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ROVIDITESEK JEGYZEKE
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1. BEVEZETES

A fej-nyaki daganatok t6bb, mint 90%-a laphamrak, ezek 5 éves talélési aranya csupan
mintegy 60%. Ennek legfobb oka, a betegek 20-40%-anal kialakulo lokalis recidiva az azonos
vagy szomszédos anatomiai régioban még szdvettanilag tumormentesnek bizonyulod
reszekcios szélek esetén is. Ezen daganatok gyakran eldrehaladott stddiumban keriilnek
felismerésre a specifikus tiinetek hidnyanak és a diagnosztikai nehézségeknek kdszonhetden.
Minél eldrehaladottabb stddiumti a daganat, anndl invazivabb diagnosztikus és terdpias
eljarasok sziikségesek. Ezért egy korai molekularis diagnozis alapvetd jelentdséggel birna a
tulélés novelése céljabol. Az utdbbi évtizedekben a talélési rata nem sokat javult a
diagnosztikus és terapias modszerek fejlédése ellenére.

A tumorgenezis pontos biologiai alapjai a mai napig tisztazatlanok. Multifaktorialis
eredete magaba foglalja a genetikai alterdciokat, hibasan regulalt epithelialis differencidciot,
abnormalis proliferaciot, megvaltozott szabalyozo folyamatokat. Ezen mechanizmusok pontos
molekularis tisztdzdsa eldsegitené a neoplasztikus folyamatok kialakuldsanak illetve
progressziojanak ismeretét. Igy nagy segitséget nyujthatna ij diagnosztikus, prevencios és
terapias modszerek kidolgozasahoz

A dolgozat célkitiizései ezekbdl az adatokbol adodtak — sziikség volna egy olyan
szélesebb korben is elérhetd modszerre, amely lehetévé tenné a daganatok korai felismerését
¢s lehetdséget adna nyomon kdvetésre, prognosztika megbecsiilésére, ezen til informaciot
adna a tumorgenezis pathomechanizmuséra is, amely tovabbi terapias lehetdségeket rejthet

magaban.



1.1 FEJ- NYAKI DAGANATOK EPIDEMIOLOGIAJA

A fej-nyaki régi6 laphamkarcinomaja a 6. leggyakoribb daganatos megbetegedésnek
szamit vilagszerte [1], évente mintegy 540 000 1j esetet diagnosztizalnak. A diagnosztikus és
terapias lehetdségek fejlodésének ellenére az 5 éves tulélési arany az elmult 30 évben nem
emelkedett szamottevéen, jelenleg is csupan 60%-ra tehetd, komoly kozegészségiligyi
problémat jelentve [2]. A magas mortalitas egyik f6 oka, hogy az esetek 20-40%-aban
jelentkezik recidiva még akkor is, ha a kimetszés szovettanilag az épben tortént. A talélési
mutatokat tovabb rontja az, hogy a betegség sokszor elérehaladott stadiumban kertil
felismerésre. Ilyen esetekben a sugar-, és/vagy kemoterapiaval kombinalt radikalis kimetszés
jelenti az egyetlen megoldast, mely sok esetben az életmindség kifejezett romlasat vonja maga

utan.

Hazankban a hat leggyakoribb kiemelt haldloki csoport koziil a kardiovaszkuldris
eredetii utan masodikként a daganatok okozta haldlozas szerepel. Az eurdpai mortalitasi
adatok szerint a magyar férfiak az elsd, mig a magyar nék a masodik helyen allnak a
daganatos mortalitasi statisztikat illetéen [3]. A hazai Kozponti Statisztikai Hivatal adatai
szerint a felsd léghti- ¢és tapcsatornai daganatok altal okozott haldlesetek szama
nagymértékben megnétt az 1970-es évek ota, ez kiilondsen az ajak- €s szdjiiregi malignus
folyamatoknak koszonhetd, melyek szdma haromszorosara novekedett, mortalitdsok kozel
Otszorosére nétt [4,5]. Ez a novekedés nagyjabol az ezredforduloig tartott, majd Kkis
csokkenést mutatva a Magyar Kozponti Statisztikai Hivatal Demografiai Evkonyve a 2005-6s
évre vonatkozdéan 15,5/100 000 foben allapitotta meg a malignus ajak-, szdjiiregi- ¢&s
garatdaganatok mortalitasi mutatojat [6]. A nemzetkézi adatok azt mutatjak, hogy
Magyarorszdg mar 1992-ben is vezette a malignus szdjiiregi daganatokkal kapcsolatos

mortalitasi statisztikdkat 39,5/100 000 fével. Ez a szam jelentdsen magasabb, mint



Franciaorszagban, mely a masodik helyen allt 29,1/100 000 f&s aranyaval. 1959-t61 1992-ig a
magyar mortalitasi arany 8,11-szeresére emelkedett [7].

Eurdopdban tovabbra is évrél évre emelkedik az 0j daganatos megbetegedések
eléfordulasanak  gyakorisaga, 2005-ben 3,2 milli6 1) daganatos megbetegedést
diagnosztizaltak, ami 300 ezerrel tobb, mint az el6zé évben volt. Magyarorszagon — a
haziorvosok nyilvantartdsa szerint — 1999 és 2005 k6zo6tt mindkét nem esetében 30 szazalék
koriili novekedés mutathat6 ki.

A fej-nyaki laphamrakok incidencidjanak novekedését a nyugati vilagban
egyértelmiien a dohanyzas elterjedésével és a megnovekedett alkoholfogyasztassal kapcsoltak
0ssze.

A Nemzetkozi Rakregiszter adatai alapjan a fej-nyaki daganatok eléfordulasa 3-10-
szeresére nott egy generdcionyi id6 alatt. Ez a ndvekedés az alkoholfogyasztas €s dohanyzas
elterjedésével magyarazhatd. A fej-nyaki laphamrakos megbetegedések tobbnyire a 40 év
feletti korosztalyt €rintik, ezen beliil is a veszélynek leginkabb kitett korcsoport a 45-65 év
kozottieke, de a fiatalkori dohanyzas és alkoholfogyasztds miatt ezen als6 hatar csokkenése
varhat6. A fej-nyaki laphamkarcinoma el6fordulasi aranya relative alacsonyabb ndknél: a
férfi/n6 arany hozzavetélegesen 10:1 [8-11].

A kiilonboz6 lokalizacioju tumorok haldlozasi adatait illetéen is riaszté a helyzet
mindkét nem szdjiiregi daganatainal. Magyarorszag az eurdpai orszdgok kozott mortalitasban
az elsé helyen all mindkét nem esetében egyarant. Mortalitasban és incidenciaban, valamint
az esetszamok novekedési dinamikajaban is eurdpai listavezetok vagyunk [12]. A tablazatban
piros szinnel jeloltik a szajliregi rakok mortalitasanak feltinéen magas névekményét az 1975-
0s és 1999-es értékek kozott, valamint a novekmény tovabbi valtozasait a 2004-es, majd
tovabb a 2013-as évig.

A fej-nyaki daganatok mortalitasa szignifikansan megvaltozott az elmult 50 évben,



Eurépat tekintve megduplazédott. Amig a magyarorszagi Osszdaganatos halalozas 2,8-
szorosara nott az 1948 és 2000 kozotti idoszakban, 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 Europan
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 [13,14]. Bar a 2000-es évektdl az
incidencia stagnalni latszik, de még ebben is elmaradva a 6% csokkenést mutaté eurdpai

atlagtol [15].

Daganat Esetszam Névekmény Esetszam Valtozas | ESEZAM | yajo7as
g (%-0s) (%-0) (%-0)
1975 | 1999 2004 2013
Ajak-és szajiregi rak 462 1618 250 1690 s 1431 45
(C00-C14)
Légesd-hérgd, tiddrak
(C3480-C3400) | 4169 | 7883 89 8260 +9 8591 +4
Vastag- esvégbélrak
(C18-C21) 3025 | 4912 62 4979 +2 5107 +2
Emlérak
(C5010-C5060, 1650 | 2381 44 2285 -6 2167 -5
C5080-C5090)
Prosztatarak
(CE1HO) 1196 | 1387 16 1275 -9 1211 5

1. tablazat: Ot nagy halalozasi gyakorisagn daganat ndvekedési dinamikéja 40 év alatt
Magyarorszagon

(KSH Demografiai évkonyv)

A gégetumor miatti haldlozds Europat tekintve Magyarorszdgon, Roméniaban,
Lengyelorszagban és Szlovakidban a legmagasabb. A Nemzetkdzi Rakkutato Ugyndkség

(IARC) adatai szerint a dohanyzas okozza Eurdpaban a szajiiregi daganatok 60%-at a férfi,



40%-at a nébetegeknél [16-18]. Mig a dohanyzas és rendszeres alkoholfogyasztas Gnmagaban
2-3-szorosara, addig ezen két rizikofaktor egyiittes megléte mintegy 15-Szordsére noveli a
daganat kialakuldsanak kockdzatat. A genetikai prediszpozicid és a mutacidk iranti egyéni
érzékenység is szerepet jatszik a tumorok kialakulasaban. A HPV infekcid tovabbi lehetséges
faktorként jon szoba, tekintve, hogy a HPV 16-os és 18-as tipusa a fej-nyaki daganatok 70%-

4bodl kimutathato.



1.2. ETIOLOGIA ES RIZIKOFAKTOROK

A fej-nyaki daganatok kialakulasat befolyasold etiologiai tényezok koziil elsdsorban
az elvileg megvaltoztathaté magatartasforméak, mint a dohanyzas ¢és tilzott alkoholfogyasztas
szerepe emelhetd ki [19,20]. A hazai dohanyzasi szokasok Eurdpaban a legrosszabbak kozott
vannak, valamint az egy fore es6 toményszesz-fogyasztasban is é€len jarunk, igy nem Iis

meglepd, hogy napjainkban Magyarorszagon fordul el6 a legtobb szajliregi és garatrak.

1.2.1. Dohanyzas

A legfontosabb oki tényez0 a dohanyzas. Jelentdségét csak fokozza az a tény, hogy
egy szintén ,,elokel6” helyen 1évé tumornak, a tiidédaganatnak is f6é rizikotényezoje.
Karcinogenezis szempontjabol nemcsak a cigaretta formajaban torténd fogyasztas a fontos,
hiszen a dohanyzas flsttel, vagy flist nélkiil is rendkiviil karos. A tubakolds az orriiregi
daganatok, a pipazas az ajakrak, a dohany- és bételdio-ragesalas pedig a buccarak el6fordulasi
gyakorisagat fokozza. A passziv dohdnyzas kétszeresére noveli a dohanyosokkal egyiitt ¢lok
korében a légiti rakban torténd megbetegedések valdszinliségeét.

Magyarorszagon a 15 éves ¢és idosebb lakossag csaknem harmada, 6sszességében tobb
mint 2,5 milli6 ember dohanyzik, tobbségiik napi rendszerességgel. Mellettiik még tovabbi
masfél millidan vannak azok, akik valaha dohanyoztak, de méar leszoktak, tehat 6sszességében
négymillié felnétt volt/ van személyesen a dohanyzas altal érintve (nem szamitva a passziv

dohanyosokat)

Rendszeresen dohanyzo felné6tt férfiak aranya: 32,7 %
Rendszeresen dohanyzo feln6tt ndk aranya: 22,6 %

A passziv dohanyzok aranya: 43,9 %

10



A dohanyzas hirtelen abbahagyasa csak lassan vezet eredményhez, a magas kockazatot
legalabb 3 évig nem befolyasolja, ezutan a rizikd csak fokozatosan csokken, és csak kb. 10-15

év mulva éri el a nemdohanyzok szintjét.

1.2.2. Alkoholfogyasztas

Szintén alapvetd etiologiai tényezd az alkoholfogyasztds minden formaja. A
hazankban jellemz6 alkoholfogyasztasi szokasok kedveznek a daganatok kialakulasanak. A
fogyasztott ital mennyisége mellett fontos az alkohol mindsége is: a Magyarorszagon jellemz6
tomény szeszesital fogyasztas kiemelten karos hatasut. Az italok mennyisége sem
elhanyagolhatd, a paraméterként is felhasznalhato ,.egyszerre elfogyasztott mennyiség”
Magyarorszagon 0,47 dl/férfi és 0,25 dI/né.

Régota ismert, hogy a dohanyzas és a massziv alkoholfogyasztas noveli a fej-nyaki
tumorok kockazatat. A két etiologiai faktor két-haromszorosara noveli ezen daganatok
eléfordulasanak rizikgjat. A két rizikofaktor egyiittes eléforduldsa azonban 15-szorosére
emeli, mivel az etanol elbsegiti a dohanyfiist karcinogén anyagainak felszivodasat.

Ugyanakkor a teljes absztinencia 60-80%-o0s mortalitas csokkenéshez vezet [21,22].

1.2.3. Rossz szajhigiéne

A rossz szajhigiéne Onmagadban i1s mechanikai irritativ tényez6t, igy kronikus
gyulladast, sot, prekancerdzus elvaltozasokat eredményez (karieszes fogak, torott gyokerek,
elégtelen fogmiivek, fogké és plakk akkumulacio), emellett a plakk mikrofloraja altal termelt
acetaldehid direkt kémiai karcinogén hatassal bir [18].

A rossz szajhigiénia kutatasok szerint emeli az ordlis HPV fertdzés gyakorisagat,
melynek etioldgiai szerepét féleg olyan, fiatal paciensek esetében vetik fel, ahol az egyéb,

hagyomanyos kockazati tényezok kizarhatok.

11



1.2.4. Infekciok

Nagy populaciokon mért eredmények mutatjdk, hogy a fejlett orszagokban a
dohédnyzas és az Onpusztitd életmdd visszaszoruldsdnak ellenére a daganatos morbiditas és
mortalitas nem csokken, az adatok legfeljebb stagnalast mutatnak. Ez a virusos eredetii, vagy
mas korokozok altal okozott daganatokra tereli a figyelmet. Bizonyos daganatok viralis
eredete napjainkban mar nem kétséges. Ma mar jol ismert az un. onkogén virusok csoportja
(pl.: HPV, EBV, HCV, adenovirusok, HV6).

A szajliregi és oropharyngealis daganatok 40-60%-aban mutathaté ki a HPV DNS-e.
Ezekben az esetekben tipusosan fiatal (40 év alatti) ndk érintettek — meglévd vagy hianyzo
egyéb rizikofaktorok mellett — és az esetek tobb, mint 95%-aban a magas malignitasi 16-0S
szerotipus mutathaté ki a nyelvgyok, tonsillo-lingualis atmenet kornyékén elhelyezkedd
tumorbdl [23-30]. Ritkdbb a HPV-pozitivitas a férfiak és a dohanyz6 fej-nyaki daganatos
szokasokkal hozzak 0Osszefliggésbe [31]. Szovettanilag jellemzé rajuk a nagyfoka
differencialatlansadg, valamint, hogy a kemo- ¢és irradiicids terdpia iranti szenzitivitasuk
nagyobb, tulélésiik pedig hosszabb.

Az Epstein-Barr virus (EBV) hatasat féleg a nasopharyngealis karcinoma kapcsan
bizonyitottak. Mas tanulmanyok szerint a HPV, az EBV illetve a JCV egyiittes vagy kiilon
jelenléte Osszefiiggésbe hozhaté a ham eredetli szdjiiregi daganatokkal. Tobb virusinfekcid
illetve a HIV pozitivitas fennallasa emeli a malignus szajiiregi daganatok kifejlodését [32].

A gombas fertdzések (pl. Candida albicans) opportunista fert6zé agensként helyi vagy
szisztémas immunszuppresszio esetén fordulnak eld a szdjnyalkahartya normalis florajanak
sériilésekor. Tapasztalatok mutattak, hogy a terbafine gombacllenes gyogyszer gatolja a

szajiiregi daganatok ndvekedését [33].
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1.2.5. Alultaplaltsag, helytelen taplalkozas

A tulzott mennyiségli fiistolt élelmiszer fogyasztasa, foleg alkoholfogyasztassal
parosulva emeli a daganatos megbetegedések rizikdjat, de a nagy aranyban fogyasztott zsiros,
fiiszeres, rost- €és vitaminszegény ételek, valamint az élelmiszeripari adalék- és tartositd
anyagok karcinogén hatasa Is régdta ismert.

A felszivodasi zavarok kb. 10-15%-ban lehetnek a szajiiregi daganatok okai [34].
Malnutrici6 tobbféle mddon is kialakulhat, a fej nyaki daganatos betegeket jol jellemzi az
alkoholistak alultaplalt allapota, amikor a szervezet szamara sziikséges tapanyagoknak csak
igen Kis része jut be. llyenkor az antioxidans és védoéfaktorok bevitelének csokkenése
onmagaban is komoly rizikotényez6. Ez tovabb rontja az alkoholbeteg altalanos allapotat,
fokozva a szajiiregi daganat kialakulasanak rizikojat. A kronikus vashiany (Plummer-Winson
szindroma) alultaplaltsaggal, kronikus alkoholfogyasztassal (A- ¢és E vitaminhidnnyal)

szovodve a nyelv €s postcricoid teriilet karcindmainak etiologiai faktora lehet néknél [35,36].

1.2.6. Immunszupressziv allapotok

Az immunrendszer karosodasa szintén okozhatja a rosszindulati szajiiregi daganatok
kifejlodését. Leirtak Osszefiiggést a Crohn-betegség miatti ledalt immunrendszer és a
szajiiregi daganat kozott, valamint megfigyelhet6 AIDS betegek kezelése utan késoi
kovetkezményként bizonyos tumorféleségek (koztik a szajliregi daganatok) szamanak

novekedése [37].

1.2.7. Eletkor és nem, mint rizikéfaktor
A fej-nyaki laphamrakok néhany évvel ezeldtt Eurdpaban, igy hazankban is , dont6en
40 ¢év felett fordultak eld, az elmult években azonban a fiatalabb korosztaly egyre nagyobb

ardnyu érintettségét latjuk. Erdekes, hogy a korabban mar emlitett HPV DNS-t ritkabban lehet
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kimutatni a dohanyz6 betegek daganataiban ¢és elsGsorban szexualis habitussal mutatott
Osszefliggést [31].

