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1. Bevezetés

A fej-nyaki daganatok tobb, mint 90%-a laphamrak, ezek 5 éves tulélési aranya csupan
mintegy 60%. A daganatok gyakran elérehaladott stddiumban keriilnek felismerésre a
specifikus tlinetek hidnyanak és a diagnosztikai nehézségeknek koszonhetéen. Minél
elérehaladottabb stddiumu a daganat, annal invazivabb diagnosztikus €s terapids eljarasok
sziikségesek. Ezért egy korai molekuléris diagnozis alapvetd jelentdséggel birna a talélés
novelése céljabol. Az utdbbi évtizedekben a tilélési rata nem sokat javult a diagnosztikus €s
terapias modszerek fejlédése ellenére.

A dolgozat célkitlizései ezekbdl az adatokbdl adddtak — sziikség volna egy olyan
sz¢lesebb korben is elérhetd modszerre, amely lehetévé tenné a daganatok korai felismerését

¢s lehetdséget adna nyomon kovetésre.

1.1. Fej- nyaki daganatok epidemioldgiaja

Hazénkban a hat leggyakoribb kiemelt haldloki csoport koziil a kardiovaszkularis
eredetli utan masodikként a daganatok okozta haladlozéas szerepel. Az eurdpai mortalitasi
adatok szerint a magyar férfiak az els6, mig a magyar n6k a masodik helyen allnak a
daganatos mortalitasi statisztikat illetden. A hazai Kozponti Statisztikai Hivatal adatai szerint
a fels@ léguti- és tapcsatornai daganatok altal okozott haldlesetek szdma nagymértékben
megnétt az 1970-es évek oOta, ez kiilondsen az ajak- és szajiiregi malignus folyamatoknak
koszonhetd, melyek szama haromszorosara ndvekedett, mortalitdsok kozel 6tszordsére nott.

A fej-nyaki daganatok mortalitasa szignifikansan megvaltozott az elmult 50 évben,
Eurdpat tekintve megduplazédott. Amig a magyarorszagi Osszdaganatos halalozas 2,8-
szorosara nott az 1948 és 2000 kozotti idészakban, addig a fej-nyaki daganatos haldlozas 6-
szorosara emelkedett. Az adatok azt mutatjak, hogy a legdinamikusabban emelkedd haldlozasi

arany Magyarorszagon a fej-nyaki daganatok esetében figyelheté meg, ez az ardny Eurdpan



beliil ndlunk a legmagasabb.
Az 1970-es évek oOta a mortalitds kozel hatszorosara nétt, mig Eurdpa-szerte csak

megkétszerezddott, igy hazank az eurdpai orszagok €lén all.

1.2. Etioldgia és rizikofaktorok

A fej-nyaki daganatok kialakulasat befolyasolo etiologiai tényezdk koziil elsGsorban az
elvileg megvaltoztathatd magatartasformak, mint a dohanyzas ¢és tulzott alkoholfogyasztas
szerepe emelheto ki.

1.2.1. Dohanyzas

A legfontosabb oki tényezd a dohanyzas. Karcinogenezis szempontjabdl nemcsak a
cigaretta formajaban torténd fogyasztas a fontos, hiszen a dohanyzas fiisttel, vagy fiist nélkiil
is rendkiviil kdros. A passziv dohanyzas kétszeresére noveli a dohdnyosokkal egyiitt ¢l6k
korében a légiti rakban torténd megbetegedések valdszinliségét.

Magyarorszagon a 15 éves és 1dOsebb lakossag csaknem harmada, dsszességében tobb
mint 2,5 milli6 ember dohdnyzik, tobbségiik napi rendszerességgel. A dohanyzas hirtelen
abbahagyésa csak lassan vezet eredményhez, a magas kockézatot legalabb 3 évig nem
befolyéasolja, ezutan a rizikod csak fokozatosan csdkken, és csak kb. 10-15 év mulva éri el a
nemdohanyzok szintjét.

