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Klinikai vizsgalatok kimutattak, hogy a hypopharynxrakos betegek tulélése rovi-
debb, mint a mas lokalizaci6ju fej-nyaki daganatban szenvedéké. Ebben a mun-
kaban 21 laryngopharyngealis rakot vizsgaltunk, hogy a tumor mérete és erezett-
sége mutat-e Osszefliggést a biologiai viselkedésbeli eltéréssel. Vizsgalataink sze-
rint a 2. stddiumu laryngealis daganatok volumene szignifikdnsan nagyobb, mint
a 4. stadiumt hypopharyngealis tumoroké. A tovabbiakban megvizsgaltuk a
laryngo-pharyngealis daganatok érstiriségét, érméreteit, illetve a tumorok vasz-
kularis endothelialis novekedési faktor expressziéjat (VEGF). Vizsgalati eredmé-
nyeink nem mutattak ki kiilonbséget a kétféle anatomiai lokalizacigju laphamrak
erezettségében és VEGF-expresszidjaban. Ezen adatok alapjan val6szintsitjiik,
hogy a hypopharyngealis rdkok fokozottabb agresszivitasaért nem a tumor foko-
zottabb novekedése vagy beerezodése felelds, hanem a tumorsejtek erdsebb
inaziv hajlama. Magyar Onkologia 44:239-245, 2000.

A recent survey of head and neck cancer indicated a sharp difference in survival
between cancer of the hypopharyx and cancers formed in other head and neck
sites. We have analyzed tumor size relative to clinical stage and vascularization
as possible causes for such a difference in a series of 21 patients with cancers of
the laryngopharynx (11 glottic and 10 hypopharyngeal). We found that the
volume of the smallest cancers of the larynx at stage 2 are significantly larger
than the volume of the cancers of the hypopharynx at stage 4 (p<0.05). Next,
we have determined by immunohistochemistry and morphometry the
microvessel density (MVD), microvessel perimeter (MVP) and VEGF expression
of laryngo-hypopharyngeal cancers. Analysis of these data indicates that there is
no difference in vascularization and VEGF expression between these two tumor
types. These data strongly suggest that the invasive- but not the angiogenic
phenotype of hypopharyngeal cancer cells could be responsible for the more
aggressive biological behavior of this head and neck cancer subtype. Lukits ],
Déme B, Juhdsz A, Paku S, Timdr ], Répdssy G: Characterization of laryngopha-
ryngeal tumors. Tumor size and vascularization. Hungarian Oncology 44:239-245,
2000.
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Bevezetés

A fej-nyaki daganatok el6fordulasanak gyakorisa-
ga messze elmarad mas régiok rosszindulata da-
ganataitol, azonban bizonyos rizikécsoportokban
(alkoholisték, dohanyosok) a daganatok gyakori-
saga igen magas. Manapsag egyre nagyobb figye-
lem fordul a fej-nyaki daganatok felé, mert ha-
zéankban mind el6fordulasuk, mind az ezen daga-
natok miatti halalozas az elmult 20 év soran dina-
mikusan nétt (1).

A klinikusok és kutatok érdekl6désének ma-
sik magyarazata az, hogy bar szévettanilag ezek a
daganatok meglehetGsen hasonlitanak egymas-
hoz (laphamrékok), az egyes anatémiai lokaliza-
ciéban 1év6 tumorok biologiai viselkedése jelen-
tésen eltér. A gége- és hypopharynxrakok mint-
egy természetes modellrendszert képeznek,
amelyben a nagyon hasonl6 szovettani szerkeze-
td daganatok élesen eltérd bioldgiai viselkedést
mutatnak, igy az Gn. invazios fenotipus tanulma-
nyozasara kivaloan alkalmasak. A gégerakokkal
szemben a hypopharynx-tumorok sokkal agresz-
szivebb viselkedéstiek, hajlamosabbak a recidiva-
ra, nyirokcsomoattét-képzésre, aminek magyara-
zatdra nem elegendd anatomiai mikrokornyezeti
kulénbségeket feltételezni.