A nemek kozotti kiilonbségek részben az addiktiv tényezdk gyakorisagbeli
kiilonbozéségével, részben pedig habitusbeli okokkal is magyarazhatok — a férfiak kozt
hétszer tobb a dohanyos, és négyszer tobb az alkoholista, valamint gyakrabban hanyagoljak el
fogazatukat, és késobb fordulnak orvoshoz, mint a nék. A 60 év feletti n6kre vonatkozd,
emelkedd mortalitdsrél szo6l6 adatok a nék korében megfigyelhetd ,,férfias életmod”

megjelenésével és térhoditasaval magyarazhatok.

1.2.8. Kiilsé tényezok, foglalkozas

Ionizalé sugarexpozicid — kiilondsen gyermekkorban — fokozza a pajzsmirigyrak és a
nyalmirigytumor kialakuldsdnak veszélyét. A pontos pathomechanizmust nem ismerve a
leveg6szennyezettség, a rossz szocialis viszonyok, a stressz ugyancsak szerepet jatszhatnak a
karcinogenezis folyamataban, a betegek késoéi orvoshoz fordulasa az eldrehaladott stddiumok
miatt pedig a tulélési esélyeket rontja. Az orriireg és a paranasalis sinusok karcindmainak
magasabb incidenciaja jol ismert butormunkdsok, karpitosok, épitdmunkésok, és
¢kszerkészitok korében, mely a fiirészpor, azbeszt- és nikkelpor inhalacioval magyarazhato, a

szabadban dolgozdk pedig az ultraibolya sugarzas okozta ajakrak veszélyének vannak kitéve.

1.2.9. Endogén, genetikai tényezok

A fej-nyaki tumorok kialakuldsanak kockazatat exogén (kornyezeti) és endogén
(genetikai) tényezok kolcsonhatdsa hatarozza meg. A kornyezeti hatas érvényesiiléséhez a
szervezet allapota lényegesen hozzajarul, ezt az egyéni érzékenységet nagymértékben
endogén, genetikai tényezok hatdrozzak meg. Az exogén tényezok koziil a legtobb jol ismert,

mint a dohanyzas, az alkoholfogyasztas, valamint a kornyezeti karcinogén anyagok fej-nyaki
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daganatok kialakuldsdnak kockéazatara gyakorolt hatdsa. Mig az oOrdkletes, un. magas
penetranciaju genetikai faktorokat jol ismerjiik, addig az alacsony penetrancidju, un. egyéni
érzékenységi tényezOk szerepe még sok daganatndl, igy a fej-nyaki daganatokndl sem

pontosan tisztazott.
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1.3. A KORAI FELISMERES ES KEZELES JELENTOSEGE

A fej-nyaki daganatok magas mortalitdsanak talan legfobb oka, hogy a betegek
legtobbszor csak a betegség eldrehaladott stadiumaban keriilnek felismerésre, amikor a
terapias lehetdségek eleve korlatozottak. Nincsenek kizardlag csak a fej-nyaki tumorokra
jellemzé tinetek, a daganatok sokaig ,rejtve” maradhatnak, sokszor egy-egy banalis
betegségtdl csak a szimptomak fennallasdnak hossza alapjan lehet elkiiloniteni Oket. Az ide
sorolhaté nem specifikus tiinetek a rekedtség, nehézlégzés, nyelési nehezitettség, idegentest
érzés, (vér-)kohogés, orrvérzés, (véres/gennyes) orrfolyas, a nyelv mozgésainak
korlatozottsaga, fiilbe sugarz6 vagy lokalis fajdalom, foetor, novekvd fajdalmatlan csomo a
nyakon, nem gyogyul6 sebek a bordn, ezen feliil az altalanos tumoros tiinetek (sulyvesztés,
¢jszakai izzadas, faradékonysag). 2-3 hétig fennalldé emlitett panaszok esetén szakorvoshoz
kell iranyitani a beteget. A fej-nyaki régido daganatainal jellemz6, hogy mig a korai nyaki
attétképzés gyakori — ennek megfeleléen gyakran jelentkeznek betegek nyaki duzzanattal a
szakrendeléseken -, addig a hematogén metasztazis-képzddés igen ritkan és késéi stadiumban
jelentkezik. A nyaki metasztazis egy fontos prognosztikai tényezd, azonban még klinikailag
NO nyak esetén is kb. 60-70 % az okkult attétképzés lehetdsége. Amennyiben a diagndzis
korai €s nincs nyaki attét, sebészi megoldas vagy sugarterapia altaldban kivalé hossza tavu
eredményhez vezet, azonban a betegek tobbsége nem ebbe a csoportba tartozik, legtobb
esetben csak kiterjesztett miitét jon szoba sebészi terapiaként. A primer zarast meghiusito,
vagy funkciovesztéshez vezetd szovethidny esetén rekonstrukcids miitét végzendd, melynek
lehetdségei és eredményei is erdsen betegfiiggdk. Természetesen idében felismert betegség
esetén a szerv ¢s funkcidmegbrzé un. onkoplasztikai beavatkozasok is nagyobb sikerrel
végezhetok. Késoi diagnozis esetén a radikalis kimetszést sugarterapia vagy kombinalt kemo-,

sugarterapia koveti, illetve az ebbdl eredd €életmindség romlas.
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1.4. PREVENCIOS LEHETOSEGEK

Annak ellenére, hogy az esetszdmok 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 népegészségiigyi probléma lekiizdhetéveé
valjon. A primer prevencioval (k6zosségi kampanyok, kortarsoktatas) az incidencia tényleges
csokkenését lehetne elérni, mig a szekunder prevencidé részét képezd szilirdprogramok
lehetové tennék a tumorok korai diagnosztizalasat, igy novelnék a kezelés sikerességének
mértékét - becslések szerint egy jol megszervezett, a teljes tarsadalomra kiterjedd
szlirdprogrammal a jelenlegi 50%-os 5 éves tilélés akar 80%-ra is emelkedhetne.

Annak ellenére, hogy a fej-nyaki régio fizikalis vizsgalata egyszerli, a manifeszt
elvaltozasok mar viszonylag koran felfedezhetdek, sziirdvizsgalat jelenleg nincs hazankban. A
szurOprogramok sikerességét az is gatolta/gatolja, hogy a leginkabb érintett tarsadalmi réteg
tagjai jelennek meg a legkisebb szamban a fogorvosnal, fiil-orr-gégészeti szakrendelésen. A
vizsgalati modszer tekintetében sincs egységes allaspont: mig a magas kockazata
csoportokndl eredményesnek bizonyultak a megtekintésen, tapintdson alapuld tiikros
fogorvosi ¢és homloktiikros-spatulds fiil-orr-gégészeti modszerek, addig ezek kevésbé
alkalmasak az atlagos kockazata csoportok esetében. A fej-nyaki tumorok nem felelnek meg a
szervezett, népegészségiigyi szliréshez sziikséges kritériumoknak, igy tovabbra is csak
alkalomszeri sziirések lehetségesek.

A primer prevencio a karcinogén anyagok elkeriilésére 6sszpontosit, fej-nyaki rakok
esetében példaul a mérsékeltebb alkoholfogyasztasra és dohanyzas mell6zésére. A primer
prevencids tevékenység hatékonysaganak vitathatatlan bizonyitéka az USA Kalifornia

allamaban lezajlott dohanyzasellenes kampéany, amelynek sordn az egy fore esd
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cigarettafogyasztas felére csokkent, és az ezt kovetd években a tiidorak incidenciaja mindkét
nem esetében erdsen csokkent, férfiaknal tobb mint 50 %-kal [17].

A szekunder prevencié (szlirés) a betegség korai, premorbid stddiumaban vald
felismerését célozza. A primer és szekunder prevencid hataran a molekuléris és prediktiv
epidemioldgia jatszik fontos szerepet a daganatok prevenciojaban.

A primer és a szekunder prevencié hatardn mozog a prediktiv és molekularis
epidemioldgia, mely a korai biomarkerek segitségével, mint érzékeny biologiai indikatorokkal
az expozicio—betegség folyamat valamely 1épését a definitiv betegség diagnosztikus
markereinek pozitivitasa el6tt jelzi [38]. A korai biomarkerek a daganatos betegségek
esetében nemcsak progndzist, hanem a magas rizikot, a veszélyeztetettséget is jelezhetik, igy
primer prevencids intézkedések (kemo-, immun-és genetikai prevencid), intervenciok
végrehajtasanak kiindulasi alapjai lehetnek: munkavédelem, a munka-és kornyezet-
egészségligyi expozicid csokkentése vagy az egyének kiemelése a karos kdrnyezetbol [39].

A tercier prevencio a betegek rehabilitacidjat, a szovodmények, a metasztazisok, a
recidivak kivédését jelenti. Célja a betegségekbdl fakadd karosodasok, a tartos
egeészségdeficitet okozo (az ¢letmindséget rontd, funkcidzavart, tartos fajdalmat, tartds ellatast

okoz0) allapotok megeldzése. Mddszere a gondozas és rehabilitacio.
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2. ELMELETI ALAPOK

2.1. KARCINOGENEZIS

A daganatképzddés egy tobblépcsds folyamat, melyhez genetikai, epigenetikai
modosulasok kellenek a normal sejtekben, amiket pedig kiilonb6zdé kornyezeti hatasok
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. A teljesen ép nyalkahartya basalis membranjanak
sejtjeiben a folyamatos kornyezeti ingerek hatasara genomikai valtozasok jonnek létre,
megalkotva igy a rak-Ossejtet (cancer stem cell), melybdl osztodassal ,,leanysejtek”™ (daughter
cell) képzddnek, azonos genetikai allomannyal. Ezek 1étrehoznak egy ,,folt-1ézidt” (patch).
Tehat klonalis expanzid révén 1étrejon a cancer-field. Ez sok esetben nem mutat kiilonbséget
sem klinikailag, sem hisztopatologiailag a normalis nyalkahartyahoz képest, mivel az eltérés a
genotipust érinti, és nem feltétleniil jelenik meg fenotipusosan is. Megjelenhet egy prekurzor-
1€zi6, leukoplakia formajaban is, a tovabbi klonalis szelekcido révén pedig eldbb in situ
karcindbma, majd a bazdlmembrant attorve invaziv karcinoma alakulhat ki. Fontos klinikali
kovetkezménye ennek az elméletnek, hogyha a primer tumor sebészi excizidja soran

visszamarad ebbdl a cancer field-bdl, akkor abbol (ijabb tumor fejlédhet ki [41-43].
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2.2. TUMORMARKEREK

Az orvostudomany régi torekvése, hogy a rosszindulatu daganatos megbetegedéseket
koran felismerje, majd a gydgykezelés sordn a beteg allapotat folyamatosan kovesse. A
daganatos folyamatokban szdmos abnormalis sejt termel a sejtciklus mas-mas idépontjaban
kiilonb6z6 anyagokat, melyek detektalhatoak a testfolyadékokban és a raksejtek felszinén
biokémiai vagy immunhisztokémiai modszerekkel. Ezek az anyagok/termékek lathatéva
tehetéek ¢€s mérhetoek, igy tumormarkerként hasznéalhatéak. A tumorsejteknek vannak
megkiilonboztetd bioldgiai jegyei, mint példaul invazidra vald hajlam, metasztazis, korlatlan
proliferacid, apoptoézis eloli kitérés, angiogenezis, melyek mind Osszetett molekularis
utvonalak altal medialt, és ezen komponensek koziil barmelyik lehet potencialis tumormarker.
[44,45]

Tumormarkernek tekintiink minden olyan testazonos anyagot, amelynek

erer

A tumormarkerek alapvetden két csoportra oszthatok [46]:
* Elsédleges (primer) markerek. Olyan molekulak, amelyeket a daganatsejtek termelnek, és
mennyiségi valtozasuk a vérbdl vagy a daganatszovetbdl kimutathatd. Szerkezetiik szerint
igen sokfélék lehetnek: fehérjék, kis molekulatomegi hormonok, nukleinsavak stb.
» Masodlagos (szekunder) markerek. A tumor novekedési sajatsagaibol és a szervezet
valaszreakci0ibol szarmazo molekuldk. Elvben barmilyen mérhetd laboratériumi paraméter
felfoghato szekunder markernek. Ezek a paraméterek egyaltalan nem daganat specifikusak, de
jelzik a szervezet érintettségét.

Sok tanulmany foglalkozott mar a nyalban 1évé tumormarkerek kutatasaval. Annak

pontos mechanizmusa, hogy a tumormarkerek miként keriilnek a nyalba, még nem ismert.
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Talan a szérumbdl szarmaznak, de az is lehet, hogy helyileg termelédnek. A kdvetkezd abra

mutatja a lehetséges mechanizmusokat.

Nukleinsav és fehérje a nyalban

N ~

szérumbol helyben termelt
/ \
* normal nydlszekracio s sejtnekrozis, lizis
e passziv diffuzio ¢ apoptosis
e aktiv transzport e trauma
s ultrafiltracio a tight s aktiv felszabadulas
junction-6n keresztiil

2.abra: Tumormarkerek nyalba kertilésének lehetséges tjai
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3. NYALDIAGNOSZTIKA

A humén nyal egy Osszetett biologiai folyadék. Nagy mennyiségben tartalmaz
fehérjéket, amik jelentds feladatokat latnak el a szajliregen belill, a védelmi funkcidkat
illetden, és azon kiviil is. Az Osszetétel valtozik napszakonként, a kor eldrehaladtaval,
gyogyszeradagolassal, szisztémas-, autoimmun megbetegedések, infekcid esetén, illetve
malignus folyamatokban. A nyalban talalhato fehérjék, fehérje toredékek, és egyéb patologias
biomarkerek analitikai vizsgalata nagyban hozzéjarul a modern diagnosztika fejlédéséhez.
Napjainkban szamos olyan kutatds folyik, amely a betegségekre jellemz6 fehérjék és egyéb
biomarkerek kimutatasat célozza, hiszen kdnnyen hozzaférhetd, noninvaziv, nem iddigényes,
nem draga és nagy mennyiség nyerheté bel6le [47-50]. Nagy hatranyanak gondoltak
régebben, hogy a markerek kisebb mennyiségben taldlhatbak meg a nyalban, mint a
szérumban [51,52]. Azonban ma mar az Uj technikdknak kdszonhetdéen barmi mérhetd a
nyalban is, ugy ahogy a szérumban. Igy akar a széjiireg vérkeringésének is tekinthetd a nyal

[44].

3.1. NYAL OSSZETETELE

Hérom f6 paros nagy nyalmirigy talalhatd, ezek a glandula parotidea, a glandula
submandibularis, ¢és a glandula sublingualis, melyek a kivezeté csoveiken keresztiil
kapcsolodnak a szdjiireghez. Ezen feliil tobb szaz kis nyalmirigy talalhato a szajpadlason, az
ajkak bels6 felszinén, ill. a buccan is. A parotis a nyaltermelés 25%-aért, a submandibularis
mirigy 65%-aért, a sublingualis 4%-aért felelés. Ezeken kiviill mintegy 8%-a a
kisnyalmirigyekben termelddik, pl.: nyelvben (gl. apicis linguae, gl. radicis linguae) és

ajakban (gl. labiales), bukkaban (gl. buccales), sz4jpadon (gl. palatinae) €s a sulcus gingivalis
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is hozzajarul a nyal Osszetételéhez A tubuloalveolaris mirigyek valadékuk alapjan lehetnek
szerozusak, mucinézusak és kevertek. A parotis tisztan szerdzus, a submandibularis
kétharmad részt szerdzus, egyharmad részt mucinozus, a sublingualis kétharmad részben

mucindzus, és csak egyharmad részben szerozus acinusokbol épiil fel [47].

nyalmirigyek

A

éz; -,
"
rid

/._f

> [/
Sublingualis T "Y
nyalmirigy i
WS submandibularis
nyalmirigy

3. abra: A nagy nyalmirigyek elhelyezkedése

Az emberi nyalmirigyek 1000-1500 ml nyalat termelnek naponta. A nyalat alapvetden
feloszthatjuk a nyalmirigy specifikus nyalra, és a teljes nyalra (,,whole saliva”), amely mar
tartalmazza a szajiiregben 1évo, és a kiilvilagbol bekeriilé baktériumokat, az epithelidlis
sejteket, ételmaradékokat, vérbdl szarmazo anyagokat. A kevert nyal normalisan 99,3% vizet,
és 0,7% széarazanyagot tartalmaz, mely anorganikus s6kbol és organikus anyagokbol: amilaz,
maltdz, mucin, serum albumin, globulin stb all. A szekretalt huméan nyal mennyisége és
Osszetétele sok tényezotdl fligg, példaul a ,,flow rate”-tél, napszaktol, a nyalmirigyek tipusatol
és méretétdl, az elvalasztdst meginditdé stimulus tipusatol és hatdsanak iddétartamatol,
étrendtdl, szedett gyogyszerektdl, életkortol, nemtdl és vércsoporttdl. Az elvélasztott nyal
mennyisége 0,3- 7 ml/perc és 0,5- 1,5 I/nap kozott valtozik. Hipotdnids oldat, pH-ja 6,2 ¢€s

7,4-es tartomany kozott valtozik.
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3.2. NYALFEHERJEK

A human kevert nyal fehérjekoncentracidja normalisan 1-3 g/l, ez tobb mint 1300
kiilonféle fehérjét jelent. Ezen érték kiilsé stimulacid hatdsara nem valtozik szignifikansan, a
szekrécio szoros neuroldgiai kontroll alatt van. A pszichés allapot viszont erésen befolyasolja
a nyalfehérjék megoszlasat (szerdzus ill. mucindzus nyal). A komplex nyéalban 1évo proteinek
mennyisége foként a f6 nyalmirigyekbdl és a kis nyalmirigyekbdl szarmazik, de a vér, a
szajiiregi szovetek és a mikroorganizmusok is hozzdjarulnak ehhez. Korilbelil 53%-a a
nyalproteineknek a vérbdl és egyéb szovetekbdl szarmazik és kb. 5%-a az epitheliumbol. A
teljes nyal proteintartalma alkalmas sokféle fiziologiai és biokémiai vizsgalatra. Ez azért
lehetséges, mert a proteinek szekrécioja neurologiai kontroll alatt all és a termelés stimulustol
fligg. Masrészt a jelentds szdmu proteinmodifikéacio az oralis kdrnyezetben megy végbe, ahol
szamos gazdaszervezetbdl és baktériumoktol szarmazoé enzim hat a nyalmirigyekbdl kidramlo
proteinekre [53-56].

