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A metasztatikus fenotipus jellemzése gége- és hypopharynx
tumorokban az NDP kinaz A/NM-23H1/NMEI1
expresszio alapjan
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OSSZEFOGLALAS

Szerzék az dltaldnosan metasztazis szuppresszor génnek
tartott NM23 (NDP kindz A, NME1) expresszidjanak
vizsgalatdcr végezték el 7 gége- és 5 hypopharynx tu-
morbdl  szdrmazd  szdvetmintdn  immunhisztokémiai
médszerrel. Az NME1 a normélis hdmban nincs je-
len. A daganatok stadiumdnak elSrehaladtival az
NM23 gén expresszid megjelenését, illetve fokozoddsat
észlelték. Gége- és hypopharynx rdkok &sszehasonlita-
sakor hypopharynx  tumorokban fokozott NM23
expressziot taldltak. Eredményeik alapjan megallapitot-
tik, hogy az NM23 gén szerepe éppen ellenkezd gé-
ge- és hypopharynx tumorban, mint egyéb tumorok-
ban, mert expresszija a malignusabb és invazivabb
hypopharynx tumorokban jelenik meg gyakrabban. Az
NM23 metasztizis szuppresszor gén helyett a metaszta-
zis asszocidlt gén elnevezés hasznilatit javasoltik a
tumorkutatisban.

KuLcsszavak: gége- és hypopharynx tumor, immun-
hisztokémia, metasztazis

Bevezetés

Altalsban elmondhaté, hogy malignus tumo-
rokban a betegek sorsa nagy részben a metasz-
tatizdlds ttemétdl fiige. Gége- és hypopharynx tu-
moros betegek sebészi, irradidciés és citosztatikus
terdpidjanak eredményét is tébb tumorbioldgiai
szempont befolydsolja, amelyek koziil talan leg-
fontosabb a metasztatizalas kérdése (14). Ha va-
lamilyen  terdpidval befolyasolni lehetne a
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SUMMARY

The expression of the metastasis suppressor gene,
NM13, was studied at protein level in archival paraf-
fin samples of seven glottic and five hypopharyngeal
cancers using immunohistochemistry. The covering
epithelia is negative for NM23 in this region. The
expression of NM23 is increased at the higher tumour
stage. Furthermore, a higher expression was detected
in the more aggressive hypopharyngeal cancer than in
the less aggressive glottic one. Based on these data,
supported in addition by some previous observations,
it can be stated that the role of the metastasis sup-
pressor gene, NM23, is the opposite in this tumor
type to most of the other histological types. Accord-
ingly, it would be better to refer to the NM23 gene
as ,metastasis-associated” than as a ,metastasis sup-
pressor”.

KEYWORDS: metastasis, laryngeal and hypopharyngeal
cancer, immunohistochemistry

metasztdzis kialakuldsdért felelds megbomlott re-
guldciés folyamatokat, és fgy az 4ttét képzdédését
lényegesen csokkenthetnénk vagy megsziintethet-
nénk. Ez igen megkonnyitené a gégesebész gyé-
gyité tevékenységét.

Mindez ma még a fiil-orr-gégeorvosnak csak
utépisztikus vagya. A tumor kutatdsban az elmdlt
¢években a metasztatizalasére felelds gének vizsga-
lata intenziv tanulményok targya lett (2, 7, 12).
llyen vizsgilat gége- és hypopharynx tumorok
esetén is indokolt, hiszen a két, szdvettanilag
azonos tipusi daganat prognézisa igen eltérd,
mert a hypopharynx tumorai sokkal invazivabbak
(5, 8).

Az elsSként felfedezett metasztazis szuppresszor
gén az NM23 volt, amelyrsl késsbb kideriilt,
hogy ez a nukleozid diszfoszfokindz-A  enzim
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1. dbra. Az NDP-kindz A/INM23-H1/NMEI mdsodla-
gos szerkezete és aminosavsorrendje:
1 mancertfia ikpdgugrgl vgeiikrfeq kgfrluglkf
mqasedllke hyvdlkdrpf
61 faglukymhs ghvvamuweg Invuktgrum lgetnpadsk
pgtirgdfci qugrniihgs
121 dsvesaekei glwfhpeelv dytscagnwi ye

(NDP-A) (l. dbra), amelyet ma NME1-ként idéz-
nek az irodalomban (4), és a 17. kromoszdéma
hosszi karjan helyezkedik el, amely egy 17 kD
tomeg(i fehérjét kédol (13). Az NDP kinaz a kis
GTP-kotd proteinek csalddjaba tartozik, és jelat-
viteli szereppel is rendelkezik. A gén expresszid-
janak csokkenését szdmos kisérleti és tobb embe-
ri daganatban is kapcsolatba lehetett hozni az 4t-
tétképzd képesség megjelenésével (4, 14). Ugyan-
akkor vannak olyan daganatok, amelyekben az
NM23 expresszi6 nem véltozik (15). Kozlemé-
nylinkben az NM23 expressziot gége- és hypo-
pharynx tumorok esetén immunhisztokémiai mad-
szerrel vizsgiltuk.