A gégerakok prognosztikus faktorait széles
korben tanulmanyozzdk. A proliferaciés mar-
kerek kozil a bel2 (2) nem mutatott dsszefiiggést
a daganatok prognézisaval, ugyanakkor az EGF-
receptor expresszidja (3), a DNS-ploidia illetve az
S-fazis-ardny (4,5) egyértelmten kapcsolodott a
romlé prognézishoz. Ujabb adatok azt mutatjak,
hogy a mesopharynx daganatai esetében a foko-
zott bcl2-expresszio a sugar-érzéketlenség kiala-
kulasaval, mig emelkedett bax- és c-myc-szint a
sugarérzékenységgel fiigg 6ssze (6). Ellentmon-
dasos a helyzet a p53-expresszio és -mutacio vo-
natkozasaban, miutan egyes szerzék szerint nin-
csen Osszefiiggés a p53 szintje és a prognozis ko-
z6tt (7), mig masok szerint a nyaki nyirokcsomo-
attétek kialakulasa és a p53-pozitivitas kozott
kapcsolat mutathato ki (5, 8).

A tumor-indukalt angiogenezis (TIA) a daga-
natos novekedés alapfeltétele, amikor a tumor-
szovet nagysaga meghaladja az erekbdl szarmazo
tapanyagok és oxigén diffuzios tavolsagat (9).
Masrészrél, a daganatok erezédése megteremti a
feltételét a vaszkularis terjedésnek is (9). Szamos
rosszindulati daganatféleség esetében a TIA
mértéke szoros korrelaciét mutat a daganatok
prognozisaval (eml6-, prosztata-, gyomorrakok),
azonban masok esetében ilyen osszefliggés nem
mutathato ki (9). Gégerakok esetében a TIA meg-
inditasat tobb, a laphamraksejtek altal termelt
novekedési faktor inditja el, ezek kozott a VEGF
(10), az IL-8 (11) és a bFGF (12) szerepe ttinik
meghatarozonak. Gégerakok esetében a tumor
koriili érstirtiségnek prognosztikai jelentésége
van a tlinetmentes talélés (13) és a regionalis
nyirokcsomokba torténd attétképzés (14, 15) el6-
rejelzésének szempontjabol.

Jelen vizsgalatunkban a két, szovettanilag
gyakorlatilag azonos jellegii, de biologiailag éle-
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sen, eltéréen viselkedd glotticus és hypopharyn-
gealis rak stadium szerinti nagysagat és érstirtisé-
gét hasonlitottuk Ossze.

Beteganyag és modszerek

Beteganyag

Tanulmanyunkban 21 beteg archivalt tumormin-
tajat vizsgaltuk. A betegek legfontosabb klinikai
adatait az 1. tdbldzat tartalmazza.

A G1,2,5 esetekben a tumor a hangszalag sza-
bad szélérdl eredt és subglotticus terjedést muta-
tott. A G9 esetben a tumor a pajzsporcot is attorte
és a praelaryngealis izomba is beterjedt, mig a
G11 jeld daganat igen korai tumor volt. A G3,4,8
jeld esetekben a tumorok supraglotticusak vol-
tak, melyek az epiglottis laryngealis felszinérdl
indultak ki, mig a G6,7 jeld daganatok el6rehala-
dott gégerakok voltak, melyek supraglotticus ter-
jedést mutattak. Ezek a tumorok a praeepiglotti-
cus térbe terjedtek és a G3,8 jelli esetben megga-
tolta a gége mozgasat is.

A H jeld esetekben a tumorok hypopharyn-
gealisak voltak melyek a recessus pyriformishol
szarmaztak. A H9,10 jeld esetek korai stadiumu
daganatok voltak, a H2,3 tumorok a recessus late-
ralis falarol eredtek és a hypopharynx felé terjed-
tek. A H1,4,5,6,7,8 esetekben a tumorok az egész
recessust befogtak és a hypopharynx lateralis fa-
lat is érintették. A tumorok kezelése kombinalt
sebészi és lokalis sugarterapiabdl allt.