A nyal kiilonféle funkcioit fehérjemolekulak sokasaga biztositja. Igy a lubrikalasért
mucinok, prolin-gazdag glikoproteinek és a nyal viztartalma feleldsek. Antimikrobialis
aktivitast mutatnak a defenzinek, az amilaz, a lizozim, a laktoferrin, a mucinok, a cisztatinok,
illetve a hisztatinok. A pufferkapacitast a bikarbonat, a foszfation és kiilonboz6 fehérjék
biztositjdk. A remineralizacioban fontosak a kalcium- és foszfationok. A falat
megformalasahoz vizet és mucint hasznalunk fel. Az izleléshez viz és gustin, mig beszédhez

viz és mucin szlikséges [57,58].

A proteomika elmult évtizedekben bekovetkezett robbandsszeri fejlédésének
kdszonhetden a nyal, mint 0j diagnosztikus eszkoz az érdeklddés eldterébe keriilt. A fehérjék
nagy pontossdgu azonositdsabol, valamint a szintjiikon bekovetkez6 moddosulasok
meghatarozasabol addéddan a proteomika a korai kimutatds igéretes modszerének tlinik. A

becslések szerint a sejtben talalhatod fehérjék kb. 20 %-a valasztodik ki a nyélba. Ez a tény
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teszi lehetové 1j, fej-nyaki lapham karcinoméra jellemzé biomarkerek kimutatisat szoveti
»szekretomok™ vizsgalatan keresztiil, melyek mind a nyalbol, mind a tumorhoz kozeli
folyadékbol, illetve a szérumbol is kimutathatok. A fej-nyaki laphamrakok esetében a nyal
idedlis forrasnak tinik. Az emberi nyal relative konnyen, nagy mennyiségben non-invaziv
moédon gylijthetd, ez a tulajdonsdg a nagy teljesitményt ny0jtdé vizsgalati modszerekkel
egylittesen egy megbizhato, a mindennapi klinikai gyakorlat szdmara alkalmas anyagga teszi.
Egyelére nem létezik még szdjiiregi daganatok korai felismerésére kidolgozott lakossagi

SzUreés.
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4. VIZSGALATAINK CELJA

. Vizsgalataink soran arra kerestiik a valaszt, hogy nyalbdl kimutathatok-e fej-nyaki

daganatos betegekre jellemz6 tumorspecikus biomarkernek szamito proteinek?

. Az azonositott proteinek mennyire specifikusak fej-nyaki daganatokra?

. Az azonositott tumormarkernek vélt proteinek valoban megtalalhatok-e a a daganatos,

illetve a kdrnyez6 szovetekben?
. A proteinek szovetekben vald megoszldsanak vizsgalataval a mikrokdrnyzetében

lezajlo valtozasok mennyire jellemezhet6k - tumorgenezis?

Tovabbi célunk volt egy gyors, megbizhat6 és lehetdség szerinti egyszerli vizsgalati
protokoll kidolgozésa, mely a késObbiekben egy nagy betegszamu tanulmany alapjaul

szolgalhatna.
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5. ANALITIKAI MODSZEREK

5.1.MINTAVETEL

A nyalmintak gy(jtésére hideg csapvizes 6blitést kovetden, stimulalas nélkiil keriilt sor
reggel 8 és délelétt 10 ora kozott mind a tumoros, mind a kontrollcsoportban egy széles
korben elfogadott modszer szerint. Roviden, a résztvevoket megkértiik, hogy a begytijtés elott
oblitsék ki a szajlregiiket haromszor csapvizzel; a nyadlmintakat a nem-stimulalt sz4jiiregben,
a bukkalis redébdl 5 ml-es fecskendével vettiik, majd Eppendorf csében (Eppendorf Austria
GmbH, Bécs, Ausztria) jégen taroltuk. Ezt kdvetden a mintadkat 2500/min fordulaton, 12
percig, 4°C-on centrifugaltuk. A nyalmintak feliiliszo6jat tovabbi vizsgalatokig -80°C-on
taroltuk. A kutatist a Pécsi Tudomanyegyetem Ember- és Allatkutatasi Etikai Bizottsaga

hagyta jova az Ember- és Allatkisérleti Etikai Kodex-szel osszhangban (eng. sz. 3382/2009).

5.2. ELEKTROFOREZIS

A fehérjék azonositasdhoz legtobbszor nem tiszta, nem csak egyféle fehérjét
tartalmazo oldat all rendelkezésiinkre. A benne 1év6 fehérjéket szét kell valasztani. Az
elektroforetikus modszerek mara a legérzékenyebb, legsokfélébb ¢és legnépszeriibb
szeparacids technikék kozeé tartoznak. Lényeglik, hogy vizes kézegben létrehozott elektromos
térben a toltéssel rendelkezé molekulak elmozdulnak az ellentétes toltést elektrod felé. Ha a
vandorlasuk irdnya vagy sebessége kiilonb6z6, a molekulak egymastol elvalaszthatok. A
vandorlas sebessége fiigg a molekula toltésétdl, tomegétdl €s a surlodasi egylitthatotol,

tovabba az elektromos tértol.
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Fehérjék esetében a legjobb felbontast az SDS-PAGE biztositja. Az akrilamid-
monomerek polimerizaciora képesek, igy hosszu, el nem dgazd polimer lancokat alkotnak. A
metilén-bisz-akrilamid a lancok kozt hidakat képez, igy a gél egyetlen térhalds szerkezetii
az ateresztoképessége. A poliakrilamid géleket altaldban két iiveglap kozott, géllemez
formajaban polimerizaljak, az elektroforézis fiiggdleges helyzetben torténik. Az SDS a
fehérjét denaturalja, mintegy "kitekeri" a fehérjéket, apolaros részével azok belsd, hidrofob
magjat fellazitja, és mivel anionos detergens, a fehérjéket negativ toltésekkel latja el. A
kotodott SDS mennyisége egyenesen ardanyos a lanc hosszaval, vagyis a fehérjék
molekulatomegével. Ez més szoval azt jelenti, hogy az SDS kezelés utan az Gsszes fehérje
relativ toltése nagyjabol azonos lesz. Raadasul a kezelés hatdsara az egyes fehérjék alakja is
hasonlova valik. A negativ t6ltésii SDS molekulak taszitjak egymast, ezért az SDS-kezelt
fehérjek valdszintileg kozel rid alakuak lesznek. Mindez azt eredményezi, hogy az egyes
fehérjék kizarolag méretiik szerint elvalaszthatok lesznek. Mivel a molekulaméret aranyos a
molekulatomeggel, az SDS-PAGE végsé soron molekulatomeg szerint szeparal. Ismert
molekulatomegii fehérjékkel kalibralva lehetdség nyilik a fehérjénk molekulasulyanak

meghatarozasara [55,56].

mintafelvitel /

fehérjekeverék

az anionok
vandorlasanak
iranya

4. abra: Fehérjék elvalasztasa poliakrilamid gél lemezben
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5.3. TOMEGSPEKTROMETRIA

A tomegspektrometria (mass spectrometry, MS) egy olyan analitikai technika, amely
szerves ¢€s szervetlen komponensekbdl képzoédott ionok tomeg/toltés (m/z) aranyanak
vizsgalatat teszi lehetévé. A modszer azon alapul, hogy az elemzett anyag részecskéibol
keletkezett ionok elektromagneses tér hatasara relativtomegiik és toltésiik hanyadosa szerint

szétvalaszthatok.

5.3.1. A tomegspektrométer felépitése és miikodése

Mintabeviteli
rendszer

1 Vakuumrendszer

I
1
I
I
1 =+> | lonoptika |[—>| Tomeganalizator |—>| Detektor
I
I
I

I
!

Adatfeldolgozo6
rendszer

5.4abra: Tomegspektrométer miikodési elvének sematikus rajza

A tomegspektrométer fobb részei a kovetkezdek:
1. minta el6készité-bevivo rendszer,
2. ionforras,

3. analizator
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4. detektor

5. kapcsolodo szamitogépes adatfeldolgozo és iranyito rendszer.

Az analizétor, a detektor és az ionforrasok viszonylag jelentés vakuum (10™*—107"mbar)
mellett tizemeltethetok. A nagyvakuum az ionizaci6é hatékonysaganak novelését, masrészt az
ion-molekula {itkzések minimalizalasat szolgalja. Ezek a nem kivant kdlcsonhatasok
moédosithatndk az ionok repiilési palyait, részben vagy teljesen kiolthatnak toltésiiket, igy
reprodukalhatatlannd tehetnék a tomegspektrumot. A modern tomegspektrométerekben a
nagyvakuumot két 1épésben allitjak eld. Elséként egy eldvakuum-szivattyi 10°-10" mbar
vakuumot hoz 1étre, erre a célra altaldban rotacids szivattyat alkalmaznak. A 10“-107 mbar
nagyvakuumot egy vagy tobb turboémolekularis szivattyu biztositja. A nagyvakuum

alkalmazésa nagyban noveli az érzékenységet ¢és a felbontast is.

5.3.2. Mintaelokészités

Tomegspektrometridval elméletileg barmilyen halmazallapoti  sokkomponensii
rendszer vizsgalhatd, azonban ezt nagyban befolyasolja az alkalmazott mintabeviteli és
ionizacios technika. Illékony vegyiileteket (példaul: gazok, konnyen parolgd anyagok)
kozvetleniil be lehet vezetni a forrdsba, ahol az ionizacid6 megtorténik. Ha a vegylilet nem
ilyen, akkor elészor fel kell oldani, oldat formajaban cseppenteni a targetlemezre (5. abra),
majd valamilyen alkalmas megoldéassal gazfazisba juttatni; ez torténhet elektromos erdtér
vagy porlasztas és szaritogaz segitségével. Az oldoszer helyes megvalasztasa alapvetden
befolyésolja a tdmegspektrum mindségét.

Altalanossagban keriilendé a pufferek és a nem illékony sok alkalmazésa.
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Target plate with transponder technology

6.abra: Mintak felcseppentése a mintatartd lemezre

5.3.3. Ionforrasok

Ionforrasnak nevezziik a tomegspektrométer azon részét, melynek segitségével a minta
molekulaibol gazfazisok képzddnek. A méréshez sziikség van a vizsgalt részecskék
ionizalasara, mivel a késziilékben valé mozgatasuk az elektromos toltésiikre gyakorolt hatés
alapjan torténik.

Optimalis ionizalasi feltételek kellenek a megfeleld érzékenység eléréséhez, a maximalis
szerkezeti informécio6 kinyeréséhez.

Az ionizécids technika megvalasztasat foként a vizsgalanddo molekula és az azt
koriilvevd matrix hatdrozza meg. Mivel univerzalisan alkalmazhat6 ionizéacios technika nincs,
igy a késziilékek fejlodésénél meghatdrozo szerepti a kiilonbozd ionforrasok cseréjének
gyorsasaga ¢és egyszerlisége. A legrégibb és igen gyakran alkalmazott eljaras az elektron-
ionizacid vagy a kémiai ionizacio.

Az 1980-as években mutattak be a matrix segitett 1ézer deszorpcios ionizaciot (Matrix
Assisted Laser Desorption lonisation — MALDI). Ez a modszer képes volt nagyméretii
biomolekuldk ionizdldsara. Ennek a modszernek a lényege, hogy az eldzetesen eldkészitett
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mintamolekulakhoz kis molekulatomegti, szerves Un. matrixanyagot keveriink, amely elnyeli
és kozvetiti a lézer energidjat a vizsgalandé anyagnak, illetve ionizdlja azt, mikdzben
meggatolja a keletkezett ionok fragmentaciojat. A mintat tulajdonképpen a gerjesztett, ionizalt
matrixmolekulak fogjak ionizalni, mikézben egy lépésben végbemegy a 1ézer deszorpcid és
ionizacio. A keletkezett ionok egy gyorsiton keresztiil jutnak az MS analizatorba (6. abra).
Tripszinnel emésztett biomolekuldk vizsgalatdhoz altalaban a-ciano-4-hidroxi-
fahéjsavat (CHCA) hasznalunk matrixként. Alkalmazasaval igen magas Szenzitivitasu

vizsgalatok végezhetdk, kb. 10 kDa méréshatarig [59].

lézersugar mintaion
\ 1

i

analizator felé

analit-matrix keverék matrixion

7. abra: MALDI miikodésének sematikus rajza

[A fehérjekutatis modern modszertana, Medicina kiado, 2011.]

5.3.4. Analizator

Az analizatorban a képzddott ionok szétvalasztdsa torténik a tomegilik €s a toltésiik

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

33



sebességre képes szert tenni egy adott térerdsség hatasara. Tulajdonképpen ezt hasznaljak ki
az ionok transzportjan alapuld modszerek. Az ujabb, modernebb késziilékek inkabb az ionok
szelektiv tarolasa révén valasztjak szét a részecskéket. Az analizator jellemzd paraméterei a
maximalis vizsgalhaté tomeg, az ateresztoképesség (a detektalt és a képzddott ionok
szdmanak hanyadosa), illetve a maximalis felbontoképesség. A legfejlettebb
tomegspektrométerek esetében az utdbbi érték elérheti az egymilliot is.

Az egyik legelterjedtebb analizator tipus az un. quadrupol tomegsziiré elven miikodik.
Itt az ionok négy parhuzamos hengeres rud koézott haladnak, amelyekre egyendramot és
nagyfrekvencids valtéaramot kapcsoltak. A szemben 1év6 rudak azonos, a szomszédosak
ellentétes polaritasuak, igy kozottiik oszcillalo elektromos tér alakul ki.

Az ide bejutd ionok kiillonbozo amplitidoju kitéréseket végezve haladnak, a rudak
kozti idedlis palyat csak meghatarozott m/z értékli ionok képesek tartani. A quadrupol
késziilékek viszonylag egyszertibben miikddtethetdk, gyorsak, jol kombinalhatok kiilonféle
ionforrasokkal. Hatranyuk, hogy tomegpontossaguk ¢&s felbontoképességiik viszonylag
alacsony. Hasonl6 elven miikddik az ioncsapda is, amelynél egy gytiri alaki és két masik
elektrod kozott jon 1étre az oszcillald haromdimenzios elektromagneses tér.

Az elektrotechnika fejlodésével lehetové valt igen kicsiny idékiilonbségek pontos
¢észlelése, amely a repiilési idon (time-of-flight, TOF) alapuld elvalasztas alapjat képezi. A
megoldas lényege, hogy a repiilési csObe azonos iddpillanatban, azonos kinetikai energiaval
rendelkezo ionok kis csomagjai érkeznek, és a detektort az m/z aranyos repiilési id6 utan érik
el. A TOF késziilékekkel ma mar igen jo felbontoképesség, széles mérési tartomany érhetd el,
illetve alkalmazasukkal megvalosithatd tobbféle fragmentacios lehetéség is. Megfeleld
ionforrassal (MALDI) kombinalva a nagyobb biomolekuldk vizsgalataban nélkiil6zhetetlenek
[59]. A MALDI-hoz idealis a repiilési id6 analizator, mivel altala kihasznalhat6 a tobb szaz

daltonos felsé tomeghatar, valamint nagy felbontas €s érzékenység érhetd el.
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8. abra: A repiilési id6 analizator felépitése ¢s mikddési elve

[A fehérjekutatis modern modszertana, Medicina kiado, 2011.]

Vizsgalatainkban MALDI TOF (Matrix Assisted Laser Desorption lonisation Time-of-
Flight) tipusu eszkdzt hasznaltunk a mérések elvégzésére. Ez a technika a nem illékony
biopolimerek, peptidek, fehérjék, valamint szintetikus rendszerek szerkezetének komplex
tanulmanyozasara kitlinden alkalmas. A tomegspektrométerek rendkiviil kis anyag
mennyiségli mintdk (femtomolnyi mennyiségben) gyors, pontos, megbizhaté analizisére
alkalmasak, az elvalasztadstechnikaban hasznalatos modszerekkel jol kombindlhato
késziilékek. Mindségi analizist végezhetiink, a gép alkalmas a nagy ateresztoképességet
igényld mérésekre (high throughput tipus), hiszen akar napi 6500 mérést is képes elvégezni
automatizalt lizemmoédban. Hasznalataval szekvencia informacidokhoz juthatunk, és kémiai
modositasok pontos kimutatdsara valamint verifikdciora is alkalmas. Mennyiségi mérésre nem
hasznalhato, erre inkabb kromatografids méréseket alkalmazhatunk. A vizsgalt mintdk
attekinté felmérése (screening) egyszerlien és gyorsan elvégezhetd. Az eszkoz fenntartdsa

relative olcso, miikodési elvébdl fakaddan nem jellemzd a meghibdsodasa.
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5.3.5. Detektor

A tomegspektrométerben haladd ionok csoportja 1ényegében a forrastol a detektorig
tartd elektromos aramot jelent. A késziilékek detektorai a hozzajuk érkezdé rendkiviil kis

iondramot (10-10-10-15 A) érzékelik, és értékével aranyos analdg elektromos jelet képeznek.

5.3.6. Fragmentalas és tandem tomegspektrometria

Ha viszonylag kis energidval ionizaljuk a vizsgalandé anyagunkat, akkor a molekulak
egészben maradnak, és a tomegiikre és toltésiikre jellemzé un. molekulacsucsot [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 hozzaadasaval pontosan szabalyozott 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 val6 litk6zés
révén (collision induced dissociation, CID; és electron transfer dissociation, ETD).

Természetesen ilyenkor csak azok a fragmentumok, mas szoval lednyionok jonnek
szOba, amelyek az eredeti toltést tovabb hordozzak. Ezt a jelenséget hasznalja ki a tandem
tomegspektrometria — jelolése: MS/MS vagy MSn —esetében, amikor két egymds utan
kapcsolt analizator koz¢ egy jellemzden argon, hélium vagy nitrogén gdzzal mukoddtetett
iitkozeési cellat (collision cell) iktatnak. Itt lehetdség van az elsé analizatorban szétvalasztott

ionok egyenkénti fragmentalasara, és a leanyionok szelektiv vizsgalatara.
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5.3.7. A tomegspektrum

A tomegspektrum a tomeg/toltés (m/z) ardny ¢és az ionintenzitds fliggvényszeri
abrazolasa. A legmagasabb csucs a baziscstcs, ehhez viszonyitjuk az 0Gsszes tobbi
komponenst. Az abszolut ionmennyiség aranyos a mintaban jelen levé anyagmennyiséggel, a
fragmentumok relativ ionintenzitasai pedig a molekulatipusra és az alkalmazott mérési
eljarasra jellemzéek. A késziilékre, igy a Kkapott tomegspektrumra is jellemzé a
felbontoképesség, amely azt a R = m/Am értéket jelenti, ahol m a tomegszam, melytdl egy
szomszédos csucsot még éppen el tudunk kiiloniteni. Ehhez meg kell adni, hogy a két csucs
kozos atfedo szakasza legfeljebb milyen relativ magassagu lehet, Am a két cstics tomegének
kiilonbsége (ill. helyesebb m/z és A[m/z] értékekrdl beszélni). A felbontoképesség a nagyobb

tomegek felé haladva altalaban csokken, tipikusan 15000—100000 értéki.