1.2.2. Alkoholfogyasztas

Szintén alapvetd etiologiai tényezd az alkoholfogyasztas minden forméja. A hazdnkban
jellemzd alkoholfogyasztasi szokasok kedveznek a daganatok kialakuldsanak. A fogyasztott
ital mennyisége mellett fontos az alkohol mindsége is: a Magyarorszagon jellemz6 tomény
szeszesital fogyasztds kiemelten karos hatast. A két rizikofaktor egyiittes eléfordulasa 15-
szOorosére emeli a fej-nyaki tumorok kockazatat mivel az etanol eldsegiti a dohanyfiist

karcinogén anyagainak felszivodasat.



1.2.3.Rossz szajhigiéne

A rossz szajhigiéne dnmagaban is mechanikai irritativ tényezot, igy kronikus gyulladast,
sot, prekancerozus elvaltozasokat eredményez, emellett a plakk mikroflordja altal termelt
acetaldehid direkt kémiai karcinogén hatassal bir. A rossz szdjhigiénia bizonyitottan emeli az
oralis HPV fertéz¢s gyakorisagat is.
1.2.4. Infekciok

A szajliregi ¢és oropharyngealis daganatok 40-60%-aban mutathat6 ki a HPV DNS-e. Az
esetek tobb, mint 95%-aban a magas malignitasti P16-o0s szerotipus mutathat6 ki a nyelvgyok,
tonsillo-lingualis atmenet kornyékén elhelyezkedd tumorbol. Mas tanulméanyok szerint az
EBV ill. a JCV egyiittes vagy kiilon jelenléte is Osszefliggésbe hozhato a ham eredetli
szajlregi daganatokkal.
1.2.5. Alultaplaltsag, helytelen taplalkozas

A felszivodasi zavarok kb. 10-15 %-ban lehetnek a szajiiregi daganatok okai.
1.2.6. Immunszupressziv allapotok

Az immunrendszer karosodasa okozhatja a rosszindulata szajiiregi daganatok
kifejlodését.
1.2.7.Eletkor és nem

A fej-nyaki laphamrakok néhany évvel ezel6tt Eurdpéaban, igy hazankban is, dontéen 40
¢év felett fordultak el6, az elmult években azonban a fiatalabb korosztaly egyre nagyobb
aranyu érintettségét latjuk. A nemek kozotti kiilonbségek részben az addiktiv tényezdk
gyakorisagbeli kiillonbozdségével, részben pedig habitusbeli okokkal.
1.2.8.Kiils6 tényezdk, foglalkozas

Ionizal6 sugarexpozicio, a leveg@szennyezettség, a rossz szocialis viszonyok, a stressz
szerepet jatszhatnak a karcinogenezis folyamataban, a betegek késoéi orvoshoz fordulasa az

elérehaladott stadiumok miatt pedig a talélési esélyeket rontja.



1.2.9. Endogén, genetikai tényezok
A kornyezeti hatds érvényesiiléséhez a szervezet allapota 1ényegesen hozzajarul, ezt az

egyéni érzékenységet nagymértékben endogén, genetikai tényezdk hatdrozzdk meg

1.3. Akorai felismerés és kezelés jelentOsége

A fej-nyaki daganatok magas mortalitasanak talan legfébb oka, hogy a betegek
legtobbszor csak a betegség elérehaladott stadiumaban keriilnek felismerésre, amikor a
terapias lehetdségek eleve korlatozottak. Nincsenek kizardlag csak a fej-nyaki tumorokra
jellemzd tiinetek, a daganatok sokaig ,rejtve” maradhatnak, sokszor egy-egy banalis
betegségtdl csak a szimptomak fennallasanak hossza alapjan lehet elkiiloniteni oket.

Amennyiben a diagndzis korai €s nincs nyaki attét, sebészi megoldas vagy sugarterapia
altalaban kivald hossza tdva eredményhez vezet, azonban a betegek tobbsége nem ebbe a

csoportba tartozik, legtobb esetben csak kiterjesztett miitét jon szoba sebészi terapiaként.