1. tabldzat.
Klinikai adatok

Sor-  Locali- Hisztologia TNM Stage Progresszié  Tulélés

szam  zacio (honap)

1 G SCCC T2NOMO  S2 69

2 G SCcCC T2NOMO  S2 66

3 SG SCCC T2NOMO  S2 65

4 SG SCCC T2NOMO  S2 73

5 G SCCC T2NOMO  S2 51

6 G SCCC T2NOMO  S2 61

7 G SCCC T3N2MO  S4 51

8 SG SCCC T3NOMO  S3 50

9 G SCCC T3NOMO  S3 Lokalis 49
invazio

10 G SCcCC TANOMO  S4 Exit (6)

11 G SCCC TINOMO  S1 8

1 H SCCC T3N2MO  S4 51

2 H SCCC T3NOMO  S3 Lokalis Exit (9)
recidiva

3 H SCcCC TAN2MO  S4 Lokalis Exit (53)
recidiva

4 H SCCC T3NOMO  S3 Lokalis Exit (8)
recidiva

5 H SCCC TAN3MO  S4 Lokalis Exit (12)
recidiva

6 H SCcCC TAN3M1  S4 Tadoé Exit (3)

7 H SCCC TAN3MO  S4 Lokalis 75
recidiva

8 H SCCC T3NOMO  S3 Oesophagus 8

9 H SCCC TIN2MO  S4 Lokalis Exit (9)
recidiva

10 H SCCC TINOMO  S1 9

G = glotticus; SG = supraglotticus; H = hypopharyngealis

SCCC = laphdmrak
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2. tabldzat.
Laryngedlis és
hypopharyngedlis
rdkok érstiriisége

Tumor-indukdlt angiogenezis mérése (16)

A sebészileg eltavolitott daganatokat hagyoma-
nyos paraffinos beagyazassal dolgoztuk fel. A szo-
vettani diagnoézis felallitasa utan metszeteket ké-
szitettiink, melyeket Superfrost targylemezre
vettiink fel és 37 °C-on inkubaltuk. A deparaffina-
las xylol/alkohollal tértént. Az endogén peroxi-
déaz-aktivitas gatlasa 10% methanolban oldott
H,0,-vel tortént. Az antigénfeltarast 1,5% pro-
teaz K (Sigma) emésztéssel (15 perc) végeztik. A
nemspecifikus kotéhelyek blokkolasat 3%
BSA/PBS oldattal végeztiik 30 percig. Az erek
azonositasara kettés immunhisztokémiai jelolést
alkalmaztunk mely az endothelsejteket és az
erek bazalis membranjat jelolte. Elsé 1épésként
anti-human CD31 egér monoklonalis IgG-vel
(Dako, 1:40 higitas, 1 6ra,37°C) jeldltik a metsze-
teket. A lekotodott egér IgG-t kecske anti-egér
IgG-biotin konjugatummal (1:100, 1 éra, 37°C) je-
loltitk, és a komplexet Streptavidin-peroxidaz
komplexszel noveltiik (1:100, 15 perc, 37°C). A
peroxidaz enzim el6hivasara DAB barna kromo-
gént hasznaltunk. A kévetkezékben az erek fala-
ban 1év6 bazalis membrant nyul anti-laminin sa-
voval jeldltiik (DAKO, 1:50, 1 éra 37°C). Ekkor a
nyul IgG kimutatasara kecske anti-nyul IgG-bio-
tin konjugdtumot alkalmazatunk (1 6ra, 37°C),
végill a nyul komplexet Streptavidin-alkalikus
foszfatdz konjugatummal mutattuk ki (1:100, 45
perc). Ezt az enzimet FAST BLUE kromogénnel
kékre hivtuk elé. A negativ kontrollokhoz vagy

(um, atlag = S.E.M.)

Lokalizacio Glottis Hypo- S2-Glottis S4-Hypo-
pharynx pharynx
(n=11) (n=10) (n=6) (n=6)
MVD 211+£40 205+20 232+70 178 £ 20
(n/mm?2 atlag = S.E.M.)
MVP 96,7+99 884=x73

MVP= &tlagos érkeriilet
S= klinikai stadium

MVD= atlagos peritumorélis érdenzitas

1. dbra. Gége- és hypopharynx vdkok teljesszervmetszetei
La. dbra. Glottikus tumor (G7) szervmetszetének képe. T= Tumor

mindkét primer savot vagy csak egy-egy primer
savot hagytunk ki a 1épésekbdl, ezek a metszetek
nem adtak szinreakciot. A metszeteket glicerin-
zselatin oldattal fedtiik le.

