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A szajiiregi daganatok prognoézisa magaba foglalja a rezidualis tumorsejtek azono-
sitasat, recidivak, tavoli metasztazisok, masodlagos primer tumorok megjelené-
sének predikci6jat és a terapids érzékenység megbecsiilését. A szajiiregi daganat-
sejtek biomarkerei kozé tartoznak a p53-, pl6- mutaciok, és a Ciklin D-, E2F4-
amplifikaci6. A masodlagos primer tumorok kialakulasanak veszélyét az épnek
latszo nyalkahartya p53 statusanak meghatarozasaval lehet megitélni. Feltétele-
zik ugyanis, hogy a kornyezeti artalmaknak kitett szaj- és garatiireg premalignus
allapotba kertl (field cancerization), amely multiplex tumorok kialakuldsat segit-
heti elé. Vizsgalatainkban 152 fej-nyaki daganatban és a tumorokhoz tartozo se-
bészeti ép szélben, ép nyalkahartyaban Western blot analizissel, illetve PCR-SSCP
modszerrel hataroztuk meg a p53, hMLH1, Ciklin D, p16 génkarosodasokat. A da-
ganatok PCR-SSCP analizisével az esetek 37,5%-dban mutathat6 ki p53-mutéci6.
A tumortodl tavol es6 ép nyalkahartya p53 statusa alapjan a ,field cancerization”
az esetek 11%-aban igazolhato, amely multiplex, multifokalis tumorok kialakula-
sanak veszélyét jelzi. A hMLH1-, hMSH2-mutaciok jelenlétét a vizsgalt esetek 17,
illetve 8,6%-dban igazoltuk. Az E2F4-mutaciok 21,4%-os gyakorisdggal fordultak
elé. Eredményeink arra utalnak, hogy az E2F4-gén overexpresszidjat, sejtpro-
liferaciot stimulalo hatasat a p16 gén inaktivalasa idézi el6. Az E2F4-mutaciok ki-
alakuldsdban az MMR (mismatch repair) gén mutacioi jatszhatnak szerepet. Vizs-
galataink szerint a szajiiregi daganatok melletti sebészi ép szél és ép nyalkahar-
tya genetikai jellemzése elésegiti mind a rezidualis tumorsejtek azonositasat,
mind a masodlagos tumorok kialakulasanak predikciojat és ezaltal noveli a fej-
nyaki daganatos betegek gyogyulasi esélyét. Magyar Onkologia 45:161-167, 2001

Prognostication of head and neck cancer (HNCC) involves molecular identifi-
cation of residual tumor cells, prediction of recurrence, distant metastases or sec-
ondary tumors and prediction of the sensitvity to therapy. Biomarkers of HNCC
are mutations of p53, p16 and amplification of Cyclin D and E2F4. One hundred
and fifty-two HNCC cases have been evaluated for p53, hMLH1, Cyclin D and
pl6 gene alterations using PCR-SSCP and Western blot analysis. P53 mutations
of HNCC have been found in 37.5% of cases. However, 11% of the cases showed
p53 mutations in the normal peritumoral mucosa suggesting ,field cancerization”
process. Mismatch-repair gene mutations (MMR: hMHL1 and hMSH2) occurred
with 17 and 8.6% frequency, respectively, while E2F4 mutations were even mo-
re frequent (21.4%) in HNCC. Our data suggest that E2F4 overexpression can be
caused by the inactivation of the p16 gene in HNCC, while its mutations are most
probably associated to the mutations of the MMR genes. These molecular infor-
mations can help to predict the biological potential of HNCC as well as the
probability of the development of secondary HNCCs. Csuka O, Olasz ], Juhdsz A,
Hargitai A, Remendr E, Kdsler M. Genetic marker analysis in head and neck cancer.
Hungarian Oncology, 45:161-167, 2001
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1. dbra. P53-mutdcio
fej-nyaki daganatokban
€s tumor melletti ép
nydlkahdrtydban. A
PCR-S8SCP analizis
eredményei szerint a 8.
exonban 21,2%-ban, az
5. exonban 16,5%-ban
azonosithato pS3-mutd-
cio. Az ép” nydlkahdr-
tya mintdk 11%-dban a
pS3 mutdns formdban
van jelen.

