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Matrixbonté6 MMP-2 kollagenaz expresszidja
gége- és hypopharynx tumorokban
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OSSZEFOGLALAS

A matrix metalloproteindzok koziil (MMP) az MMP-
2 kollagendz expresszi6jit vizsgiltak 7 gége és 5
hypopharynx tumorhél szdrmazé sziévetmintdban. Az
MMP-9 kollagént bonté enzim normilis sejtekben is
expresszalédik, Az MMP-2  expresszié az invaziv
tumorsejtekre jellemz8. Anyagukban az MMP-2 pozi-
tivitds a tumorok stddiumdnak megfeleléen emelke-
dett. A gégerdkok és hypopharynx tumorok csoport-
jat odsszehasonlitva, az MMP-2 expresszi6 a hypopha-
rynx tumorokra volt jellemz8. Kapcsolatot tételeznek
fel a hypopharynx tumorok sajatos MMP-2 fenotipusa
és fokozott invazivitdsa kozott.

KuLcsszavak: gége-hypopharynx tumor, immunhisz-
tokémia, MMP-2

Bevezetés

A daganatos invézi6 meglehetésen bonyolult
soklépcss folyamat és szdmos tényezdtsl figg
(16). Ennek a folyamatnak egyik igen fontos ré-
sze a tumorsejt — matrix kolesénhatis és az en-
nek eredményeként bekovetkezd matrix lebomlds
(4, 14). A matrixdegradicié egyik oka, hogy a
tumorsejt felszinén olyan enzimek jelennek meg,
amelyek normdlisan csak a lizoszémaban fordul-
nak el8. Masrészt az invaziv tumorokban a mat-
rixbonté enzimek expresszidja fokozédhat, vagy az
enzimek specifikus gitlé molekuldjanak expresszi-
Gja lecsokken, aminek eredGjeként az egyensily
a matrixbontas irdnyiba tolédik el (4, 14). Az
emészt§ enzimeket harom csoportba soroljuk, a
métrix metalloproteindzok (MMP), katepszinek és

Kozlésre érkezett: 2000. 11. 19.

Semmelweis Egyetem Altalanos Orvostudomanyi
Kar Fiil-orr-gégészeti és Fej-nyaksebészeti Klinika
Cim: 1083 Budapest, Szigony u. 36.

Telefon: 333-3316

E-mail: repassy@fulo.sote.hu

SUMMARY

Among the matrix metalloproteases, MMP-9 is usual-
ly expressed by normal cells while MMP-2 is more
frequent in transformed ones. Protein expression of
MMP-2 was analysed in paraffin embedded archival
samples of seven glottic and five hypopharyngeal can-
cers using immunohistochemistry. Expression of
MMP-2 is characteristic of hypopharyngeal cancer
and, from the limited clinical material at our dis-
posal it is suggested that the increased aggressiveness
of hypopharyngeal cancer compared to the glottic one
could be associated with this MMP phenotype.
KEYWORDS: immunohistochemistry, laryngeal and
hypopharyngeal cancer, MMP-2

a plazminogén aktivatorok csalddjdba. A dagana-
tos invézié sordn a tumorsejtek Attdrik a basalis
membrant, melynek specifikus alkotérésze a IV-
es tipusi kollagén. A mitrix metalloproteindzok
szdmos fajtdja bontja a IV-es tipusd kollagént,
ezért ezen enzimek expressziGjdnak fontos szere-
pe van a daganatos invazidban. Az MMP-9 kol-
lagént bonté enzim normalis sejtekben is gyak-
ran expresszalodik. Ennek az enzimnek egy maé-
sik valtozata az MMP-2 kollagendz, amely 20
kD-tal kisebb az MMP-9-nél. Az invaziv tumor-
sejtekben az MMP-2 kollagenaz gyakran expresz-
szalodik és a tumor kornyezetében 1évs dn. da-
ganatos stromdban is indukilodik (4, 14). Az
MMP-k és az MMP-2 enzim is a Zn-aktivalt en-
zimek csaladjdba tartozik. Sejten beliili termels-
dése sordn egy proenzim késziil els6 lépésben,
melynek modosuldsa révén (a szignalpeptid el-
vesztésével) jon létre a végleges szekretalt enzim
(1. dbra). Az enzim tényleges miikddéséhez akti-
valédnia kell, amit mas enzimek, kozottik egy
sejtmembrinhoz kotétt MMP forma (MT-MMP-1)
is elvégezhet. Vizsgalataink kezdetekor a kereske-
delmi forgalomban még nem 4llt rendelkezésre
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1. dbra. Az MMP-2 metalloprotedz mdsodlagos szerkezete és domén-struktiirdja

specifikus, paraffinba dgyazott mintdn is alkalmaz-
hat6é antitest az MMP-2 ellen, melyet magunk 4l-
litottunk el (15). Gégerdkban az MMP-2
expresszidjdra vonatkozé adatok még nem isme-
retesek, ezért indokoltnak lattuk, hogy ezeket a
vizsgdlatokat elvégezziik.