5.3.8. Fehérjék azonositasa - PMF (Peptide Mass Fingerprinting)

A fehérjék proteolitikus hasitasi termékeinek adatbazisban torténd lekeresésén alapuld
vizsgalatok alapjat az képezi, hogy a fehérjék adott specificitasi enzimmel, vagy kémiai Gton
valdo emésztése révén kapott peptidekhez a szekvencidjuknak megfeleld tomegek tartoznak.
Ez azt jelenti, hogy adott szekvenciaval rendelkezd fehérje egy tomeglistat ad meghatarozott
emésztés soran, amit az adatbazis lekeresések az adatbazisban 1év6 fehérjék elméleti
emésztése soran kapott peptidek tomeglistdjaval hasonlitanak Gssze. Ilyen adatbazis keresd
programok példaul a Mascot, SwissProt, NCBInr. Az adatbazis keresés felhasznalja a
peptidek MS/MS spektrumat, amely alapjan lehetséges aminosav szekvenciakat hataroz meg,

Osszevetve ezt az adatbazisban 1évo fehérjék szekvencigjaval.
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5.4. KEPALKOTO TOMEGSPEKTROMETRIA (MALDI-IMAGING)

Napjaink egyik legigéretesebb peptid €s protein biomarker diagnosztikai alkalmazasa
a MALDI TOF/TOF tomegspektrometriara épiilé képalkot6 modszer (MALDI Imaging),
amelynek soran egy specialis mintatartora 10-20 mikronos szovettani metszetet és matrixot
szaritunk. Ezt kdvetden a mintardl eldore meghatarozott szisztémaban és 1ézerintenzitassal tobb
ezer tomegspektrumot vesziink fel. Ezeket a megfelelé szoftver az egyes m/z értékekhez
tartozd intenzitdsok alapjan képként jeleniti meg. A modszer oOriasi elénye, hogy
parhuzamosan alkalmazhaté az egyéb (in vivo fluoreszcens, NMR, MRI, CT, FT-IR)
képalkotdsi modszerekkel, igy olyan Uj tudoményos ¢és diagnosztikai eredményeket
szolgaltathat, amelyek forradalmasitjak a klinikai diagnosztika mai modszertanat. A MALDI
imaging lehet6séget ad a fehérjék vizsgalatara direkt in situ a szoveti felszineken, vagy
vékony metszetekben, megérizve a szovet szerkezeti integritasat [60-64]. Kovetkezésképp
olyan kép hozhato 1étre, mely igen hasonlatos a szdvettani metszetéhez és a molekularis
komponensek térbeli eloszlasat mutatja [65-70]. Igy nem csak ép és koros szovet kozotti
kiilonbség tehetd lathatova, hanem lehetdséget ad arra is, hogy a malignus transzformacio
olyan korai szakaszat észleljiik, amely szovettanilag még nem detektalhato [71,72].

A képalkotasi tomegspektrometria lehetdséget ad arra, hogy a szdvettani informaciokat
kombinaljuk egy jelolésmentes analitikai modszerrel. Az eljaras soran 15 pum-es fagyasztott
metszeteket készitettiink -17°C-on CMC (carboxymethyl cellulose) beagyazast kdvetéen a
metszeteket specialis ITO (Irridium-6n-oxid) bevonatos iiveg targylemezre vessziik fel (Part
No. 237001, Bruker Daltonics, Bréma, Németorszag). A metszeteket el6szor jéghideg 70%-,
majd 90%-o0s vizes etanol oldattal mostuk 1-1 percig. Nitrogén gazos szaritast kdvetéen
mustarsav matrixot hasznaltunk, amelyet 50 ciklusban porlasztottunk a mintara az altalunk
kifejlesztett piezoelektromos berendezés segitségével. A 7 mg/ml-es matrix oldat minden nap

frissen késziilt acetonitril és 0,2%-0s TFA oldatdban (6/4, v/v). A tomegspektrometrias
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vizsgalatokat egy Bruker Autoflex Speed MALDI TOF/TOF 1 kHz-es szilard fazisu
Smartbeam lézerrel szerelt tomegspektrométerrel végeztiik el. A méréseket pozitiv ionizacids
modban, linedris detektalas mellett végeztiik m/z 3000 és 30000 tartomanyon beliil. Térbeli
felbontasnak 80 mikrométert hasznaltunk, pixelenként 300 1ézerlovésbdl szadrmazo
tomegspektrumok atlagat rogzitettiik. Az adatok Kiértékelés FlexImaging 3.0 és FlexControl
3.4 software (Bruker Daltonics, Bremen, Germany) hasznalataval tortént. ClinProTools 2.2
software (Bruker Daltonics, Bremen, Germany) szolgalt a reprezentativnak tartott teriiletek
tomegspektrum alapt statisztikai analizisére. A statisztikai elemzések soran a szoftver
elvégezte a spektrumok ujrakalibralasat, spektralis kiértékelését, normalizalasat és a

kiilonb6z6 adathalmazok statisztikai algoritmusokkal torténd modellezését.
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9. abra: Képalkotasi tomegspektrometria folyama

5.5. IMMUNHISZTOKEMIA, KONFOKALIS MIKROSZKOPIA

A sejtek morfologiai sajatsagait vizsgalhatjuk festés utan hagyomanyos képalkotd
eljarasokkal, de ellenanyagokkal valo specifikus jelolés segitségével pontosabb molekuléris
informaciokra tehetiink szert. A sejtek intracellularis és sejtfelszini fehérjemolekuléi ellen
fejlesztett specifikus poli- vagy monoklonalis ellenanyagokkal, enzim vagy kovalensen kotott
fluoreszcens  jelzés  felhasznalasaval —immunhisztokémiai eljarassal — mikroszkopos

megfigyeléseket tehetiink a sejtek fehérje alkotoelemeirdl.
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A konfokalis mikroszkop fluoreszcensen jelolt mintdk vizsgalatara alkalmas. Jobb
felbontasu képeket ad, mint a hagyomanyos fluoreszcens mikroszkdpok, és képes "optikai
szeletelésre", vagyis képet alkotni a minta egyetlen szeletérdl. A kapott digitalis kép
szamitogéppel kezelhetd és elemezhetd. Tobb szelet képét Osszerakva a fluorofor térbeli
elhelyezkedése is vizsgalhato.

A hagyomanyos mikroszkopokkal szemben, ahol a minta egy teriiletét éri a
megvilagitas, a konfokalis mikroszkopnal egyszerre csak a minta egy pontjat vilagitjak meg.
A lézer fényforras fényét az objektiv lencse a minta egy pontjara fokuszalja (ez esetben az
objektiv jatssza a kondenzor szerepét is), majd a mintabol eredé fluoreszcens, ill. visszavert
fényt ugyancsak az objektiv gylijti 0ssze. Mivel egyszerre csak a minta egyetlen pontjat
vilagitja meg, a konfokalis elrendezés onmagaban nem ad képet. Ahhoz, hogy képet kapjunk,
sorra végig kell pasztazzuk a vizsgalandd teriilet minden egyes pontjat. Ezt a jelenleg
hasznalatos rendszerek tobbségénél pasztazo nyalabbal oldjak meg (beam scanning). Ekkor az
eltéritett nyalab sorra végigfut a teriilet minden pontjan, épp ugy, ahogy az elektronsugar a
tévéképernydn. A detektor minden egyes pontban megméri a fény intenzitasat, ezekbdl a

konfokalis mikroszkopia 0sszerakja a képet.

megvilagité fény

L tubuslencse agermra
dikroikus ;
tikor . BRI = Ry S A —
\ A - iR ﬂ detektor
X
I// ﬂ“pésztézé
| egység
v V.Y a konfokalis térfogatelem mérete:
;i\: _{__ emittalt/szort X X
~  fotonok l I
z y
~=-- objektiv ‘ .
O e s f6kuszsik

10. abra: Konfokalis mikroszkopia elve
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6. EREDMENYEK

Kisérleti munkank praktikusan két fazisra tagolodott. Az elsében elvégeztik a
beteganyagbol szarmazo nyalmintak proteomikai elemzését annak érdekében, hogy fehérje
biomarkereket azonositsunk. A masodik fazisban a betegek szovettani metszeteibdl szarmazo
mintakat képalkotasi tomegspektrometria segitségével vizsgaltuk a biomarkerként azonositott
proteinek lokalis eloszlasanak, expresszidjanak meghatarozéasa céljabol. Ezért dolgozatom is
ezt a felépitést koveti, igy az eredmények részben két nem egyezd szamu beteganyagon

végzett multimodalis vizsgalat eredményeit mutatom be.

6.1. FEHERJE BIOMARKEREK AZONOSITASA NYALMINTAKBOL

6.1.1. Beteganyag

A kutatasban 25, az anyaggylijtésbe beleegyezd, fej-nyaki tumorban szenvedd beteg
(10 n6, 15 feérfi) vett részt; az atlagéletkor 56,48 év volt (a legfiatalabb beteg 22, a legiddsebb
78 éves volt). A fiiggelék 2. tablazata szemlélteti részletesen az Osszes vizsgalt, fej-nyaki
tumorban szenvedd beteg adatait. A fej-nyaki tumoros betegeket egy 25 egészséges
onkéntesbdl alld kontrollcsoporttal (15 dohanyzo6, 10 nem dohdnyzd) hasonlitottuk 6ssze kor
és nem szerint. A tumoros csoportban 19 betegnél malignus, 6 betegnél benignus fej-nyaki
daganat allt fenn. A fej-nyaki laphamkarcinomaval diagnosztizalt betegek mindegyike erds
dohanyosnak szamitott (legalabb 1 csomag cigaretta naponta). A betegek koziil senki sem

részesiilt terapidban a nyalminta gyiijtését megelézden.
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6.1.2. SDS-PAGE gélelektroforézis

Ultra Turrax homogenizatort hasznalva, a nyalmintakat 20 mM Tris/HCl
pufferoldatban (pH 7,4) homogenizaltuk, mely 3 mM EDTA-t, 5 mM beta-merkaptoetanolt és
1% SDS-t (natrium dodecilszulfat) tartalmazott. 1%-os bromfenol-kék hozzaadasa utan a
mintakat 2 percig forraltuk, majd centrifugéltuk (8000 g 2 percig). SDS-PAGE-t végeztiink
12%-o0s gélen Laemmli modszere szerint [73]. A molekulatomeg meghatarozasahoz alacsony
moltdmeg kalibracios kitet (Pharmacia) hasznaltunk. A géleket Coomassie brilliant blue R-
250-nel festettiik meg, majd a festéket egy 5% (v/v) ecetsavat valamint 16% (v/v) metanolt
tartalmazo oldattal eliminaltuk. Az eldkészitett mintakat SDS-poliakrilamid gélen futattuk,
hogy a fehérjék méret szerint szétvaljanak. Az elektroforetogrammon tisztan kivehetd a

kiilonbség a kontrol és a tumoros nyalmintak osszetételében (11-12. abra)

MW((kDa)K KDKD B B B B
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11. abra: Néhany kontrol és patologas minta elektroforetomgrammja (K: kontrol, KD:

kontrol dohanyos, B: benignus elvaltozas, malignus elvaltozasok jelolés nélkiil, A mintak: 1K,

1KD, 2KD, 3,7, 9, 11, 4, 6, 8, 13)
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12. abra: Malignus és benignus elvaltozasok elektroforetogrammja (B: benignus, malignus

elvaltozasok jelolés nélkiil, A mintak: 1, 10, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 21, 22, 23))

Az elektroforetikus futtatds utan a géleket bescanneltiik, majd a vizualis
Osszehasonlitdo elemzés utdn, az extra savokat, amelyek a betegek mintdiban keletkeztek,
szikével kimetszettiik.

A gél darabokat szobahOmérsékleten dehidraltuk, majd 10 pL tripszin (0.04 mg x mL-
1) Tris puffer (2,5 mM, pH 8,5) oldattal 37°C-on 1 éjszakan at inkubaltuk. A kivont peptideket
15 perces ultrahangos fiirdében 15 pL acetonitril és hangyasav (49/50/1v/v/v) vizes oldatban
tartottuk. Az oldatbol vald kivonds utan a peptideket liofilizaltuk, és Gjra feloldottuk vizben. A
liofilizalt fehérje triptikus emésztményének vizes oldatit a mintatartd lemezre (MTP 384
massive target plate, Bruker Daltonics, Bremen, Germany) vittiik fel. A mintatarté talcan
minden egyes 1 pL térfogat mintaoldathoz 1puL telitett matrix oldatot kevertiink. A matrix
oldatot minden felhasznalas el6tt frissen készitettiik: a-ciano-4-hidroxi-fahéjsavat (CHCA)

acetonitril /0,1% TFA (1/2 v/v)-ben oldva.
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6.1.3. Tomegspektrometrias elemzés

A tomegspektrometrids méréshez Autoflex II TOF/TOF tipust (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 izemmaddban, FlexControl 2.4 szamitogépes program
vezérlésével. A PMF-hez 20 kV gyorsité fesziiltséget haszndltunk. A miiszer 337 nm-en
emittdlo pulzald nitrogén lézert alkalmaz a minta és a matrix elpdrologtatdsdhoz ¢és
ionizacidjahoz (model MNL-205MC, LTB Lasertechnik Berlin GmbH., Berlin, Germany).
Minden egyes mérés eldtt kiilsé tomegkalibraciot végeztiink a Bruker Peptide Calibration
Standard szet segitségével (#206195 Peptide Calibration Standard, Bruker Daltonics, Bremen,
Germany). 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.

13. abra: Bruker Daltonics, Autoflex II tomegspekrometrias késziilék
[http://www.medwow.com/med/mass-spectrometer/bruker/autoflex-ii-linear-tof/60250.model-
spec]
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A fehérjék PMF azonositdisa MSDB (Swiss-Prot) és NCBInr adatbazisok
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 keresés sordn az egyszeresen
pozitiv t6ltésti monoizotdpos peptidcstucsokat vettiik figyelembe, keresési hibahatarnak 100
ppm-et, illetve 1 kihagyott triptikus hasitdsi helyet adtunk meg. Az adatok tovabbi
feldolgozasat a Bruker FlexControl 2.4 (Bruker Daltonics, Bremen,Germany) és a Bruker
FlexAnalysis 2.4 (Bruker Daltonics, Bremen, Germany) programok segitségével végeztiik el.
A MALDI-TOF/TOF tomegspektrometria felhasznalasaval azonositottuk azokat a fehérjéket,
melyek jelenléte kimutathaté a betegségek manifeszticioja sordn, illetve amik diagnosztikai
értékiiek lehetnek. A meghatarozas soran rogzitettiik az elsddleges tomegspektrumot, majd ezt
kovetden a nagyobb intenzitasu, vagy diagnosztikailag jelentds peptideket PSD,- vagy CID
fragmentacidval tovabb bontottuk. Igy tudtuk meghatérozni a peptidek pontos elsddleges
szerkezetét és annak modosulasait [54,55]. A daganatos betegekre jellemzé kimetszett
savokban 1év0 peptidekrdl készilt MALDI TOF/TOF MS vizsgalatban fehérjéket
identifikaltunk. Azokat a proteineket, melyek a daganatos mintak tobb, mint 85%-ban
azonosithatok voltak a 3. tablazatban tilintettiik fel. A legnagyobb mennyiségben jol ismert,
altalanos funkcioju proteineket talaltunk a daganatos és az egészséges onkéntesek mintaiban,
mint amilaz, keratinok és aktin. Emellett az annexin 1, zinc finger protein 28, regulator G-
protein 3, indoleamine 2,3-dioxygenase, OFD1 protein és CEP290 proteinek emelkedett

szintje volt regisztralhatd a daganatos betegek nyalmintaiban.
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No | Protein name Accession number Jfarq.'mr.i' Th e?rerimf Mascot Sequence ,
pepiides MW (Da) score coverage %

1 Amnexin 1 zi- 4502101 12 38690 127 40

2 Cytokeratin 4 2i:194387942 10 56193 95 18

3 Cytokerain 13 gi- 30377 8 45837 77 20

4 Zinc finger protein 28 gi- 56542871 5 77418 54 13

5 Regulator G-protein gi- 62865654 10 67240 103 22

6 Indoleamine 2 3-dyoxigenase  gi: 215274147 5 45306 60 12

7 Unnamed protein product gi: 194375200 5 37325 71 18

8 QFD 1 protein zi- 64654025 12 111675 82 16

o | ChainA. buman salivary gi- 14710766 11 55857 100 31

amylase

10 Unnamed protein product gi- 47077030 7 38266 67 26

11 Keratin type 1 cytoskeletal zi- 24430192 19 51236 218 41

12 CEP 290 protein gi- 14250413 7 19223 89 30

13 COLGA3 gi- 210841772 12 278032 67 6

3. tablazat: A daganatos mintak tobb, mint 85%-ban azonosithaté proteinek

6.1.4 Azonositott fehérjék

Annexin Al

Az Annexin csalad tagja, Ca-dependens fehérje. A foszfolipaz A2 gétlasa révén az
inflammatorikus agensek: prosztaglandinok, leukotriének képzédése nem jon létre, igy
gyulladascsokkentdnek tekinthetjiikk. Biologiailag aktiv szerepét kimutattdk kiilonboz6
gyullad4sos patomechanizmusokon tal a sejtproliferacié mikodtetésében, a sejtpusztulds
szignalizaciojakor, illetve a Kkarcinogenezisben is. Az NFkB 35 szignaltranszdukcios

jelatvitelt gatolja, amit a tumorsejtek arra hasznalnak, hogy fokozzak a sejtproliferaciojukat,
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és elkeriiljék az apoptozist. Igy fontos szerepiik van tehat a karcinogenezisben, lassitjak a
tumor progresszidjat. Nem csak szdjiiregi tumorok esetén mutathat6 ki, hanem emld, cervix,
prostata, oesophagus rak és hajas sejtes leukémia esetén is. Hajas sejtes leukémiaban megné a
szintje, az emléraknal pedig szabalyozza az sztrogén proliferativ funkcioit: itt ugy viselkedik
akar egy tumorszuppresszor gén, illetve a DNS kéarosodasok ellen is véd. Ez a sokoldalusag az
ANX Al fehérjét a jol hasznalhatdo tumormarkerek ko6zé emeli [74-78]. Ezen kivil a
velesziiletett és szerzett immunrendszer erGsitésében is részt vesz, példaul a T sejteket
stimulalja. Néhany autoimmun betegség (rheumatoid arthritis, lupus erythematosus)

kezelésében is értek el mar eredményeket az ANX Al segitségével.