1.4. Prevencits lehetdségek

Annak ellenére, hogy az esetszamok stagnalni latszanak az utobbi években, a
szokatlanul magas halalozasi arany miatt mind a primer, mind a szekunder prevenciora is
nagyobb hangsulyt kellene fektetni, hogy ez a népegészségiligyl probléma lekiizdhetové
valjon.
A primer prevencio a karcinogén anyagok elkeriilésére Osszpontosit, fej-nyaki rakok
esetében példaul a mérsekeltebb alkoholfogyasztasra és dohanyzas melldzésére.
A szekunder prevencio (sziirés) a betegség korai, premorbid stadiumdban valo felismerését
célozza. A primer €s szekunder prevencid hatdran a molekularis és prediktiv epidemioldgia
jatszik fontos szerepet a daganatok prevencidjaban. A primer és a szekunder prevencio hataran

mozog a prediktiv és molekularis epidemiologia, mely a korai biomarkerek segitségével, mint



érzékeny biologiai indikatorokkal az expozicio—betegség folyamat valamely 1épését a
definitiv betegség diagnosztikus markereinek pozitivitasa eldtt jelzi-
A tercier prevencio6 a betegek rehabilitacidjat, a szovédmények, a metasztazisok, a recidivak

kivédését jelenti. Modszere a gondozas €s rehabilitacio.

2.  Elméleti alapok

2.1. Karcinogenezis

A daganatképz6dés egy tobblépcsés folyamat, melyhez genetikai, epigenetikai
modosuldsok kellenek a normal sejtekben, amiket pedig kiilonb6z6 kornyezeti hatdsok
idéznek eld, és igy valnak tumorsejtekké. Az utdbbi évek kutatisaira alapozva megalkottdk az
ugynevezett cancer-field elméletet, mely széles korben elfogadott a fej-nyak tumorok

kialakulasanak sémas mechanizmusaként.

2.2. Tumormarkerek

Tumormarkernek tekintiink minden olyan testazonos anyagot, amelynek megjelenése
A tumormarkerek alapvetéen két csoportra oszthatok:
* Elsddleges (primer) markerek. Olyan molekulak, amelyeket a daganatsejtek termelnek, és
mennyiségi valtozasuk a vérbdl vagy a daganatszévetbdl kimutathatd. Szerkezetiik szerint
igen sokfélék lehetnek: fehérjék, kis molekulatomegli hormonok, nukleinsavak stb.
* Masodlagos (szekunder) markerek. A tumor novekedési sajatsagaibol és a szervezet
valaszreakci0ibol szarmazo molekuldk. Elvben barmilyen mérhetd laboratoriumi paraméter
felfoghato szekunder markernek. Ezek a paraméterek egyaltalan nem daganat specifikusak, de

jelzik a szervezet €rintettségét.



2.3. Nyaldiagnosztika

A nydalban talalhato fehérjék, fehérje toredékek, és egyéb patoldgias biomarkerek
analitikai vizsgalata nagyban hozzdjarul a modern diagnosztika fejlddéséhez. Napjainkban
szamos olyan kutatds folyik, amely a betegségekre jellemzd fehérjék és egyéb biomarkerek
kimutatasat célozza, hiszen kdnnyen hozzaférhetd, noninvaziv, nem iddigényes, nem draga €s

nagy mennyiség nyerhetd beldle

3. Vizsgalataink célja

1. Vizsgalataink soran arra kerestik a valaszt, hogy nyalbol kimutathatok-e fej-nyaki
daganatos betegekre jellemzd tumorspecikus biomarkernek szamito proteinek?

2. Az azonositott proteinek mennyire specifikusak fej-nyaki daganatokra?

3. Az azonositott tumormarkernek vélt proteinek valoban megtalalhatok-e a daganatos,
illetve a kornyez6 szovetekben?

4. A proteinek szovetekben valdo megoszlasanak vizsgélataval a mikrokornyzetében lezajlo
valtozasok mennyire jellemezheték - tumorgenezis?

5. Tovabbi célunk volt egy gyors, megbizhatdé és lehetdség szerinti egyszerli vizsgalati
protokoll kidolgozasa, mely a késébbiekben egy nagy betegszdmi tanulmény alapjaul

szolgalhatna.