Munkdnk masik célja az volt, hogy osszeha-
sonlitsuk az MMP-2-expresszié mértékét gége- és
hypopharynx tumorokban, és vilaszt kaphassunk
arra a kérdésre, hogy a matrixdegradicids folya-
matokban van-e kiillonbség a klinikailag is oly
sok szempontbdl eltérfen viselkedd két tumorti-
pus kozott.

Anyag és médszer

12 beteg 15 biopszids mintdjat vizsgiltuk, mely
megegyezik el6z8 kozleményeink anyagaval (10,

11). A szdvetmintdt 5 hypopharynx tumorbdl és
7 gégerdkbol vertik. A szovermintdk 5 recessus
piriformis, 2 supraglotticus és 5 glotticus kiindu-
last tumorbdl szarmaztak.

Az anyagok fixdlt és paraffinba dgyazott blokk-
jaibol Superfrost targylemezre metszeteket készi-
tettiink. A metszeteket deparaffindltuk, majd az
antigenicitis felerdsitésére az dltalunk mar koréb-
ban lefrt mikrohulldimos antigénfeltarast végeztiik
el (5). Az immunreakcié elvégzése elStt az en-
dogén peroxidaz-aktivitast H;O, elSinkubélassal
elimindltuk. A nemspecifikus antitest-kotShelye-
ket 3% BSA/PBS oldattal térténd elGinkubélassal
blokkoltuk. Az MMP-2 metalloproteindzt az enz-
imspecifikus peptidszekvencia ellen nydlban ter-
melt 1:50-re higitott poliklondlis savdval jeloltik
(Research Genetics, 13). Az els6dleges savdval
toreénd  inkubdldas 60 percig ctortént 38 °C-on.

2. dbra. MMP-2 kimutatdsa gégerdkokban immunhisztokémia segitségével. A) MMP-2 negativ gégerdk
fénymikroszkdpos képe. B) MMP-2 detektdldsa hypopharynx carcinomdban (vérds szinreakcis)
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Tobbszords pufferes mosds utdn a lekotder [gG-t
biotinnal jeldlt kecskében termelt antinyil savé-
val (1:200 higitds), majd Streptavidin peroxidaz
konjugdtummal (1:100 higitds) jelsltik. A perox-
idaz enzimet AEC/H;Q: szubsztrattal tettitk lat-
hatéva. A sejtmagokat vagy hematoxilinnel vagy
metilzolddel festettiik. Kontrollként az ép, nem tu-
moros gége-, illetve garat-nyalkahartya szolgalt.

Eredmények

12 tumorbdl szirmazé 15 mintdt vizsgaltunk.
Immunhisztokémiailag az MMP-2 enzimet nem le-
hetett kimutatni a normalis gége-, illetve garati
nyalkahartydban. A szévetmintdk mindegyikée 4t-
vizsgdlva azt lehetett észlelni, hogy az MMP-2
enzim protein ritkdn jelent meg a tumorokban
(2.a. 4bra). Kimutathatdsiga esetén a daganatos
fészkek részben elszarusodd héamsejtjeinek cito-
plazmajaban volt reakcié (2. b. dbra). MMP-2-po-
zitivitdst tovibb4 histiocytdkban  és
stromalis fibroblastokban is az irodalmi adatoknak
megfelelden. A vizsgdlt 15 tumormintdbdl csak
elvétve fordult el tumor MMP-2-pozitiv daganat-
sejtekkel a T2 és T3 stddiuma daganatok kozott,
mig a T4 esetek donts tobbsége MMP-2 pozitiy-
nak bizonyult 4/6 (1. tdblazat). Atvizsgdlva a tu-
morokat megillapithattuk, hogy a 6 MMP-2 po-
zitiv tumor egy kivételével recessus piriformis ki-
induldst tumorbél szirmazott (2. tdbldzat).

észleltiimk

Megbeszélés

A rosszindulatd tumorok jellemzésére napjain-
kig szdmos markert vizsgdltak. Tobb markerrsl
tudjuk, hogy a gégerik invazivitdsival kapesola-

