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1. Bevezetés, irodalmi hattér

A human tumorok 2-3%-at a fej-nyaki régié lapham karcinémai adjak, évente tébb mint
fél millié uj megbetegedést okozva.

A fej-nyaki lapham rakokat gyakori recidiva és masodlagos malignus tumor
kialakulas jellemzi. A betegek 5 éves atlagos tulélése az 6sszes daganat tipus kozott
az egyik legalacsonyabb, mindazon diagnosztikus és terapias ujdonsag ellenére,
melyek az utébbi idében kerultek bevezetésre.

A tumorok kiindulasi helyét figyelembe véve, a Klinikai koérlefolyasban
jellegzetes kulonbség észlelheté az anatdmiailag szerves kozelségben [évd
szubregiok tumorainak vonatkozasaban. Mig a gége rakok kezelését kdvetben relative
kedvezbek a betegek életkilatasai (40-50%-ot is elérhet az 5 éves tulélési arany),
addig a hypopharynx daganatos elvaltozasai soran ez szignifikdnsan alacsonyabb,
megkodzelitéleg 10-15% kozott van.

Hazankban a daganatok szama évrdl évre emelkedik. Az elmult 25 évben a
gége karcinomak okozta halalozas 2,5-szeresére nétt, mig a hypopharynx daganatok
esetében 5-szoros emelkedés kovetkezett be; igy mara a gége és hypopharynx
tumorok az 6sszes daganatos halalozasok 10%-aért felelések.

Hasonléan mas gyakori daganat tipusokhoz, a gégészeti betegellatas, illetve a
gégészeti tumorok diagnosztikaja kapcsan is alapvet6 fontossagu lenne a daganatok
molekularis karakterizalasa, kilonds tekintettel a primer tumor metasztazisképzé
hajlamaval 06sszefliggésbe hozhatdé markerek identifikalasara, hiszen ennek
ismeretében nem csak a prognézis megallapitasa, de a legjobb kimenetelt biztositd
optimalis daganatellenes terapia megtervezése is egzakt alapokra helyezédne.

A szolid tumorok alapvetdé Osszetev6je a daganatos sejtek mellett a
gazdaszervezet sejtjeibél, a vér- és nyirokerekbél, valamint az extracellularis matrixbdl
szervez6dd tumor stroma. A daganatos sejteket 6vezd stromaban épp ugy
megtalalhatok a normal extracellularis matrix komponensek, mint a csak patholégias
folyamatokban észlelhet6, atmeneti matrix komponensek (pl. fibrin, tenascin). Az
extracellularis matrix alapvetd szerepet jatszik a daganatndvekedés szempontjabdl
szupportiv mikrokdrnyezet megteremtésében és fenntartdsaban, a sejtek kozotti

kommunikacié medialasaban, jelentds hatast fejtve ki a sejtek differencialédasara.



Az atmeneti strdma komponensek kbzé tartoznak a fibrin és a tenascin. Normal
szOvetekben a tenascin csak igen kis mennyiségben detektalhatd; ezzel szemben
mennyisége ugrasszerlien megnd az olyan patholdgias folyamatok helyszinein, ahol
sejtproliferacio, migraciéo és extracellularis matrix atépulés toérténik, mint példaul a
tumornovekedés kapcsan. A tenascin szamos sejt adhéziét és migraciét modulalo
doménnel, illetve extracellularis matrix molekula koété régioval (fibronektin,
proteoglikan) rendelkezik, s - feltehetéleg az epidermalis ndvekedési faktorhoz
hasonlatos szerkezeti elemeknek kdszdnhetéen - kozvetlenul stimuldlja bizonyos
tumor sejtek proliferaciéjat. igy a tenascin fokozott expresszidja facilitalja a malignus
sejtek kornyezé szdvetekbe torténd migracidjat. igy érthetd, hogy szamos vizsgalt
neoplazmaban a tenascin fokozott expresszidja intenziv progresszidval és magas
proliferacios indexxel parosul.