4. Analitikai modszerek

4.1. Mintavétel

A nyalmintdk gytjtésére hideg csapvizes 0blitést kovetden, stimulalas nélkiil keriilt sor
reggel 8 és délelétt 10 ora kozott mind a tumoros, mind a kontrollcsoportban egy széles
korben elfogadott mddszer szerint. A résztvevioket megkértiik, hogy a begylijtés eldtt oblitsék

ki a szajlregiiket haromszor csapvizzel; a nydlmintdkat a nem-stimulalt szajiiregben, a



bukkalis redébdl 5 ml-es fecskenddvel vettiik, majd Eppendorf csében (Eppendorf Austria
GmbH, Bécs, Ausztria) jégen taroltuk. Ezt kdvetéen a mintakat 2500/min fordulaton, 12
percig, 4°C-on centrifugdltuk. A nyalmintdk feliiliszojat tovabbi vizsgélatokig -80°C-on

taroltuk.

4.2. Elektroforézis

A fehérjék azonositdsdhoz legtobbszor nem tiszta, nem csak egyféle fehérjét tartalmazo
oldat all rendelkezésiinkre. A benne 1év6 fehérjéket szét kell valasztani. Az elektroforetikus
moddszerek mara a legnépszeriibb szeparaciods technikak kozé tartoznak. Lényegiik, hogy vizes
kozegben 1étrehozott elektromos térben a toltéssel rendelkez6 molekuldk elmozdulnak az
ellentétes toltésti elektrod felé. Ha a vandorlasuk irdnya vagy sebessége kiilonbozo, a
molekuldk egymastol elvalaszthatok. A vandorlas sebessége fligg a molekula toltésétol,
tomegétdl és a surlodasi egyiitthatotol, tovabba az elektromos tértol.

Fehérjék esetében a legjobb felbontast az SDS-PAGE biztositja, ahol a fehérjéket natrium-
dodecil-szulfat (SDS) jelenlétében denaturaljak, igy azok egymastdl elvalaszthatok lesznek
kizardlag a tomegilik alapjan. Ismert molekulatomegli fehérjékkel kalibralva lehetéség nyilik a

fehérjénk molekulastlyanak meghatdrozasara.

4.3. Tomegspekrometrias vizsgalat

A tomegspektrometria (mass spectrometry, MS) szerves ¢€s szervetlen komponensekbdl
képz6dott ionok tomeg/toltés (m/z) aranydnak mérésén alapuld nagyhatékonysagu
szerkezetvizsgald ¢€s analitikai modszer. A modszer azon alapul, hogy az elemzett anyag
részecskéibol a gép ionokat allit eld, majd ezeket relativ tomegiik és toltésiik hanyadosa
szerint az analitikus rendszere szétvalasztja.

4.3.1. A tomegspektrométer felépitése és mitkddése



A tomegspektrométer részei: mintaeldkészitd-bevivd rendszer, ionforras, analizator és

detektor, valamint az ezekhez kapcsolodd szamitogépes adatfeldolgozo és iranyitd rendszer.
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1. abra: Tomegspektrométer miikddési elvének sematikus rajza

4.3.2. Mintael6készités

Tomegspektrometriaval elméletileg barmilyen halmazallapotii sokkomponensii rendszer
vizsgéalhatd, azonban ezt nagyban befolyasolja az alkalmazott mintabeviteli és ionizacios
technika. Illékony vegyiileteket (példaul: gézok, konnyen parolgd anyagok) kozvetleniil be
lehet vezetni a forrasba, ahol az ionizacid megtorténik.
4.3.3.Tonforrasok

A méréshez sziikség van a vizsgalt részecskék ionizdldsara. Az ionizécids technika
megvalasztasat foként a vizsgdlandé molekula és az azt koriilvevé matrix hatdrozza meg.
Mivel univerzalisan alkalmazhat6 ionizaciés technika nincs, igy a késziilékek fejlodésénél
meghataroz6 szerepi a kiilonb6z0 ionforrdsok cseréjének gyorsasaga €s egyszerlisége.
4.3.4. Analizator

Az analizatorban a képzd6dott ionok szétvalasztisa torténik a tomegiik és a toltésiik

hanyadosa szerint. Minél kisebb az ion tomege és minél nagyobb a toltése, annal nagyobb



sebességre képes szert tenni egy adott gyorsitofesziiltség hatdsara. Mindségi analizist
végezhetiink, a gép alkalmas a nagy ateresztOképességet igénylé mérésekre (high throughput
tipus), hiszen akar napi 6500 mérést is képes elvégezni automatizalt tizemmodban.
4.3.5. Detektor