Az érdenzitast mintanként 6t 20x nagyitasu
latotérben CUE 2 morfometriai programmal
(Olympus) mértiik, melynek soran az érstirtiség
mellett az erek keriiletét is meghataroztuk.

A VEGF kimutatasara az el6kezelt metszete-
ket poliklondlis (kecske) anti-huméan VEGF anti-
testtel jeloltik (R&D), majd megfelelé biotinalt
anti-kecske savoval és Streptavidin-peroxidazzal
hivtuk elé.

Eredmények

A teljes-szerv metszetekben jol megfigyelhet6
volt az elérehaladott laryngealis rak, mint a G7
szamu, supra-laryngealis és intra-laryngealis ter-
jedése (1a. dbra), valamint a hypopharynx-tumor
recessus piriformis- eredete, mint a H6 (1b. dbra).
Vizsgalatainkat 21 tumoron végeztiik (1. tdb-
ldzat), melyek szévettani diagnézisa valamennyi
esetben laphamrak volt (dedifferencialt vagy rit-
ka formak nem keriiltek a csoportba). Tizenegy
tumor gégerdk volt (2.a,c¢ dbra), mig 10 eset a hy-
popharynxra lokalizalédott (2.b,d dbra); a sta-
diumbeosztast a UICC protokol alapjan végeztiik
el. A betegek kozott a férfiak dominaltak. A gége-
rakok tobbségét T2 stadiumban diagnosztizaltak
(6/11) s a tobbi eset T3 és T4 volt, ahol fatalis ki-
menetel csak a T4 stadiumu esetben kovetkezett
be. Megddbbenté volt latni ugyanakkor, hogy a
hypopharynx-tumorokat elsésorban T4 stadium-
ban diagnosztizaltak (6/10) s a betegek tébbsége
a vizsgdlati periédus végére meghalt (1. tabldzat).
Miutan a hypopharynx-tumorok kozott a T4
stadiumuak gyakorisaga sokkal nagyobb volt, fel-
meriilt, hogy a malignusabb viselkedés a T4 stadi-
umnak és igy az egyre nagyobb tumornak koszon-
het6. A daganatok volumenének meghatarozasa
azonban ezt a feltevést nem erdsitette meg, mivel
a gégerdkok még az alacsony (T2) stadiumban is
szignifikansan nagyobbak voltak, mint a T4 stadi-
umban 1év6 hypopharynx-tumorok (3. dbra).

1.b. dbra. Hypopharynxtumor (H4) szervmetszetének képe. T= Tumor

MRAGYAR ONKOLGGIA 44 FVFOLYAM 3. SZAM 2000

© MAGYAR ONKOLOBUSOK TARSASAGH



A kovetkezékben megvizsgaltuk, hogy a kisebb
tumorméretet hypopharyngealis tumorok eseté-
ben okozhatja-e a tumor-indukalt angiogenetikus
képesség csokkent volta. Az immunhisztokémiai
kettds jelolés modszere (CD31 és laminin érmarke-
rek egylittes alkalmazdsa) nagy biztonsaggal azo-
nositotta a tumorok koriili ereket (4.a,b dbra). A
morfometriai analizis soran a peritumoralis érden-
zitast és az erek keriiletét hataroztuk meg (2. tabld-
zat). El6szor a két tumorféleség dsszevont adatait
hasonlitottuk 6ssze, ahol nem voltunk tekintettel a
tumorok méretére illetve T stadiumara s ebben az
esetben a két csoport atlagos érdenzitasa (MVD)
azonosnak bizonyult. A tovabbiakban annak kiza-
rasara, hogy tulsigosan eltéré méret tumorokat
hasonlitunk dssze, a legkisebb (T2) glotticus és a
legnagyobb (T4) hypopharyngealis tumor csopor-
tot is Osszehasonlitottuk, de szignifikans eltérést
nem tapasztaltunk, bar a T4 hypopharyngealis tu-
morok érdenzitasa alacsonyabb volt a T2 glottikus
tumorokénal (2. tdbldzat). Hasonléan nem volt el-
térés az atlagos érkeriiletben (MVP) sem. Mérési
adataink alapjan megallapithat6, hogy a glotticus il-
letve hypopharyngealis tumorok angiogenezist in-

2. dbra. Gége- és hypopharynxrdkok szévettana.