Bevezetés

A fej-nyaki daganatok eléfordulasi gyakorisaga
Magyarorszagon névekvé tendencidt mutat. Az
Eurdpai Uni6 orszagaiban 60 000 fej-nyaki daga-
natos beteget regisztrdlnak évente (13). A sikeres
sebészeti, kemoterapids és sugarterapias kezelés
debb, mint 5 év, amely a tumorok kidjulasaval,
masodlagos primer tumorok megjelenésével, ta-
voli metasztazisok kialakuldsaval hozhatd Ossze-
fiiggésbe. A fej-nyaki daganatok genetikai valto-
zasainak vizsgalata kittiné modellként szolgal ar-
ra, hogy a kérnyezeti karcinogének hatasat mole-
kuléris szinten elemezziik (3). A kdrnyezeti kar-
cinogének elsédleges tdmadaspontja a genom
stabilitasat biztositd reguldcios rendszer (p53,
DNS-javité enzimek, stb.). Ennek megfeleléen a
p53-mutaciok mind a fej-nyaki tumorokban,
mind tidérakokban gyakoriak és az adott tumor-
tipusra jellegzetesek. A fej-nyaki daganatok biol¢-
giai viselkedésére altalanosan jellemz6, hogy a
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primer tumor megjelenését kovets 5 éven beliil
masodlagos, synchron vagy metachron tumorok
alakulnak ki. Ez a jelenség vezette Slaughtert és
mtsait (1994), hogy fej-nyaki daganatok kialaku-
lasara a field cancerization” hipotézist javasol-
jak. A szajiregi daganatok nagyrésze laphamrak,
ezért hisztologiai vizsgalattal nehéz megitélni,
hogy az djonnan megjelend daganat recidiva
vagy masodlagos primer tumor. A p53-mutaci6s
pattern segitséget nyujthat ezen dilemma eldon-
tésére. A daganatok kialakulasaval kapcsolatban
elfogadott és tobbnyire igazolt az, hogy a primer
daganatok és azok metasztazisai genetikai szin-
ten megegyezéek, vagyis a daganatok monoklo-
nélis eredettiek (25). Vizsgélataink egyik célkiti-
zése az, hogy a p53-mutaciot klonalis markerként
hasznaljuk. A jellegzetes mutaciés ,hot spot”
alapjan lehet6vé valik a recidivak és masodlagos
tumorok megkiilonboztetése. Az épnek latszo tu-
mor melletti nyalkahartya p53 statusanak meg-
hatarozasa alkalmas lehet a rezidualis tumor-
sejtek kimutatasara és a tumor lokoregionalis ki-
tjulasanak megakadalyozasara. A fej-nyaki daga-
natok progresszi6ja egy novekvo genetikai insta-
bilitassal jellemezhet6 folyamat, amely malignus
transzformaciot elgidéz6 mutaciok megjelenésé-
hez vezet. A sejtek genetikai stabilitasat a p53-
mutacié mellett a DNS mismatch repair gének
(MMR) is biztositjak. Ezen gének mutacidja ma-
lignus daganatok kialakulasahoz vezet (16). Az
MMR gének inaktivaci6jat a promoter régiok
hipermetilaltsaga is el6idézheti (9).

Vizsgélatainkban ezért 152 fej-nyaki daganat-
ban és a tumor melletti ép nyalkahartyaban meg-
hataroztuk a p53-mutaci6 és MMR génmutaciok
gyakorisagat. Megallapitottuk, hogy a genetikai
instabilitas kialakulasahoz mind a p53-, mind az
MMR génmutdciok hozzajarulnak. Az apoptozist
szabalyozo Bcl-2-overexpresszio és a Cadherin E-
downregulaci6 a fej-nyaki daganatok metasztazis-
képzését segiti el6. A Ciklin D-overexpresszio és
p16 gén-inaktivaci6 a fej-nyaki daganatok recidi-
vahajlamara hivja fel a figyelmet. Vizsgalataink
hozzédjarulnak a fej-nyaki daganatok metasztazis-
és recidivahajlamanak predikcigjahoz.