A tomegspektrométerben haladé ionok csoportja Iényegében a forrastdl a detektorig
tartd elektromos aramot jelent. A késziilékek detektorai a hozzajuk érkezd rendkiviil kis
iondramot (10-10-10-15 A) érzékelik, és értékével aranyos analdg elektromos jelet képeznek.
4.3.6.Fragmentalas ¢s tandem tomegspektrometria

Ha viszonylag kis energidval ionizaljuk a vizsgalandé anyagunkat, akkor a molekuldk
egészben maradnak, és a tomegiikre és toltésiikre jellemz6 un. molekulacsticsot [M+, M—]
kapunk. Tobbnyire azonban joval nagyobb mennyiségli informacié nyerhetd, ill. specialis
problémakra (pl. tobb anyag -elkiilonitése, szekvenalds) jobb megoldast jelent, ha a
részecskéket kinetikus energia hozzaadéasaval pontosan szabdlyozott modon széttordeljiik,
fragmentaljuk. Ez a folyamat végbemehet az ionizacids folyamat soran, ill. réviddel utana (in
source €s post source decay, ISD, PSD), vagy az analizatorban egy inert gazzal valo iitk6zés
révén (collision induced dissociation, CID; és electron transfer dissociation, ETD).
4.3.7. A tomegspektrum

A tomegspektrum a tomeg/toltés (m/z) arany ¢€s az ionintenzitds fliggvényszeri
abrazoldsa. A legmagasabb csucs a baziscsucs, ehhez viszonyitjuk az 0Osszes tobbi
komponenst. Az abszolut ionmennyis€ég aranyos a mintaban jelen levé anyagmennyiséggel, a
fragmentumok relativ ionintenzitdsai pedig a molekulatipusra és az alkalmazott mérési
eljarasra jellemzoek.
4.3.8.Fehérjék azonositasa - PMF (Peptide Mass Fingerprinting)

A fehérjék proteolitikus hasitasi termékeinek adatbazisban torténd lekeresésén alapul6

vizsgalatok alapjat az képezi, hogy a fehérjék adott specificitasti enzimmel, vagy kémiai iton



valé emésztése révén kapott peptidekhez a szekvencidjuknak megfeleld tomegek tartoznak.
Ez azt jelenti, hogy adott szekvencidval rendelkezd fehérje egy tomeglistat ad meghatarozott
emésztés soran, amit az adatbazis lekeresések az adatbazisban 1évé fehérjék elméleti
emésztése soran kapott peptidek tomeglistajaval hasonlitanak Ossze. Ilyen adatbazis keresd
programok példaul a Mascot, SwissProt, NCBInr. Az adatbazis keresés felhasznélja a
peptidek MS/MS spektrumat, amely alapjan lehetséges aminosav szekvencidkat hataroz meg,

Osszevetve ezt az adatbazisban 1évo fehérjék szekvenciajaval.

4.4. Képalkotd tomegspektrometria (MALDI-IMAGING)

Napjaink egyik legigéretesebb peptid €s protein biomarker diagnosztikai alkalmazasa a
MALDI TOF/TOF tomegspektrometriara épiild képalkotdé modszer (MALDI Imaging),
amelynek soran egy specialis mintatartora 10-20 mikronos szovettani metszetet és matrixot
szaritunk. Ezt kdvetden a mintardl elére meghatarozott szisztémaban és 1ézerintenzitassal tobb
ezer tomegspektrumot vesziink fel. Ezeket a megfeleld szoftver az egyes m/z értékekhez
tartoz6 intenzitasok alapjan képként jeleniti meg. A modszer Oridsi eldnye, hogy
parhuzamosan alkalmazhaté az egyéb (in vivo fluoreszcens, NMR, MRI, CT, FT-IR)
képalkotdsi moddszerekkel, igy olyan 1) tudomanyos ¢és diagnosztikai eredményeket
szolgaltathat, amelyek forradalmasitjak a klinikai diagnosztika mai modszertanat. A MALDI
imaging lehetdséget ad a fehérjék vizsgalatdra direkt in situ a szoveti felszineken, vagy
vékony metszetekben, megorizve a szovet szerkezeti integritdsat. Kovetkezésképp olyan kép
hozhato 1étre, mely igen hasonlatos a szovettani metszetéhez és a molekularis komponensek
térbeli eloszlasat mutatja. fgy nem csak ép és koros szovet kozotti kiilonbség tehetd lathatova,
hanem lehetdséget ad arra is, hogy a malignus transzformacié olyan korai szakaszat észleljiik,

amely szovettanilag még nem detektalhato.
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2. abra: Képalkotasi tomegspektrometria folyama