Cink-ujj fehérjék

A cink-ujj fehérjék a transzkripcios faktorok csaladjaba tartoznak, igy olyan DNS kot6
fehérjék, melyek a géndtirast szabalyozzak. A transzkripcids faktorok doménstrukturaja
hasonlo: tartalmaznak egy DNS-kot6é domént, amely felismeri a megfeleld szekvenciaelemet,
¢s egy aktivacios domeént, amely segiti az atirast. A cink-ujj fehérjék neviiket DNS-koto
doménjilik jellegzetes szerkezetérdl kaptak. A polipeptidlanc ezen régidja kesztyliujjszerii
kitiiremkedéseket alkot. Az ujjak alapjanak kritikus helyeit cinkionok stabilizaljak. A cink-ujj
az N-terminalist6l haladva két béta-lemezt tartalmaz, majd ezt egy alfa-hélix koveti. Az alfa-
hélix meriil a DNS nagy arkaba. A cinkion a bétalemezek egy-egy cisztein aminosav
oldallancat, valamint az alfa-hélix két hisztidinjét (esetenként ciszteineket) tartja Ossze
koordinativ kotésekkel, s ezzel szilarditja meg az egész szerkezetet. A cink-ujj alfa hélixe a
DNS nagy arkdban harom szomszédos bazisparral létesit kotést. A cink-ujj motivumot
hasznalo szabalyoz6 fehérjében mindig tobb (példaul 3-5) motivum sorakozik egymast

kovetve, igy annyiszor harom bazisparral 1étesit fehérjekapcsolatot, ahany cink-ujja van.
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S100 A8 A9

Az S100 protein csalad az alacsony molekulatomegl calciumkotd fehérjékhez tartozik
¢s cellularis folyamatok nagy szamat szabalyozza. Az S100A9 egy 13 kDa protein, mely Ca
kotést kovetden az S100A8-cal interakcioba 1ép egy funkcionalis heterodimert a calprotectint
1étrehozva. Mindharom protein eredetileg gyulladasos sejtek altal kibocsatott immunogenikus
proteinként volt azonositva, de pontos bioldgiai funkciojuk a mai napig sem ismert. A
sejtciklus szabalyozasaban is tulajdonitanak nekik szerepet. Az extracellularis S100A8/9
apoptotikus hatasat kimutattak kiilonb6z6 tumorsejtekre. A normal epidermiszben csak
minimalisan eXpresszalodnak. Kiilonbozd hatasokra adott stresszvalaszként az expresszidjuk
fokozodik/kivaltodik. Magas plazmaszintjeiket mérték szamos gyulladasos folyamatban kelld
szignifikanciaval [79,80]. Overexpressziojuk figyelhet6 meg gyulladas kivaltotta
karcinogenezis soran is. A kronikus gyulladas kiilonb6z6 daganatok kialakulasat is elGsegiti.
Ahogy a gyulladas angiogenezist idéz eld, indukalja a tumor ndvekedést eldsegitd faktorok és
gatolja, igy azok tumor progresszid iranyaban menekiilhetnek meg az apoptozistol. AZ
S100A8/9 protein kiilonbozoképp szabalyozott a kiilonféle daganatokban, és szerepet
84]. A calprotectin expresszioja, a klinikopatologiai jellemzok és a betegek prognozisa kozotti
korrelacié daganat tipusonként valtozik, azt sugallva, hogy a molekuldk funkcidja igen
sokrétli lehet. Egyre tobb bizonyiték szol amellett, hogy az S100 A8 és A9 mind pro-, mind
anti tumorgenetikus hatast kifejthetnek. A calprotectin up regulacioja a hiperproliferativ
daganatok karakterisztikus vonasa, masrészt a fehérje citotoxikus és apoptotikus hatassal bir
mas daganatoknal [85]. Tanulmanyok bizonyitjak, hogy az ilyen immunmediator molekulak

tumor ellenes és tumor promoter tulajdonsagokkal is birhatnak, melyeket a mikrokdrnyezetiik
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alakit ki végiil. Tumor promoter gyulladas ¢és anti tumor immunitds bizonyos pontig egyiitt is
jelen lehet a tumorgenezis bizonyos pontjaig, kornyezeti-mikrokdrnyezetei hatasok alakitjak
az egyensulyt kozottiik [86-88].

Korabbi tanulményok mutattak, hogy az S100AS8 potencialis tumor biomarker lehet,
prediktiv értéke és specificitasa nem ismert [89-95]. Driemel és munkatarsai mutattak ra arra,
hogy az S100A8 és A9 kiilonbozik a normal nyalkahartya, gyulladasos és hiperproliferativ
l1ézidkban, valamint oralis HNSCC-ben 100%-0s szenzitivitassal és mintegy 91%-0S
specificitassal [96]. Jou és munkatarsai allitasai szerint az S100A8 protein potencialis
biomarker, miutdan a szajiregi laphamkarcinoma kiilonb6z6 stadiumain vizsgaltak

nyalmintakat [97].
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6.2. BIOMARKERKENT AZONOSITOTT FEHERJEK LOCALIS
EXPRESSZIOJANAK MEGHATAROZASA KEPALKOTASI

TOMEGSPEKTROMETRIAS VIZSGALATOKKAL

Mint azt a korabbi metodikai fejezetben ismertettem a képalkotési tomegspektrometria
egy jelolésmentes, univerzalisan alkalmazhatd modszer a kiilonbozo lipidek, peptidek,
fehérjék lokalis eloszlasanak és relativ koncentracidinak vizsgalatara. Ennek eredményeképp
képalkotasi méréseink soran szamos olyan korabban biomarkerként azonositott fehérjét
detektaltunk, amelyek megjelenése a neoplasztikus vagy stromalis kornyezetre korlatozodott.
Dolgozatomban ezek koziil csak kettot emelnék ki, amelyek jelenléte az epithelidlis eredetii
neoplasztikus elvaltozdsokban a mai napig is szamos kérdést vet fel. Ez a két fehérje a
kalciumkotd fehérjék kozé tartozo S100 proteinek kozé sorolhato S100A8 és A9. Az S100
proteinek a szamos sejtfolyamatot szabalyozé kalciumkotd proteinek csaladjanak legnagyobb
alcsoportjat képviselik, intracellularis folyamatokat szabalyoznak, mint a sejt novekedése,
motilitas, sejtciklus-szabalyozés, transzkripcid ¢€s sejtdifferencidcio. Melanomdban az
emelkedett S100B protein-koncentracié stadiumtol fliggetlen rizikofaktornak bizonyult.
Szérumszintje alkalmas a progndzis becslésére, valamint megfeleld eszkdz a terapia
monitorozasara és a beteg kovetésére is.

Mint az koéztudott és szamos tanulmanyban ismertetett az SI00A8 és A9 megjelenése
nem ismert fej-nyaki laphamkarcinomak esetén [79,84]. Vizsgalataink, sajat méréseink soran

éppen ellenkezdjét tapasztaltuk.

6.2.1. Beteganyag, mintavétel

Ebben a vizsgalati szakaszban 32 6nként jelentkez6 fej-nyaki daganatos beteg vett
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részt (6 n6, 26 férfi), atlagéletkoruk 60,44 év (43 - 81 év) (fiiggelék 4. tablazat). Minden
betegtél az elézéekben mdar részletesen targyalt modszerrel nydlmintdt gyjtottiink. Ezt
kovetéen a fej-nyaki betegek kivizsgalasi protokolljanak megfeleléen minden beteg
ugynevezett direct laryngoscopian esett at. A legtobbszor altalanos narkézisban végzett
vizsgalat célja egyrészt a szOvettani mintavétel, mdasrészt pedig a folyamat pontos
kiterjedésének megitélése, mely sok esetben indirekt vizsgalattal nem kivitelezhets. A
beavatkozas alapvetd fontossagii a diagnozis felallitdsdhoz, és pozitiv szovettani eredmény
esetén a kezelés megtervezéséhez. Direct laryngoscopia soran a beteg a miitéasztalon hanyatt
fekszik, a fejét hatrahajtva. A gégéhez direkt, szajon at jutunk el az egyenes, csé alaku
laryngoscoppal, melynek végét az epiglottis ala, a gége trterébe vezetjiik, nyelét pedig kiilon
asztalkara tamasztjuk. A megvilagitast kiilso fényforrasbol vezetett hideg fénnyel biztositjuk.
A vizsgald mindkét keze szabad a kiilonboz6 beavatkozasokhoz. Az eljaras hatékonysaga
fokozhat6, ha operacios mikroszkoppal kombinaljuk, €s a gégét ennek segitségével vizsgaljuk

at, a sziikséges beavatkozasokat is igy végezziik (laryngomicroscopia, laryngomicrochirurgia)

14. abra: Direct laryngoscopias vizsgalat
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15. abra: Jobb gégefelet érintd elszarusodd laphdmkarcindma direct laryngoscopias képe

A vizsgalat soran a daganatra gyanUs elvaltozds mellett a kdrnyezd stromalis és a
daganattol tavoli, makroszkdposan is egészségesnek vélt teriiletbdl is mintat vettiink.

Szovettani vizsgalathoz 4 pm vastag metszeteket készitettiink Leica CM1860 UV
cryostat (Biomarker Kft., Budapest, Hungary) segitségével. A metszetek standard
hematoxylin- eosin festést kaptak, a dokumentaciohoz Pannoramic Desk digital dia scannnert
(3D Histech, Budapest, Hungary) hasznaltunk, az adatokat a Pannoramic Viewer 1.15
software-rel értékeltiik. Szovettanilag minden minta jol differencialt laphamkarcinomanak
bizonyult. In situ hibridizacioés méréseink alapjan minden minta HPV negativnak bizonyult.

A 6.1.2. és 6.1.3. fejezetben mar részletezett modon a proteinek azonositasat
elvégeztiik a szovettani mintdk nem daganatos, stromalis és tumoros teriileteirdl egyarant.

Eredményeinket a fiiggelék 5. tablazata, valamint a fiiggelék 1. abra (A,B,C) mutatja.
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16. abra: Standard haematoxylin-eosin festésii szévettani metszetek. Mindkét minta
szovettanilag jol differencialt laphamkarcinomat mutat alacsony mitotikus aktivitassal,
minimalis atipidval és minimdlis keratinizacios jelleggel. A: Gége laphdmkarcindéma
szovettani metszete. 73 éves férfibeteg (sample code BY), a jobb hangszalagot érintd daganat
igazolasat kovetéen teljes dozist irradiacio, majd rezidualis daganat miatt salvage total
laryngectomia, majd lokalis kitjulas miatt Gjabb mitét. Fibroblasztokban gazdag, kissé
6démas neostroma (S) és kronikus gyulladas jelei figyelhetok meg a daganathoz (T) kozel,
egészséges izomszovet (M) és nyilvanvaléan ép nyalkahartya (E). B: 64 éves férfibeteg
(sample code B2) bal hangszalagot roncsold invaziv laphamkarcinomajanak szovettani

metszete teljes gégeeltavolitast kovetden. Neostroma (S), tumor (T).

6.2.2. Képalkoto tomegspektrometria

A kivalasztott fej-nyaki daganatos betegek CMC-be agyazott fagyasztott metszeteit
elokészitettik MALDI IMS vizsgalatra: A szovetmetszteket 80 pm-es lateralis felbontassal
vizsgaltuk MALDI TOF/TOF képalkotasi tomegspektrometria segitségével. A kozvetlen
szoveti meghatarozast 3 parallel ismétlésben végeztiik. A szovettanilag nem daganatosnak
bizonyult régiokat hasznaltuk a vizsgak mintak kontrolljaiként. Minden metszet szignifikans

lokalis kiilonbséget mutatott az m/z 5000 - m/z 16000 tartomany tobb proteincstcsaban is.
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Ezek a molekularis valtozasok nagyon jol korrelaltak a korszovettani eredményekkel. Ebben a
vizsgalatban, ST00A8 (17A és 18A), és az SI00A9 (17B és 18B) helyi megoszlasat vizsgaltuk
fehérjék felhasznalasaval MALDI TOF / TOF tomegspektrometrids imaging segitségével.
Nyilvanvalova valt, hogy a calgranulinok overexpersszidéja a daganatos €s a neostromalis

terliletekre lokalizalddik, nem figyelhetd meg a nem daganatos, egészséges szovetekben.

17. abra: A vizsgalt proteinek eloszldsai imaging MS segitségével a B9-es szovettani
metszeteken. S100A8 (A), S100A9 (B), hemoglobin alfa lanc (C). D: A harom vizsgalt

protein eloszlasdnak kompozit képe.

18. abra: A vizsgalt proteinek eloszlasai imaging MS segitségével a B2-es szdvettani
metszeteken. S100A8 (A), S100A9 (B), hemoglobin alfa lanc (C). D: A harom vizsgalt

protein eloszlasanak kompozit képe.
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A normal izomszovet lathatova tételéhez a hemoglobin alfa lanc (m/z 15120)
tomegspektrometrias jelét hasznaltuk (17C és 18C). A tovabbi adatfeldolgozashoz és
statisztikai analizishez a nem daganatos ¢és daganatos teriiletek reprezentativ régioit
hasznalva éallapitottuk meg az atlagos m/z értéket. A 19. dbra ROI1 és ROI2 éatlagos
spektrumait mutatja az m/z 8000-18000 tartomanyban. A spektrogrammokon tobb elkiiloniild
jel is észlelhetd, mint példaul az m/z 10827 és m/z 13149 csucsok, megfelelve az S100A8 és
S100A9 proteineknek. Gel-based MALDI TOF/TOF MS analizis segitségével a S100A8
jelenléte bizonyithaté volt. A mintdkbol kinyertiik a proteineket, melyeket aztan gél

elektroforézissel kiilonitettiink el. Triptikus emésztést kovetden a fehérjéket azonositottuk.
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19. abra: Reprezentativ tomegspektrumok a tumoros (zold) és az egészséges (magenta)
teriiletekrdl. Jellemzéen a m/z 10827 and m/z 13149 értékek mutatjdk az S100A8 and

S100A9 proteinek jelenlétét
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Tovabbi bizonyitékként az S100A8 néhany reprezentativ triptikus peptidjét
szekvenaltuk LID (Laser Induced) fragmentacioval. A reprezentativ fragmentacios spektrum a
fiiggelékben lathato (fiiggelék 2. abra), aholis a GNFHAVYR szekvencia jellemzdje az
S100A8 fehérjére (Homo sapiens, NP 002955). A két kijeldlt teriilet (ROI 1 és ROI 2) 900-
900 tomegspektrumat statisztikailag hasonlitottuk 0Ossze. A kijelolt teriiletek statisztikai
elemzéseinek eredményeit az 19. dbran mutatom be. A daganatos €s az egészséges teriiletek
kozott szignifikdns kiillonbségek mutathatéak ki. Meglepetésként észleltikk a calgranulin
jelenlétét a nem daganatos hamfelszinen is a B2 mintaban (E régi6 a 16. A abran). Itt enyhe

hiperplazia volt észlelhetd, de szignifikans gyulladas, vagy invaziv jelleg nem.
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20. abra: A MALDI TOF MS eredményeinek statisztikai analizise, Panel A a kivalasztott

reprezentativ régiok (ROI1 és ROI2) clhelyezkedését mutatja. A B és C panelek néhany
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diszkriminativ m/z értékkel végzett cluster analizis eredményeit foglalja 6ssze. A D és E

panelek a tomegspektrometrids eredmények gélszerli és spektralis dbrazolasat mutatja be.

A calgranulin A ¢és B lathatova tételéhez, FITC konjugélt egér monoklonalis
antitesteket hasznaltunk. (Calgranulin A (CF145): sc-53033, Calgranulin B (MRP1H9): sc-
53187, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, USA). A konfokalis scanning
mikroszkopiahoz a felolvasztott CMC-be agyazott 15 mikrométeres metszeteket haromszor
PBS-ben mostuk, miel6tt 4% paraformaldehiddel fixaltuk 10 percig. PBS mosast kovetden a
metszeteket egy oran keresztiil szobahdmérsékleten inkubaltuk FITC-konjugalt Calgranulin A
vagy Calgranulin B antitestekkel, majd egy ujabb PBS mosast kovetéen Vectashield
matrixban targylemezre helyeztilk a mintakat. A szovetmetszeteket Zeiss LSM 710 Axio
Observer (10x Zeiss Plan Apochromat, 0.45 NA) inverz konfokalis lézer pasztazo
mikroszkoppal vizsgaltuk 488 nm-es argon ion lézer segitségével (Carl Zeiss, Jena,
Germany). A képek analizisére Fuji Image 1.48 szoftvert hasznaltunk (Wayne Rasband,
National Institutes of Health, USA). Nem daganatos haim a daganatos minta kdrnyezetében
szolgalt negativ kontrollként. Mind az S100A8 mind az S100A9 fest6dése a parabazalis
hamsejtek magjaira lokalizalodott, mig erés fest6dést talaltunk a lamina propria neutrophyl
granulocytadiban. A daganatos sejtek erds festddést mutattak az S100A8 és S100A9
tekintetében egyarant. A fehérjék expresszidja tobbnyire a sejtfelszinre, a hamsejtek
cytoplasméjara és a neostromara lokalizadlodott. Tovabba az S100A8 ¢és S100A9 nyalbéli

szekrécigja volt észlelheté minden betegnél.