Anyag és modszer

Szoveti mintdk

152, TINO - T3N2 fej-nyaki daganatos beteg tu-
moros és ép szoveti mintait vizsgaltuk az Orsza-
gos Onkologiai Intézet Pathogenetikai Osztalyan.
Valamennyi tumort szovettanilag laphamraknak
diagnosztizaltak, amelyek differencialtsagi foka
kozepes vagy rosszul differencialt volt. A dagana-
tok 57,2%-a metasztatizalt és 17,7%-a recidivalt.
A betegek a mintavételt megelézéen nem része-
stiltek sugar-, illetve kemoterapias kezelésben.

Western blot analizis
A -180°C-ra fagyasztott tumoros és normalis

szovetmintdkat golyds malommal poritottuk és
RIPA pufferben (1 ml/g szévet) homogenizaltuk.
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A citoszol eléallitasara a homogenizatumot 15
000 g-n 20 percen at 4°C-on centrifugaltuk. A
sejtlizatum fehérjetartalmat Lowry-modszerrel
hataroztuk meg. 5-20 mg fehérjét 7,5-12,5% SDS-
tartalmu polyacrylamid gélen elektroforetizal-
tunk. A gélen szétvalasztott fehérjéket elektro-
mos Uton Immobilon P membranra vittiik at. A
fehérjéket (p53, mdmz2, Ciklin D, p16, hMLHI,
Cadherin E, Bcl-2, Bax) a megfelel§ ellenanyag
segitségével (Santa Cruz) azonositottuk, alkalikus
foszfatazzal konjugalt masodlagos ellenanyagok-
kal és ezt kovetéen NBT reakcioval vizualizaltuk.
A Western blot kvantitativ kiértékelését denzito-
metralassal végeztiik el.

DNS-metildcio vizsgdlata

A DNS-izolalés standard fenol-kloroformos extrak-
cioval tortént. 1ug genomialis DNS-t emésztettiink
16 oran at 4 egység Hpa II metilaciészenzitiv és
Msp I metilacidinszenzitiv restrikcios endonuk-
leazzal (Pharmacia), majd 0,5-0,5 pg emésztett
DNS-sel PCR-t végeztiink, a kovetkez primerek-
kel: p16 (1. exon) sense: 5-CTG CTT GGC GGT
GAG GGG G-3' és antisense: 5-CCT CAC CTG AGG
GAC CTT-C-3' (9); hMLH]I (5. exon) sense: 5-CGC
TCG TAG TAT TCG TGC-3' és antisense: 5-TCA
GTG CCT CGT GCT CAC-3' (12).

PCR/SSCP analizis

A PCR-reakciokat az alabbi primerekkel végez-
titk: p53 (5. exon) sense: 5-TAC TCC CCT GCC
CTC AAC AA-3 és antisense: 5-ATC GCT ATC
TGA GCA GAG CT-3; p53: (8. exon) sense: 5-CCT
ATC CTG AGT AGT GGT AA-3' és antisense: 5-
TCC TGC TTG CTT ACC TCG CT-3’; hMLH1
sense: 5-CTT GTG TCT TCT GCT GTT TGT
TTA-3' és antisense: 5-CCG ACT AAC AGC ATT
TCC AA-3' (14); hMSH2 sense: 5-TTT AAA TGA
GAT GTT TAG GCC-3' és antisense: 5-GTA AAA
ATT TCA TGT GAA GGG-3'; E2F4 sense: 5-TGG
TCC TCC TGT GTC TGG GTT-3' és antisense: 5'-
AGG GAG GTA GAA GGG TTG G-3' (24).

A PCR-termékeket 95%-os formamidban (1:3)
denaturaltuk 98°C-on 20 percig, majd 7,5-10%-0s
PAGE-sel szeparaltuk.

