). A kevésbé
differencialt tumorok esetében lényegesen tdbb genetikai eltérést sikerllt kimutatni. A
fenti kromoszomalis eltéréseken kivul jellegzetes volt az 1pter, 11913, 19p, 19q és 22q
karok DNS tobblete, sok esetben amplifikacié szintjén, valamint a 4q, 8p, 11p, 13q, 18q
es 21q DNS régiok elvesztése. A szerzék ezen megfigyeléseik alapjan a kevésbé differencialt
tumorokban megjelend genetikai eltéréseket a daganatos progresszidval hoztak 6sszefiiggésbe. A 18q
delécid, valamint a 11913 amplifikacié elérehaladott tumorokban volt észlelhetd. Ez a
medgfigyelés j6 6sszhangban volt azokkal a korabbi kdzlésekkel, melyek ezen genetikai elvaltozasok
meglétét rossz prognosztikai jelként interpretaltak (93-95).

Izokromoszéma képz&désre utald CGH eltéréseket a szerz6k nemcsak a 3-as, hanem az 5-6s, 8-
as, 9-es és 11-es kromoszomakon is talaltak. Ezek meglétét korabban mas modszerekkel is kimutattak
(67). A 3p kar gyakori elvesztésével kapcsolatosan megjegyezték, hogy a 3p14.2 |6kusz tartalmazza az
FHIT gént, melyen belll megtalalhaté a FRA3B fragilis pont (96), ami a HPV16 spontan integraciés helye
(97). A HPV koroki szerepe fej-nyaki daganatokban még tisztédzatlan, viszont a szerzék felhivtdk a
figyelmet arra, hogy a tidé karcindmak 40%-aban mar leirtak az FHIT gén hibas transzkripciéjat (98).
Feltételezték, hogy a fej-nyaki karcinbmakban megjelend gyakori 3p delécié ezen gén alteracidjaval
kapcsolatos, illetéleg a FHIT gén hasonld koéroki szerepét is felvetették.

Mindkét gén, hasonléan a CCND1 génhez (11913) a sejtciklus regulacidjaban vesz részt (99). A
harom fent emlitett delécié gyakran egylttesen jelent meg, ami a szerz6k szerint alapvetd jelentéségi
volt a tumoros progresszidban (85). Véleményezték, hogy azon medgfigyelésik, mely szerint a DNS
vesztések gyakorisaga jelentésen meghaladta a DNS tobbletekét arra utalhat, hogy a tumor képzddés
soran a tumor szuppresszor gének inaktivacidja donté mozzanat.

Ugyanezen szerzék kovetkez6é publikacidjukban, részben az el6z6 kbézlemény vizsgalati
eredményeit, részben 18 Ujabb minta analizisét ismertették (100). A vizsgalt daganatok osztalyozasaban
kiindulasi alapnak tekintették, hogy a fej-nyaki karcindmaknal - mindenki altal elfogadottan - a
leglényegesebb prognosztikai faktor a tumor felfedezésekor észlelhetd nyaki metasztazis megléte, vagy
hianya, ezért az elemzett mintdkat metasztatizalé (29 tumor) és metasztazist nem add (19 tumor)
csoportokba soroltak. Eredményeik szerint a metasztazist nem képz6 primer daganatoknal
gyakrabban fordultak el6 DNS amplifikaciora utald6 kromoszomalis elvaltozasok, igy az
5p (5p15), 6p (6p22) és 7p (7p15) karokra lokalizalod6 DNS tdbblet. Olyan deletalt
kromoszéma szakaszt, melynek jelentésége az emlitett csoportba tartozé tumoroknal statisztikai
analizissel igazolhato lett volna, nem taldltak. A metasztatizalé karcinbmakban egyes
kromoszomalis szakaszok (2q, 7q, 10q, 11p, 11q, 14q, 159 és 20p) vesztését
gyakrabban észlelték, mig ezeknél a tumoroknal a DNS tdbbletek elsésorban a 3q, 12,
19q és 20q karokon jelentkeztek. Statisztikai analizissel a metasztatizal6 fenotipusra jellegzetes
eltéréseket talaltak a 10925-g26 és a 11p13-p14 lokuszokon (p<0,01), 95%-0s szignifikancia szintet
alapul véve a fentieken kivul a 79q33-36, 10921, 15921, 20p11-12 savok delécidja, illetve a 19913.1-q13.2
amplifikacidja ugyancsak kapcsolatba hozhatd volt a metasztatizald képességgel (0,01<p<0,05). A
szerzOk véleménye szerint a tumor progresszidja soran kialakulé metasztatizald
képesseg legalabb olyan meértékben a megjelend delécidk - feltételezhetéen tumor
szuppresszor gén inaktivacioknak - fuggvénye, mint amennyire a gén amplifikaciok
révén bekovetkez6 onkogeén aktivaciok eredmeénye. A CGH-val egyértelmiien kimutatott 11p13-
p14 lokusz amplifikacidjat az itt talalhaté CD44 génnel (11p13) hoztak Osszefliggésbe. A gén

funkciéja azonban tisztazatlan volt: mig patkany karcindma sejtvonalakon fokozott expresszidja a
metasztatizald képességgel korrelalt (101), addig prosztata rak sejtvonalakban metasztazis szuppresszor
génként interpretaltak (102). Human melanoma metasztazisokon végzett vizsgalatok soran a CD44 gén

A késbtbbiek soran a fenti szerz6k vizsgalati anyagukat tovabbi 2 esettel kiegészitve, illetve a
statisztikai elemzést kissé médositva eredményeiket Ujra analizaltdk (104). El6z6 adataikhoz képest Uj
megfigyelésnek tekinthetd, hogy a jol differencialt tumorokra a korabban ismertetett 3p, 9p
delécion kivul az 5q delécidt is jellegzetesnek talaltak. Az alacsonyan differencialt tumor
csoportban megerésitést nyert az 1pter, 11913, 19p, 199 és 22q karokon észlelt
amplifikaciok, illetve a 4q, 8p, 11p, 13q, 18q és 21qg karokon el6forduld delécidk
gyakoribb megjelenése. Ebben a kézleményben a metasztazist nem képezd karcinomaknal
az 5p amplifikacio, a metasztatizalé tumoroknal pedig a 10q delécid jelentéségét
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karcindbmakban a heterozigétasag elvesztésének analizise soran (105). Ezzel az eltéréssel kapcsolatban
a 10924-25 I6kuszon taldlhaté MXI1 gént prosztata rdkoknal, mint tumor szuppresszor gént emlitették
(106), mely a C-MYC onkogén negativ regulatorfehérjéjét kodolja (107). Osszevetve fenti
megfigyeléseiket azzal a ténnyel, hogy a C-MYC onkogén amplifikacidjat mar korabban kimutatték fej-
nyaki lapham karcindmakban, a szerzék felvetették, hogy az MXI/1 gén elvesztésének szerepe lehet a
metasztatizalo képesség kialakulasaban (108).

1999-ben Stafford és munkacsoportja a fej-nyaki daganatoknal medfigyelheté gyakori
masodlagos tumor eléfordulas és a genetikai eltérések kozotti kapcsolatot elemezte CGH-val nyert
eredmények alapjan (109). Kiindulasi alapnak tekintették Slaughter és munkatarsainak, még 1953-ban
k6zolt hipotézisét (,field of cancerisation”), mely szerint a léguti és emésztbtraktust teljes kiterjedésében
érik karcinogén expoziciok, melyek kovetkeztében valamilyen szervrészlet daganatos elvaltozasa
kialakul, de parhuzamosan egyéb terileteken is kialakulhatnak el6bb prekurzor |ézidk, majd késdbb
rosszindulati daganatok (110). Ez az elmélet dsszhangban van Fearon és Vogelstein ,t6bblépcsés
karcinogenezis” modelljével (111). CGH adataik elemzésénél szerz8k figyelembe vették Sidransky
munkajat is, aki kimutatta, hogy bizonyos méasodlagos tumorok a primer tumorral azonos klonalis eredetet
mutatnak, igy feltehetleg annak mikrometasztazisaibdl fejlédtek ki (112). Sidransky és munkatarsai
modelljiket vese tumorra alkottak meg, az X kromoszéma inaktivacios vizsgalatai alapjan, mely fej-nyaki
lapham karcindmak esetén is megerésitést nyert (113). Ezekbdl kiindulva Stafford és munkatarsai 19
primer fej-nyaki daganat, illetve a tumor makroszképos hataratol 1 illetve 5 cm-re a normal mukézabol
vett minta CGH analizisét elemezve leirtak, hogy a normal mukézaban CGH-val genomialis eltérés nem
mutathaté ki. A tumoros mintak analizise soran a DNS tobbletek (5,2/tumor) és vesztések (5,4/tumor)
atlagos el6fordulasi gyakorisaga nem kulonb6zott egymastdl 1ényegesen, a DNS vesztések azonban a
kromoszomak nagyobb szakaszait érintették. A leggyakoribb DNS tébbletet, dsszhangban a korabbi
medgdfigyelésekkel, a 3-as kromoszéma hosszu karjan talaltak (57%), mig a 11q amplifikacié 6 esetben
fordult eld (31%), ebbdl 5-ben a 11913 régidban, az ettdl disztalis kromoszéma kar delécidjaval egyutt
jelent meg. Viszonylag gyakran talaltak amplifikaltnak a 8q23-924.2 (33%), 8q12-13, 9913-23 , 5p11-p13
és 2q31-q32 (26%) régiokat. DNS vesztés leggyakrabban a 3p-n fordult el (68%), 10 esetben ez a teljes
kar elvesztését jelentette. A 11-es kromoszéma hosszu karjat érinté DNS vesztéseknél (47%) a 11923-

gter régié delécidja minden esetben megfigyelhetd volt. Szerz6k kiemelték, hogy az 5p DNS tdbblet

(egyes esetekben amplifikacid) kizarélagosan gége tumorok esetében volt detektalhato.
Ebben a kbézleményben emlitik el6szér egyes genetikai eltérések tumor lokalizacioval valé kapcsolatéat.
Mas Osszefliggést a CGH eredmények és a daganatok lokalizacidja, metasztatizalé képessége,
differencialtsagi foka, illetve egyéb klinikai paraméterek kdzott nem tudtak kimutatni. Azt a leletet, hogy a
normal mukézaban CGH-val eltérés nem mutathaté ki ugy értékelték, hogy a modszer alkalmatlan a
mikrometasztazisok detektalasara. Ennek okait abban lattak, hogy egyrészt ezekben a vizsgalati
anyagokban a tumor sejtek aranya nagyon alacsony lehetett, mely nem érte el azt a mennyiséget, amit
mar a CGH-val ki lehet mutatni, mivel a normal sejtek gyakorlatilag ,elfedték” a daganatos sejtek
genetikai eltéréseit, masrészt, amennyiben a genetikai 1éziét pontmutacié vagy kiegyensulyozott
transzlokacio okozta, ezeknek a detektalasara eleve nem alkalmas a CGH (73). Ma ez az elképzelés a
DOP-PCR-al kombinalt CGH analizisek esetére mar nem egyértelmien tarthaté fenn (114). Fentieken tul
nem hagyhaté figyelmen kivil a CGH érzékenysége sem, hiszen az eddigi tapasztalatok szerint 2
megabazis kiterjedési Iézidnak legalabb 50-szeres kdpiaszamban kell jelen lennie, mig 10 megabazis
esetén mar 5-sz6r0s kopiaszam valtozas is detektalhatdé. A korabbi irodalom attekintésekor
megjegyezték, hogy az addig kozolt genetikai alteraciok fej-nyaki tumorokban lokalizaciojukat tekintve
hasonléak voltak, azonban el6fordulasi gyakorisaguk, - mint ahogy a fenti attekintésembdl is kitlinik - igen
jelent6s eltérést mutatott az egyes vizsgalati csoportokban. Ezt véleménylk szerint okozhattak a CGH
kiértékelésének kullonbozéségei, de megemlitették, hogy a hattérben genetikai kilonb6zdség is allhat,
melyet a beteg populacié eltéré foldrajzi lokalizacidja magyarazhat, mivel hasonlé eltérést figyeltek meg
emlétumorok esetében is (115,116).