58



~ S
L O A R - s ST
1 ANy~

S =D e -
PN So'® -

21. abra: Immunhisztokémia és fluoreszcens konfokalis mikroszkopia eredményei a B2-S
mintan. Panel A ¢és B az SI00AS8 és A9 festddését mutatja a normal hamban. Jol lathato az
S100A8 (C) és S100A9 (D) szignifikans up regulacidja a daganatos teriileteken. A
fluoreszcens konfokalis mikroszkopianak megfeleléen az S100A8 (E) és S100A9 (F) up

regulacidja egyértelmiien megfigyelhetd a daganatos teriileteken.
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7. MEGBESZELES

Az elmult néhany évben a proteomika jelentds fejlddésen ment at, jelenleg képesek
vagyunk azonositani és jellemezni sejtekbdl, szovetekbdl és bioldgiai folyadékokbol kivont
fehérjéket, valamint meghatdrozni azok relativ mennyiségét. Ez nem lenne lehetséges
kiilonb6z6 tudoméanyagak szoros egylittmiikddése nélkiil.

A proteomika nagy jelentésége abban van, hogy a genom szintjén kodolt és a fehérjék
szintjén végrehajtott jelatvitel, szabalyozas, enzimatikus aktivitas és szerkezeti sajatossagok
kozvetleniil vizsgalhatok fehérje szinten. Az expresszalt és modosult fehérjékrél nemcsak
genomikai moddszerekkel nyerhetd informacié. Ez részben a fehérjék bonyolultabb
szerkezetének koszonhet6 a genoméhoz viszonyitva. A fehérjék kialakulasuk és
funkcionalitasuk megszerzése kozben érési folyamaton mennek at. Koriilbelil 300 kémiai
moédosulds ismert, mely a fehérjék riboszomakban torténd szintézise utan torténik. Ezen
valtozasok kovetkeztében egy sejtben néhany nagysagrenddel tobb fehérje fordul eld, mint
gén.

A fej-nyaki laphamrak a felsé aerodigesztiv rendszer daganatainak széles csaladjat
foglalja magaba, melyekre a magas morbiditas és mortalitds a jellemzd. A tumorsejtek
heterogén microkdrnyezete, amelyet chronicus gyulladas jellemez, tobb komponensbdl
(neostroma, 1) erek, infiltrdlo immunsejtek) vitalis jelentdségli a tumorok kialakuldsaban és
viselkedésében. Ennek a cellularis és molekularis szintti diverzitasnak tudhaté be, hogy
mindeddig egyetlen megbizhatdé tumormarkert sem ismeriink a HNSCC korai stadiumu
diagnodzisahoz [98].

Vizsgalataink els6 fazisdban azonositottunk néhany, potencidlisan molekuléris
biomarkernek bizonyul6 fej-nyaki laphamkarcinémara jellemz6 fehérjét human nyalmintabol.

A klinikai proteomika egy igen fiatal tudomanyag, mely lehetdséget nytjt eddig ismeretlen
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hatterti betegségek molekuléris patogenezisének megismerésére, valamint olyan biomarkerek
feltérképezésére, melyek a késobbi diagnosztikaban nytjthatnak segitséget, mivel nem csak
komplett fehérjéket, hanem azok peptidjeit és fragmentumait is vizsgalhatjuk segitségével.

A fej-nyaki laphamrakok rossz tulélési aranyanak javitdsaban az elsddleges és
valészinli recidivalé tumorok korai felismerése a legfontosabb. Egy non-invaziv modszert
hasznalva sikeriilt nyalbol tobb olyan fehérjét azonositanunk, melyek biomarkerként is
hasznalhatoak. Szerepiik a fej-nyaki tumorok patogenezisében bizonyitott, habar a pontos
mechanizmus még nem tisztdzott. Korabban ezen peptideket szérumbdl, illetve
tumorszovetbdl izolaltdk mar, azonban kutatdcsoportunknak elsoként sikeriilt nem invaziv
modszerrel, nyalbol kimutatni ezen biomarkereket.

Meggy6zddésiink, hogy ez a felfedezés a modszer széleskort elterjedéséhez vezet. A
korabbi izolalasi modszerekkel ellentétben, a nyal vizsgalata egyszerl, nem invaziv, és akar
szirOvizsgalatra is alkalmas lehet. A biomarkerek varhatéan megkonnyitik a primér daganatok
¢s a recidivak korai észlelését is. Terveink kozott szerepel ezen peptidek részletesebb
vizsgalata, beleértve azok szenzitivitasat, specificitasat, valamint tovabb vizsgaljuk a
nyalmintakat wjabb biomarkereket és azok daganat-specifikussagat keresve. Célunk a
betegadatok gondos feldolgozasa, figyelembe véve a tumor lokalizaciot, a pontos szovettan
tipust, a beteg ¢életkorat és nemét, karos szokasait (dohdnyzas és alkoholfogyasztas). Tovabbi
specifikus vizsgalatok sziikségesek a kiilonb6z6 kezelések, mint sebészet, sugarterapia vagy
kombinalt kemoirradiacié eredményeit illetden.

Munkank masodik fazisa soran a MALDI-t hasznaltuk az S100A8 ¢s A9 molekuléris
vizsgalatara szovetmintakban és emberi nyalban. Az imaging eredmények validalasara
immunhisztokémia ¢és SDS-PAGE alaput MALDI TOF/TOF proteomikai vizsgalatok
szolgaltak. Eredményeink azt mutattak, hogy az S100A8 ¢ésA9 jelen van a nyalban, mint

potencialis biomarker HNSCC esetén. Tovabba a proteinek overexpresszioja figyelhetd meg a
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daganatos szovetekben és a kornyezd stromalis régidban, de nincs jelen az ép szdvetekben.

Az S100 protein csalad alacsony tomegli proteineket foglal magaba, melyek
kiilonboz6é cellularis folyamatok szabalyozoi, tobbek kozott proliferacio, differenciacio,
motilitds, neovaszkularizacio, immunvalasz, gyulladas €s apoptdzis. Az jol ismert, hogy a
calgranulinok (S100A8 és A9), valamint heterodimerjiilk a calprotectin vélhetden nagy
szerepet jatszanak a sejtciklus szabalyozasaban. Napjainkban az S100A8/A9 emelkedett
szintét igazoltdk szadmos emberi daganattipusban, mint colorectalis karcindma, emlo,
prosztata, maj, holyag ¢és tiidétumorok, mig down-regulacidja volt megfigyelhetd emberi
laphamdaganatoknal, ugyanigy a fej-nyakiaknal is [99-106]. Ugyanakkor az S100A9 a
gyomorkarcinomat kisérd/infiltrald gyulladasos sejtekben specifikusan expresszalddik, és
szintje jol korrelal a daganat korai stadiumaval [84,86].

Vizsgalataink az SI00A8 és S100A9 lokalis expresszidjanak szignifikans emelkedését
mutattadk a szovettani mintakban. Tovabba sikeriilt az SI00A8 proteint a daganatos betegek
nyalmintdiban is kimutatni, ez hianyzik az egészségeseknél. A korabbi tanulméanyok és a mi
eredményeink is azt igazoljak, hogy a MALDI IMS megbizhatdo mddszer az egészséges és
daganatos folyamatok szoveti szintli elkiilonitésére [107,108]. Raadasul a calgranulinok up-
regulécidja a nem daganatos, de hiperplasztikus hamban azt sugallja, hogy az S100A8 és
S100A9 potencialis biomarkerei lehetnek a fej-nyaki laphamrak kialakulasanak igen korai

szakaszaban.

A calgranulinok up-regulacidja a daganatos és hiperplasztikus hamban, és a nyalban

vald expressziojuk azt sugallja, hogy ezek a HNSCC korai diagnozisanak potencialis

biomarkerei lehetnek.
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8. EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

Modszeriinkkel sikeriilt nyalbol tobb olyan fehérjét azonositanunk, melyek szoros
Osszefiiggésbe hozhaték a fej-nyaki laphdm karcindmaval. Annak ellenére, hogy a
daganatos folyamat kialakuldsaban bet6ltott pontos szerepiiket még nem ismerjik,
feltételezhetd, hogy a karcinogenezis korai szakaszanak biomarkereinek tekinthetdek.
Koradbban ezen peptideket szérumbdl, illetve tumorszévetbol mar izolaltdk, azonban
nyalb6l kutatécsoportunknak sikeriilt elsoként Kkimutatni ezen potencialis

biomarkereket.

Vizsgélataink eredményei alapjan kimutattuk, hogy, az S100A8 és A9 fehérjék, mint
potencialis biomarkerek jelen vannak a nyalban fej-nyaki laphamrak fennallasa

esetén.

Vizsgalataink az S100A8 ¢és S100A9 lokélis expresszidjanak szignifikans emelkedését
mutattdk a szovettani mintdkban. A proteinek overexpresszidja a daganatos
szovetekben és a kornyezé stromalis régioban figyelheté meg, de nincs jelen az ép

szovetekben.

A sejtciklus szabalyozasaban bizonyitott szerepii calgranulinok up-regulacioja a daganatos
szovetekben €s a nem daganatos, de hiperplasztikus hdmban azt sugallja, hogy az S100A8
¢s S100A9 peptidek a tumorok mikrokornyezetében lezajlé valtozasokat mutatva

potencialis biomarkerek lehetnek a tumorgenezis igen korai szakaszaban.

A calgranulinok (S100 A8 és A9) lokalis eloszlasa alapjdn megmagyardzhatdé az a

szakirodalomban megfigyelhetd kettdsség, amely azt mutatja, hogy az emlitett fehérjék

63



6.

mennyisége csokkenhet illetve novekedhet tumoros mintdk esetén. A latszolagos
ellentmondas azzal magyarazhat6, hogy az S100 A8 és A9 fehérjék nem csupan a
neoplasztikus szovetre, de a stromalis allomanyra és a hiperplasztikus epithelidlis szovetre
egyarant jellemzd. A korabbi tanulmanyokban vizsgdlt mintdk ezt a heterogenitast

tukrozték

Vizsgalati protokollunk egy jol miikodé, standardizalhaté modszer, mely barmikor
reprodukalhaté. A biomarkerek stabil kimutathatdosdga elérevetiti annak lehetdségét,
hogy az éaltalunk kidolgozott nydlminta vizsgalati eljards a késObbiekben, a klinikai

gyakorlatban sziirévizsgalatok végzésére alkalmas lehet.
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10. FUGGELEK

Nem Kor Diagnozis

Tumoros csoport — benignus tumor

Ferfi 64 Parotis tumor

NS 66 Alhangszalag cysta

N6 57 Parotis tumor

Férfi 59 Krénikus laryngitis

N6 22 Parotis tumor

Férfi 49 Garati papilloma
Tumoros csoport — malignus tumor

Féerfi 51 Gége és garati laphamcc.
Ferfi 53 Gingiva laphamcc.

Ferfi 49 Garati laphamcc.

Féerfi 57 Supraglotticus laphamcc.
Ferfi 60 Algarati laphamcc.

NG 61 Hangszalagi laphamcc.
NG 55 Hangszalagi laphamcc.
Férfi 59 Subglotticus laphamcc.
NG 51 Supraglotticus laphamcc.
Ferfi 55 Nyaki laphamcc. (& primer tumor)
Ferfi 48 Nyaki laphamcc. (& primer tumor)
Férfi 52 Algarati laphamcc.

NG 69 Hangszalagi laphamcc.
Ferfi 63 Hangszalagi laphamcc.
NG 60 Nyel6csé laphamcc.

Ferfi 65 Hangszalagi laphamcc.
N[o] 57 Hangszalagi laphamcc.
Férfi 78 Parotis tumor

NG 52 Algarati laphamcc.

2. tablazat: Az els6 fazisban vizsgalt betegek paraméterei
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Dohanyzas

lgen
Nem
lgen
Igen
Nem
Igen

lgen
lgen
lgen
lgen
lgen
lgen
Igen
Igen
Igen
Igen
Igen
Igen
lgen
lgen
lgen
lgen
lgen
lgen
Igen



Kor Diagnoézis TNM Stadium
56 hypopharynx tumor T3NOMO 1l
73 hypopharynx tumor T2NOMO I
53 hypopharynx tumor T3N3M1 v
51 hypopharynx tumor T4AN2MO v
60 hypopharynx tumor T2N2M1 v
55 supraglotticus tumor T3NOMO 1l
55 transglotticus tumor T3NOMO 1l
60 hypopharynx tumor T2N3MO v
49 hypopharynx tumor T4AN2MO v
65 hypopharynx tumor T2N1MO 11
81 hypopharynx tumor T2NOMO I
56 transglotticus tumor TANOMO v
48 mesopharynx tumor T2N3MO \
65 hypopharynx tumor T3N2M1 \Y]
68 mesopharynx tumor T2NOMO [
65 supraglotticus tumor T4ANOMx v
50 mesopharynx tumor T4AN3Mx \Y]
66 szajlregi tumor T2NOMO I
49 hypopharynx tumor TANOMXx v
60 szajlregi tumor TIN1IMO [
58 supraglotticus tumor TANOMO v
62 hypopharynx tumor T4AN2Mx v
71 mesopharynx tumor T2N1MO i
69 hypopharynx tumor TINOMO I
63 transglotticus tumor T3NOMO [
74 mesopharynx tumor T2NOMO "
56 szajlregi tumor T3N2MO v
50 supraglotticus tumor T3N2MO v
64 supraglotticus tumor T3N2MO v
51 hypopharynx tumor T2N1MO 1l
61 hypopharynx tumor TAN3MO v
70 szajlregi tumor T3N2MO v

4. tablazat: A masodik fazisban vizsgalt betegek paraméterei
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AccesionNo. Protein name MW/kDa Mascot score Peptides SC %
evssr | A Masol g For e fecoguon OF [ 2020 | s wo o |ea
0i|51859376 H3 histone, family 3A 15.27 116 19 51.47
gi|18645167 Annexin A2, isoform 2 38.55 116 25 52.51
gi|119597993 annexin A2, isoform CRA_c 32.42 91 17 43.55
0i[3660145 ﬁgﬂggl?(,)ﬁ;yial Structure Of S-Nitroso-Nitrosyl Human 15.86 90 10 75.34
4i[300508775 ggﬁggnBﬁglgn;;?FI;f;noglobin A Mutant Beta H63w 15.90 90 1 84.25
0i|194374253 unnamed protein product 14.04 90 16 45.53
asasiooty | ST Comt St Of e | 1473 | 0 T P
gi|119610321 hCG1749005 16.17 90 15 44.37
gil4757756 annexin A2 isoform 2 38.57 89 19 38.64
adrasraay | SIS Of i Naceoome Cote | 3y | g7 v | e
0i|662841 heat shock protein 27 22.31 87 12 46.73
gij4504517 heat shock protein beta-1 22.76 87 13 48.78
0i|4504299 histone H3.1t 15.49 87 15 47.79
0i|119618340 hypothetical protein MGC15619, isoform CRA_b 36.85 85 17 23.13
0i[1166436 histone H3.3 6.89 85 12 63.33
0i|30354619 YWHAZ protein, partial 35.31 81 25 36.88
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0i|124504316 HIST2H4B protein 11.37 80 16 81.37
gi|56203471 histone cluster 2, H3, pseudogene 2 15.42 80 16 46.32
gi|119575948 | histone 1, H4e 15.28 80 18 69.57
0229361 myoglobin 17.04 79 12 63.40
gil414587 ribosomal protein L10 23.90 78 17 47.80
. Chain B, T-To-T(High) Quaternary Transitions In
9i[61679604 Human Hemoglobin: Deshis146beta Deoxy Low-Salt 15.72 8 1 84.14
. Chain B, Crystal Structure Of Human Hemoglobin E At
0i|46014946 1.73 A Resolution 15.85 78 11 78.08
gi|12006350 60S ribosomal protein L15 24.14 77 17 47.55
. Chain B, The Nucleosome Containing A Testis-Specific
0il296863397 | \1uctone Variant, Human H3t 11.64 77 17 84.91
Chain L, Crystal Structure Of Broadly And Potently
gij480312323 Neutralizing Antibody 3bnc117 In Complex With Hiv-1 | 22.98 77 10 37.86
Gp120
. Chain A, Crystal Structure Of Human Galectin-7 In
9i[358440049 Complex With A Galactose-Benzylphosphate Inhibitor 14.73 76 8 55.64
0i|45219796 Histone cluster 1, H3i 15.41 75 14 45.59
gij4504517 heat shock protein beta-1 22.76 75 11 40.98
Chain B, Oxygen Affinity Modulation By The N-
gi|999565 Termini Of The Beta Chains In Human And Bovine 15.75 71 9 62.07
Hemoglobin
Chain A, Structure Of 14-3-3 Isoform Sigma In Complex
i|307776567 With A C-Rafl Peptide And A Stabilizing Small 26.75 71 20 40.17
Molecule Fragment
. Chain B, Crystal Structure Of S-Nitroso-Nitrosyl Human
0i[3660145 Hemoglobin A 15.86 71 9 62.33
0i[453056145 Chalr] A, Moleqular Tweezers Modulate 14-3-3 Protein- 26.49 70 21 2407
protein Interactions
gi|410170435 uncharacterized protein LOC101060017 34.27 70 21 35.17
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0i|194390512 unnamed protein product 17.82 70 12 56.33

4i[51094756 similar to t-compl_ex 1; T-complex locus TCP-1; t- 19.81 70 12 48.35
complex 1 (a murine tcp homolog)

0i[3660145 Chain B, erstal Structure Of S-Nitroso-Nitrosyl Human 15.86 69 9 62.33
Hemoglobin A

0i|194374253 unnamed protein product [Homo sapiens] 14.04 68 11 45.53

gi[71042776 Chal_n A, 14-3-3 Protein Theta (Human) Complexed To 29.17 67 18 31.25
Peptide

0i|410171656 PREDICTED: uncharacterized protein LOC101060667 39.14 67 22 34.06

0i[218783334 immunoglobulin light chain 23.15 65 10 46.26

0i|148664230 ankyrin repeat and LEM domain-containing protein 2 104.04 65 24 16.95
Chain L, Crystal Structure Of A Glycosylated Fab From

gi|99031801 An Igm Cryoglobulin With Properties Of A Natural 23.33 65 10 46.05
Proteolytic Antibody