Anyag és médszer

Beteganyag:

5 recessus piriformis, 2 supraglotticus és 5
glotticus kiinduldsi tumorbdl szdrmazé szdvetmin-
tan végeztiik a vizsgdlatokat. A biopszids anyag
és a betegek megegyeztek el8z8 kozleményilink
anyagaval, ahol a CD44v3 expresszidjat vizsgal-

tuk (9).

Immunhisztokémia:

A tumorokbél szarmazé anyagok fixalt és pa-
raffinba  4gyazott blokkjaibél superfrost targyle-
mezre metszeteket készitettliink. Deparaffinélas
utdn az antigenitds feler&sitésére mikrohulldmos
antigén feltarast végeztink (3). Az immunreak-
cié elvégzése elétt az endogén preoxiddz aktivi-
tast HoO, elginkubéldssal eliminaltuk. A nem-
specifikus antitest kot helyeket 3%-os BSA/PBS
oldattal torténd elGinkubéldssal blokkoltuk. Az
NM23-H1 proteint egérben termelt 1:100-ra hi-
gitott monoklonalis antitestekkel (Novocastra) je-
ltiik. A lekotddott antitesteket biotindlt anti-
egér savdval és Streptavidin-jeldlt peroxiddzzal
mutattuk ki. Az enzimet AEC szubsztrittal tor-
ténd inkubdlds révén tettitk lathatova (voros-bar-
na reakcid). Az inkubdlds 60 percig tortént
37 °C-on. A mintdkban meghatdroztuk a poziti-
vitdst mutaté tumorsejtek szdzalékos ardnyit met-
szetenként 3-3 latétérben, minimalisan 100-100
daganatsejtet megvizsgélva.

Eredmények

Normaélis, nem tumoros gégenydlkahdrtya hdm-
jaban az NM23 fehérjét immunhisztokémiai méd-
szerrel nem lehetett kimutatni. Az NM23
expresszid  szempontjdbsl a daganatok heterogé-
nek, pozitiv és negativ csoportra oszthaték (Za.,
2b. dbra). A tumorszovet mentén észlelhetd reak-
tiv  lymphocytdk mintegy belsé kontrollként,
NM23 pozitivitdst mutattak.

A pozitiv tumorok kozodtt alacsony és magas
expressziéval jellemezhetSk fordulnak els, ahol a
hatart 50%-o0s pozitivitads jelentette. Az NM23 a
tumorsejtek citoplazmajaban volt jelen, és 15
tumorminta koziil 8 esetben lehetett kimutatni.
Megfigyeltiik, hogy az NM23 pozitiv tumorsejtek
gyakoribbd véltak a T3-as és T4-es stddiumok-
ban, amikor is az expresszi6é szintje is jelentdsen
emelkedett (1. tdbldzat). Ugyanakkor nem lehetett
Hsszefiiggést kimutatni a nyirokcsomd-status és az
NM23 fenotipus kozott.

Tovabbiakban a vizsgalt anyagot két csoportra:
hypopharynx tumorokra és gégerakok csoportjara
osztva azt taldleuk, hogy a gégerikokban igen
alacsony az NM23 pozitiv tumorok gyakorisdga
(2. tdbldzar). Ezzel szemben a hypopharynx tumo-
rok kozott jelent@sen megemelkedett és csaknem
teljessé valt az NM23 porzitivitds, és az expresz-
szi6 szintje is szignifikdnsan magasabb volt a gé-
gerdkokhoz képest (2. tdbldzat).

FUL-, ORR-, GEGEGYOGYASZAT 47, 2, 2001



Megbeszélés

Szdmos markert vizsgaltak korabban
a gégerak invaziv fenotipusdval kapcso-
latban, amelyek egy része a malignus
transzformaciéval (1, 10), més részik a
tumorok invazivitdsaval éllott kapcso-
latban (10, 11). Gégerdkban a tumor-
progresszid a proliferdciés markerek
expresszidjdval mutatott Osszefiiggést. A
kilonbozd onkogének és onkoszuppresz-
szor-gének koziil az EGF receptor ex-
presszié szintje mutatott Osszefliggést a
gégerdk progresszidjaval (6). Mindazo-

" i » N %

néltal az invaziv fenotipust nem lehet
csak proliferativ markerekkel jellemez-
ni. Fej-nyaki daganatok esetében ezen
rakok invaziv sajitossigairdl kevés adat
all rendelkezésre. Ennek egyik oka az,
hogy a klasszikus metasztazis-gének el-
téréen expresszdlédnak magiban a ki-
induldsi hdmban és azutdn az ebbédl ki-
indulé  carcinomakban.  Klasszikus
metasztatizdldst gitld génnek tartjak az
NM23-at. Ennek ellenére az NM23
expresszidjaval  kapcsolatos  irodalmi
adatok részben ellentmondanak egy-
masnak. Eml6rakok vagy kutdn-
melanomdk vizsgilata sordn az NM23