4.5. Immunhisztokémia, konfokalis mikroszkdpia

A sejtek morfoldgiai sajatsagait vizsgalhatjuk festés utdn hagyomanyos képalkotd
eljarasokkal, de ellenanyagokkal valo specifikus jelolés segitségével pontosabb molekuléris
informaciokra tehetiink szert. A sejtek intracellularis €s sejtfelszini fehérjemolekulai ellen
fejlesztett specifikus poli- vagy monoklonalis ellenanyagokkal, enzim vagy kovalensen kotott
fluoreszcens jelzés  felhaszndldsaval immunhisztokémiai eljardssal  mikroszkopos

megfigyeléseket tehetiink a sejtek fehérje alkotoelemeir6l. A konfokalis mikroszkop
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fluoreszcensen jelolt mintdk vizsgélatira alkalmas. Jobb felbontasu képeket ad, mint a
hagyomanyos fluoreszcens mikroszkopok, és képes "optikai szeletelésre", vagyis képet
alkotni a minta egyetlen szeletérél. A kapott digitalis kép szamitdogéppel kezelhetd és

elemezhetd. Tobb szelet képét Osszerakva a fluorofor térbeli elhelyezkedése is vizsgalhato.

5.  Eredmények

Kisérleti munkdnk két fazisra tagolodott. Az elsében elvégeztik a beteganyagbol
szarmaz6 nyalmintdk proteomikai elemzését annak érdekében, hogy fehérje biomarkereket
azonositsunk. A masodik fazisban a betegek szdvettani metszeteib6l szarmazd mintdkat
képalkotasi tomegspektrometria segitségével vizsgaltuk a biomarkerként azonositott proteinek
lokalis eloszlasanak, expresszidjanak meghatarozasa céljabol. A dolgozat is ezt a felépitést
koveti, igy az eredmények részben két nem egyezd szamu beteganyagon végzett multimodalis

vizsgalat eredményeit mutatom be.

5.1. Fehérje biomarkerek azonositasa nyalmintakbol

5.1.1. Beteganyag

A kutatasban 25, az anyaggyiijtésbe beleegyez0, fej-nyaki tumorban szenvedo beteg (10
nd, 15 férfi) vett részt; az atlagéletkor 56,48 év volt (a legfiatalabb beteg 22, a legiddsebb 78
éves volt). A fej-nyaki tumoros betegeket egy 25 egészséges Onkéntesbdl allo
kontrollcsoporttal (15 dohdnyzd, 10 nem dohanyzo) hasonlitottuk dssze kor és nem szerint. A
tumoros csoportban 19 betegnél malignus, 6 betegnél benignus fej-nyaki daganat allt fenn. A
fej-nyaki laphamkarcindmaval diagnosztizalt betegek mindegyike er6s dohanyosnak szamitott
(legalabb 1 csomag cigaretta naponta). A betegek koziil senki sem részesiilt terapidban a

nyalminta gylijtését megelézden.

5.1.2.SDS-PAGE
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Az elOkészitett mintakat SDS-poliakrilamid gélen futattuk, hogy a fehérjék méret
szerint szétvaljanak. Az elektroforetogrammon tisztan kivehetd a kiilonbség a kontrol és a
tumoros nyalmintak dsszetételében.

5.1.3. Tomegspektrometrias elemzés

Az elektroforetikus futtatas utdn a géleket bescanneltiik, majd a vizuélis 6sszehasonlitd
elemzés utan, az extra savokat, amelyek a betegek mintidiban keletkeztek, szikével
kimetszettiik.

A tomegspektrometrias méréshez Autoflex II TOF/TOF tipusu (Bruker Daltonics,
Bremen, Germany) késziiléket hasznaltuk. A MALDI TOF ,,peptid mass fingerprint (PMF)”
elkészitésére a LIFT mode for PSD (post source decay) és CID (collision induced decay)
fragmentaciot alkalmaztuk automatizalt izemmodban, FlexControl 2.4 szamitogépes program
vezérlésével. A mérések soran m/z 800 és 5000 kozott detektaltuk a tomegspektrumokat, €s
minden egyes mérési eredményt 500 egymast kovetd lézerlovés egyesitett adataibol
szamoltunk ki.