A tumor iniciaci6 és progresszid genetikai hipotézise szerint a tumor
kialakulasa egyetlen progenitor sejt klonalis expanzidjanak kovetkezménye. A
kromoszomalis elvaltozasok olyan kritikus gének (onkogének vagy onko-szuppresszor
gének) funkcidjanak megvaltozasat vagy elvesztését eredményezhetik, melyek a
sejtproliferacio, sejtdifferencialédas szabalyozasaban vagy éppen a genetikai stabilitas
biztositasaban jatszanak alapvetd szerepet. Ezeknek az eltéréseknek a felismerése és
klinikai paraméterekkel torténd korrelacidés analizise a tumorok pathogenezisére és
prognozisara vonatkozoan alapvetd informaciokat nyujthat, alapjaul szolgalva Uj
diagnosztikus és terapias eljarasok kidolgozasanak.

Kezdetben a kromoszomalis eltérések tanulmanyozasa, hasonléan mas
daganat tipusokhoz, a szolid tumorok esetén is a klasszikus kromoszéma savozasos
technika alkalmazasara korlatozédott. Ezen vizsgalatok soran széamos klonalis
kromoszomalis aberraciét azonositottak. Ezeknek az ismereteknek a jelentésége
elvitathatatlan a fej-nyaki daganatok genetikai hatterének feltarasaban. Azonban a
sejttenyésztés soran a sejtek genetikai allomanyaban bekdvetkezd mddosulasok miatt
nem garantalhato, hogy a citogenetikai elemzés soran a nativ tumorra vonatkozéan
kapunk informaciokat.

A 80-as évek végét kovetben egyre jelentésebbé valtak azok a molekularis
genetikai metodikak, melyek segitségével a kromoszomalis szintl genetikai eltérések

megismerése a tumor sejtek in vitro tenyésztése nélkil is megvalosithato. Kiemelkedd



jelentéségi ezek kozul a technikak kdzul a fluoreszcencia in situ (FISH) és komparativ
genomialis hibridizacié (CGH).

A CGH jelentdsége a tumorok telies genomra kiterjedé gyors és atfogo
genetikai analizisében ma mar vitathatatlan, hiszen az ezzel a modszerrel felismert
genetikai elvaltozasok azokra a kromoszomalis régidkra mutatnak ra, melyek
specifikusak lehetnek egy adott daganat tipusra, tovabba a tumor progresszio
meghatarozott stadiumara. Ezen specifikus kromoszéma szakaszok részletesebb
analizise szikséges ahhoz, hogy az adott régidban elhelyezkedd géneket, melyek
sokszor eddig ismeretlen onkogének vagy tumor szuppresszor gének lehetnek,
felismerjuk. A CGH mddszer elénye tovabba, hogy egyetlen kisérlet soran lehetséges
a teljes genomra vonatkozéan a kromoszomalis alteraciok relativ szamarol informaciot
nyujtani. Kdzel diploid vagy aneuploid hattérrel rendelkezé sejtek esetében a CGH a
legalkalmasabb modszer a nagy gyakorisaggal bekodvetkez6 kromoszéma eltérések,
illetve a sejtpopulaciokban jelenlévé dominans eltérések kimutatasara.

Annak ellenére, hogy a fej-nyaki daganatok kromoszomalis eltéréseit leird
tanulmanyok szama igen jelentds, a daganatok kialakulasat és progresszidjat kisérd
molekularis térténések terén ismereteink meglehetésen hianyosak.

A CGH kidolgozasat kovetéen megindult annak alkalmazasa fej-nyaki
daganatok esetén is. Az els§ publikaciok 1995-ben jelentek meg ezen tumorok
vonatkozasaban. Az eddig publikalt kozlemények kozos jellegzetessége, hogy a fej-
nyaki karcindmakat kiindulasi helyuktdl fliggetlenil, 6sszevontan elemzik.

A kilénb6z6 kiindulasu laryngealis és hypopharyngealis daganatok genetikai
sajatossagait azonban eddig még nem vizsgaltak részletesen.