Eredmények

pS3 status

A vizsgalatsorozat alapvetdé célkitiizése az volt,
hogy a p53-mutaci6 tipusat primer szajiiregi da-
ganatokban és a tumortol tavol esé nyalkahartya-
ban meghatarozzuk. A p53-mutécié jelenlétét
PCR-SSCP analizis segitségével is meghataroztuk.
Osszefiiggést kerestiink a p53-mutaciok eléfordu-
lasa és a daganatok klinikai stadiuma kozott. A
p53-mutaciok el6fordulasi gyakorisagat az 1. dbra
szemlélteti. P53-mutdciot a vizsgalt fej-nyaki da-
ganatok 37,5%-dban mutattunk ki. A mutaciokat
az 5., 7., 8. exonban vizsgaltuk. A 8. exonban a
p53-mutacié gyakorisaga 21,2%, mig az 5. exon
esetén a daganatok 16,5%-aban azonositottuk
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p53-mutaci6 jelenlétét. Ugyanezen daganatos be-
tegekben a tumortdl tavol es6 nyalkahartyaban
11,2%-ban (17/152) igazoltuk p53-mutacié jelen-
1étét (1. abra). Az €p” szovetben a p53-mutacio a
8. exonban 6%-ban, mig az 5. exonban 7%-ban
fordult el6 (1. dbra). A p53-mutaciokat PCR-SSCP
analizis segitségével azonositottuk. Mutaci6 al-
kalmaval eltéré elektroforetikus mobilitdst csik
jelenik meg, amelyet az dbran nyillal jeloltink (2.
dbra). P53-mutécio eléfordul mind a tumorban
(T), mind az ,ép” nyalkahértyaban (E).

Figyelemre mélto, hogy az ,ép” nyalkahartya-
ban 1év6 p53-mutaciok koziil egy azonos tipust a
primer tumorral (5. exon). A tobbi esetben a p53-
mutaci6 (2. dbra) az ,ép” nyalkahartyaban eltér a
primer daganatétol (8. exon EM).

Bcl-2-, Bax-, Cadherin E-expresszio fej-nyaki
daganatokban

3. dbra. Bcl-2, Bax,
Cadherin E génexpresz-
8210 metasztatizalo
(Met +) és nem metasz-
tatizalo (Met -) fej-nyaki
daganatokban. Met +
daganatokban a Bcl-2
szignifikdansan maga-
sabb (p < 0,05), a Bax-
és Cadherin E-szint

(Cad E) szignifikdnsan

Vizsgalatainkban 152 fej-nyaki daganatos betegben alacsonyabb, mint Met-
Western blot analizis segitségével a Bax-, Bcl-2- és tumorokban.
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4. dbra. Bcl-2, Bax-, Cadherin E-expresszio Western blot analizise fej-nyaki dagana-
tokban. A Bcl-2 és Bax-expresszio inverz korreldciot mutat ugyanazon daganatok-
ban. A Cadherin E-expresszio a Bax- €s Bcl-2-expressziotol fiiggetleniil reguldlodik.
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5. dbra. E2F1-, Ciklin
D- (Cyc D), és p16-ex-
presszio recidivat ado
(Recidiva +) és recidi-
vdt nem ado (Recidiva -)
fej-nyaki daganatokban.
Recidivat ado
daganatokban az E2F1
és Ciklin D szintje szig-
nifikdnsan (p < 0,05)
magasabb, mint a reci-
divdt nem ado

Cadherin E-expresszié mértékét hataroztuk meg.
Bels6 kontrollként Hep-2 gégecarcinoma sejteket
alkalmaztunk. Valamennyi blot értékeit 20,0 mg
Hep-2 protein OD értékére normalizaltuk. A vizs-
galat célkitlizése az volt, hogy Osszefliggést keres-
sink a fenti gének expresszidja és a daganat
metasztatizalo hajlama kozott. Megallapitottuk,
hogy metasztatizal6 fej-nyaki daganatokban a Bcl-
2-szint szignifikdnsan (p<0,05), négyszer maga-
sabb, mint a nem metasztatizalé daganatokban. A
Bax- és Cadherin E-szint ezzel szemben a metasz-
tatizal6 tumorokban ~ 3-szor alacsonyabb, mint az
attétet nem ad6 daganatokban (3. dbra). A 4. dbra a
Bcl-2-, Bax- és Cadherin E fehérjék Western blot
analizisét mutatja be. Metasztatizalo fej-nyaki daga-
natokban az apoptoézist gatlé Bcl-2 expresszidjanak
mértéke magas, mig az apoptozist stimulalo Bax
szintje alacsony (4. dbra). A nem metasztatizal6 da-
ganatok Cadherin E-szintje atlagosan magasabb,

tumorokban. mint a metasztatizal6 tumoroké (4. dbra).
Bels6 kontroll % Recidiva + Recidiva -
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6. dbra. E2F1-, Ciklin D-, és p16-expresszio Western blot analizise fej-nyaki

daganatokban.
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Ciklin D, p16, E2F1 status