A mar fentebb részletesen ismertetett kdzlemények eredményeit is figyelembe véve 2000-ben
jelent meg BockmUhl és munkatarsainak 2 kdzleménye, melyben 113 primer daganat CGH analizisének
eredményeit ismertették a betegek tulélési adatainak fuggvényében, egy olyan program segitségével,
mely lehet6évé tette a genom minden egyes lokuszara nézve az izolalt statisztikai analizist (117,118). Az
snternational system for human cytogenetic nomenclature” (ISCN) sav nomenklatirabdl indultak ki, és a
CGH szempontjabol nem értékelhetd savok - centroméra, heterokromatikus régiok, szatellitak, szex
kromoszomak - kizarasa utan 303 sav individualis statisztikai analizisét végezték el Kaplan-Meier analizis
alkalmazasaval. A klinikai paraméterek koézil a tumor kiindulasi helyét, méretét (pT), nyirokcsomo
metasztazis meglétét (pN), hisztopatholdgiai differencialtsagi fokat és stadiumat vették figyelembe. A
kovetési adatok kdzll a betegség-mentes és a betegség-specifikus tulélést figyelték, atlagosan 44 hénap
(40-48 hénap) nyomon kovetési idével. A tulélések és a klasszikus klinikai paraméterek statisztikai
analizise soran megallapitottak, hogy szignifikdns hatasa a tulélésre a nyirokcsomé metasztazis
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hianyanak vagy meglétének, illetve a tumor kiindulasi helyét illetben a gége vagy pharyngedlis
lokalizacionak volt: a metasztazis megléte, illetve a pharyngealis lokalizacié rossz progndzist képviseltek.
A pT-k kozill érthetd mdédon a pT1 karcindmak prognozisa volt a legjobb. A pT3 daganatok azonban
kedvez8bb progndézisunak mutatkoztak, mint a pT2 tumorok, mely elsé megkdzelitésben mindenképpen
meglepd. Az adatok elemzése kapcsan kidertlt, hogy a vizsgalatban szereplé pT2-es tumorok dontd
tébbsége az alapvetéen rosszabb progndézisu pharynx eredetli karcindmak koézil kerdlt ki, mig a pT3
rakoknal a jobb indulati gége daganatok voltak tdbbségben. A legrosszabb prognézist a pT4 tumoroknal
észlelték. Az emlitett eltérések kozil a 3921-29 és a 11913 amplifikacio és a 8p21-22 delécio
a nyirokcsomé metasztazisképzéshez képest is magasabb szinti korrelaciot mutatott a tumor

recidivaval és a halalozassal. Kiemelték, hogy ellentétben azzal a korabbi feltételezéssel, mely
szerint a DNS vesztéseknek van jelentésebb szereplik a daganatos progresszié soran, nagy szamu
vizsgalati mintan statisztikai elemzéssel nyert eredményeik azt mutatjak, hogy a DNS toébbletek és
regionalis gén amplifikaciok nagyobb prognosztikai jelentéséggel birnak. Az el6z6ekben emlitett harom
(3g21-29, 11913 amplifikacio és 8p21-22 delécio), egymastdl figgetlen prognosztikai jelentéséggel bird
genetikai elvaltozas elemzésekor megallapitottak, hogy mivel ezek az eltérések a metasztatizald
képességgel is kapcsolatba hozhatdk, megfontolandd volna ezen kromoszomalis alteraciok meglétének
vagy hianyanak kimutatédsa a rutinszer(i betegellatas soran is.

Bergamo és munkatarsai elsésorban primer szajuregi és ajak tumorok CGH analizisét végezték
el, és a genetikai eltéréseket 4 éves beteg kdvetési id6 eseményeivel dsszevetve elemezték (119). A
leggyakrabban észlelt DNS tobbleteket a 3q (48%), 8q (42%) és 7p (32%) kromoszomalis szakaszokon
detektaltak, de jelentés szamban fordult el6 az 1921-43, 2q24-37, 6p22-25 és 18912-23 (26%) DNS
tobblete is. Erdekes médon deléciot a 3p és 22q karokon, minddssze 2-2 tumorban figyeltek meg. Ezeket
az eltéréseket a betegek koértorténetével dsszevetve megallapitottak, hogy azok a betegek, akiket a
nyomon kévetési idészak alatt betegségiik miatt elveszitettek, dontd tobbséglikben hordoztak az 1-es és
a 2-es kromoszémakon észlelt amplifikacidkat, igy ezeket az eltéréseket kedvezdtlen prognosztikai
faktorként értékelték. Az amplifikalt szakaszokon lokalizalédé gének kézott megemlitették a 3g26.3-qter
régioban a korabban mar targyalt LAZ3 és BCL-6 géneken kivil a PIK3CA és EVL1 onkogéneket is. A 8q
amplifikacioval kapcsolatosan a 8924 savon taldlhaté C-MYC és PTV1 géneket emlitették, valamint a
8q12-re lokalizalodé PLAG1 gént, melynek aktivaciojat bizonyitottdk nyalmirigy pleiomorph adenémaban
(120). A 7p12-14 régiobdl az ezen a kromoszomalis szakaszon lokalizalédo névekedési faktor receptorok
(EGFR), illetve faktor-koté fehérjék (IGFBP1 és IGFBP3) génjeit emelték ki. A 18q amplifikaciokkal
kapcsolatosan a 18qg2.3 régidban talalhaté lapham karcindbma antigént (SCCA1, squamous cell
carcinoma antigen) tartottak fontosnak, melynek transzkriptuma a vérben is detektalhatdé tumor marker,
tovabba felvetették annak a lehetéségét, hogy ez a fej-nyaki daganatok meglétének monitorozasara is
alkalmas lehet (121). A 6p karon észlelt DNS tobbletek - melyek koézos atfedd régidja a 6p23-pter volt -
jelentéségét abban lattak, hogy a DEK protoonkogén ezen a Iékuszon talalhatd, mely feltételezhetéen
I6kusz specifikus DNS-koté fehérje, transzkripciot szabalyozé és szignal transzdukcids szerepkoérrel
(122).

Welkoborsky és munkatérsai 10 metasztazist nem add, 10 metasztazist képzd, ezen belll 12
oropharyngealis és 8 hypopharyngealis kiindulasu primer daganat és metasztazisaik CGH analizisét
valositottak meg (123). A metasztazist nem képez6 tumorokban amplifikaciokat 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 detektaltak 2-2 tumorban (20%), Iényegesen kisebb frekvenciaval, mint azt korabban mar masok
leirtak. A nyirokcsomo metasztazist képez6 tumoroknal DNS tobbletek jelentésebb frekvenciaval az 5p,
15q, 22q (60%), 3q, 11913 (50%), 20p és 21q (40%) karokon fordultak el6. DNS vesztések eléggée
sporadikus régiokban fordultak el6, Iényegesen kisebb gyakorisaggal, mint azt korabban leirtak. A
leggyakoribbnak talalt amplifikacié 18g-n is minddssze az esetek 30%-aban volt jelen. CGH eredményeik
alapjan a metasztazist nem képezd és metasztatizalé daganatok kozott a kdvetkezd kildnbségeket
talaltak: az 1p és 7p amplifikacio a metasztazist nem képez6 tumorokra, mig az 1q, 11q
és 22q amplifikacié, valamint a 18q delécié kizardlagosan a metasztazist adé
daganatokra jellegzetes. A 8q, 10q, 20q amplifikacié féként NO, a 15q amplifikacié pedig
inkabb N+ karcindmakban volt kimutathatd, de nem kizarélagos eléforduldssal. A primer
daganatok és a metasztazisok eredményeinek dsszehasonlitasa a kdvetkezd eredményeket adta: a
metasztazisok leggyakrabban a 11q, 15q (70%) és az 1p és 3q (60%) amplifikaciokat hordoztak. Ezeken
kivil DNS tobbleteket detektaltak az esetek legalabb 30%-aban a 19q, 20p (50%), 5p, 10q, 17p (40%),
8q és 18q (30%) kromoszdéma szakaszokon. A DNS vesztések hasonlo gyakorisaggal csak a 3p és 11p
karokon fordultak el6. A 11p és 17p amplifikaciokat csak a metasztazisokban sikertlt kimutatni, s az 1p,
8q, 11q, 18q és 19p amplifikacidk is inkabb a metasztazisokra voltak jellemzéek. A 21q és 22q
kromoszomalis szakaszok DNS tdbblete viszont csak a primer tumorban volt jelen. A primer daganatok
és a hozzajuk tartozé metasztazisok a kdvetkez6 kdzos eltéréseket hordoztak: 22q (60%), 5p, 11q, 15q
(40%), 3q, 10q, 20p, 21q (30%), 19p, 179 (20%) eés 8q, 9q, 14q, 18q (10%) DNS tdébbletet, valamint 3p,
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59, 11p (20%) és 13q, 18q, 199 (10%) DNS vesztést. Osszességében megallapitottak, hogy a
metasztazist képz6é tumorok tébb, CGH-val detektalhatdé genetikai eltérést hordoznak. A szerzék
kiemelték tovabba, hogy a 11913 és 22q amplifikacido és 18q delécié csak metasztazist
képzb tumorokban, mig a 7p amplifikacié csak metasztazist nem adé daganatokban volt

kimutathatd. A 11q13 ampilifikaciét a CCD1 génnel hozzak kapcsolatba. A 1821 a DCC feltételezett
tumor szuppresszor gént és a DPC4 gént tartalmazza, mely utdbbi transzkriptie a TGF-B-szer(
szignalizaciés utvonal eleme (124,125). A 22g-val kapcsolatban a 14-3-3 fehérje génje kerilt emlitésre,
mely a tirozin- és ftriptofan-hidroxilaz proteinkindz-dependens aktivatora, és foszfoszerin tartalmu
fehérjékhez kétédve medidlja a szignal transzdukciot (126).