Fentiek figyelembevételével indokolt, hogy a fej-nyaki daganatok két
anatomiailag kozeli lokalizaciéju, de eltér6 metasztazisképz6 hajlamu altipusaban
tanulmanyozzuk a tenascin expressziot és vizsgaljuk szerepét az egyes daganatok
progresszidjaban. A tumor progresszioval egyltt jar6 masodlagos valtozasok
megismerése mellett alapvetd jelentéségl azoknak a molekularis genetikai

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



2. Célkitiizések

Munkank soran célunk volt:

a tenascin termel6désének és szoOveti eloszlasanak jellemzése gége és
hypopharyngealis  kiindulasu  karcinbmak esetén immunhisztokémiai
moddszerek segitségével, annak eldontésére torekedve, hogy kimutathato-e
kllonbség az expresszidoban és a szdveti eloszlas mintazataban az eltérd
kiindulasu, de azonos stadiumu daganatokban;

a tumorok stadiumaval, metasztatizalé képességével Osszefliggésben a
tenascin eloszlas jellegzetességeinek leirasa;

a kovetési adatok Osszevetése alapjan a tenascin produkcio prognosztikai
jelentéségének tisztdzasa a kulonbdzé stadiumu gége és hypopharynx
rakok esetén;

a gége és hypopharyngeadlis daganatok genetikai eltéréseinek
feltérképezése a komparativ genomiadlis hybridizaci6 moddszerének
alkalmazasaval;

a CGH eredmények és a klinikai adatok 6sszehasonlitasa alapjan a daganat
progresszioval, illetve metasztatizalasi képességgel 6sszefiggd genomialis

alteraciok azonositasa.

3. Anyagok és modszerek

A vizsgalatban feldolgozott tumor mintak (n=58; 31 gége és 27 hypopharyngealis

eredetll tumor) sebészi uton keriltek eltavolitasra a DEOEC Ful-, Orr-, Gégészeti és

Fej-Nyaksebészeti Klinikajan. A mintak tumorszdvetbdl, valamint a tumor-normal

szovethatarrol kerultek kimetszésre.



Szoveti metszetek preparalasa és immunhisztokémiai reakciok kivitelezése

A szdvetmintakat OCT-be agyazva, folyékony nitrogénben fagyasztottuk, majd tovabbi
feldolgozasig - 86°C-on taroltuk. Kettés és harmas immunfluoreszcens jelzésekhez 5-
7 um vastag fagyasztott metszeteket készitettiink, melyeket acetonban fixaltunk. A
nem specifikus 1gG-koétédés blokkolasara 5%-os normal human szérumot
alkalmaztunk. Az immunfluoreszcens reakciokat szobahdmérsékleten végeztik. A
reagensek higitasahoz és a nem kotédott antitestek eltavolitasahoz PBS-t (pH: 7,4)

hasznaltunk.

Kettos immunfluoreszcens reakciok

Kettés immunfluoreszcens jelzést alkalmazva az alabbi szdveti komponenseket
parhuzamosan detektaltuk:

a./ tenascint és cytokeratint (utébbi epithelidlis sejt marker fehérje),

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

mely oszt6dé sejtek magantigénjét ismeri fel).

Kombinalt tenascin és cytokeratin jelzés soran a szoveti metszeteket human-
tenascinra specifikus monoklonalis antitesttel (1:200) inkubaltuk, majd nyulban termelt
human-pancytokeratin elleni immunszérumot (1:100) alkalmaztunk. A tenascin ellenes
antitestek kotédéseét biotinalt anti-egér-1gG (1:250) hozzaadasat kdvetéen Texas Red
streptavidinnel (1:40) tettuk lathatova, mig a cytokeratin ellenes antitestek detektalasat
FITC-el jelzett kecske anti-nyul-IgG (1:40) alkalmazasaval végeztuk.

A cytokeratin és az osztdédd sejtek parhuzamos detektalasa soran a tenascin
ellenes antitestet Ki-67 monoklonalis antitesttel (1:100) helyettesitettiik. A reakcio

minden egyéb |épése a fent leirtak szerint zajlott.

Harmas immunfluoreszcens reakciok

Harmas immunhisztokémiai reakcidval az alabbi szdveti komponenseket mutattuk ki, a

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

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

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



A tenascin, cytokeratin és CD-34 detektalasara a metszeteket el6szor egérben
termelt anti-human-tenascin (1:200) és nyulban termelt anti-human-pancytokeratin
(1:100) antitest, illetve immunszérum keverékével inkubaltuk, majd ezt kdvetéen a
tenascin megjelenitésére a metszeteket biotinalt egér-specifikus IgG-vel (1:250) és
AMCA-avidinnel (1:80) reagaltattuk. A cytokeratint FITC-el konjugalt nyul-specifikus
lgG-vel (1:40) vizualizaltuk. A CD-34 ellenes reakcio kivitelezése el6tt, a CD-34
ellenes monoklonalis antitest nem specifikus kdétédésének megel6zésére normal egér-
szérumban (1:200) inkubaltuk a metszetet, majd phycoerythrinnel konjugalt anti-CD-34
antitestet (1:2) alkalmaztunk.