A daganatok legaltalanosabb sajatsaga a kontrolla-
latlan sejtproliferaci6. Vizsgalatainkban ezért
meghataroztuk a sejtproliferaciot gatlo pl6 és a
sejtproliferaciot stimulalo Ciklin D expresszio-
janak mértékét 152 fejnyaki daganatban. Az
E2F1-expresszi6 mértékét osszehasonlitottuk a
Ciklin D és p16 fehérjék mennyiségével. Ossze-
fiiggést kerestlink a fenti gének expresszidja, vala-
mint a daganatok metasztatizalo képessége és re-
cidivahajlama kozott. Megallapitottuk, hogy mind
az E2F1, mind a Ciklin D szintje fej-nyaki daganat
recidivakban szignifikdinsan magasabb (p<0,05),
mint primer daganatokban. Ezzel szemben pri-
mer daganatokban a pl6-expresszié mértéke ma-
gasabb, mint rekurrens tumorokban (5. dbra).

A 6. dbra az E2F1, Ciklin D és pl6 gének
expresszios mintazatat mutatja be Western blot
analizis segitségével. Ugyanazon daganatokban
az alacsony pl6-expresszi6 magas Ciklin D- és
E2F1-expressziéval tarsul (6. dbra).

DNS mismatch repair gén inaktivdloddsa fej-
nyaki daganatokban

A daganatok genetikai stabilitasat a p53 gén mel-
lett az in. DNS mismatch repair gének (MMR gé-
nek) is elésegitik. Vizsgdlataink célkitizése an-
nak meghatarozasa volt, hogy az MMR gének mi-
lyen mértékben és milyen mechanizmus dtjan
inaktivalodnak fej-nyaki daganatokban. Ennek
értelmében a hMLH1 és hMSH2 génmutaciok
gyakorisagat hataroztuk meg 128 fej-nyaki daga-
natban. Ezen tulmenéen elemeztik ezen gének
allapitottuk, hogy az esetek 17%-aban hMLH]1-
mutacio, 8,6%-aban hMSH2-mutacié fordul el
(9. dbra).

A hMLH1 és hMSH2 génmutaciokat PCR-
SSCP analizis segitségével azonositottuk. Ezen
vizsgalatok néhany reprezentativ esetét a 7. dbra
szemlélteti. A DNS mismatch repair gének muta-
ci6s célpontjai lehetnek a di- vagy trinukleotid
mikroszatellita szekvencidkat tartalmazo gének.
Ezek kozé tartozik az E2F4 gén is, amely AGC
trinukleotid mikroszatellita szekvenciat tartal-
maz. Ezért meghataroztuk az MMR génmutéciok
és E2F4-mutaciok egytittes el6fordulasat. Az 6sz-
szes esetet figyelembe véve 21,4%-ban, a
hMLH1-mutansokat tekintve 34,5%-ban talal-
tunk E2F4-mutdciot (8. dbra).

A gének inaktivalodasat a mutacio, delécio
mellett a promoter régié hipermetilezettsége is
elésegitheti. Ezért RFLP analizis segitségével
meghatdroztuk a hMLH1 gének metilezettségi
statusat. Megallapitottuk, hogy az esetek 14%-
aban a hMLHI1 gén promoter régiéja hiper-
metilalt. A p16 gén promoter régidja a fej-nyaki
daganatok 37%-aban hipermetilalt. A hipermeti-
laltsdgot a Hpa II (H) metilaciészenzitiv enzim-
mel torténd emésztés utan is jelenlévé emésztet-
len DNS jelzi.