Bar nem mitéti anyagot vizsgéltak Singh és munkatarsai, mégis figyelemre mélt6 CGH
eredményiik (127). Ot fej-nyaki lapham karcindmabol szarmazé sejtvonal CGH karakterizalasat kdvetéen
a sejteket besugaraztdk, és meghataroztak sugarérzékenységuket. Harom sejtvonal sugarérzékenynek,
mig kett6é sugarrezisztensnek bizonyult. A 3q amplifikacié minden sejtvonalban megfigyelhetd volt. Mig az
5p és 14q amplifikacioé valamint 3p, 4, 8p és 9p delécié minkét tipusu sejtvonalban viszonylag gyakori
volt, addig @ 7p és 17q amplifikaciéo és az 5q, 7q és 18q deléciok kizardlag a sugar
érzékeny sejtvonalakban fordultak eld. A sugar érzékeny sejtvonalak dsszességiikben tébb
genetikai alteraciét hordoztak a sugar rezisztensekhez képest. Ezt az dsszefiiggést azzal magyaraztak a
szerz8k, hogy sugar érzékeny sejtekben a repair mechanizmusok sérilt volta teszi lehetévé a genetikai
alteraciok nagyobb szamban valdé megjelenését, és ezeknek a mechanizmusoknak az elégtelen
mikodése felel6s azért, hogy a sugarzas altal létrehozott genomialis sérilések kijavitdsa nem hatékony,
igy ez hamarabb vezet a sejtek pusztuldsadhoz. Ugyanakkor a szerzék is elismerték, hogy a korlatozott
mintaszam nem teszi lehetévé egyértelml kdvetkeztetések levonasat, és szikségesnek tartjdk a sebészi
uton nyert mintak analizisét és klinikai adatokra alapozott elemzését.

Amint a fenti részletes irodalmi attekintés is bizonyitja, a ndvekvé szamu
tanulmany ellenére a fej-nyaki tumorok eltérd anatémiai lokalizaciéju daganatainak
részletes molekularis analizise tovabbra is hianyosnak tekinthetd. Indokoltak tehat azok
a megkozelitések, melyek az egyes anatomiailag kozel elhelyezked6, de eltérd

progresszioval jellemezhetd tumorok karakterisztikumait kivanjak feltarni.
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3. Célkitlizesek

Munkank soran célunk volt:

a tenascin termel6désének és szoveti eloszlasanak jellemzése gége és
hypopharyngealis  kiindulasu  karcindbmak esetén immunhisztokémiai
modszerek segitségével, annak eldontésére torekedve, hogy kimutathaté-e
kilonbség az expresszioban és a szOveti eloszlas mintazataban az eltér6

kiindulasu, de azonos klinikai stadiumu daganatokban,;

a tumorok stadiumaval, metasztatizalé képességével 0Osszefliiggésben a

tenascin eloszlas jellegzetességeinek leirasa;

a kovetési adatok Osszevetése alapjan a tenascin produkcié prognosztikai
jelentéségének elemzése a kulonbozd stadiumu gége és hypopharynx rakok

esetén;

a gége és hypopharyngealis daganatok genetikai eltéréseinek feltérképezése

a komparativ genomialis hybridizaci6 moédszerének alkalmazasaval,
a CGH eredmények és a klinikai adatok 6sszehasonlitasa alapjan a daganat

progresszioval, illetve metasztatizalasi képességgel 0sszefiggd genomialis

alteraciok azonositasa.
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4. Anyagok és modszerek

4.1. Immunhisztokémiai vizsgalatok

4.1.1. A tenascin expresszio vizsgalatara hasznalt széveti mintak

A vizsgalatban szerepl6 tumoros mintak (n=58) sebészi uton keriltek eltavolitasra, a
DEOEC Ful-, Orr-, Gégészeti és Fej-Nyaksebészeti Klinikan. A daganatok kiindulasi
helyét tekintve 31 gége és 27 hypopharynx eredetll mitéti anyagot analizaltunk. Minden
beteg esetén preoperativ biopsziaval igazolt diagnézis allt rendelkezésre, melyet a
DEOEC Patholdgiai Intézetében allapitottak meg. A vizsgalt anyagok a tumorszdévetbél,
illetve a tumor-normal szovethatarrdl kerultek kimetszésre. A betegek klinikai adatai,
egeészségugyi dokumentacioja fenti intézetekben érheték el. A mintakat 8 csoportba

soroltuk a tumor kiindulasa és TNM-stadiuma alapjan (1. tablazat).

4.1.2. Sz6veti metszetek preparalasa és immunhisztokémiai reakciok kivitelezése

A szdvetmintakat Tissue Tek OCT Compound-ba (Miles; Ekhart, IN) agyazva folyékony
nitrogénben fagyasztottuk, majd tovabbi feldolgozasig —86 °C-on taroltuk. Kettés és
harmas immunfluoreszcens jelzésekhez, 5-7 um vastag metszeteket készitettlink
minicryostatban (Leica CM1850, Leica Microsystems Nusslock GmbH, Germany),
aluminium foliaba csomagoltuk és -20 °C-on taroltuk. Kozvetlenul felhasznalas el6tt a
metszeteket szobahémeérsékletre melegitettuk. A metszeteket acetonban fixaltuk (10
perc). A nem specifikus |gG-kétédés blokkolasara 5%-0s normal human szérumot
alkalmaztunk (15 perc). Az immunfluoreszcens reakciokat szobahdmérsékleten
végeztuk. Valamennyi antitest higitasara és a nem kot6dott antitestek eltavolitasara
standard PBS-t (0,135M NaCl, 22mM NasHPOgx2H20, 5mM KH2PO4, pH:7,00)

alkalmaztunk. Az immunreagensek jellemzéit a 2. tablazat mutatja.
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1. tablazat

A tenascin eloszlas karakterizalasa soran vizsgalt mintak klinikai, hisztolégiai és
immunhisztolégiai adatai

Eset Név Nem/ Lokalizacio TNM Hiszto- Tumor Tulélés Tumormentes  Domindns
Kor logiai recidiva  (ho) tulélés (ho) tenascin
grading  (ho) mintazat
A B C
1. BC M/68 Larynx TINOMO I 40 *
2. FH M/57 Larynx TINOMO 1I 33 *
3. JB M/42  Larynx T2NOMO 1I 37 *
4. IK M/56 Larynx T2NOMO II 32 *
S. IS M/62  Larynx T2NOMO 1 30
6. GR M/56 Larynx T2NOMO 1 24 *
7. SF M/54 Larynx T2N2MO 11 20 + 30 *
8. JL M/60 Larynx T3NOMO I 25 *
9. AF M/58 Larynx T3NOMO I 25 *
10. IS M/60 Larynx T3NOMO I 24 *
1. 3 M/52  Larynx T3NOMO 1I 24 *
12. TK M/57 Larynx T3NOMO  II-1II 37 *
13. TT M/65 Larynx T3NOMO II 34 *
14. JpP M/55  Larynx T3NOMO 1 33 *
15. IE M/70  Larynx T3NOMO 1II 26 *
16. IC M/42  Larynx T3NOMO I 25 *
17.  BK M/59  Larynx T3NOMO 11 34 *
18. LD M/42  Larynx T3NOMO 1I 39 *
19. SE M/40  Larynx T3NIMO 1I 27 *
20. KS F/41  Larynx T3NIMO 11 38 *
21. I M/58 Larynx T3N2MO 1 29 *
22. IS M/64 Larynx T4NOMO II 25 *
23.  AS M/53  Larynx TANOMO  I-II 28 *
24. OK F/53 Larynx TANOMO I 24 *
25. ZP M/56 Larynx T4ANOMO I 30 *
26. SK M/60 Larynx T4ANOMO 1 9 + 14 *
27. T™ M/50 Larynx TANOMO 1 14 + 20 *
28. SR M/59 Larynx T4ANOMO 1I 12+ 22 *
29. PA M/64  Larynx TANOMO  II-1II 18 *
30. TB M/52  Larynx TANIMO 11 9 + 11 *
31. SK M/51 Larynx T4N2MO 1 8 + 13 *
32. LH M/53  Hypopharynx TINOMO I 32 *
33. LT M/50 Hypopharynx TINIMO 1II 26 *
34. 1 M/47  Hypopharynx TIN2MO 1II 14 + 21 *
35. MV M/48 Hypopharynx T2NOMO 11 29 *
36. SD M/40  Hypopharynx T2NIMO 11 26 *
37. ZD M/53  Hypopharynx T2N2MO 11 19 *
38. BR M/44  Hypopharynx T2N3MO  II-III 8 + 15 *
39. IB M/63 Hypopharynx T3NOMO I 12 + 18 *
40. CK M/55 Hypopharynx T3NOMO I 18 *
41. TS M/52  Hypopharynx T3NIMO I-1I 6 + 9 *
42.  MS M/63 Hypopharynx T3NIMO I 25 *
43. SM M/45  Hypopharynx T3NIMO 1II 4 + 10 *
44. IV M/48 Hypopharynx T3N2MO 11 24 *
45.  AK M/50 Hypopharynx T3N2MO  I-II 16 *
46. JD M/46  Hypopharynx T4NOMO 1III 26 *
47. GF M/50  Hypopharynx TANOMO 11 16 *
48. LB M/42  Hypopharynx T4NOMO II 8 + 14 *
49. RK M/58 Hypopharynx T4NOMO  II-III 2 *
50. ZL M/51 Hypopharynx T4NIMO 1T 29 *
51. BF M/49  Hypopharynx TANIMO  I-II 30 *
52. MK F /43  Hypopharynx TANIMO I 15 *
53. MP M/44  Hypopharynx T4ANIMO II 9 + 13 *
54. GZ M/52  Hypopharynx T4N2MO 1 25 *
55. LR M/49  Hypopharynx T4N2MO 1 12 *
56. MN M/50  Hypopharynx T4AN2MO  II-1IT 9 + 15 *
57. DK M/51 Hypopharynx T4N3MO 1II 17 *
58. AR M/60 Hypopharynx T4AN3MO 1 3 + 8 *
A: Tenascin a tumor invazios zona hataran (Halalozas: +)

B: Tumor sejt szigetek a béséges tenascin festddést mutatd kotdszovetbe agyazva
C: Intratumoralis tenascin depozicid, a tumoros erekkel kapcsoltan



2. tablazat

A felhasznalt primer immunreagensek

Megnevezés Forras Specifitas Reaktivitas
Anti-cytokeratin DAKO Co., human keratin, 56 Epithelialis
(poliklonalis, nyul)  Carpinteria,CA és sejtek

64 kD méret

Anti-tenascin
(monoklonalis,
eger)

CD-34
(monoklonalis,
eger)

Ki-67
(monoklonalis,
egér)

DAKO Co.,
Carpinteria,CA

Becton-Dickinson,
Mountain View,CA

Immunotech S.A.,
Marseilles, France

human tenascin,
tenascint termeld
sejtek

human progenitor
sejt

transzmembran
glycoprotein, 105-t6l
120 kD méretig
osztédaskor
detektalhato 345 és
395 kD méretl
nuklearis antigének

Extracellularis
matrix

Haemopoetikus
progenitor
sejtek és
kapillaris
endothel sejtek
G1,5,G2és M
fazisban lévé
sejtek

4.1.3. Kett6és immunfluoreszcens reakciok

Kettés immunfluoreszcens jelzést alkalmazva parhuzamosan detektaltuk az alabbi
szOveti komponenseket:

a./ tenascint és cytokeratint (utébbi epithelialis sejtmarker fehérje),

b./ cytokeratint és proliferalé sejteket (utdbbit Ki-67 monoklonalis antitesttel,

mely 0sztodo sejtek magantigénjét ismeri fel).