A cytokeratin, Ki-67 és CD-34 kombinalt reakcié a fentiektdl csak abban tért el,
hogy az anti-human-tenascin reagenst Ki-67 monoklonalis antitesttel (1:100)

helyettesitettik.

Immunhisztokémiai jelzések analizise és dokumentacidja

Az immunfluoreszcens reakciok kivitelezését kdvetéen a szdveti metszeteket PBS-
glycerol 1:1 aranyu keverékével fedtuk le. Az immunreakciok értékelésére FITC,
Texas Red/phycoerythrin és AMCA jelzésekre szelektiv gerjesztési és emisszids
filterekkel ellatott Axioplan fluoreszcens mikroszképot alkalmaztunk. A digitalis
felvételek rogzitése és feldolgozasa ISIS 3 software segitségével tortént. A szines

mikroszkopos felvételek Digital Palette filmre késziltek.

A klinikai és immunhisztokémiai adatok osszehasonlitoé analizise

Az immunhisztokémiai sajatossagokat a daganatok TNM stadium beosztasaval,
valamint az érintett betegek recidiva és halalozasi adataival 6sszevetve analizaltuk. A

statisztikai analizis soran F-probat alkalmaztunk.

A CGH analizis soran vizsgalt mintak eredete

CGH-val 6sszesen 23 fej-nyaki tumor mintat analizaltunk, melyek részben a DEOEC
Fil-, Orr-, Gégészeti és Fej-Nyaksebészeti Klinikajanak, valamint a SOTE Ful-, Orr-,

Gégeészeti és Fej-Nyaksebészeti Klinikajanak mitéti anyagabdl szarmaztak. 14 minta



gégebdl kiinduld primer tumorbdl, mig 9 hypopharyngealis eredetli daganatbdl kerult

kimetszésre oly modon, hogy a nem tumoros ,sejt-kontaminacié” minimalis legyen.
DNS preparalas és CGH hibridizacio

A tumor mintdkat a sebészi kimetszést kovetéen — 80 °C-on taroltuk. A DNS
extrakciohoz alternalva 6 és 30 um vastagsagu metszeteket készitettink. A 6 um-es
metszetek hagyomanyos haematoxylin-eosin festéssel kerlltek morfoldgiai
feldolgozasra. Azon mintak 30 um-es parja kerllt CGH-hoz felhasznalasra, melyekben
legalabb 70% volt a tumorsejtek aranya. A DNS hibridizaciét Kallioniemi és mtsai. altal
leirt moédon végeztik, kisebb modositasokkal, az alabbiak szerint.

A tumor mintakbol a DNS-t fenol:kloroform:izo-amilalkohol (PCIl, 26:25:1)
oldattal extrahaltuk proteinaz-K kezelést kdvetben, standard protokoll alapjan.
Egészséges egyén periférias vérének mononuklearis sejtjeibdl normal DNS-t hasonlé
modon izolaltunk. A DNS mintak koncentraciojat fluorimetrias modszerrel hataroztuk
meg. A tumor DNS jelzése zoélden fluoreszkald SpectrumGreen-12-dUTP-vel, a normal
DNS jelzése pedig vordsen fluoreszkald SpectrumRed-5-dUTP-vel, nick-transzlacioval
tortént. A kisérleti kérilményeket 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 ug jeldletlen human
Cot-1 DNS-t tartalmazd DNS keveréket natrium-acetattal és hideg etanollal kicsaptuk.
A DNS-t levegén megszaritottuk és hibridizaciés oldatban feloldottuk. A hibridizacios
elegyet 73 °C-on denaturaltuk, majd 37 °C-on 30 percig allni hagytuk (preannealing
Iépés). A normal kromoszomakat tartalmazé CGH lemezeket 73 °C-on denaturaltuk,
targylemezre cseppentettik és Iégmentesen lezartuk. A hibridizacié 37 °C-on 72 éran
at nedves kamraban tortént. A hibridizacios lemezekrdl a nem hibridizalodott DNS-t az
alabbiak szerint tavolitottuk el: a lemezeket harom egymast kovetd |épésben
hibridizaciés mosofolyadékban, majd kétszer 2 X SSC-ben, ezt kdvetéen egyszer 2 X
SSC-ben és kétszer PN pufferben mostuk, majd a lemezeket ultratiszta vizben
ledblitettik és levegbn megszaritottuk. A sejtmagokat anti-fade oldatban oldott 0,15
ug/ml 4,6-diamino-2-fenilindollal (DAPI) festettuk. Egy negativ (kulonbozd jelzési