A hipametilalt mintdkban mind a Hpa II (H),
mind az Msp I (M) emésztés megakadalyozza a

© MAGYAR ONKOLGBUSOK TARSASAGA



PCR-termék kialakulasat (10. dbra). A hMLHI1 és
p16 génekben 1évé6 5’ CpG szigetek metilacidja a
transzkripcio gatlasahoz vezet és a fehérjeszint
csokkenését eredményezi (11. dbra).

Megbeszélés

A daganatok kifejlédésének egyik fontos eleme a
genetikai instabilitas kialakuldsa. A genom stabi-
litasanak fenntartasaban a p53 tumorszuppresz-
szor gén és a DNS javitasaban résztvevé DNS mis-
match repair gének (MMR gének) lényegi szere-
pet jatszanak. Kornyezeti karcinogének hatasara
(pl. dohanyzds) ezen gének inakativalodnak,
amely végsé soron genetikai instabilitdshoz, ma-
lignus transzformaciohoz vezet.

Elézetes vizsgalatok szerint a fej-nyaki daga-
natok 34-67%-aban mutattak ki p53-mutaciot
(17). P53-mutaci6 a fej-nyaki daganatok dysplasi-
as laesidiban is észlelhetd, jelenléte a malignus
daganat kialakuldsanak veszélyét jelzi (3, 5). P53-
mutéciot a tumor melletti ép nyalkahartyaban és
a tumortol tavolabb esé ép szévetben is detektdl-
tak (10).

Vizsgalatainkban a p53-mutacié jelenlétét a
gén 5., 7. és 8. exonjaiban vizsgaltuk PCR-SSCP
modszerrel. Megallapitottuk, hogy a p53-mutaci6
152 tumoros minta 37,5%-dban van jelen. A vizs-
galati periodus alatt 27 betegben recidiva alakult
ki. A recidivat ad6 primer tumorok 74%-aban
(20/27) p53-mutdciét lehetett azonositani. Ered-
ményeink arra utalnak, hogy a p53-mutacio je-
lenléte a tumorrecidivak kialakulasat val6szini-
siti. Hasonlo eredményekrél szamolnak be ko-
rabbi vizsgalatokban is (22). A p53-mutacio el6-
fordulasa vizsgalataink szerint fuggetlen a nyi-
rokcsomostatustol.

Megallapitottuk, hogy a tumort6l tavol esé 152
ép nyalkahartya-minta 11,2%-4ban (17/152) p53-
mutacié észlelhets. A primer tumorban és az ép
nyalkahartyaban (1 eset kivételével) a p53-mutécio
nem azonos exonban fordul elé. Eredményeink ar-
ra utalnak, hogy a tumortol tavoli ,ép” szovetben a
primer tumortdl fiiggetlen masodlagos tumor ala-
kulhat ki. Eredményeink alatimasztjak a ,field
cancerization” hipotézist. Ezen feltételezés szerint
a folyamatos karcinogén-expozici6 hatasara az
egész szajireg premalignus allapotba keriilhet és
synchron vagy metachron multiplex tumorok ala-
kulhatnak ki. A masodlagos tumorok kialakulasa-
val kapcsolatban feltételezték, hogy a primer tu-
morbol kialakulé mikrometasztazisok formajaban
terjed el a szajiireg nyalkahartydjdban (4). Ha ez a
feltételezés korrekt, a szekunder tumorokban 1évé
p53-mutacio jellege a primer tumorokéval azonos-
sagot mutatna. Eredményeink szerint a primer és
szekunder tumorok p53-mutacidja egymastol elté-
16, poliklonalis. Vizsgalatainkkal megegyezé ered-
ményekro6l szamolnak be eldzetes tanulmanyok is
(25). A p53-mutéci6 vizsgélata fej-nyaki daganatok-
ban tehat elére jelzi a masodlagos tumorok kiala-
kuldsanak és recidivaik megjelenésének veszélyét.
Ezen tulmenden alkalmas a daganat sugar- és
kemorezisztencidjanak predikciéjara (8). A p53
géntermék transzkripcios faktorként ugyanis sza-
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balyozza az apoptozist gatlo Bcl-2 és apoptozist sti-
mulal6 Bax gének expresszidjat (18).