Kombinalt tenascin és cytokeratin jelzésre a szoveti metszeteket egérben termelt
human-tenascinra specifikus monoklonalis antitesttel (Dako; Carpinteria, CA, 1:200-as
inkubaltuk (1

immunszérumot (Dako; Glostrup, Denmark) alkalmaztunk (1:100-as higitasban, 1 éra).

higitas) ora), majd nyulban termelt human-pancytokeratin elleni
A tenascin ellenes antitestek kotédését biotinalt anti-egér-IgG hozzaadasat kdévetben
1:250-es higitas,

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

(Vector Laboratories; Burlingame, CA, 30 perc) Texas Red

lathatova. A cytokeratin ellenes antitestek detektalasat FITC-el jelzett kecske anti-nyul-
IgG (Sigma; St. Louis, MO, 1:40-es higitas 45 perc) alkalmazasaval valésitottuk meg.

A cytokeratin €s az osztodd sejtek parhuzamos detektalasa soran a tenascin
ellenes antitestet Ki-67 monoklonalis antitesttel (Dako;

Glostrup, Denmark)
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helyettesitettik 1:100-as higitasban, 30 perces inkubalast alkalmazva. A reakcio

tovabbi kivitelezése a fent leirtakkal azonos moédon zajlott.

4.1.4. Harmas immunfluoreszcens reakciok

Harmas immunhisztokémiai reakcidoval az alabbi komponenseket mutattuk ki, a

reakciokat parhuzamosan, illetve egymast kdvetden, egy szdveti metszeten végezve:

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

b./ cytokeratint, CD-34-et és osztédo6 sejteket ( Ki-67 monoklonalis antitesttel).

A tenascin, cytokeratin és CD-34 detektalasara a metszeteket 1:200-as higitasu,
egérben termelt anti-human-tenascin és 1:100-as higitasu nyulban termelt anti-human-
pancytokeratin antitest, illetve immunszérum keverékével inkubaltuk 1 éran at. Ezt
kovetéen a tenascin megjelenitésére 1:250-es higitasu biotinalt egér-specifikus 1gG-t
alkalmaztunk (30 perc), majd 1:80-as higitasu AMCA-avidinnel (Vector Laboratories;
Burlingame, CA, 45 perc) reagaltattuk. A cytokeratint FITC-el konjugalt nyul-specifikus
IgG-vel (1:40-es higitas, 30 perc) vizualizaltuk. A CD-34 ellenes reakcio kivitelezése
elétt, a CD-34 ellenes monoklonalis antitest nem specifikus kdtédésének megel6zésére
30 percre normal egér-szérumban inkubaltuk a metszetet (1:200-as higitas), majd 1:2-
es higitasu phycoerythrinnel konjugalt anti-CD-34 antitestet (Becton Dickinson;
Mountain View, CA) alkalmaztunk (45 perc).

A cytokeratin, Ki-67 és CD-34 detektalasa soran az egyetlen kulénbség az anti-
human tenascin reagens Ki-67 monoklonalis antitesttel (DAKO; Glostrup, Denmark)

torténd helyettesitése volt, 1:100-as higitasban.
4.1.5. Inmunhisztokémiai kontroll reakciok

A kettés és harmas immunfluoreszcens jeldlések specificitasanak ellenérzése
érdekében, az aspecifikus keresztreakciok lehetéségének kizarasara, az 0Osszes

alkalmazott antitest esetében elvégeztuk a kovetkez6 reakciokat:

- a primer antitesteket a veluk nem reagaldé masodlagos antitestekkel
reagaltattuk;

- a primer antitesteket reagaltattuk az 6sszes masodlagos antitesttel;

- a primer antitesteket azonos higitasu normal nyul- és egérszérummal
helyettesitve a reakcidkat elvégeztik az Osszes masodlagos antitest
alkalmazasaval is.
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4.1.6. Immunhisztokémiai jelzések analizise és dokumentacidja

A szdveti metszeteket a reakciok kivitelezése utan PBS-glycerol 1:1 aranyu keverékével
fedtik le. Az immunreakcidk értékelésére FITC, Texas Red/phycoerythrin és AMCA
jelzésekre szelektiv gerjesztési és emisszios filterekkel ellatott Axioplan fluoreszcens
mikroszkopot (Zeiss; Oberkochen, Germany) alkalmaztunk. A digitalis felvételek
feldolgozasa és rogzitése ISIS 3 software (Metasystems Inc. Altlussheim, Germany)
segitségével tortént. Tarolasuk CD-lemezeken tortént. A szines mikroszképos felvételek
dokumentalasara Digital Palette CI3000S (Polaroid Co., Cambridge, MA) filmet

hasznaltunk.
4.1.7. A klinikai és immunhisztokémiai adatok 6sszehasonlité analizise

A klinikai és a tenascin eloszlasra vonatkozé immunhisztokémiai adatokat az 1.
tablazatban foglaltuk 6ssze a TNM stadium beosztas fuggvényében. A tablazatban
feltintettlk tovabba a recidiva és halalozasi adatokat is. A tenascin eloszlas részletes
elemzésének adatait a 3. és 4. tablazat segitségével mutatjuk be. A statisztikai analizis

soran F-prébat alkalmaztunk.

4.1.8. A fibrin depozicio vizsgalata laryngealis és hypopharyngealis tumorokban

A fent részletezett tumormintak egy részében elvégeztik a fibrin depozicio vizsgalatat is
immunhisztokémiai mddszerekkel. A reakciok kivitelezése a fentiekkel analég mddon
zajlott, anti-fibrinogén/fibrin, anti-fibrin, valamint a FXIIIA-pozitiv fagocitalé6 makrofagok
elleni KiM7 antitestek hasznalataval. Mivel ezen vizsgalatokrol dr. Bardos Helga, " A
tumor matrix atépulése a tumor progresszido é€s metasztazis képzdédés soran" cimi
Egyetemi Doktori (Ph.D.) Téziseiben részletesen beszamolt, jelen munkank csak a

relevans eredmények révid dsszefoglalasat tartalmazza a megfelel6 fejezetekben.

4.2. Komparativ genomialis hibridizacié (CGH)

4.2.1. CGH analizis soran vizsgalt mintak

CGH-val 23 fej-nyaki tumort analizaltunk. A feldolgozott mintak a DEOEC Ful-, Orr-,

Gégészeti és Fej-Nyaksebészeti Klinika, valamint a SOTE Ful-, Orr-, Gégészeti és Fej-
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Nyaksebészeti Klinika mitéti anyagabdl szarmaztak. 14 minta gégébdl kiinduld primer
tumorbdl szarmazott, mig 9 esetben hypopharyngealis eredetli daganatbdl nyertink
vizsgalati anyagot. Hasonléan korabbi vizsgalatunkhoz el6zetesen preoperativ
biopsziaval patholdgiailag igazolt diagnézis allt rendelkezésre a lapham karcindbma
jelenlétérél. A mintak kimetszése olyan modon tértént, hogy a lehetéségekhez képest a
nem tumoros sejtek ,kontaminacidja” minimalis legyen. A betegek klinikai adatait
tartalmazé egészségugyi dokumentacié a fenti intézetekben érhetdé el. A daganatok
csoportositasa a kiindulasi hely, a TNM stadium figyelembevételével tortént (5.

tablazat). Fenti vizsgalatok a DEOEC Etikai Bizottsaganak jévahagyasaval valdsultak
meg.

4.2.2. DNS preparalas és CGH hibridizacio

A tumor mintakat a sebészi kimetszést kovetéen —-80 °C-on taroltuk. A DNS
extrakciohoz 6 és 30 um vastagsagu metszeteket készitettiink. A 6 um-es metszetek
hagyomanyos haematoxylin-eosin festéssel kertltek morfoldgiai feldolgozasra. Azon
mintak 30 um-es parja kerult CGH-hoz felhasznalasra, melyekben legalabb 70% volt a
tumorsejtek aranya.

A DNS hibridizaciot Kallioniemi és munkatarsai altal leirt moédon végeztik, kisebb

modositasokkal (73,74,128). A modszer elvét roviden az 1. abra szemlélteti.

tumor DNS referencia DNS
zold ﬂuoreszcencta hibridizacios elegy  piros fluoreszcencia
TARGET DNS
normal kromoszoma '
preparatum ' \
[ / N\ '

1.abra A komparativ genomialis hibridizacié sémas abraja

Tumor és normal (egészséges egyeén periférias vérének mononuklearis sejtjeibdl)

DNS-t fenol:kloroform:izo-amilalkohol (PCI, 26:25:1) oldattal extrahaltunk proteinaz-K
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fluorimetrias modszerrel hataroztuk meg. A tumor és normal DNS-t nick-transzlaciéval,
direkt jelzett d-UTP-vel megjeloltuk a gyartd (Vysis Inc. Downers Grove, IL USA)
protokollja alapjan. A tumor DNS jelzése zolden fluoreszkalé SpectrumGreen-12-dUTP-
vel, a normal DNS jelzése pedig vordsen fluoreszkald SpectrumRed-5-dUTP-vel tortént.
A kisérleti kdrilményeket ugy allitottuk be, hogy a jelzett DNS fragmentumok hossza
300 és 2000 bazispar kozott legyen.