normal-normal DNS) és egy pozitiv kontrollt (SpectrumGreen-dUTP-jelzett,



citogenetikailag részletesen jellemzett MPE-600 eml6tumor sejtvonal) hasznaltunk a

CGH eredmények validitdsanak biztositasara.
Digitalis képanalizis

A CGH hibridizacio értékelésére fluoreszcens mikroszkophoz kapcsolt szamitégép-
vezérelt kvantitativ képfeldolgozé rendszert alkalmaztunk. A fluoreszcens képek
rogzitése (mintanként 8-10 metafazis) monokrém CCD kameraval tortént. Minden
metafazisrol 3 fekete-fehér fluoreszcens képet rdgzitettink. A kék fluoreszcencia
(DAPI festés) a kromoszomak azonositasara szolgalt, a zdld fluoreszcencia a
hibridizalddott tumor DNS-tél, mig a piros fluoreszcencia a hibridizalédott normal DNS-
t6l szarmazott. Automatikus hattérkorrekciot kovetéen megszerkesztettik a
kromoszomak kariogramjat a DAPI festés alapjan. A kromoszomalis eltérések
meghatarozasa a zo6ld/vorés fluoreszcencia intenzitds hanyados alapjan tortént a
kromoszoma preparatumokon. Az egyes metafazisokra vonatkozé kromoszéma
profilokat atlagolva az adott tumorra jellemzd atlag eltérések térképét kaptuk meg.
DNS tobbletként definidltuk azokat az eltéréseket, melyeknél a zo6ld/vords
fluoreszcencia intenzitds arany meghaladta az 1,15-6t, mig DNS vesztésnek
hataroztuk meg azokat az alteracidkat, melyeknél ez az arany 0,85 alatti értéknek
adodott. (ezeket az un. diagnosztikai hattér értékeket normal-normal hibridizacidok
atlagértékeib6l hataroztuk meg). Tekintettel arra, hogy a Cot-1 DNS blokkolja a
kromoszomak centroméra kozeli heterokromatin régidiban a DNS koétédését, ezeket a

kromoszomalis szakaszokat a CGH analizis soran nem értékeltik.

4. Eredmények

A tenascin eloszlas jellegzetességei gége és hypopharynx daganatokban

Vizsgalati anyagunkban a gége (55 év) és hypopharynx (50 év) daganatos betegek
életkora nem kiloénbozott szignifikdnsan (F=0,1), s a daganat eltavolitdsa utan az
atlagos kovetési id6 kdzt sem volt jelentds eltérés (F=3,8).

A hypopharynx karcinomakat a gége tumorokhoz képest jelentésen fokozott
metasztatizalasi képesség, gyakoribb és korabban jelentkezd recidiv tumor képzddés,

ezek kovetkeztében emelkedett daganatos halalozas jellemezte. A tumormentes



tulélés a hypopharynx karcinomak esetén szignifikansan rovidebb volt (F=4,55). A
sebészi beavatkozaskor észlelt nyaki metasztazisok aranya, a mitét utan észlelt
recidivak aranyaval egyetemben jelentésen magasabb voltak a hypopharynx
daganatok esetében. Osszesen 15 daganatos haldlozast észleltiink 58 esetbél a
kovetési idészak alatt, melynek megoszlasa az alabbiak szerint alakult: gége tumorral
Osszefiggd halalozast 6, hypopharynx daganat kovetkeztében térténd halalozast 9
beteglnk esetében regisztraltunk.