Eredeti
kézlemény

dukalo képessége azonos. A hypopharyngealis ra- | 3. tdbldzat.
kok esetében Osszahasonlitottuk a T4 stadiumu | VEGF protein expresszidja
nem-metasztatikus és nyirokcsomoi attétet képezé | gégerdkokban.
tumorok érdenzitasat is, azonban szignifikans elté- | Immunhisztokémiai
rést itt sem tapasztaltunk. analizis)

Laringealis VEGF* Hypopharingealis VEGF*

carcinéma (tumor sejt) carcinéma (tumor sejt)

1 1 +

2 - 2 +

3 + 3 -

4 - 4 -

5 + 5 -

6 - 6 +

7 - 7 -

8 - 8 -

9 + 9 -

10 + 10 +

11 -
12 +
N=10 4 N=12 5
VEGF* tumor = a tumorsejtek > 10%-a pozitiv reakciét mutat

2.a. dbra. Glotticus laphdamydk szoévvetani képe, HE festés.
2.b. dbra. Glotticus laphdmrdk stromdlis hatdra. HE festés. Nincs lokdlis invdziora utalo jel, a hatdr éles.

2.c. dbra. Hypopharyngealis laphdmrdk lokdlis invdzidja. HE festés.
2.d. abra. Hypopharyngealis laphdamrdk-szigetek a felszintdl tavoli mély kitoszovetben. HE festés.
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3. dbra. Gége- és hypo-
pharynxrdkok térfoga-
tanak osszehasonlitdsa.

Végezetiil arra voltunk kivancsiak, vajon a
legfontosabb érnovekedési faktor expresszi6ja-
ban van-e eltérés a kétféle tumor kézott. Ebbél a
célbdl a szovettani metszetekben a human VEGF-
et mutattuk ki immunhisztokémiai eljarassal
(4.c,d dbra). Megallapitottuk, hogy a kétféle tu-
morban gyakorlatilag azonos gyakorisaggal for-

1T
4 -
qérr\ 3 A
=] g p = 0,002
oY
> 2 _
L = gégerak
H = hypopharynxrak
11 L2 = 2. stadium
H4 = 4. stadium
0 *=p< 0.05
L2 H4 (ANOVA single
n=6 n=6 factor analysis)

dul el6 VEGF* daganat és ez nem mutat 6ssze-
fiiggést a tumorok stadiumaval sem (3. tdbldzat).

Megbeszélés

Szamos markert vizsgaltak korabban a gégera-
kok esetében, melyek a sejtproliferacioval, illetve
annak szabalyozasaval allnak kapcsolatban. Gége-
rakokban a tumorprogresszi6 a proliferacios mar-
kerek (Ki-67, MIB-1, PCNA) expresszidjaval muta-
tott Osszefliggést (2,7). A kiilonboéz6 onkogének és
onkoszuppresszor gének koziil csak az EGF-
receptor expresszidjanak szintje mutatott Ossze-
fiiggést a gégerakok progressziéjaval (17,18), a
p53- és az mdmz2-expresszié nem (7). Bar a larynx
és hypopharynx daganatainak sarkosan eltéré
biologiai viselkedése régota ismert, igen kevés
osszehasonlité tanulmany kisérelte meg feltarni
ennek biologiai alapjait. Eltér6 malignitasu daga-
natok esetében els6ként mindig a proliferacio il-
letve a tumorméret Osszehasonlitdsa torténik
meg. Vizsgalataink arra az eredményre jutottak,
hogy a hypopharyngealis tumorok még a T4 sta-

4. dbra. Immunbhisztokémia.