A 200-200 ng jelzett tumor és normal DNS-t, valamint 20 pg jeldletlen human
Cot-1 DNS-t (GIBCO) tartalmazé DNS keveréket 1 térfogat 0,3 M natrium-acetattal (pH:
5,3) és 100% hideg etanollal kicsaptuk. A DNS-t levegdn megszaritottuk és 10 pl
hibridizacios oldatban (560% formamid, 10% dextran-szulfat, és 2 X SSC (1 X SSC: 0,15
M NaCl, 0,015 Na-citrat, pH: 7,0)) feloldottuk. A hibridizacios elegyet 73 °C-on 5 percig
denaturaltuk, majd 37 °C-on 30 percig allni hagytuk (preannealing 1épés). A normal
human kromoszomakat tartalmazé CGH lemezeket (Vysis Inc.) 73 °C-on 3-5 percig
denaturaltuk, majd emelked6 koncentracioju etanol sorban (70%, 85%, 100%)
dehidraltuk. A hibridizacios elegyet targylemezre cseppentettik és Iégmentesen
lezartuk. A hibridizacié 37 °C-on 72 6ran at nedves kamraban tortént. A hibridizacios
lemezekrél a nem hibridizalodott DNS-t az alabbiak szerint tavolitottuk el: a lemezeket
harom egymast koévetd Iépésben hibridizaciés mosoéfolyadékban (50% formamid, 2 X
SSC, pH: 7,0), majd kétszer 2 X SSC-ben (pH: 7,0, 45 °C), ezt kdvetben egyszer 2 X
SSC-ben és kétszer PN pufferben (0,1 M NaH,POy4, 0,2 M Na;HPO,4, Nonidet P40, pH:
8,0, szobahbémérséklet, 10 perc) mostuk, majd a lemezeket ultratiszta vizben
ledblitettik és levegbn megszaritottuk. A preparatumokat anti-fade oldatban (Vysis Inc.)
oldott 0,15 ug/ml 4,6-diamino-2-fenilindollal (DAPI) festettik. Kisérleti szérianként egy
negativ  (klldnb6z6 jelzési normal-normal DNS) és egy pozitiv kontroll
(SpectrumGreen-dUTP-jelzett  citogenetikailag részletesen jellemzett MPE-600
emlétumor sejtvonal) preparatumot hasznaltunk a CGH eredmények validitasanak

ellenbrzésére.
4.2.3. Digitalis képanalizis

A CGH hibridizacio értékelésére Zeiss Axioplan fluoreszcens mikroszképhoz (Carl
Zeiss, Jena, Németorszag) kapcsolt szamitdgép-vezérelt kvantitativ képfeldolgozé
rendszert alkalmaztunk (ISIS, Metasystem GmbH, Altlussheim, Németorszag). A

fluoreszcens képek rogzitése (mintanként 8-10 metafazis) monokrém CCD kameraval
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tortént (Compulog, IMAC-CCD-230, 8 bit felbontas, Metasystem GmbH). Minden
metafazisrol 3 fekete-fehér fluoreszcens képet rogzitettiink. A kék fluoreszcencia a
kromoszomak azonositasara szolgalt (DAPI festés), a z0Old fluoreszcencia a
hibridizalddott tumor DNS-t6l, mig a piros fluoreszcencia a hibridizalodott normal DNS-
t6l szarmazott. Automatikus hattérkorrekciot kovetéen megszerkesztettik a
kromoszomak kariogramjat a DAPI festés alapjan. A kromoszomalis eltérések
meghatarozasa a z0ld/vords fluoreszcencia intenzitdas hanyadosok aranya alapjan
tortént a kromoszéma preparatumokon, automatikusan minden metafazisra
vonatkoztatva. Az egyes metafazisokra vonatkozé kromoszéma profilokat atlagolva az
adott tumorra jellemzd atlag eltérések térképét kaptuk meg. DNS tébbletként definialtuk
azokat az eltéréseket, melyeknél a zOld/voros fluoreszcencia intenzitas arany
meghaladta az 1,15-ot. DNS vesztésként hataroztuk meg azokat az alteraciokat,
melyeknél ez az arany 0,85 alatti értéknek adodott. Ezeket az un. diagnosztikai hattér
ertékeket normal-normal hibridizaciok atlagértékeibdl hataroztuk meg. Tekintettel arra,
hogy a Cot-1 DNS hatékonyan blokkolja a kromoszomak centroméra kozeli
heterokromatin régioit, ezeket a kromoszomalis szakaszokat a CGH analizis soran nem
ertékeltuk.
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5. Eredmények

5.1. Az immunhisztokémiai vizsgalatok soran elemzett daganatok klinikai adatai

Vizsgalati anyagunkban a gége tumor miatt kezelt betegek atlagos életkora 55 év, mig
a hypopharynx daganatos betegek esetén ez 50 év volt. Ez a kulonbség statisztikailag
nem volt szignifikans (F=0,1). A daganat eltavolitasa utan az atlagos kovetési id6 sem
kUldnbodzott statisztikailag szignifikans mdédon a két csoportban (F=3,8). A hypopharynx
karcindmaval sujtott betegcsoportot a gége tumorral kezelt betegcsoporthoz viszonyitva
jelentésen fokozott metasztatizalasi hajlam, gyakoribb és korabban jelentkezd recidiv
tumor képzbdés és ezek kovetkeztében emelkedett daganatos halalozas jellemezte. A
tumormentes tulélés a hypopharynx karcindbmas betegcsoport esetén szignifikansan

rovidebb (F=4,55) volt a gége tumoros betegcsoporthoz képest (3. tablazat).

3. tablazat

A klinikai kovetés adatai

Laryngealis tumorok Hypopharyngealis

) tumorok
Atlagos kovetési idd 31,5 (24-41) 25,7 (24-32)
(hénap)

Atlagos tumormentes 29,5 (24-39) 27,2 (24-32)
tulélés (honap)

Atlagos tumor recidiva 18,2 (8-40) 11,0 (2-19)
(hénap)

A sebészi beavatkozaskor észlelt nyaki nyirokcsomo6 metasztazisok el6fordulasi
aranya, a matét utan észlelt recidivak aranyaval egyetemben, jelentésen magasabb volt
a hypopharynx daganatos csoportban (4. tablazat). A tanulmanyozott betegcsoportban
Osszesen 15 daganatos halalozast regisztraltunk a kovetési idészak alatt, melynek
megoszlasa az alabbiak szerint alakult: gége tumorral 6sszefiggé halalozast 6 beteg,

hypopharynx daganat miatti halalozast 9 beteg esetében regisztraltunk.
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5.2. A tenascin eloszlas jellegzetességei gége és hypopharynx

daganatokban

Az Osszes vizsgalt metszetben sikerllt kimutatni a tenascin jelenlétét, de mind az
intenzitasban, mind az eloszlasban jelentdés kulonbségeket figyeltiink meg. A tenascin
jelolést valamennyi mintaban cytokeratin festéssel kombinaltuk, mely az epithelialis
sejteket jeldlte, igy a tenascin és az epithelidlis/tumoros sejtek viszonya jol
megfigyelhetd volt. Mind a gége, mind a hypopharynx szoévettanilag normal, nem-
tumoros részében a tenascin szinte kizardlag a felszini epithélium bazalis
membranjaval kapcsoltan volt kimutathatd (2A abra). Sem a koétészoévetben, sem az
erek falaban nem volt tenascin jelolédés, és az epithelidlis sejtek is negativnak
bizonyultak.

A normal ham és a proliferativ tumoros epithélium hataran kifejezett strémalis
tenascin jelOlést figyeltink meg az epithélium alatt (2B abra). A savszerd, folytonos
bazalis membrant tenascinban gazdag zdéna valtotta fel a szubepithelidlis
kotészovetben. llyen tipusu eloszlast korai stadiumua (T1-2NO) laryngedlis tumor

mintakban és igen korai (T1NO) hypopharynx daganatokban figyeltink meg. [Ezt a

tenascin eloszlast "A" tipusként jeldltik a tablazatokban.]

2. abra

A. Kettds immunfluoreszcens reakcid a gége tumormentes részén a tenascin (Texas Red) és a
cytokeratin (FITC) kimutatasara. A tenascin a bazalis membran mentén lathato. (350x) B. Tenascin és
cytokeratin kimutatasa a tumoros és ép epitélium hataran tumoros gégébdl szarmazd metszeten. Jol
erzékelheté a tenascin mennyiségének ndvekedése. (350x) C. Kettds immunfluoreszcens reakcio a
cytokeratin (FITC) és osztodd sejtek magjanak kimutatasara (Ki-67), gégetumorban. Szamos
oszlasban 1évd sejt detektalhaté az invazids front tertiletén. (700x)
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A tumor progresszié késbbbi szakaszaiban a stromaval szoros kontaktusban
szamos 0szt6do sejtet tudtunk kimutatni Ki-67 jelzéssel (2C abra), valamint kifejezetten
fokozott tenascin produkciot talaltunk a daganat és normal szovet hataran. A cytokeratin
pozitiv sejtek terlletén nem volt tenascin jeldlés medfigyelhet6 (3A abra). llyen
mintazatot féként T2-T3 stadiumu gége tumorokban, és ritkabban T2 stadiumu
hypopharynx daganatokban észleltink. [A tablazatokban ezt az eloszlasi mintazatot "B"
tipuskeént jeleztuk.]

A tumoros progresszi6 elérehaladott stadiumaiban a daganattal hataros stréma
terlleteken észlelhet6 tenascin akkumulacién kivul finom trabekulakban, és gy(rlszerd,
5-20 um-es atmér6ji strukturakban is megjelent a tenascin (3B &bra). A
preparatumokban intenziv stromalis tenascin jelolédés volt észlelhetd, a malignus sejt-
fészkek, -szigetek a kot6szovet stromalis elemeivel nagyfokban 6sszekeveredtek, de
maguk a tumorsejtek nem rendelkeztek tenascin immunreaktivitassal. Az osztodo sejtek
nem csupan a tumor periférias terlletein, hanem a tumor fészkeken belll is
kimutathatok voltak. Illyen tenascin eloszlast csak igen el6rehaladott, metasztatizald
gége (T4) és hypopharynx (T3-T4) tumorokban lattunk. [Ezt a tenascin megjelenést "C"

tipuskeént jeldltuk a tablazatokban.]

T

3. abra

A. Kettds immunfluoreszcens reakcio elérehaladott stadiumu gégetumoros mintan a tenascin (Texas
Red) és a cytokeratin (FITC) kimutatasara. Kifejezetten fokozott a tenascin depozicié az invazios
front teriletén. (350x) B. Kettds immunfluoreszcens reakcidé tenascin (Texas Red) és cytokeratin
(FITC) kimutatasara, hypopharynx karcindbmaban. Az invazios front tertiletén kivil is detektalhatéd
tenascin, finom ftrabekularis szerkezetben, gylriszer(i struktuarakban. (350x) C. Harmas
immunfluoreszcens reakcié tenascin (AMCA), cytokeratin (FITC) és CD-34 (phycoerythrin)
kimutatasara, hypopharyngealis daganatban. Jol lathat6 az érfal kdrnyezetében detektalhaté tenascin
lerakédas. (1400x) D. Harmas immunfluoreszcens reakcio Ki-67 (AMCA), cytokeratin (FITC) és CD-
34  (phycoerythrin)  kimutatasara, hypopharyngealis daganatban. Az érfal kdzvetlen
szomszédsagaban szamos (Ki-67 pozitivitast mutatd) osztddo sejtmag észlelhetd. (1400x) 26



4. tablazat

A. Tenascin mintazat metasztatizalo, recidivat illetve tumoros halalt okozé tumorokban

Laryngealis Hypopharyngealis
mintak mintak
Dominans tenascin A B C A B C
eloszlas
Metasztazis képzés 0/6 1/6 5/6 0/19 5/19 14/19
Recidiva 0/9 3/9 6/9 0/17 3117 14/17
Tumoros halalozas 0/6 0/6 6/6 0/9 0/9 9/9
Metasztazisok aranya 6/31 19/27
Recidivak aranya 9/31 17/27
Tumoros halalozasok 6/31 9/27