Az Osszes vizsgalt metszetben sikerllt kimutatni a tenascin jelenlétét, de mind
az intenzitasban, mind az eloszlasban jelentds kulénbségeket figyeltink meg.

Mind a gége, mind a hypopharynx szdvettanilag normal, tumormentes részében
a tenascin szinte kizarélag a felszini epithélium bazalis membranjaval kapcsoltan volt
kimutathat6. Sem a kétészovetben, sem az erek falaban nem volt tenascin jelél6dés,
és az epithelidlis sejtek is negativnak bizonyultak.

Azon specifikus hatar-régiokban, melyek a normal ham és a proliferativ tumoros
epithélium hataran talalhatok, kifejezett stromalis tenascin jeldlést figyeltink meg. A
savszerd, folytonos bazdlis membrant tenascinban gazdag zéna valtotta fel a
szubepithelidlis kotészovetben. llyen tipusu eloszlast korai stadiumu (T1-2NO0)
laryngealis tumor mintakban és igen korai (T1NO) hypopharynx daganatokban
észleltunk.

A tumor progresszié késbbbi szakaszaiban a stromaval szoros kontaktusban
szamos 0sztddo sejtet tudtunk kimutatni Ki-67 jelzéssel. Ezen tul kifejezetten fokozott
tenascin produkciot észleltink a tumoros és normal szdvet hataran. llyen mintazatot
féként T2-T3 stadiumu gége tumorokban, és ritkdbban T2 stadiumud hypopharynx
daganatokban észleltink.

A tumoros progresszié elérehaladott stadiumaiban a tumorral hataros stréma
terileteken észlelhet§ tenascin akkumulacién kival finom trabekuldkban, és
gyuriszerd, 5-20 um-es atmeérdju strukturakban is megjelent a tenascin. A
preparatumokban intenziv stromalis tenascin jeldlédés volt megfigyelheté a malignus
sejt-fészkek és -szigetek kdzott és korul, de maguk a tumorsejtek nem rendelkeztek
tenascin immunreaktivitassal. Az 0szl6 sejtek nem csupan a tumor periférias
terlletein, hanem a tumorfészkeken belll is kimutathatok voltak. llyen tenascin
eloszlast csak igen elérehaladott, metasztatizaléo gége (T4) és hypopharynx (T3-T4)

tumorokban lattunk.
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A cytokeratin, tenascin és CD-34 egyuttes kimutatasara alkalmazott harmas
immunfluoreszcens reakcié segitségével egyértelmlien bebizonyitottuk, hogy a
gylrlszer( strukturakat, melyek intenziv TN jeldlést mutattak, CD-34-pozitiv
endothelidlis sejtek veszik korul, melyek ereket jeldlnek, és a finom trabekulak is
longitudinalisan atmetszett ereknek felelnek meg. Amikor cytokeratin, Ki-67 és CD-34
kimutatasat végeztik harmas jelzéssel, az ereket nagyszamu proliferalod sejt dvezte.
Ez a kép csak a tumor progresszid végsd szakaszaira volt jellemz6, dontben
hypopharynx tumorokban, és szoros korrelaciot mutatott a metasztatizalo
képességgel, korai recidivaval és a daganatos halalozassal. Azon betegeink
mintaiban, akiket az utankdvetés alatt elveszitettlink, szinte kizarélag ilyen tenascin
eloszlast észleltink. Hasonlé festédést gége tumorokban csak igen el6rehaladott

esetekben figyeltiink meg.

CGH-val kimutathaté kromoszomalis eltérések gége tumorokban

Molekularis genetikai vizsgalataink célja az eltér§ progndzisu gége és hypopharynx
tumorok  kromoszomalis eltéréseinek feltérképezése és ezen eltérések
Osszehasonlitasa volt. A daganatok genetikai valtozasait a komparativ genomialis
hibridizacié mdédszerének alkalmazasaval vizsgaltuk. A mddszert sikeresen adaptaltuk
a gégebdl és a hypopharynxbdl szarmazo tumor mintak vizsgalatara.

A CGH-val analizalt karcindbmak kozt a gégetumorok 14%-ban adtak metasztazist, a
hypopharynx daganatok ennél lényegesen nagyobb gyakorisaggal metasztatizaltak
(66%).