Az apoptozis gatlasa kulcsszerepet jatszik a da-
ganatos transzformacidban és az invaziv noveke-
dés megindulaséban is (2). Ismeretes, hogy magas
Bcl-2-szint gatolja, magas Bax-szint azonban sti-
mulalja az apoptozist. Bebizonyosodott az is, hogy
a sejtek apoptoziskészségét a Bcl-2:Bax-arany ha-
tarozza meg. Mutans p53 nem képes regulalni az
apoptozist stimulalé Bax gén expresszidjat (26).
Ezaltal a daganatok apoptéziskészsége alacsony,
terapias érzékenységiik csokken. Elézetes vizsga-
latok arra utalnak, hogy a fej-nyaki daganatok ma-
gas Bcl-2- és alacsony Bax-szintje rossz prognozis-
sal tarsult (27). Vizsgalataink szerint a metasz-
tatizalo fej-nyaki daganatokban a Bcl-2-szint szig-
nifikdnsan magasabb, mint az attét nélkuli daga-
natokban. Hasonlé eredményekrdl szamolnak be
elézetes vizsgalatok is, amennyiben a Bcl-2-over-
expresszi6 a fej-nyaki daganatok nyirokcsomo-
metasztazisaival tarsult (20). Az attétet ad6 fej-
nyaki daganatok alacsony Cadherin E- szinttel jel-
lemezheték. A Cadherin E és Bcl-2 expresszigja
azonban fliggetleniil regulalodik. A Cadherin E -
catenin 3 metasztazisszuppresszor rendszer fon-
tos szerepet jatszik az epithelialis architectura

7. dbra. A hMLHI és
hMSH?2 gének PCR-
SSCP analizise. A nyil
a mutdciot képviseld
bandre (TM) mutat

™ N ™ N T N
hMLH1

T e ] el
b b b b b

8. dbra. HMLH]I- és E2F4-mutdcick azonositdsa PCR-SSCP analizissel. A
hMLH]I1-mutdciot mutato esetek 34,5%-dban E2F4-mutdcio is elofordul.

hMLH1 mutéaciok:

0
hMLH1 17%

Ty, E
E2F4 i E

E2F4 mutaciok:

21,4%
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9. dbra. Fej-nyaki
daganatokban vizsgalt
gének mutdcios
gyakorisdaga PCR-SSCP
analizis alapjdn.
P53 = 37,5%,
hMLHI = 17%;
hMSH2 = 8,6%,

E2F4 = 21,4%

fenntartasdban. A Cadherin E vagy a catenin 8
mutacios megvaltozasa, csokkent expresszidja a
sejtek kozotti kapcsolatok fellazulasahoz, az
invaziv névekedés megindulasdhoz vezet (11). A
Cadherin E-szint vizsgalata a fej-nyaki daganatok
prognosztikai markereként hasznalhaté. Elézetes
vizsgalatok is azt bizonyitjak, hogy metasztatizalo
fejnyak daganatokban a Cadherin E-expresszio
mértéke csokken (21). A p53 gén mellett a geneti-
kai stabilitist a DNS mismatch repair gének
(MMR gének) biztositjak.

Bebizonyosodott, hogy ezen gének szamos
sporadikus tumorban (vastagbél, gyomor,
endometrium) inaktivalédnak. Ezen tilmenden
az egyik tipusu o6rokletes vastagbéldaganat kiala-
kuldsdban (Lynch-syndroma) oki tényezéként

Mutécié
gyakorisaga %

50

p53

40

30

20

10

hMLH1 hMSH2 E2F4

10. dbra. Hipermetildlt-
sdg vizsgdlata hMLH]1
és p16 gén promoter
régidiban. Hpa II (H)
enzimemésztés hatdasd-
ra a hipermetildlt DNS-
szakaszok eltiinnek. M
(MSDT) enzimemésztés
megakaddlyozza mind
a hipo-, mind a hiper-
metildlt DNS-szakaszok
PCR-reakcigjat.