2. dbra. NM23 kimutatdsa gégerdkokban immunhisztokémiai
maddszerrel.
a. (fent) NM23 negativ gégerdk,

b. (alul) NM23 pozitiv hypopharynx tumor. A tumorsejtek
citoplagmdjdban intenziv vérds szinreakcid

expresszidt magasnak észlelték a nem
matasztatizald, illetve a  szervi  Attétet
add primer tumorok esetében, ugyanak-
kor a nyirokcsomé Attétet add tumorok-
ban az NM23 expresszidja szignifikdnsan

1. tabldzat

NM23 expresszio gégerdkokban a stadium fiiggvényében

stadium NM23
incidencia expresszids szint (%)
Normdlis hdm negativ
T2 1/4 12£12
T3 2/5 26,2+18,3
T4 5/6 38,5=10,1*

*p<(,05

Pozitivitds kritériuma: >25% tumorsejt. Az adatok a pozitiv sejtek szdzalékanak dclagic =S.D. jelalik.

2. tabldzat

NM23 expresszi6 a lokalizacié fiiggvényében

Tumor NM23

kiindulasa incidencia expresszids szint (U6)
larynx 3/9 11,7+6,3
hypopharynx 5/6 50,8+12,5*%

*P = 0,009
Pozitivitds kritériuma: >25% tumorsejt.

Az adatok a pozitiv sejtek szdzalékanak dtlagac =S.D. jelolik.
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alacsonyabb volt (4, 14). Sajit anyagunkban az
a korilmény, hogy gége- és hypopharynx tumo-
rokbdl szdrmazé  szovetmintikban megjelent az
NM23 expresszid, ellentmond azon irodalmi ada-
toknak, hogy az NM23 éaltaldnos metasztizis
szuppresszor gén lenne. Kiilénssen aldhdzza ezt a
dilemmat az az észlelésiink, hogy statisztikailag
szignifikdnsan fokozédott az NM23 expresszié a
hypopharynx tumorokbdl szarmazé szovetmintak-
ban. Ismert az a klinikai tapasztalat, hogy a re-
cessus piriformisrdl kiindul6é rak a metasztatizalas
szempontjabol is sokkal agresszivabb a gégerdkok-
hoz viszonyitva. Vizsgalataink tehdt azt mutatjak,
hogy az NM23 génnek a metasztatizalds pato-
mechanizmusdban betoltdtt szerepe az eltérd ti-
pust tumorokban eltérd lehet (14, 15). Ennek
oka valdszinfileg az, hogy ennek (és szdmos mas
génnek is) eltérd fiziologids szerepe lehet a kii-
16nbozé  szovetekben. Miutin a laphdmban az
NM23 expresszié nincs jelen, az csak a malignus
transzformacié sordn bekdvetkezd szabalyozasi za-
varok kapcsan jelenhet meg. Mindezen megfigye-
lések alapjin megalapozottnak litjuk, és magunk
is javasoljuk, hogy az NM23 metasztizis szupp-
resszor gént metasztazis asszocidlt génként idéz-
zilk az irodalomban. Masrészrél vizsgilataink azt
mutatjidk, hogy a gége- és hypopharyngealis ra-
kok NM23 expresszi6 szempontjabdl is eltérs
fenotipusiak, ami eltérd biologiai viselkedésitknek
egyik alapja lehet.
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ZUSAMMENFASSUNG

Verff. untersuchten die Expression des allgemein als
Metastasen-Supressor-Gen  geltenden NM23  (NPD-
Kinase A, NME1) an Gewebeproben von 7 Kehlkopf-
und 5 Hypopharynx-tumoren. NME1 ist im normalen
Epithel nicht vorhanden. Mit fortschreitendem Tumor-
stadium konnte die Expression des NM23-Gens bzw.
dessen Ansteigen beobachtet werden. Beim Vergleich
der Kehlkopf- mit den Hypopharynxtumoren fand
man erhdhte NM23-Expression in Fillen von Hypo-
pharynxtumor. Aufgrund der Ergebnisse wird fest-
gestellt, daB das Gen NM23 bei Kehlkopf- und Hypo-
pharynxtumoren eine umgekehrte Rolle spielt als bei
anderen Tumoren, denn seine Expression tritt bei
maligneren und invasiveren Hypopharynx-tumoren
hiufiger auf Verff. schlagen deshalb vor, das NM23
nicht als Metastase-assoziiertes Gen zu bezeichnen.
SCHLUSSELWORTER: Metastase, Kehlkopf- und Hypo-
pharynxtumor, Immunhistochemie
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