Valamennyi tumorban kromoszéma szegmentek szambeli eltéréseit
regisztraltuk, melyek vagy a teljes kromoszémat vagy a kromoszémak egyes régioit
érintették. A kromoszomalis alteraciok atlagos szama 5,36-nak addédott, ami
tumoronként valt6zé szamban jelentkezett, 1-10 eltérés/tumor tartomanyban. A
kromoszomalis szakaszokon kimutathaté DNS tdbblet gyakoribb volt, mint azok
hianya. A leggyakoribb a 3-as és 8-as kromoszéma hosszu karjat érinté amplifikacio
volt, mindkét kromoszomalis kar alteracija 57%-os gyakorisaggal fordult el6. A
masodik leggyakoribb eltérés a 11-es kromoszoma hosszu karjara lokalizalodo DNS
tobblet volt (50%), a legkisebb kozds eltérés ezen a karon a 11913 I6kusz regionalis

amplifikaciojat jelentette. Ezeknek az eseteknek a kétharmadaban a 11q14-qgter
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delécié is kimutathatd volt. DNS tobbletet figyeltink meg tovabba az 5p és 9p (21%-
ban), valamint a 2q és 7p karokon (14%-ban).

A 11-es kromoszoma hosszu karjan észleltiink a leggyakrabban deléciét (42%).
Ezzel megegyez6 gyakorisaggal tapasztaltunk DNS hianyt a 3p karon (42%), mig a 8-
as és 9-es kromoszomak rovid karjain 21%-ban talaltunk DNS vesztést. Hasonlo

eltérés mutatkozott a 18q szakaszon az esetek 14%-aban.

CGH-val kimutathaté kromoszomalis eltérések hypopharynx tumorokban

A vizsgéalatban szereplé hypopharynx rakok (n=9) kozul 6 adott metasztazist. A
hypopharynx daganatok analizalasa soran a genetikai eltérések atlagos szama 5,55
volt tumoronként (2-11 alteracio/tumor). A DNS szakaszok amplifikacidéja ebben a
tumor csoportban is gyakoribb volt (atlagosan 2,88; tartomany 1-6), a DNS hianyokhoz
képest (atlagosan 2,66; tartomany 1-5). A leggyakoribb a 3-as kromoszéma hosszu
karjara lokalizalhaté DNS tobblet volt (77%). A 3-as kromoszdéma teljes hosszu karjara
kiterjedd eltérés 44%-ban volt megfigyelhetd, 2 esetben ez a teljes rovid kar deléciéval
tarsult, izokromoszéma képzédésre utalva. A masodik leggyakoribb amplifikacio a 11-
es kromoszoma rovid karjara lokalizalédott (33%), ami minden esetben a 11913 savot
érintette, és minddssze egy tumornal tarsult a disztalis kromoszomarészlet (11q14-
gter) deléciojaval. A 7q és 12p karokat érinté DNS tobbleteket 22%-ban figyeltik meg.

A leggyakrabban DNS vesztéssel érintett kromoszomaszakasz a 3-as
kromoszdéma rovid karja volt (66%). Lényegesen ritkabban észleltiink a 9p és a 18q
karokon fellépd delécidkat (33%), mig az 1p, 2q, 4p és 7q karokon hasonlé eltérést

22%-ban figyeltink meg.

A gége és hypopharynx karcindmak kromoszomalis eltéréseinek

osszehasonlitasa

Osszehasonlitva a két tumor tipus esetén CGH-val észlelt kromoszomalis eltéréseket,
hasonl6sagokat és lényeges eltéréseket egyarant tapasztaltunk. A tumoronkénti
atlagos genomialis eltérések szama megkdzelitéleg azonos volt a kétféle lokalizacioju

daganatban.
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A kromoszéma szakaszokat erint6 alteraciok részletes elemzése soran
megallapitottuk, hogy a leggyakoribb eltérés a 3-as kromoszéma hosszu karjanak
DNS tobblete volt, melyet a gégetumorok 57%-aban, illetve a hypopharynx daganatok
77%-aban tudtunk detektalni.