tosak, mds részitkk a malignus transzformacidért
felelds (7, 18). Gégerdkban a tumoros progresszid
dsszefiiggdtt a proliferaciés markerek expresszi6ja-
val (Ki-67, MIB-1, PCNA) (9, 12, 13, 17). Az
onkogének és az onko-szupresszorgének koziil az
EGF receptor expresszié-szintje mutatott Osszefiig-
gést a gégerdk invazivitdsdval. Ugyanakkor azt is
lachatjuk, hogy egy daganat invaziv fenotipusit
nem lehet csak proliferativ markerekkel jellemez-
ni. A gégerdk, hypopharynx-rak és 4ltaldban a
fej-nyaki daganatok esetében csak igen kevés
adat 4ll rendelkezésre a tumorok invaziv sajétos-
sagairdl. A klasszikus metasztazisgének eltérden
expresszdlédnak magdban a kiinduldsi hdmban és
az ebbsl kiindul6é carcinoméban. Mér korabban
kimutattdk, hogy fej-nyaki tumorokban a
CD44v6 varidns expresszidja csdkken, mig az
NM23-expresszié megjelenik a daganatos invazivi-
tas sordn (13). Kordbban kézélt sajat adataink is
megegyeznek ezekkel a megfigyelésekkel, azzal a
kiegészitéssel, hogy kiilonbséget mutattunk ki a
metasztazisgének expresszidjdra vonatkozdan gége-
és hypopharynx tumorokban (10, 11). Ez az el-
térés onmagdban azonban nem elegendd egy tu-
mor invaziv fenotipusinak jellemzéséhez. Ponto-
sabb ismeretekre van sziikség, mely a matrixbon-
t6  képességre, illetve migracids sajatossagokra
utal.

Fej-nyaki daganatokban kordbban mar megfi-
gyelték, hogy az MMP-9 (2) és az MT-MMP-1
(az MMP-2 membran aktivatora) (1), valamint
bizonyos katepszinek (B.L, D) expresszidja Ossze-
fige a daganatos progresszioval (3, 12). Vizsgila-
taink eredményeib8l megéllapithatjuk, hogy az
invaziv fenotipus megjelenése hypopharynx tumo-
rokban az MMP-2 kollagendz expresszijaval hoz-

1. tabldzat

MMP-2 expresszid gége- és hypopharynx tumorokban a stidium fiiggvényében

Stadium MMP-2+4 tumor gyakorisiga (n = 15)
Normdlis ham negativ
T2 1/4
T3 1/5
T4 4/6

Pozitivitds kritériuma: a tumorsejtek >20%-a ad pozitiv reakcidr.

2. tabldzar

MMP-2 expresszié a normdlis himban és a tumorokban a lokalizacio fiiggvényében

Tumor kiindulasa

MMP-2+ tumor gyakorisiga (n = 15)

Normailis him negativ
Larynx 1/9
Hypopharynx 5/6

Pozitivitds kritériuma: a tumorsejtek >20%-a ad pozitiv reakciét,

FUL-, ORR-, GEGEGYOGYASZAT 47, 3, 2001




haté osszefiiggésbe. A daganatkutatdsban valészi-
niileg még igen sok marker, onkogén, onkoszup-
presszor gén vizsgilatira lesz szitkség a jovében
ahhoz, hogy a tumor proliferdciés sajatossigait €s
invazivitdsit pontosabban megismerjilk. A hypo-
pharynx tumorokban az MMP-2 kollagendz gya-
kori megjelenésére azonban felhivjuk a figyelmet.
Ugy gondoljuk, hogy ezeknek az eredményeknek
a fej-nyaki daganatok esetében alkalmazandd te-
ripids stratégidban még jelentSsége lehet. Szdmos
munkacsoport tervezett sikerrel MMP inhibitoro-
kat és ezek koziil tobb is mar a klinikai kipré-
balas fazisdban van (16). Kiilénds hangstlyt ad
ennek a ténynek az is, hogy a tumor-indukalt
angiogenezis egyik nélkiilszhetetlen lépése a ka-
pillaris fal endotélsejt-eredetti MMP dltali bonta-
sa (2), fgy elméletileg egy MMP inhibitornak ket-
t8s tdmadaspontja van: a tumorsejt-invdzié és a
tumor-indukalt angiogenezis. Nem véletlen, hogy
nagy reményeket fliznek a gydgyszerfejleszt6k az
ilyen tipusa szerek onkolégidba torténd bevezeté-
séhez. A hypopharynx tumorok sajitos MMP-2
fenotipusa és fokozott invazivitdsa kdzote kapcso-
lat lehet, ami esetleg specifikus antimetasztatikus
terdpids célpontot nyujthat.

(A dolgozat a 6101/1/2000 ETT tdmogatdsdval jitt
[étre.)
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ZUSAMMENFASSUNG ‘
Unter den Matrix-Metallproteinasen untersuchten die
Verff. Gewebeproben aus 7 Kehlkopf- und 5 Hypo-
pharynxtumoren. Das kollagenspaltende Enzym MMP-9
wird auch in normalen Zellen exprimiert. Die MMP-
2-Expression ist charakteristisch fiir die invasiven
Tumorzellen. Im Untersuchungsmaterial erhoht sich
die MMP-2-Positivitit mit dem Stadium des Tumors.
Im Vergleich der Kehlkopfkrebsgruppe mit der Gruppe
der Hypopharynxtumoren war die MMP-2-Expression
das Charakteristikum fiir die Hypopharynxtumoren.
Verff. vermuten einen Zusammenhang zwischen dem
den Hypopharynxtumoren eigenen MMP-2-Phenotyp
und ihrer erhshten Invasivitat
SCHLUSSELWORTER:  Immunhistochemie,
Hypopharynxtumor, MMP-2

Kehlkopf-
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