A fehérjék PMF azonositisa MSDB (Swiss-Prot) ¢és NCBInr adatbéazisok
alkalmazasaval, majd MASCOT adatbazis (MASCOT Server 2.2 search engine,
MatrixScience Ltd., London, UK) keresémotor ¢és Bruker BioTools 3.0 software
(BrukerDaltonics, Bremen, Germany) segitségével tortént. A MALDI-TOF/TOF
tomegspektrometria felhasznéalasaval azonositottuk azokat a fehérjéket, melyek jelenléte
kimutathat6 a betegségek manifesztacidja sordn, illetve amik diagnosztikai értékiiek lehetnek.
A meghatarozas soran rogzitettiik az elsddleges tomegspektrumot, majd ezt kovetden a
nagyobb intenzitast, vagy diagnosztikailag jelentds peptideket PSD,- vagy CID
fragmentacidval tovabb bontottuk. Igy tudtuk meghatérozni a peptidek pontos elsédleges
szerkezetét és annak modosulésait

A legnagyobb mennyiségben jol ismert, altalanos funkcidju proteineket talaltunk a
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daganatos és az egészséges onkéntesek mintaiban, mint amildz, keratinok és aktin. Emellett az
annexin 1, zinc finger protein 28, regulator G-protein 3, indoleamine 2,3-dioxygenase, OFD1
protein €s CEP290 proteinek emelkedett szintje volt regisztralhaté a daganatos betegek

nyalmintaiban.

5.2. Biomarkerként azonositott fehérjék lokalis expressziojanak meghatarozasa
képalkotasi tomegspektrometrias vizsgalatokkal

Méréseink sordn szamos olyan kordbban biomarkerként azonositott fehérjét
detektaltunk, amelyek megjelenése a neoplasztikus vagy stromalis kornyezetre korlatozodott.
Dolgozatomban ezek koziil csak kettét emelnék ki, amelyek jelenléte az epithelialis eredetii
neoplasztikus elvaltozdsokban a mai napig is szamos kérdést vet fel. Ez a két fehérje a
kalciumkatd fehérjékhez tartozo S100 proteinek kozé sorolhatd SI00AS8 és A9.
5.2.1. Beteganyag, mintavétel

Ebben a vizsgalati szakaszban 32 onként jelentkez6 fej-nyaki daganatos beteg vett részt
(6 no, 26 férf1), atlagéletkoruk 60,44 év (43 - 81 ¢év) (fiiggelek 4. tablazat). Minden betegtdl az
elézdekben mar részletesen targyalt modszerrel nyalmintat gyljtottiink. Ezt kovetden a fej-
nyaki betegek kivizsgalasi protokolljanak megfelelden minden beteg ugynevezett direct
laryngoscopian esett at.

A vizsgalat sordn a daganatra gyanus elvaltozas mellett a kdrnyezd stromalis és a
daganattol tavoli, makroszkoposan is egészségesnek vélt teriiletbdl is mintat vettlink.
Szovettanilag minden minta jol differencidlt laphamkarcindméanak bizonyult. In situ

hibridizacids méréseink alapjan minden minta HPV negativ volt.
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3. abra: Standard haematoxylin-eosin festési szOvettani metszetek. Mindkét minta

szovettanilag jol differencialt laphamkarcindmat mutat alacsony mitotikus aktivitassal,

minimalis atipidval és minimalis keratinizacios jelleggel.