(A feltlintetett tenascin eloszlast mutaté mintak szama/ az 0sszes metasztazist, recidivat,

tumoros halalozast okozé tumorok szama)

B. Tenascin eloszlas a T stadiumok fliggvényében

Laryngealis Hypopharynge-
mintak alis mintak

Dominans A B C A B C
tenascin mintazat

T1 1/2 1/2 0/2 1/3 1/3 1/3

T2 1/5 3/5 1/5 0/4 3/4 1/4

T3 0/14 12/14 2/14 0/7 2/7 5/7

T4 0/10 4/10 6/10 0/13 3/13 10/13

(A dominans mintazatot mutaté mintak szama/ 6sszes megfelel6 T stadiumu mintak szama)

C. A metasztatizalas, recidiva képzés és tumoros halalozas relativ gyakorisaga a

tenascin mintazat fuggvényében

Laryngealis Hypopharyn-
mintak gealis mintak

Dominans A B C A B C
tenascin mintazat
Metasztatizalas 0/2 1/20 5/9 0/1 5/9 14/17
Recidiva 0/2 3/20 6/9 0/1 3/9 14/17
Tumoros 0/2 0/20 6/9 0N 0/9 9/17
halalozas

(Metasztatizald/recidivat/halalozast okozé tumorok szama/ a feltlintetett mintazatot mutato

tumorok 6sszes szama)

A cytokeratin, tenascin és CD-34 egyuttes kimutatasara alkalmazott harmas

immunfluoreszcens

reakcié segitségével

egyértelmlien bebizonyitottuk, hogy a
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gylrUszerl strukturak, melyek intenziv TN jeldlést mutattak, CD-34 pozitiv endothelialis
sejteket vesznek kortl (3C abra). A cytokeratin, Ki-67 és CD-34 egyuttes kimutatasara
alkalmazott harmas immunfluoreszcens jeloléssel igazolhaté volt, hogy az ereket
nagyszamu proliferalé sejt dvezte (3D abra). Ez a megfigyelés csak a tumor progresszio
végs® szakaszaira volt jellemz8, dontéen hypopharynx tumorokban jelentkezett és
szoros korrelaciot mutatott a metasztatizalo képesseggel, korai recidivaval és a
daganatos halalozassal (4. tablazat). Azon betegeink mintaiban, akiket a kovetés alatt
elveszitettink a tumoros folyamat kovetkeztében, szinte kizarolag ilyen tenascin
eloszlast észleltink. Hasonlé tenascin eloszlast gége tumorokban csak igen

elérehaladott esetekben figyeltiink meg.

5.3. A fibrin depozici6 sajatossagai gége és hypopharynx daganatokban

25 laryngealis és 9 hypopharyngealis daganatbdl szarmazoé preparatumon tortént meg a
fibrin depozicio kimutatasa. Minden altalunk vizsgalt metszetben észlelhet6 volt a fibrin
depozicid, dontéen a tumorsejtfészkek kozotti és koruli kétészovetes alapallomany
terlletén akkumulalédva. 4 hypopharyngeadlis és 4 laryngealis mintaban a fibrin
intratumoralisan, ér-asszocialt formaban volt kimutathaté. A fibrin depozicié terlletén
nagy szamban kerultek kimutatasra a KiM7 antitest hasznalataval a Faktor XIlIA-pozitiv,

fagocitalo makrofagok.

5.4. CGH-val kimutathaté kromoszomalis eltérések gége tumorokban

Molekularis genetikai vizsgalataink célja az eltér6 prognozisu gége és hypopharynx
tumorok  kromoszomalis  eltéréseinek  feltérképezése és ezen  eltérések
O0sszehasonlitasa volt.

A hisztopatholdgiai és klinikai adatok Osszesitését, valamint az eltérések
kromoszomalis lokalizacidjat az 5. tablazat tartalmazza. A CGH-val analizalt mintakban
a gégetumorok 14%-a adott metasztazist, a hypopharynx daganatok ennél lényegesen
agresszivabbnak bizonyultak, 66%-ban metasztatizaltak. Kisérleteink soran dsszesen
14 gége tumort analizaltunk. Egy reprezentativ CGH mikroszképos felvételét és

analizisének eredményét mutatja be a 4. abra.
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4. abra

A: Fej-nyaki tumor CGH eredményének mikroszképos felvétele. A z6ld szinben feltiind kromoszdma régidk
a tumorban relativ DNS tobblettel rendelkezé szekvenciakat reprezentaljak (a zold nyil egy DNS tébbletet
mutatd kromoszomakart jeldl); a vordés szakaszok a tumorban DNS vesztést mutatd I6kuszokat
reprezentaljdk (a piros nyil egy ilyen kromoszéma karra mutat). Az eltérést nem mutaté kromoszémak a
piros és zdld szinek keveredése miatt narancssarga szinben tlinnek fel (narancsséarga nyil). B: CGH profil.
A kromoszoma ideogramok mellett a z0ld és a vords fluoreszcencia aranyanak atlagat abrazoltuk a
kromoszoma hosszanak fliggvényében, a kdzépsé fliggbleges vonal az 1:1 zold/vords aranynak felel meg.
Azokon a szekvenciakon, ahol a relativ DNS tobblet/vesztés mértéke meghaladta a kiszobértéket (a
koézéps6 fliggbleges vonaltdl jobbra/balra esd, azzal parhuzamos vonalak) DNS képiaszam valtozasrol
beszéliink, amit az adott szakaszok mellett megjelend szines vonalak jeleznek (piros vonal DNS vesztés,
z6ld vonal DNS tébblet). A kromoszoma profilok alatt az elsé szam az adott kromoszémat, a masodik az
atlagolt kromoszoémak szamat jelenti.

A mddszerrel a tumor genomban észlelhet6 relativ DNS hianyokat (delécidkat)
és DNS tdbbleteket (bizonyos estekben DNS amplifikacidokat) térképeztik fel
kromoszomalis szinten. Az eredményeket az 5. abran Osszegeztik. A savozott
kromoszomak jobb oldalan a tumor genomban CGH-val kimutatott DNS tdbbleteket,

mig a bal oldalon a hianyokat tuntettik fel.
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5. dbra: CGH-val detektalt kromoszomalis eltérések gége tumorokban. A kromoszémak jobb oldalan a DNS tobbletek,
bal oldalan a DNS vesztések vannak feltlintetve. Az egyes eltéréseket megjelenité vonalakhoz rendelve a tumorok azonosité
szamat is feltintettik.



A vonalak feletti szamok az adott tumor sorszamat jelzik. A CGH-val leggyakrabban

észlelt genetikai eltéréseket a 6. tablazat foglalja 6ssze.

6. tablazat

A CGH-val az egyes kromoszéma karokon észlelt gyakoribb genomialis alteracidk
el6fordulasi gyakorisaga laryngealis és hypopharyngealis karcinomak esetén

Aberracio Kromoszoma Laryngealis Hypopharyngealis
tipusa Kar tumorok Frekvencia tumorok Frekvencia
szama/dssz. szamaldssz.
DNS tébblet 2q 2/14 14% 0/9 0%
3q 8/14 57% 7/9 77%
5p 314 21% 1/9 11%
7q 114 7% 2/9 22%
8q 8/14 57% 0/9 0%
9p 3/14 21% 0/9 0%
11q 714 50% 3/9 33%
12p 114 7% 2/9 22%
DNS hiany 1p 0/14 0% 2/9 22%
2q 114 7% 2/9 22%
3p 6/14 43% 6/9 66%
4p 114 7% 1/9 11%
7q 114 7% 2/9 22%
8p 3/14 21% 0/9 0%
9p 214 14% 3/9 33%
11q 6/14 43% 1/9 11%
18q 214 14% 3/9 33%

A CGH eltérések kromoszomadlis lokalizaciojat az 5. tablazat mutatja. A
kromoszomalis alteraciok atlagos szama 5,36-nak adddott, ami tumoronként valtozé
szamban jelentkezett az 1-10 eltérés/tumor tartomanyban. A kromoszomalis
szakaszokon kimutathatd6 DNS tdbblet gyakoribb volt, mint azok hidnya. A DNS
tobbletek atlagos szama tumoronként 3,07 (tartomany: 1-7 ), a DNS vesztések atlagos
szama 2,14 (tartomany 0-7) volt. A 6-0s, 15-0s, 19-es, 20-as és 21-es kromoszomak

kivételével valamennyi kromoszoman detektaltunk eltéréseket, azonban jelentésen



eltéré frekvenciaval. A leggyakoribb a 3-as és 8-as kromoszdéma hosszu karjat érint6
DNS tdbblet volt (8 eset), mindkét kromoszomalis kar alteraciéja 57%-o0s gyakorisaggal
fordult el6. A 3q kar amplifikacioja a rovid kar teljes hianyaval tarsult 2 esetben
(14%). Az egyik ilyen hibridizacié eredményét szemlélteti a 6. abra. A 8-as
kromoszomara vonatkozdan ilyen CGH-profil csak egy tumornal volt megfigyelhetd
(7%).

6. abra

Gége tumorok jellegzetes CGH hibridizacioja. A. A 8-as és 11-es kromoszémakon
(fehér nyil) a zdlden fluoreszkald sav lokalis amplifikacidra, mig a 3-as kromoszéma
hosszukarjanak zoéld fluoreszcenciaja a teljes karra kiterjedd DNS tdébbletre (zold
nyil), a piros jelol6dése a rovidkart érinté DNS hianyra (piros nyil) utal. B. A 3-as
kromoszéma CGH hibridizacidja a homoldg kromoszémak azonos fest6dését
mutatja, a kromoszomak mellett jobb ill. bal oldalon a zdld-piros fluoreszcencia
intenzitas aranyok lathatok. C. A savozott 3-as kromoszoma mellett az atlagolt
kromoszoéma profil van feltlintetve, alatta a kromoszéma azonosité szama, mellette
az atlagolt kromoszémak szama lathato.

A masodik leggyakoribb eltérés a 11-es kromoszéma hosszu karjara lokalizalodo
DNS tobblet volt (50%), a legkisebb kdzds eltérés ezen a karon a 11913 I6kusz
regionalis amplifikacidja volt. Ezen esetek kétharmadaban a DNS toébblet a 11q14-qgter
deléciojaval tarsult. DNS tobbletet figyeltink meg tovabba harom 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 tobbleteit csak 1-1 tumor esetén (7%) sikerult

detektalnunk.
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A 3-as kromoszéma rovid és a 11-es kromoszéma hosszu karjan észleltink a
leggyakrabban deléciot (6-6 eset, 43%). Az utdbbi esetben a legkisebb kbzos régio a
11923-11qgter savokat érintette. A 8-as kromoszoma rovid karjan 3 esetben (21%)
talaltunk DNS vesztést. Hasonlé eltérés mutatkozott az 5q, 9p és 18q (2 eset, 14%)
szakaszon, mig a 2q, 4p, 7q, 10q, 12q, 16p, 16q, 17p és a 22q kromoszéma karokon 1-

1 tumorban detektaltunk deléciot.