0i|11275302 anti TNF-alpha antibody light-chain Fab fragment 23.50 65 9 40.65
Chain A, Germline V-Genes Sculpt The Binding Site Of

0i[258588258 | A Family Of Antibodies Neutralizing Human 23.68 65 10 45.83
Cytomegalovirus

0i[21614544 protein S100-A8 10.82 65 7 50.54

i|62897717 lactate dehydrogenase A variant 36.66 64 12 32.23

0i|1166436 histone H3.3 6.89 63 7 46.67

0il42476296 tropomyosin 2 (beta) isoform 1 32.83 63 16 4261

0i|119618339 hypothetical protein MGC15619, isoform CRA_a 37.31 63 15 20.74

0i[155030216 sister chromatid cohesion protein PDS5 homolog A 150.73 62 29 13.01
isoform 1

gi|1066082 DNA-binding protein 25.78 60 11 34.84
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0i[119602933

hCG18094

79.40

60

24

20.35

5. tablazat: A gélelektroforézis alapu tomegspektromterids proteomikai elemzések
Osszefoglalasa. SC%: szekvencia lefedettség, MW: molekulatomeg
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Galectin-7 OS=Homo sapiens GN=LGALS7 PE=1 SV=2
1. A. abra: Az SDS-PAGE szeparalas utan triptikusan emésztett fehérjék peptidjeinek

elemzése soran kapott reprezentativ tomegspektrumok (A - Galectin-7, B - Hemoglobin
subunit beta, C - Annexin A2)
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1. B. abra: Az SDS-PAGE szeparalas utan triptikusan emésztett fehérjék peptidjeinek

elemzése soran kapott reprezentativ tomegspektrumok (A - Galectin-7, B - Hemoglobin
subunit beta, C - Annexin A2)
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1. C. abra: Az SDS-PAGE szeparalas utan triptikusan emésztett fehérjék peptidjeinek
elemzése soran kapott reprezentativ tomegspektrumok (A - Galectin-7, B - Hemoglobin
subunit beta, C - Annexin A2)
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2. abra: A mintabol szdrmazd S100A8 fehérje jellemz6 peptidjének szekvencia elemzése
kozvetleniil a szovetmetszetrdl torténéd MALDI TOF/TOF tandem tomegspektrometrias

vizsgalattal.
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Abstract The 5-year survival rates for cases of head and neck
squamous cell carcinoma (HNSCC) are only some 60%,
mainly because 20%-40% of the patients develop a local
relapse in the same or an adjacent anatomic region, even when
the surgical margins are histologically tumour-free. Tumours
are often discovered in an advanced stage because of the lack
of specific symptoms and the diagnostic difficulties. The more
advanced the stage of the tumour, the more invasive the
diagnostic and treatment interventions needed. An early mo-
lecular diagnosis is therefore of vital importance in order to
increase the survival rate. The aim of this study was to develop
an efficient rapid and sensitive mass spectrometric method for
the detection of differentially expressed proteins as tumour-
specific biomarkers in saliva from HNSCC patients. Whole
saliva samples were collected from patients with HNSCC and
from healthy subjects. The proteins were profiled by using
SDS PAGE, MALDI TOF/TOF mass spectrometry and the
Mascot database search engine. Several potential tumour
markers were identified, including annexin Al, beta- and
gamma-actin, cytokeratin 4 and 13, zinc finger proteins and
P53 pathway proteins. All of these proteins play a proven role
in tumour genesis, and have not been detected previously in
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saliva. Salivary proteomics is a non-invasive specific method
for cancer diagnosis and follow-up treatment. It provides
facilities for the readily reproducible and reliable detection
of tumours in early stages.

Keywords Biomarker discovery - MALDI TOF MS -
Saliva - Tumor

Introduction

Squamous cell carcinomas of the head and neck region
(HNSCCs) are the 6™ most common malignancies worldwide
[1], affecting around half million new patients yearly. In spite
of the improvement made in diagnostic and therapeutic tools,
the survival rate has not changed over the past 30 years and is
constantly around 60% [2]. One of the main reasons is the
developement of recurrences in 20-40% of the cases, even
though the excision is carried out in histologically proven
intact regions. The survival rate is worsened by lateness of
the diagnosis in patients rehospitalized with developed
tumours. In such a stage, radical excision combined with
radio- or possibly chemotherapy is the only possible treat-
ment, which does not increase the quality of life for every
patient.

The data of the World Cancer Registry Report demon-
strate that the incidence of the head and neck cancers has
increased 3-10-fold in a generation. This increase was
explained in terms of the spreading of smoking and alcohol
consumption. Planocellular carcinoma of the head and neck
occurs mostly in those over the age of 40, but in the past few
years even younger subjects are being affected in greater
numbers. HNSCC is relatively rare in women: the ratio
between males and females is around 10:1 [3-6].
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The mortality rate of HNSCC has changed significantly
during the past 50 years: it has doubled in Europe. While the
mortality rate of malignancies in Hungary increased up to
2.8-fold between 1948 and 2000, that of head and neck
cancers increased around 6-fold. The data demonstrate that
the most dynamic increase in mortality rate in Hungary is
caused by head and neck cancers, their proportion being the
highest in Europe. The highest rates of mortality from
laryngeal cancers in Europe are reported from Hungary,
Poland, Slovakia and Romania. The IARC data indicate that
about 60% of oral malignancies in males and 40% of those
in females in Europe are caused by smoking. Smoking alone
and a regular alcohol intake alone increase the incidence of
these cancers 2—3-fold, but coexistence of these two aetio-
logical factors leads to a 15-fold increase in incidence. A
genetic predisposition and personal mutative sensitivity also
play a role. HPV infection is also a further possible factor
since HPV 16 and 18 are detected in 70% of cervical
tumours [7-13].

An early diagnosis is of major importance in the fight
against malignancies. However, head and neck cancers can
present a poor symptomatology for a long period, and they
may cause non-specific symptoms, such as dysphagia, a
lump sensation, huskiness, a stinging sensation and rarely
pain. Neck metastasis is an important prognostic factor, but
even in the evenet of clinically NO neck, the possibility of
occult metastasis is around 30-40% [14, 15]. If the diagno-
sis is made early and there are no metastases, surgery or
radiotherapy generally leads to very good long-term results,
but most of the patients do not belong in this group. When
the diagnosis is made later, the radical excision is followed
by radiotherapy or radio-chemotherapy, with a resultant
worsened quality of life. In spite of these interventions, the
rate of recurrence is relatively high and the 5-year survival
rate is some 50—60%.

The exploding development of proteomics in recent dec-
ades has led to the use of saliva as a new diagnostic tool.
Proteomics furnishes high accuracy in the identification of
proteins, and determination of changes in their levels is
therefore a promising approach for early detection. It has
been estimated that approximately 20% of the cellular pro-
teins are secreted. This would allow the identification of
novel HNSCC biomarkers via the analysis of tissue “secre-
tomes” that can be detected in saliva as in tumour proximal
fluid or serum. For HNSCCs, saliva seems an ideal source.
Human saliva can easily be collected in relatively large
quantities by a non-invasive method [16—19], this, together
with methodological improvements allowing high through-
put, makes it a medium of potential value for early detection,
possibly in everyday clinical use [20-25]. A population-
based screening program for oral cancer has not yet been
achieved, though “opportunistic screening” has been sug-
gested [26-28].

@ Springer

Materials and Methods
Clinical Sample Collection

A total of 25 consenting head and neck cancer patients (10
females, 15 males) participated in the research; their mean
age was 56.48 (range 22 to 78 years). Table 1 shows the
detailed parameters on all the investigated HNSCC patients.
The HNSCC patients were compared with a control group
composed of 25 healthy volunteers (15 smokers, 10 non-
smokers), matching in age and gender. In the tumour group,
19 patients had a malignant and 6 a benign tumour in the
head and neck region. The subjects with HNSCC were all
heavy smokers (at least 1 pack per day). None of the patients
had undergone treatment prior to saliva sample collection.
All the subjects were asked to attend without having any
drink or food since the night before. Following mouth rinsing
with tap water, unstimulated whole saliva samples were col-
lected between 8 a.m. and 10 a.m. from both the patients and
the control group, by means of a widely accepted procedure

Table 1 Parameters of all investigated patients

Sex Age Diagnosis Smoker
Tumor group - benign

M 64 Parotid tumour Yes
F 66 Ventricular cyst No
F 57 Parotid tumour Yes
M 59 Chronic laryngitis Yes
F 22 Parotid tumour No
M 49 Pharyngeal papilloma Yes
Tumor group - malignant

M 51 Laryngeal and pharyngeal SCC Yes
M 53 Gingival SCC Yes
M 49 Pharyngeal SCC Yes
M 57 Supraglottic SCC Yes
M 60 Hypopharyngeal SCC Yes
F 61 Vocal chord SCC Yes
F 55 Vocal chord SCC Yes
M 59 Subglottic SCC Yes
F 51 Supraglottic SCC Yes
M 55 Cervical SCC (no primary tumor) Yes
M 48 Cervical SCC (no primary tumor) Yes
M 52 Hypopharyngeal SCC Yes
F 69 Vocal chord SCC Yes
M 63 Vocal chord SCC Yes
F 60 Oesophageal SCC Yes
M 65 Vocal chord SCC Yes
F 57 Vocal chord SCC Yes
M 78 Parotid tumour Yes
F 52 Hypopharyngeal SCC Yes
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[29, 30]. Briefly, the participants were asked to rinse their
mouth three times with tap water before collection; saliva
specimens were taken with 5 ml syringes from the buccal fold
int he non-stimulated oral cavity and cooled on ice in Eppen-
dorf tubes (Eppendorf Austria GmbH, Vienna, Austria). This
was followed by centrifugation at 2,500 rpm for 12 min at
4°C. The supernatants of the saliva samples were subsequently
stored frozen at —80°C until further analysis. The studies were
approved by the Ethics Committee on Human and Animal
Research at Pécs University in accordance with the Ethical
Codex of Human and Animal Experiments (licence no. : 3382/
20009).

Sodium Dodecylsulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis
(SDS-PAGE)

With an Ultra Turrax homogenizer, saliva samples were ho-
mogenized in 20 mM Tris/HCI buffer (pH 7.4) containing
3 mM EDTA, 5 mM beta-mercaptoethanol and 1% SDS.
After the addition of 1% bromephenol blue, the samples were
boiled for 2 min and clarified by centrifugation (8,000 g for
2 min). SDS-PAGE was carried out on 12% gel by the method
of Laemmli [31], similarly as described earlier [32]. A low
molecular weight calibration kit (Pharmacia) was used for the
estimation of molecular weight. Gels were stained with Coo-
massie brillant blue R-250 and destained with a solution con-
taining 5% (v/v) acetic acid and 16% (v/v) methanol.

Tryptic Digestion and MALDI TOF/TOF Mass
Spectrometry (MS)

The spots of interest were excised from the gel with a razor-
blade, placed in Eppendorf tubes, and destained by washing

three times for 10 min in 200 pL of 50% (v/v) acetonitrile,
50 mM NH4HCOj solution. Proteins were then reduced with
20 mM dithiotreitol, 100 mM NH4HCO; and 5%acetonitrile
for 1 h at 55°C. The gel pieces were dehydrated at room
temperature and covered with 10 uL of modified trypsin
(Promega, Madison, WI, USA; sequencing grade) (0.04 mg
mL ") in Tris buffer (2.5 mM, pH 8.5) and left to stand at 37°C
overnight. The spots were crushed and the peptides were
extracted for 15 min in an ultrasonic bath with 15 pL of an
aqueous solution of acetonitrile and formic acid (49/50/1 v/v/v)
After extraction, the solution of the peptides was lyophilized
and redissolved in water. The aqueous solutions of the lyoph-
ilized protein tryptic digests were purified by using ZipTip C;g
solid-phase extraction (Millipore Kft., Budapest, Hungary) and
directly loaded onto the target plate (MTP 384 massive target
T, Bruker Daltonics, Bremen, Germany) by mixing 1.0 uL of
each solution with the same volume of a saturated matrix
solution prepared fresh every day by dissolving o-cyano-4-
hydroxycinnamic acid (CHCA) in acetonitrile/0.1% TFA (1/2,
v/v) The mass spectrometer used in this work was an Autoflex
II TOF/TOF (Bruker Daltonics, Bremen, Germany) operated
in the reflector mode for MALDI TOF peptide mass fingerprint
(PMF) or LIFT mode for post-source decay (PSD) and
collision-induced decay (CID) MALDI TOF/TOF with an
automated mode using FlexControl 2.4 software. An acceler-
ating voltage of 20 kV was applied for PMF. The instrument
uses a 337 nm pulsed nitrogen laser, model MNL-205MC
(LTB Lasertechnik Berlin GmbH, Berlin, Germany). External
calibration was performed in each case with a Bruker Peptide
Calibration Standard (#206195 Peptide Calibration Standard,
Bruker Daltonics, Bremen, Germany). Peptide masses were
acquired in the range m/z 800 to m/z 5,000. Each spectrum was
produced by accumulating data from 500 consecutive laser

Table 2 Proteomic parameters of the identified salivary proteins in HNSCC patients

No  Protein name Accession Matched Theoretical MW Mascot Sequence coverage
number peptides (Da) score %
1 Annexin 1 gi: 4502101 12 38690 127 40
2 Cytokeratin 4 2i:194387942 10 56193 95 18
3 Cytokerain 13 gi: 30377 45837 77 20
4 Zinc finger protein 28 gi: 56542871 77418 54 13
5 Regulator G-protein gi: 62865654 10 67240 103 22
6 Indoleamine 2,3-dyoxigenase gi: 215274147 45396 60 12
7 Unnamed protein product gi: 194375299 37325 71 18
8 OFD 1 protein gi: 64654925 12 111675 82 16
9 Chain A, human salivary gi: 14719766 11 55857 109 31
amylase
10 Unnamed protein product gi: 47077030 7 38266 67 26
11 Keratin type 1 cytoskeletal gi: 24430192 19 51236 218 41
12 CEP 290 protein gi: 14250413 7 19223 89 39
13 COL6A3 gi: 219841772 12 278032 67 6
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shots. Singly charged monoisotopic peptide masses were
searched against MSDB, Swiss-Prot and NCBInr databases
by utilizing the MASCOT Server 2.2 search engine (www.
matrixscience.com, Matrix Science Ltd., London, UK) and
Bruker BioTools 3.0 software (Bruker Daltonics, Bremen,
Germany). A maximum of one missed tryptic cleavage was
considered, and the mass tolerance for monoisotopic peptide
masses was set to 100 ppm. For the proteins not identified by
MALDI TOF, we proceeded with PSD and CID MALDI TOF/
TOF analysis. Bruker FlexControl 2.4 software (Bruker Dal-
tonics, Bremen, Germany) was used for the control of the
instrument and Bruker FlexAnalysis 2.4 software (Bruker
Daltonics, Bremen, Germany) for spectrum evaluation.

Results

This work focused on the identification of potential protein
biomarkers for HNSCCs from unstimulated whole saliva
samples. The potentially HNSCC-regulated proteins were
separated and digested with trypsin, and the resulting tryptic
peptides were investigated by MALDI TOF/TOF MS for
protein identification. The proteins, which were identified in
over 85% of the investigated pathological saliva samples,
are listed in Table 2. The most abundant well-known pro-
teins that were found in all the saliva samples from the
HNSCC patients and the healthy volunteers were salivary
amylase, keratins and actins. Additionally, increased levels
of annexin 1, zinc finger protein 28, regulator G-protein 3,
indoleamine 2,3-dioxygenase, OFD1 protein and CEP290
protein were identified in most of the saliva samples from
the malignant cancer patients.

Discussion

In this study we identified several HNSCC-regulated sali-
vary proteins as potential molecular biomarkers. Clinical
proteomics is a very young discipline, which provides a tool
with which to acquire information about a molecular path-
ogenesis and to explore biomarkers. Biomarkers can assist
in later diagnoses; not only complete proteins, but also their
peptides and fragments can be examined.

The great significance of proteomics lies in the fact that
signal transmission, regulation, enzymatic activity and struc-
tural features encoded by the genome and implemented at the
level of the proteins can be directly analysed at the protecome
level. Information about expressed and amended proteins can
not be obteined only with genomic methods. This is partly due
to the more complex structure of the proteome in comparison
with the genome. Proteins pass through a process of ripening
during the formation and acquisition of functionality. Approx-
imately 300 chemical modifications are known which may

@ Springer

occur after protein synthesis in ribosomes. In consequences of
these changes, several orders of magnitude more proteins than
genes occur in the cell [33].

Over the past few years, proteomics has developed consid-
erably, and we are now able to identify and characterize pro-
teins extracted from cells, tissues and biological fluids, and to
determine their relative amounts. This would not be possible
without the close cooperation of various disciplines [34, 35].

The early detection of primary and possibly recurrent
tumours is the key to improvement of the poor survival rate
of HNSCCs [36]. Using a non-invasive method, we have
succeeded in identifying a number of low molecular weight
peptides from saliva which can serve as biomarkers. Their
role in the pathogenensis of head and neck tumours has
already been demonstrated, though the exact mechanism is
not yet clear. These peptides had previously been isolated
only from serum or tumour tissue [37—49].

We believe that this discovery will lead to the widespread
use of the method. In contrast with earlier methods of isola-
tion, the saliva test is simple and non-invasive, and could even
be used in screening. The biomarkers are expected to facilitate
the early detection of both primary and recurrent tumours. We
plan a more detailed investigation of these peptides, including
their sensitivity and specivicity, together with the further
screening of samples, searching for other biomarkers and their
tumor-specific breakdown. Our goal is a thorough processing
of'the patient data, taking into account the tumour localization,
the histology, the patient’s age and sex, harmful habits (smok-
ing and alcohol consumption) and any drug intake. Further
specific examinations are needed regarding the results of
various treatments such as surgery, radiotherapy or combined
chemoirradiation.
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overexpression of S100A8 and S100A9 proteins in neoplastic and neostromal regions
of squamous cell carcinoma. On the basis of our results, we suggest that SI00A8 and
A9 proteins are important factors of tumorigenesis and they are early stage specific
biomarkers of HNSCC.
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Abstract

Head and neck squamous cell carcinoma includes a diverse group of tumors from the upper
aerodigestive tract with high morbidity and mortality. Additionally, the heterogeneous
microenvironment of the cancer cells, characterized by chronic inflammation and consisting
of various components including neostroma, growing blood vessels and infiltrating immune

cells, is of a vital importance in cancer development and behavior. Because of this cellular
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and molecular diversity no reliable clinical markers were validated to diagnose the early stage
HNSCC.