5.2.2.Képalkot6 tomegspektrometria

A kivalasztott fej-nyaki daganatos betegek CMC-be agyazott fagyasztott metszeteit
elokészitettiik MALDI IMS vizsgélatra: A szovettanilag nem daganatosnak bizonyult régiokat
hasznaltuk a vizsgak mintdk kontrolljaiként. Ebben a vizsgalatban, S100A8 és az S100A9
helyi megoszlasat vizsgaltuk fehérjék felhasznalasival MALDI TOF / TOF
tomegspektrometrids imaging segitségével. Nyilvanvalova valt, hogy a calgranulinok
overexpersszidja a daganatos és a neostromalis teriiletekre lokalizalodik, nem figyelheté meg
a nem daganatos, egészséges szovetekben. A daganatos és az egészséges teriiletek kozott
szignifikans kiilonbségek mutathatoak ki. Meglepetésként észleltiik a calgranulin jelenlétét a
nem daganatos hamfelszinen is. Itt enyhe hiperplazia volt észlelhetd, de szignifikans

gyulladés, vagy invaziv jelleg nem.
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4. abra: A vizsgalt proteinek eloszlasai imaging MS segitségével a B2-es szovettani

metszeteken. S100A8 (A), S100A9 (B), hemoglobin alfa lanc (C). D: A harom vizsgalt

protein eloszlasanak kompozit képe.

6. Megbeszélés

Az elmult néhény évben a proteomika jelentds fejlddésen ment at, jelenleg képesek
vagyunk azonositani és jellemezni sejtekb6l, szovetekbdl és bioldgiai folyadékokbol kivont
fehérjéket, valamint meghatarozni azok relativ mennyiségét. A proteomika nagy jelentdsége
abban van, hogy a genom szintjén kodolt és a fehérjék szintjén végrehajtott jelatvitel,
szabalyozas, enzimatikus aktivitas és szerkezeti sajatossagok kozvetleniil vizsgalhatok fehérje
szinten. A fej-nyaki laphamrakok rossz t0lélési aranyanak javitasaban az elsddleges és
val6szinii recidivalo tumorok korai felismerése a legfontosabb.

Vizsgalataink elsé fazisdban azonositottunk néhdny, potencidlisan molekularis
biomarkernek bizonyuld fej-nyaki laphamkarcindmara jellemz6 fehérjét human nyalmintabol.

Munkéank maésodik fazisa sordn a MALDI-t hasznaltuk az SI00A8 és A9 molekularis
vizsgalatara szOvetmintdkban és emberi nyélban. Eredményeink azt mutattdk, hogy az
ST100A8 ésA9 jelen van a nyalban, mint potencidlis biomarker HNSCC esetén. Tovabba a
proteinek overexpresszidja figyelhetd meg a daganatos szovetekben és a kornyezd stromalis

régidban, de nincs jelen az ép szdvetekben.
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7.

Az eredmények osszefoglalasa

Modszeriinkkel —sikeriilt nyalbol tobb olyan alacsony molekulasuly peptidet
azonositanunk, melyek soros Osszefliggésbe hozhatok a fej-nyaki lapham karcinomaval.
Annak ellenére, hogy a daganatos folyamat kialakulasdban betoltott pontos szerepiiket
még nem ismerjiik, gyanithato, hogy a karcinogenezis korai szakaszanak biomarkereinek
tekinthetéek. Korabban ezen peptideket szérumbol, illetve tumorszovetbdl izolaltak mar,

nyalbdl azonban kutatocsoportunknak sikeriilt els6ként kimutatni ezen biomarkereket.

Eredményeink azt mutattak, hogy, mint potencialis biomarker az SI00A8 ésA9 jelen van

a nyalban fej-nyaki laphamkarcindéma esetén.

Vizsgalataink az SI00A8 és S100A9 lokalis expresszidjanak szignifikdns emelkedését
mutattdk a szovettani mintakban. A proteinek overexpresszidja a daganatos szovetekben

¢és a kornyezd stromalis régioban figyelhetd meg, de nincs jelen az ép szovetekben

A sejtciklus  szabédlyozasdban bizonyitott szerepli calgranulinok up-regulacidja a
daganatos szovetekben és a nem daganatos, de hiperplasztikus hamban azt sugallja, hogy
az S100A8 ¢és S100A9 peptidek a tumorok mikrokdrnyezetében lezajlo valtozasokat

mutatva potencialis biomarkerek lehetnek a tumorgenezis igen korai szakaszaban.

Vizsgalati protokollunk egy jol miikddd, standardizalhatdé folyamat, mely barmikor

reprodukélhatd. A biomarkerek stabil kimutathatosaga elOrevetitheti sziirdvizsgalatok

lehetdségét.
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