11. dbra. P16 és hMLH1
gének expresszidja. A
hipermetilalt (HM +)
tumormintdkban a p16
és hMLHI nem
expresszdlodik. Western
blot analizissel csak a
hipometildlt gének (HM-
) fehérjeterméke
azonosithato.

hMLH1
hipermetilalt

N

K H MK H MK H M K HM

p16

p16-expresszid

HM- HM-+

L Tt ——
ad - —
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hMLH1-expresszié
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vesznek részt (16). Vizsgalataink szerint a fej-nya-
ki daganatok 25,6%-dban az MMR gén mutacidja
mutathaté ki (17% hMLH1 + 8,6% hMSH2). Az
MMR gének inaktivalasa csokkent fehérjeszintet
eredményez, amely a DNS-karosodast védé funk-
ci6 elvesztését eredményezi. El6zetes vizsgalatok
arr6l szamolnak be, hogy az alacsony hMLH]1-,
hMSHS6-szint a fej-nyaki daganatok fokozott rizi-
kéjat eredményezheti (6).

Az MMR gének inaktivalédhatnak a promoter
régiok hipermetilaci6javal is (12). Vizsgalataink-
ban a tumorok 14%-4ban a hMLH1 gén promoter
régidjanak hipermetilezettségét mutattuk ki. Ha-
sonlo vizsgalatokrol elgzetesen nem tuddsitottak.
A gén hipermetilaltsiga csokkent expressziot
eredményez, amely kemorezisztenciat és geneti-
kai instabilitast eredményez.

Az MMR gének inaktivalasanak tovabbi kovet-
kezménye az, hogy a di- és trinukleotid
mikroszatellita szekvencidkat tartalmazo gének-
ben fokozott mértékben mutaciok alakulnak ki.
Ezek kozé tartozik az E2F4 gén is, amely
trinukleotid mikroszatellita (AGC) repeatet tartal-
maz. Vizsgalatainkban E2F4-mutéciot a fej-nyaki
daganatos mintaink 21,4%-aban észleltiink. El6ze-
tes vizsgalatok szerint gastrointestinalis tumorok
37-42%-aban észleltek E2F4-mutdciot (24). Vizsga-
lataink tudodsitanak elészor arrdl, hogy E2F4-
mutacio fej-nyaki daganatokban is el6fordul. Az
E2F4 gén az E2F géncsalad egyik tagja, amely
géncsalad a sejtproliferaciot szabalyozé enzimek
(timidinkindz, timidinszintdz) transzkripcigjat
regulalja. Az E2F gének vizsgalata fej-nyaki daga-
natokban azért kiemelt jelentéségii, mivel meny-
nyiségiik a daganatok 5 Fluorouracillal szembeni
érzékenységét modulalhatja.

Vizsgalatainkban E2F1-overexpressziot észlel-
tiink azon daganatokban, melyekben a pl6 gén
inaktivalodik és a Ciklin D-expresszio fokozodik.
Megallapitottuk, hogy a Ciklin D és E2F1 expresz-
szibjanak mértéke a fej-nyaki daganatok recidivai-
ban szignifikdnsan magasabb, mint a recidivat nem
ado daganatokban. El6zetes vizsgalatok alatdmaszt-
jak eredményeinket, amely szerint a Ciklin D
mennyisége megemelkedett mind metasztatizalo,
mind rekurrens daganatokban (19).

Vizsgalatainkban a Ciklin D- és E2F1-overex-
presszio pl6-downregulacioval tarsult. A pl6 in-
aktivalodasa fej-nyaki daganatokban nagy gyako-
risaggal fordul elé. Az inaktivalodds homozigota
hipermetilacigja utjan torténhet (9).

Megallapitottuk, hogy a vizsgalt fej-nyaki da-
ganatos mintak 37%-aban a p16 gén promoter ré-
gigja hipermetilezett. El6zetes vizsgalatok sze-
rint a pl6 gén hipermetilaltsagat a fej-nyaki da-
ganatok 43,4%-aban detektaltdk (7). Bebizonyo-
sodott az is, hogy a p16 inaktival6dasa a fej-nyaki
daganatok kitjulasaval pozitiv korrelaciot mutat
(15).

Vizsgalataink hozzéajarulnak a fej-nyaki daga-
natok metasztazisképzésének, recidiva hajlama-
nak, masodlagos tumor kialakulasanak, terapias
érzékenységének predikcitjahoz és ezaltal nove-
lik a betegek gyogyulasi esélyét.
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