A 11-es kromoszéma hosszu karjat érinté amplifikaci6 a gége daganatok
felében, illetve a hypopharynx rakok harmadaban volt kimutathaté. A hosszu kar
disztalis részletének hianya szintén a laryngealis tumorok esetében volt gyakoribb
(47%-ban fordult el§), mig csak egyetlen hypopharyngealis tumorban észleltik.

Csak gégetumorokban tapasztaltuk a 8p kar vesztését (21%). Ezzel
ellentétesen csak hypopharynx rakokban fordult el6 az 1-es kromoszdéma rdvid
karjanak delécidja, mig gyakrabban észlelt alteracio volt ebben a daganat tipusban a
7p és 12p karok DNS tobblete, valamint a 2q, 4p, 7q és 14q karok DNS-hianya.

A leglényegesebb kulonbség a 8-as kromoszoma hosszu karjanak
amplifikacioja volt: az altalunk gége tumorokban 57%-0s gyakorisaggal észlelt 8q DNS

tobbletet egyetlen altalunk vizsgalt hypopharynx daganatban sem sikertlt kimutatnunk.

5. Diszkusszio

Eredményeink meger6sitik az irodalomban korabban mar leirt, a gége és
hypopharyngealis daganatokhoz rendelheté eltéré prognosztikai sajatossagokat,
masrészt Uj adatokat szolgaltatnak a tumor progressziéval Osszefliggd tenascin
expresszioban bekodvetkezd valtozasokrol és genetikai eltérésekrdl.

Medgfigyeltik, hogy a tenascin produkcié és eloszlas a gége és hypopharynx
karcindbmakban, a tumor progressziojaval parhuzamosan valtozik és szoros korrelaciot
mutat a daganat metasztatizaldé képességével, recidiva hajlamaval. Sikerllt
bizonyitanunk a tenascin expresszidé €s neovaszkularizaciéo kapcsolatat a daganatok
novekedése soran. Jelentés megfigyelést tettink a tenascin ér-asszocialt
neovaszkularizacio és metasztatizalas folyamataban, igy bebizonyosodott, hogy a
tenascin expresszié megléte és eloszlasi mintazata kivald prognosztikai faktorként
hasznalhaté fel az egyes fej-nyaki tumorok klinikai viselkedésének elérejelzésében.

A kétféle kiinduldsu daganat kromoszomalis eltérései kozott szamos

hasonlésagot mutattunk ki, azonban szembetiiné kilénbdz&ségeket is feltartunk.
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A kromoszomalis eltérések részletes vizsgalata alapjan megallapitottuk, hogy a
nagy gyakorisaggal észlelt eltérések kozul a legjelentésebb a 8q kar DNS tébbletének
kizarélagosan gége tumorokban valé el6fordulasa volt. Az eltérések ezen a
kromoszoman a 8qg23 I6kuszra koncentralddtak. Feltételezhetd jelentéségét abban
latjuk, hogy az ide lokalizalhatd C-MYC onkogén gégetumorok esetén a tumorsejtek
apoptotikus sejtelhalasanak el6segitésével jarulhat hozza ezen daganatok ritkabb
metasztazis képzéséhez, ezzel jobb prognézisahoz. Hasonld megfigyelést tettlink a
11913 sav eltéréseinek tekintetében is. Mig az egyébként szamos ismert és
jelentésnek tartott onkogént hordoz6é kromoszomarészlet amplifikacija bizonyos
tumorokban rossz prognosztikai jelnek szamit, addig az altalunk elemzett fej-nyaki
daganatokban ez a fenomén nem igazolédott.

Ezeket a kuldnbségeket magyarazhatjak az azonos patoldgiai megjelenés
ellenére a hattérben fennallé genetikai sajatossagok, de nem zarhatok ki a f6bb
karcinogének eltér6 expozicidjabol eredé eltérések sem.

Fentiek alapjan ugy véljuk, hogy a kuldonféle lokalizaciéju tumorok jol
definialhatd, eltéré genetikai valtozasokon mennek keresztll progressziojuk soran és
az azonos kromoszomalis eltérések jelentésége is kulonb6zé lehet. E miatt
indokoltnak tartjuk a kiindulasi régi6 fluggvényében értékelni az egyes genomialis
eltéréseket, melyek fenti eredményeink alapjan hasznosak lehetnek az adott tumor

prognoézisanak becslésekor.
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