5.5. CGH-val kimutathaté kromoszomalis eltérések hypopharynx tumorokban

CGH-val 06sszesen 9 hypopharynx tumort analizaltunk, melyek koézil 6 adott
metasztazist (66%). Az eredményeket a 7. abra, valamint az 5. tablazat mutatja.
Valamennyi, ebbe a csoportba tartozé tumorban észleltink genetikai eltérést legalabb
egy kromoszomalis régidban. A savozott kromoszémak jobb oldalan a tumor genomban
CGH-val kimutatott DNS tobbleteket, mig a bal oldalon a DNS hianyokat tuntettik fel. A
DNS alteraciokat a kromoszémak jobb és bal oldalan lathaté vonalak, az adott tumor
sorszamat a felettuk feltintetett szamok jelzik.

A genetikai eltérések atlagos szama 5,55 volt tumoronként (2-11 alteracié per
tumor). A DNS szakaszok amplifikaciéja ebben a tumor csoportban is gyakoribb volt. A
DNS tobbletek atlagos szama 2,88-nak adddott (tartomany:1-6), mig a DNS vesztések
atlagos szama 2,66 (tartomany: 1-5) volt. A 13-as, 14-es, 15-0s, 19-es, 20-as, 21-es és
22-es kromoszomak kivételével a tobbi kromoszéman kulonb6z6 frekvenciaval
eltéréseket talaltunk.

A leggyakoribb a 3-as kromoszéma hosszu karjara lokalizalhaté DNS tébblet volt,
ez 7 esetben fordult el6 (77%). A 3-as kromoszdma teljes hosszu karjara kiterjed6
eltérés 2 tumorban (22%) volt megfigyelhetd, 1 mintaban (11%) ez teljes rovid kar
delécidval tarsult, izokromoszéma képzddésre utalva. A masodik leggyakoribb DNS
tobblet a 11-es kromoszéma rdvid karjara lokalizalédott (3 tumor, 33%), ami mindharom
esetben a 11913 savot érintette, mindOssze egy tumornal tarsult a disztalis
kromoszomarészlet (11q14-gter) delécidjaval. A 7q és 12p karokat érint6 DNS
tobbleteket 2-2 tumorban (22%) figyeltik meg. Az 1q, 2p, 4q, 5p, 6q, 7p, 8p, 9q, 12q,
16q, 179 és 18p karok DNS tdbblete még ritkabb volt, ezeket az eltéréseket egy-egy
tumorban (11%) észleltuk.

A leggyakrabban DNS vesztéssel érintett kromoszomaszakasz a 3-as
kromoszoma révid karja volt, hat esetben (66%). Lényegesen ritkdbban, észleltink a 9p

és a 18q karokon fellép6 DNS vesztéseket (3-3 eset, 33%), mig az 1p, 2q és 7q
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karokon hasonlé eltérést 2-2 tumorban (22%) észleltink. A 4p, 5q, 10q, 11q, 12q és

17p karokon mindossze 1-1 (11%) esetben tudtunk kromoszomalis vesztést kimutatni.
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7. dbra: CGH-val detektalt kromoszomalis eltérések hypopharynx tumorokban. A kromoszémak jobb
oldalan a DNS tobbletek,
bal oldalan a DNS vesztések vannak feltlintetve. Az egyes eltéréseket megjelenité vonalakhoz rendelve
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5.6. A gége és hypopharynx karcinomak kromoszomalis eltéréseinek

osszehasonlitasa

Osszehasonlitva a két tumor tipus vizsgalata soran CGH-val észlelt kromoszomalis
eltéréseket, mind hasonlésagokat, mind pedig lényeges eltéréseket is észleltink. A két
eltér6 lokalizacioju tumorban a tumoronkénti atlagos genomialis eltérések szama
megkozelitbleg azonos volt. A kromoszéma szakaszokat érint6 alteraciok részletes
elemzése soran megallapitottuk, hogy mindkét tumor tipus esetén a leggyakoribb
eltérés a 3-as kromoszéma hosszu karjanak DNS tdbblete volt. Mig gégerakokban ez a
tumorok 57%-at érintette, addig a hypopharynx daganatok 77%-aban fordult el6.

A 11-es kromoszoma hosszu karjan észlelheté amplifikacio a gége karcinbmak
50%-aban, a hypopharynx tumorok 33%-aban fordult el6. Ugyanezen kromoszdéma
hosszu karjanak disztalis hianya szintén a laryngealis tumorokra volt jellemzd; mig ezt
az eltérést ebben a daganat tipusban az esetek 43%-aban mutattuk ki, addig
hypopharynx rakok koézll ez a delécié mindéssze egy tumorban jelentkezett. Csak gége
tumorokban figyeltik meg a 8p kar vesztését (21%), ilyen elvaltozast a masik daganat
tipusban nem tudtunk detektalni. A nagyobb mértéki amplifikaciokat illetéen kiemeljuk a
11913 lokusz DNS tobbletét, mely a gégetumorok 50%-aban és a hypopharyngealis
tumorok 33%-aban jelentkezett.

Olyan kromoszomalis alteracié, mely csak a hypopharynx tumorokban volt jelen,
de a gége daganatokban nem volt kimutathatd, az 1-es kromoszéma rdvid karjanak
delécigjat foglalta magaba. Mas, az el6z6ekben nem emlitett genetikai aberraciok,
melyek a hypopharynx eredeti tumorokban gyakrabban fordultak el6, mint a
gégetumorokban az alabbiak voltak: 7q és 12p DNS tdbblete, valamint a 2q, 4p, 7q és a
18q karok DNS hianya (6. tablazat).

A legjelentésebb kulonbséget a laryngealis karcinomak esetén a 8-as
kromoszoma hosszu karjan észlelt DNS tobblet jelentette, mely tobb mint a tumorok
50%-aban jelen volt, de egyetlen hypopharyngealis rak esetén sem észleltuk (5.

tablazat).



6. Diszkusszio

6.1. Elteré tenascin expresszio gége és hypopharynx daganatokban

Medfigyeléseink szerint a sebészi mintak hisztologiailag tumormentes részében a
tenascin csupan a felszini epithélium bazalmembranja mentén detektalhaté. Ezen
megfigyelés 6sszhangban van azon korabbi leirasokkal, melyek a tenascint a
kilonboz6 ektodermalis és endodermalis eredeti hamok bazalis membranjaval
kapcsoltan irtak le (24,32,33,49,50,129-131). A tenascin a bazalmembranokban
feltehet6en a sejtek levalasa kapcsan jatszik szerepet (132,133).

Gégerakokban, parhuzamosan az epithélium neoplasztikus valtozasaival, a
tenascin mennyisége fokozatosan novekedett. Bar a tumor progresszié késéi fazisaiban
a tenascin az érfalakban is megjelent, ezt megel6zéen csak a tumor és ép szdvet
interfazisban volt detektalhaté. A hypopharynx eredetli daganatokban a tenascin
lerakdédas mar a tumor progresszid igen korai stadiumaitdl megfigyelheté volt mind a
vérerek fala korul, mind a tumor matrixban. A tenascin felhalmozddasat els6sorban a
kapillarisok és kiserek kornyezetében figyelhettuk meg, ami a tenascin expresszidonak
és akkumulaciénak a neovaszkularizacioban betoltott szerepére utal. Ezzel
parhuzamosan egyre tdbb és tobb proliferalé tumor sejt jelent meg az erek és az
intenziv stromalis tenascin depozicié kornyezetében. Ezen valtozasok j6 egyezésben
vannak a tumor invazivitasaval (T stadium), nodalis (N stadium) és tavoli
metasztazisképzd hajlamaval (M stadium), altalaban azon klinikai megfigyelésekkel,
melyek a hypopharynx rakok esetén kedvezétlen progndzisrol szamolnak be
(8,117,134).

Az irodalomban korlatozott szamu azoknak a kdzleményeknek a szama, melyek
a tenascin expresszio és tumor angiogenezis 0sszefuggésérél szamolnak be. Ezek a
megfigyelések bizonyos magasan differencialt lymphomakra (43), eml6tumorokra (136),
asztrocytomakra (32) vonatkoznak, fliggetlenll a tenascin expresszié és angiogenezis
kapcsolatatol és a daganat differencialtsagi fokatdl. Vizsgalataink soran hypopharynx
rakok esetében, fuggetlenul a tumorok TNM stadiumtél, szamos tenascinnal korulvett
érlument detektaltunk. Ezzel szemben, gégerakokban ez a tenascin megjelenés az erek
korul csak a daganatos progresszio késdi idészakaban jelentkezett.

Eredményeink arra utalnak, hogy a neovaszkularizacio és a sejt proliferacio
sokkal intenzivebb - gyakorlatilag a tumor progresszid minden stadiumaban - a

hypopharynx tumorokban, mint a gégerakokban. Megalapozottnak latszik az a
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feltételezés, hogy az ér-asszocialt tenascin depozicié a tumorokban az angiogenetikus
csupan kisérdjelensége az érképzddésnek, vagy - tobb-kevesebb mértékben - oka
annak.

A tenascint szintetizald sejtek egyelére azonositatlanok mind gége, mind
hypopharynx tumorokban, a tenascin és a fibroblastok, valamint az endothelialis sejtek
in vivo interakcidja igen valdszinlnek latszik (22). Egyes megfigyelések arra utalnak,
hogy az astrocytobma daganatos sejtjei tenascin termelésre képesek; ehhez hasonlo

jelenséget egyéb tumoroknal eddig még nem irtak le (135-138).

6.2. Fibrin depozicié laryngealis és hypopharyngealis rakokban

Az altalunk vizsgalt mintakban a tenascin és fibrin depozicio jelentés foku korrelaciot
mutatott. A tumormentes szdveti részeken a fibrin nem volt kimutathato, mig b6ségesen
jelen volt a tumor invazios front tertletén, utalva az extracellularis alvadasi kaszkad
lokalis aktivaciojara. A tumoros progresszio elérehaladott stadiumaban lIévé tumorokban
- a tenascinhoz hasonléan - intratumoralis, ér-asszocialt formaban kerult kimutatasra a
fibrin. Az atmeneti fibringél-matrix szerepe - feltételezhetéen - egy olyan mikrokérnyezet
megteremtésében rejlik, mely a tumorsejtek antigenitasanak elfedésével, valamint a
stroma- és érképz6dés facilitalasaval elésegiti a tumorsejtek tulélését, invaziojat a
gazdaszervezetbe. Vizsgalataink szerint az intratumoralis fibrinhaldzat stabilizalasaban

a tumor-asszocialt, FXIIIA-pozitiv makrofagok jatszanak alapvet6 szerepet.