4.a. dbra. Peritumordlis érhdlozat immunhisztokémiai kimutatdsa gégerdkban. Az ereket CD31 és laminin kettdsjeldléssel (barna és lila
szin) mutattuk ki (Idsd Beteganyag és Modszerek).

4.b. dbra. Peritumordlis erek nagy nagyitdsu képe. Figyelemre mélto a vdltozo érnagysdg.
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4.c. dbra. VEGF* tumorsejtek (barna reakcio) gégerdk biopszids mintdjaban. A stromdban lévé nem-daganatos sejtek nem mutatnak reakciot.
4.d. dbra. VEGF gégerdk metszete. A tumorsejt-fészkek kozotti stroma enyhén barndra festodott az ott jelenlévd minimdlis mennyiségii VEGF jeleként.
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diumban is szignifikansan kisebbek, mint a sok-
kal alacsonyabb stddiumban (T2) 1évé glotticus
tumorok. Ez arra utal, hogy a kétféle lokalizacio-
ban 1évé hasonlo szovettani szerkezetli daganat-
feleség élesen eltérd biologiai viselkedését nem
lehet a hypopharyngealis tumorok fokozottabb
novekedésével magyarazni. Tulajdonképpen en-
nek éppen az ellenkezdjét lehet feltételezni; a
lassabb novekedést. Ennek hatterében szamos té-
nyez6 tételezhetd fel, ezek kozott a csokkent pro-
liferalo képesség illetve a csokkent angiogeneti-
kus képesség szerepelhetnek, azonban ezekre
nézve nem allnak még rendelkezéstinkre irodal-
mi adatok.

Jelen vizsgalataink a kisszamu eset alapjan is
felvetik azt, hogy a sokkal invazivabb hypopha-
ryngealis rakok ugyanolyan angiogenetikus ké-
pességgel rendelkeznek, mint a glotticus tumo-
rok, tehat ez a tényezé nem tehetd felelGssé
metasztatikus fenotipusukért. Erdekes azonban
ebbél a szempontbol, hogy a sokkal nagyobb
glotticus és a kicsi hypopharynx-tumorok eseté-
ben az érdenzitas azonosnak bizonyult, ami arra
utalhat, hogy a nagyobb glotticus tumorokban ta-
lan még aktivabb az angiogenezis. Vizsgéalataink
soran 6sszehasonlitottuk a nyirokcsomdkba atté-
tet képezo és azt nem ad6 T4 stadiumu hypopha-
rynx-tumorok angiogenetikus sajatossagait is, mi-
vel irodalmi adatok alapjan fej-nyaki rdkokban
kapcsolat mutathat6 ki a regionalis nyirokcsomo-
attétek kialakuldsa és az angiogenezis kozott
(14,15). Ezeket a megfigyeléseinket tovabb erdsi-
tették azok az adataink, hogy a két tumorban azo-
nos gyakorisaggal fordulnak elé a f6 angiogene-
zist indukal6 faktort (VEGF) termelé daganatok
és ez a sajatossag nem fligg a tumorok aktualis
stadiumatol.

Mindezek alapjan megallapithatjuk, hogy
nem all fenn kapcsolat a kétféle tumor angio-
genetikus képessége és progresszids-invaziv
készsége kozott, tehat a tumorok invaziv-meta-
sztatikus fenotipusa felelés a fokozott malignita-
sért. Vizsgalataink arra is felhivjak a figyelmet,
hogy bizonyos daganattipusok esetében a prolife-
racios sajatossdgok nem hozhatok osszefiiggésbe
az invaziv/metasztatikus sajatossagokkal, mivel
a hypopharynx-tumorokban az invaziv/metaszta-
tikus képesség a gégerdkokhoz képest joval ki-
sebb tumormeéret mellett mar megjelenik. Ennek
fényében valdsziniileg at kell gondolni az alkal-
mazandé terdpids stratégiat, amely hatékony gé-
gerakok esetében, de sokkal kevésbé sikeres a
lassabb novekedési de invazivabb hypopharynx-
tumorok esetében.

GEGE- £S HYPOPHARYNGEALIS RAKOK JELLEMZESE
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