6.3. Genetikai eltérések gége és hypopharynx daganatokban

Tanulmanyunk az elsd olyan kdzlemény, mely a fej-nyaki karcinomak két anatomiailag
kozeli lokalizaciéju daganat tipusanak oOsszehasonlit6 CGH analizisét tartalmazza.
Eredményeink sok tekintetben konzisztensek a korabban primer fej-nyaki daganatokra
kozolt CGH adatokkal (84,85,100,104,117,123); ugyanakkor olyan kromoszomalis
eltéréseket is azonositottunk, melyek feltehetéen csak a gége vagy csak a hypopharynx
eredetl tumorokra jellemzdek.

A leggyakoribb kromoszomalis alteracidé mindkét primer tumor tipusban a 3-as
kromoszoma hosszu karjanak DNS tobblete és rovid karjanak DNS vesztése volt, bar
el6fordulasuk a két tumor tipusban kulonbozott, a hypopharyngealis daganatokban

mindkét elvaltozas frekventaltabban jelent meg. Az eddigi kézleményeket attekintve
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megallapithatd, hogy a 3-as kromoszoma elvaltozasainak el6fordulasi gyakorisaga
széles hatarok kozoétt mozog (3q amplifikacio: 10-97%, 3p delécio: 48-87%). Mindez
azzal magyarazhaté, hogy egyrészt nem zarhatdé ki a CGH eredmények
kutatécsoportonként eltérd interpretalasa, de ebben szerepet jatszhat a betegcsoportok
klldnbdz6 foldrajzi lokalizaciojanak hatasa is (109), mely egyrészt eltérd genetikai
jelentheti az egyes betegcsoportokra vonatkozdéan (5,109). A 3q amplifikaciéjat a
rosszabb progndzisu tumorokban figyelték meg gyakrabban, mig a rdvid kar
prognosztikai szerepét eddig nem bizonyitottak (104). Hasonlé6 medfigyelések allnak
rendelkezésre neuroblastoma, vese karcinbma, hdélyag tumor és tudoérak
vonatkozasaban (139-142). A 3p kar vesztésének jelentdéségét az ide lokalizalhatd FHIT
(3p14.2) és RASSF (3p21.3) tumor szuppresszor gének inaktivaciojaban latjak
(96,143). A heterozigbétasag elvesztésének analizise soran kapott eredmények alapjan
mas szuppresszor gének jelenlétét is felvetik ezen a Iokuszon (144).

Gégetumorokra jellemz6 DNS tobbletet az 5p, 9p és 11913 kromoszoma
szakaszokon talaltunk. A 11q kar disztalis szakaszanak hianya is gyakoribb volt ebben
a tumor tipusban. A 11q13 I6kuszon szamos onkogén lokalizalédik, kdztlik a cyclin D1
génje (CCND1/PRAD1). A cyclin D1 jelentés szerepet jatszik a sejtek daganatos
tipus esetén ez az elvaltozas a daganatok rosszabb prognozisat jelentette, ugyanakkor
fej-nyaki tumorokban szerepe, a gyakori el6fordulas ellenére, még napjainkban sem
tisztazott. Szajuregi daganatokban cafoltdk kedvezétlen prognosztikai jelentéségét,
hasonléan a mi megfigyeléseinkhez (145). Mig a 9p kar DNS tdbbletét és a 8p kar
delécidjat csak gége tumorokban mutattuk ki, addig a 9p és 18q karok hianyat féként
hypopharyngedlis daganatokban észleltuk. A 18q kar delécidjat tobben is rosszabb
progndzissal tarsitottak korabban, megegyezéen jelen észlelésiinkkel (117,146).

Figyelemre méltd genetikai eltérést talaltunk a 8-as kromoszéma hosszu karjan.
Ezt az eltérést a gége tumorok tobb, mint felében észleltik, ugyanakkor a hypopharynx
karcinomak egyikében sem fordult el6. Eredményeinket az irodalmi adatokkal
Osszevetve megallapithatjuk, hogy ezt az alteraciot - a fej-nyaki daganatokat CGH-val
analizalva - mar tobben leirtak, de egyetlen kdzleményben sem tortént utalas arra
vonatkozéan, hogy az eltérés a gégetumorokra karakterisztikus lenne
(84,85,100,109,117,118,119,123). Ennek oka, hogy a szerzék a fej-nyaki daganatokat
egy kdzos entitasként analizaltak, a kilénb6zé lokalizaciéju tumorokhoz tarsuld eltérd

prognozis ellenére. A 8-as kromoszoma genetikai eltérései jelentés szazalékban a
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8q923-qter I6kuszra koncetralddtak. Az irodalomban fellelheté, lokalizacié szempontjabdl
el nem kulonitett tumorok elemzésekor el6fordulasi gyakorisaga Bockmuhl
kozleményében 56% (85), Stafford adatai szerint 31% (109), Bergamo CGH adatai
szerint 42% volt (119). Mig az els6 két szerz6 ezt kbzepes gyakorisagu eltérésnek
értékelte, kiuldndsebb jelentéséget nem tulajdonitottak neki, az utdbbi szerzénél a
masodik leggyakoribb DNS toébblet volt. Diszkusszidjaban Bergamo és mtsai az itt
el6forduld MYC, PTV1 és PLAG1 onkogének szerepét feltételezik. A leginkabb jelentds
megdfigyelés ezen régid tekintetében Welkoborsky nevéhez flizddik (123). Welkoborsky
és mtsai nem metasztatizalé tumorokban 50%-o0s gyakorisaggal figyelték meg, mig
metasztazist add karcinomakban csupan 10%-ban tudtdk kimutatni. Ezek a
megfigyelések teljes 0Osszhangban vannak eredményeinkkel. Magyarazat a fenti
jelenségre egyeldre nincs, azonban felhivta a figyelmet a 8q amplifikaciénak a tumor
progresszioja soran észlelhetd esetleges kedvezd hatasara. A C-MYC amplifikacidjat
szamos daganat tipusban, igy fej-nyaki karcindbmak esetén is rossz prognodzissal,
fokozott metasztazis képzéssel hoztak kapcsolatba, ugyanakkor kiderult, hogy bizonyos
korulmények kozott a gén alteracidja a daganatos sejtek apoptézisat segitheti el6, mely
kedvezbébb prognézist eredményez (147,148,149). CGH eredményeink az utdbbi
hipotézist tamasztjak ala, de tovabbi célzott vizsgalatok szikségességére is felhivjak a

figyelmet.
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7. Osszefoglalés

A fej-nyaki daganatok eléfordulasi gyakorisaga az elmult évtizedekben fokozatosan
nétt, igy mara az Osszes daganatos megbetegedések jelentékeny hanyadat teszik ki e
régio tumorai. A fej-nyaki karcinomas betegek prognoézisa az 6sszes daganat tipus
kozott az egyik legkedvezétlenebb, mindazon diagnosztikus és terapias ujdonsag
ellenére, melyek az utobbi idében kerultek alkalmazasra ezen daganatok esetében. A
klinikai lefolyas illetve progndzis tekintetében jellegzetes kulonbség észlelheté az
anatémiailag szerves koOzelségben 1évé szubrégidk tumorai kozott. Jol ismert a
hypopharyngealis rakok igen rossz prognézisa, mely kiuléndésen szembetliind a gége
tumorokkal 6sszehasonlitva.

A malignus daganatok novekedési képességét és invazivitasat a transzformalt
sejtekkel szomszédos tumor matrix nagyfokban befolyasolja. Munkank egy részében a
tumoros extracellularis matrix egyik jellegzetes 6sszetevéjének, a tenascinnak az
eloszlasat vizsgaltuk a fej-nyaki régié két anatdmiailag kozeli lokalizacioju, de eltérd
metasztazisképzd hajlamu altipusaban: a gége és hypopharynx daganatokban.
Vizsgalataink masik része a tumor progresszioval egyutt jaré masodlagos valtozasok
megismerése mellett azoknak a molekularis genetikai eltéréseknek a felderitését
célozta, melyek a daganatos sejteket jellemezték a fenti két szubrégié daganataiban.

A tenascin kimutatdsat kettés és harmas immunfluoreszcens reakcidk
segitségével végeztuk. A tenascin mellett a preparatumokban kimutatasra kerultek az
epithelidlis és endothelidlis eredetli sejtek, valamint a proliferaléd sejtek. A jellemzé
genetikai eltérések kimutatasara CGH analizist végeztink.

Az immunhisztokémiai vizsgalatok soran megfigyeltik, hogy a tenascin eloszlas
fokozatosan valtozik a gége és hypopharynx karcinomakban a tumor progressziojaval
parhuzamosan. Megallapitottuk, hogy a tenascin expressziéo Uteme és mintazata a
kétféle lokalizaciéju tumorban jelentésen kildonbdzik, és szoros korrelaciot mutat a
primer tumor metasztatizald képességével, recidiva hajlamaval. Sikertlt bizonyitanunk
a tenascin expresszid és neovaszkularizacid kapcsolatat a daganatok novekedése
soran, a tenascin ér-asszocialt megjelenésének kimutatasaval. Fentiek alapjan
igazoltuk a tenascin szerepét a tumor progresszid, neovaszkularizacié és
metasztatizalas folyamataban, valamint bebizonyosodott, hogy a tenascin expresszio
paraméterei kivald prognosztikai faktorként hasznalhatok fel az egyes fej-nyaki tumorok

klinikai viselkedésének elbrejelzésében.
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A genetikai eltérések kimutatasa soran, kisérleteink kezdeti szakaszaban a CGH
modszert sikeresen adaptaltuk a kétféle kiindulasu tumor mintainak vizsgalatara.

A gége és hypopharynx daganatokat jellemzé hasonld genetikai eltéréseken tul
jOl karakterizalhaté kulonbségeket is feltartunk az egyes kromoszéma szakaszokat
érinté genomialis eltérések vonatkozasaban. Ezek kozul legjelentésebb a gége
tumorokban 57%-os el6fordulasi gyakorisaggal észlelt 8-as kromoszéma hosszu kar
DNS tobblet volt, melyet egyetlen hypopharyngealis daganatban sem észleltink. A
mindkét daganat tipusban nagy gyakorisaggal észlelt 3q kar DNS tobblet, 3p kar DNS
hiany, valamint 11q13 sav amplifikacié is jelentésen eltér§ frekvenciaval kerult
eészlelésre a két alcsoportban. Ezeknek a genetikai kulonbségeknek is jelentés
szerepuk lehet a gége és hypopharynx rakok merében eltéré klinikai viselkedésében. E
miatt indokoltnak tartjuk a daganat lokalizaciéjanak fuggvényében értékelni az egyes
genomialis eltéréseket, melyek - fenti eredményeink alapjan - hasznosak lehetnek az
adott tumor prognozisanak becslésekor.

Vizsgalati eredményeink megerd6sitik a korabban az irodalomban mar leirt, a
gége és hypopharyngealis daganatokhoz rendelheté eltér6 prognosztikai
sajatossagokat, masrészt Uj adatokat szolgaltatnak a tumor progresszidval 6sszefliggd

tenascin expresszioban bekovetkezd valtozasokrodl és genetikai eltérésekrol.
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