In this study, we used MALDI mass spectrometry for molecular profiling of S100A8 and
S100A9 proteins from tissue samples and human saliva. The imaging mass spectrometry
results were validated by immunohistochemistry and SDS-PAGE based MALDI TOF/TOF
MS proteomic investigations.

Our results showed that S100A8/A9 proteins are presented in human saliva as potential
biomarkers in case of HNSCC. Moreover, the overexpression of S100A8/A9 proteins is
localized in the cancer cells and in the supportive stromal regions and is not presented in the
healthy tissue areas.

The upregulation of calgranulins in the neoplastic and hyperplastic epithelium as well as their
salivary secretion suggest that the S100A8 and S100A9 proteins are potential biomarkers for

very early stage tumorigenesis in HNSCC.
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Introduction

In the last few decades it has become apparent to understand the behavior of cells and tissues
at subcellular level. Abnormal cell cycle regulation and growth are main features of cancer,
contributing to malignant transformation and tumorigenesis. The molecular mechanisms vary
in different types of cancer and the spatial distribution of proteins that may promote growth
and proliferation in these complex functional units is of high interest [1].

Matrix-assisted laser desorption ionization (MALDI) imaging mass spectrometry enables the
evaluation of protein signals directly in situ on tissue surfaces or thin sections maintaining the
morphological integrity of the tissue [2-6]. As a consequence, we can generate an image
showing a close analogy to the histology and the spatial distribution of molecular components
[7-12]. Thus, not only differences between normal and neoplastic tissues may be identified,
but potentially early phases of transformation may be detected that are histologically invisible
[13, 14].

The S100 protein family, a subclass of low molecular weight calcium ion binding proteins,
regulates a variety of cellular interactions. S1I00A9 (calgranulin B) is a 13 kDa protein, after
calcium binding it interacts with the S100A8 (calgranulin A) to form the functional
heterodimer called calprotectin. S100A9, S100A8 and the S100A8/A9 heterodimer were
originally identified as immunogenic proteins released by inflammatory cells, but their
biological functions still remain unclear. They are also thought to have a regulatory role in
cell cycle progression. Extracellular SI00A8/A9 has been shown to have apoptotic effect on
various tumor cells. In normal epidermis S100A8 and S100A9 are expressed only at
minimum level. Their expression is induced in response to stress at specific conditions. High
plasma S100A8/A9 levels are measured in a number of inflammatory disorders with
significant correlation [15, 16]. They are overexpressed during inflammatory-induced

carcinogenesis as well. Chronic inflammation aggravates the development of many



malignancies. As inflammation promotes angiogenesis, it induces the expression of tumor
growth-promoting factors and anti-apoptotic genes. Finally apoptosis of damaged cells is
suppressed in the inflamed tissue, so they may escape the apoptotic pathways resulting to the
promotion of tumor progression. The S100A8/A9 protein is differentially regulated in various
cancers and it has been implicated in the regulation of tumor cell proliferation and metastasis
[17-20]. Correlation among calprotectin expression, clinicopathological features and patient
prognosis varies in different cancer types. It suggests that the function of this molecule can be
diverse. Growing evidence indicates that SI00A8, S100A9 and heterodimer S100A8/A9 can
exhibit both pro- and anti-tumorigenic functions. The upregulation of calprotectin is a
characteristic feature of hyperproliferative carcinomas, on the other hand these proteins may
promote cytotoxicity and apoptosis in several cancer types [21]. Studies have been suggested,
that immune mediators such as these molecules can play both tumor promoting and anti-
tumor roles, depending on the cancer microenvironment. Tumor promoting inflammation and
anti-tumor immunity may co-exist at different points along the path of tumorigenesis, and
environmental and microenvironmental conditions dictate the balance between the two [22-
24].

In previous studies S100A8 has been suggested as a potential tumor biomarker, however the
predictive value and the specificity are little known [25-31]. Driemel and colleagues showed
that S100A8 and S100A9 can differentiate between normal mucosa, inflammatory and
hyperproliferative lesions, and oral squamous cell carcinoma (OSCC) with a sensitivity of
100% and specificity of 91% [32]. Moreover Jou et al. stated SI00A8 protein as a probable
salivary biomarker after analysis of salivary proteins at different stages of OSCC [44].

In this study, we determined the histopathological status and spatial distribution of S100A8
and S100A9 proteins in HNSCC tissue. The technique has been applied to laryngeal

carcinoma samples (n=32), including cancerous, stromal and the healthy regions as well.



Calprotectin distributed differently between the cancer and stromal regions were visualized,
and we determined whether each region was clearly distinguished. Our results showed
overexpression of S100A8 and S100A9 proteins localized in the cancer cells and in the
supportive stromal regions but were not presented in the healthy tissue areas. Accordingly

S100A8/A9 protein is a tumor specific biomarker for HNSCC.

Materials and Methods

Pathological Samples

In this study, a total of 32 consenting head and neck cancer patients (6 females, 26 males)
participated; their mean age was 60.44 (range of 43 to 81 years) (Table 1). For clinical
histology four um thick sections were prepared by Leica CM1860 UV cryostat (Biomarker
Kft., Budapest, Hungary), the slides were stained with standard hematoxylin and eosin and
documented by Pannoramic Desk digital slide scanner (3D Histech, Budapest, Hungary) using
the Pannoramic Viewer 1.15 software for data evaluation. Histologically, all cases were
described as well-differentiated squamous carcinoma. According to our in-situ hybridization
measurements all collected samples were negative for Human papillomavirus.

The studies were approved by the Ethics Committee on Human and Animal Research at
University of Pecs in accordance with the Ethical Codex of Human and Animal Experiments

(licence no.: 3382/2009).

MALDI Imaging Mass Spectrometry

Imaging mass spectrometry gives the possibility to combine the histological information with
a label-free mass spectrometric imaging technology. The 15 pum thick tissue samples (n=5)
were cryo-sectioned at -17°C after CMC (carboxymethyl cellulose) embedding and thaw-

mounted onto ITO-coated conductive glass slides (Part No. 237001, Bruker Daltonics,



Bremen, Germany). The sections were washed first with ice-cold 70%, then 90% aqueous
ethanol solution 1-1 minute long each. After drying under a stream of nitrogen gas, sinapinic
acid (Bruker Daltonics, Bremen, Germany) matrix was applied in 50 deposition-drying cycles
by using an automated piezoelectric spray device. The 7 mg/ml matrix solution is prepared
freshly every day by dissolving of sinapinic acid (SA) in acetonitrile and 0.2% aqueous
trifluoroacetic acid in the ratio of 6:4 (Spectranal quality, Sigma-Aldrich, Budapest,
Hungary). Mass spectra were acquired on an Autoflex Speed MALDI TOF/TOF mass
spectrometer equipped with a 1 kHz Smartbeam-Il solid-state laser (Bruker Daltonics,
Bremen, Germany). The MALDI measurements were performed in positive linear mode in a
detection range of m/z 3000 to 30000. The lateral resolution for MALDI imaging was set to
80 um. A total of 300 laser shots were summarized from each position. The acquisition and
evaluation was carried out using the FlexImaging 3.0 and FlexControl 3.4 softwares (Bruker
Daltonics, Bremen, Germany).

The ClinProTools 2.2 software (Bruker Daltonics, Bremen, Germany) was used for spectra-
based statistical data analysis of the selected regions of interest. The raw data pretreatment
including recalibration, spectral alignment, peak normalization, peak detection and peak area
calculation of spectra of patient cohorts were carried out automatically by ClinProTools using
manufacturer’s default settings. The ClinProTools provides numerous and highly
sophisticated statistical algorithms, which generate models to differentiate between patient
cohorts. Models are calculated with the genetic algorithm, where the best peak clusters are
combined into a new feature while the non-predictive clusters are discarded and these cycles
are running until the optimal peak combination is found. During the statistical evaluation the
specificity, sensitivity, false positive and negative ratios and the P-values were successfully

calculated.



Protein Identification

Microdissections of non-tumorous, stromal and tumorous tissues were used for identification
of the proteins. The tissue samples were homogenized in 20 mM Tris/HCI buffer (Sigma-
Aldrich, Budapest, Hungary), pH 7.4 containing 3 mM EDTA (Sigma-Aldrich, Budapest,
Hungary), 5 mM beta mercaptoethanol and 1% SDS (Sigma-Aldrich, Budapest, Hungary) by
using Ultra Turrax homogenizer. After addition of 1% bromophenol blue, the samples were
boiled for 2 minutes and clarified by centrifuging (at 8000 g for 2 min). SDS-PAGE was
carried out on 12% gel by Laemmli's method [45]. A low molecular weight calibration kit
(Pharmacia) was used for estimation of the molecular weight. To increase the quality of the
separation and visibility of the spots the gel was run at 4°C. Gels were stained with Coomassie
brillant blue G-250 (Bio-Rad, Budapest, Hungary) and destained with a solution containing
5% (v/v) acetic acid (Sigma-Aldrich, Budapest, Hungary) and 16% (v/v) methanol (Sigma-
Aldrich, Budapest, Hungary).

The spots of interest were excised from the gel with a razorblade, placed into Eppendorf
tubes, and destained by washing three times in 200 pL of 50% (v/v) acetonitrile solution
containing 50 mM NH4HCO; (Sigma-Aldrich, Budapest, Hungary) for 10 minutes. Proteins
were then reduced by 50 puL of 20 mM dithiotreitol (Sigma-Aldrich, Budapest, Hungary), 100
mM NH4HCO;3; and 5% acetonitrile for 1 hour at 55°C and alkylated in 50 pL of 20 mM
iodoacetamide (Sigma-Aldrich, Budapest, Hungary) solution. The gel pieces were dehydrated
at room temperature by a Speed Vac Concentrator (Eppendorf Concentrator Plus, Eppendorf
Austria, Wien, Austria) and covered with 10 pL of modified trypsin (Promega, Madison, WI,
sequencing grade) (0.04 mg x mL™) in Tris buffer (2.5 mM, pH 8.5) and left at 37°C
overnight. The excised spots were crushed and peptides were extracted in an ultrasonic bath

15 minutes long with 15 pL aqueous solution of acetonitrile and formic acid (49/50/1 viviv).



After extraction the peptide solutions were lyophilized and redissolved in 0.1% TFA. The
aqueous solutions of the lyophilized protein digests were concentrated and desalted by using
Cis ZipTip SPE pipette tips (Millipore Kft, Budapest, Hungary) then the purified peptides
were eluted directly onto the target plate (MTP 384 massive target T, Bruker Daltonics,
Bremen, Germany) by using of 3 pL of a saturated matrix solution, prepared freshly every
day by dissolving a-cyano-4-hydroxycinnamic acid (CHCA, Bruker Daltonics, Bremen,
Germany) in acetonitrile/0.1% TFA (1/2, v/v). The mass spectrometer used in this work was
an Autoflex Il TOF/TOF (Bruker Daltonics, Bremen, Germany) operated in reflectron mode
for peptide mass fingerprinting (PMF) or LIFT mode for LID (laser induced decay) and CID
(collision induced decay). The FlexControl 2.4 software was used to control the instrument.
The accelerating voltage was set to 20.00 kV. The instrument uses a 337 nm nitrogen laser
(model MNL-205MC, Lasertechnik Berlin GmbH., Berlin, Germany). External calibration
was performed in each case using Bruker Peptide Calibration Standard (#206195 Peptide
Calibration Standard, Bruker Daltonics, Bremen, Germany). Peptide masses were acquired in
the range of m/z 700 to m/z 5000. Each spectrum was produced by the accumulating data
from 1000 consecutive laser shots. Singly charged monoisotopic peptide masses were
searched against Swiss-Prot and NCBI nr databases by utilizing the MASCOT database
search engine (version 2.2) (www.matrixscience.com, Matrix Science Ltd., London, UK) and
Bruker ProteinScape server 2.1 (Bruker Daltonics, Bremen, Germany). Maximum one missed
tryptic cleavage was considered, and the mass tolerance for monoisotopic peptide masses was
set to 80 ppm. Additionally laser induced decay (LID) fragmentation of the matched peptides
were carried out for MALDI TOF/TOF to provide further evidence for the presence of the

identified proteins.

Immunohistochemistry and Confocal Microscopy



For visualization of calgranulin A and B, FITC conjugated mouse monoclonal antibodies
(Calgranulin A (CF145): sc-53033, Calgranulin B (MRP1H9): sc-53187, Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, Texas, USA) were used.

For confocal scanning microscopy, defrosted CMC embedded tissue sections (15 um) were
washed three times with phosphate buffer saline (PBS) before fixation with 4%
paraformaldehyde for 10 min. Two minutes long washing steps were repeated 3 times
followed by 45 minutes long permeabilization in 0.1% TritonX diluted in PBS, containing 5%
bovine serum albumin and 0.1% NaNs;. After washing with PBS, tissue sections were
incubated for an hour at room temperature with fluorescein isothiocyanate (FITC)-conjugated
Calgranulin A or Calgranulin B antibodies. After another wash with PBS, the tissue sections
were allowed to dry right before mounted with Vectashield mounting medium (Vector
Laboratories, Peterborough, United Kingdom). The 0.17 mm thick coverslips were sealed
with nail varnish. The sections were imaged using a Zeiss LSM 710 Axio Observer inverted
confocal laser scanning microscope equipped with 488 nm argon ion laser excitation (Carl
Zeiss, Jena, Germany). Transmission images were also collected. The microscope uses
continuous spectral detection across the complete visible wavelength range, enabling
complete freedom by setting the emission wavelengths with narrow spectral bandwidth.

The applied objective was a 10x Zeiss Plan Apochromat (0.45 NA). Image processing for
contrast and brightness was performed using Fiji ImageJ 1.48 software (Wayne Rasband,
National Institutes of Health, USA). As a control the same sections were used in their non-
tumorous regions, where the applied excitation laser power was the same (2.0-2.5 mW).

For immunohistochemistry, the same antibodies were utilized with an anti-mouse secondary
antibody. A peroxidase 3,3'-diaminobenzidine system was used for visualization with

hematoxylin counterstain.



Results

The CMC embedded tissue cryo-sections of the selected patients (n=5) of HNSCC were
prepared for protein MALDI IMS and investigated with a lateral resolution of 80 um using an
Autoflex Speed MALDI-TOF/TOF MS. The direct tissue profiling was carried out in three
technical replicates from each selected patient. The histopathologically non-neoplastic regions
of the analyzed samples were used as controls (Figure 1). Each tissue section showed
significant local alterations of several protein peaks in the range of m/z 5000 to m/z 16000.
These molecular changes correlated very well with the histopathological results. In this study,
we focused on the local distributions of SI00A8 (Figures 2A and 3A), and S100A9 (Figures
2B and 3B) proteins by using MALDI TOF/TOF imaging mass spectrometry. Evidently, the
overexpression of calgranulins is localized in the neoplastic and neostromal regions, but it
was not observed in the non-neoplastic healthy tissue. For visualization of the benign skeletal
muscle tissue a mass spectrometric signal of hemoglobin alpha chain (m/z 15120) was used
(Figures 2C and 3C). For data processing and statistical analysis, representative non-
neoplastic and tumor cell-specific regions of interest (ROI) were selected (ROI 1 and ROI 2).
Approximately 900 spot spectra within each ROl were summed up to obtain an average ROI
m/z profile. Figure 4 shows the average spectral profiles of ROl 1 and ROI 2 within the
selected range of m/z 8000-18000. On these spectra several discriminative signals are
presented such as m/z 10827 and m/z 13149 peaks of S100A8 and S100A9 proteins,
respectively. With the help of gel-based MALDI TOF/TOF MS analysis the presence of
S100A8 protein was proven. The proteins were extracted from the microdissections of the
samples and then the extracts were separated by gel electrophoresis. After tryptic digestion
the proteins were identified (Supplementary Figure 1). For further evidence some
representative tryptic peptides of S100A8 have been sequenced directly from the tissue by

LID fragmentation. A representative fragmentation spectrum is showed on Supplementary
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Figure 2, where the resulted sequence of GNFHAVYR is unique for protein S100A8 (Homo
sapiens, NP 002955). The spot spectra of ROl 1 and ROI 2 were distinguished by
ClinProTools software. The complete list and the statistical values of the detected peaks are
shown in the electronic supplementary files (Supplementary Figure 3). The results of the
spectral-based statistical analyses have been presented on Figure 5. The bases on the cluster
analysis (Figures 5B and 5C) as well as the graphical view of the spot spectra (Figs. 5D and
5E) show significant differences detected between the tumor and healthy regions.
Surprisingly, the presence of calgranulin was detected in the non-tumorous epithelial surface
(Region E on Figure 1A) of sample B2. Here, mild hyperplasia can be detected, but
significant inflammation or invasive lesions could not be observed.

Figure 6 shows the results of immunohistochemistry in sample B2. Non-neoplastic epithelium
around the tumor region was chosen as negative control. Both S100A8 and S100A9 staining
was limited to nuclei of parabasal epithelial cells, while strong staining was observed in
neutrophilic granulocytes within capillaries of the lamina propria. In the neoplastic cells
strong staining pattern was observed corresponding to both S100A8 and S100A9. Expression
of the proteins was localized mostly to the cell surface and the cytoplasm of epithelial cells as

well as in the neostroma.

Discussion

HNSCC includes a diverse group of tumors from the upper aerodigestive tract. Additionally,
the heterogeneous microenvironment of the cancer cells, characterized by a chronic
inflammation and consisting of various components including neostroma, growing blood
vessels and infiltrating immune cells, is of a vital importance in cancer development and
behavior. Because of this cellular and molecular diversity no reliable clinical markers were

validated to diagnose the early stage HNSCC [33].
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The S100 family of proteins includes a group of small acidic proteins regulating a variety of
cellular pathways, among others proliferation, differentiation, motility, neovascularization,
immune response, inflammation and apoptosis. It is well known, that calgranulins (S100A8
and A9) as well their heterodimer (calprotectin) are thought to have regulatory role in cell
progression. Nowadays, increased S1I00A8/A9 levels were detected in several types of human
cancers, such as colorectal, breast, prostate, skin, liver, bladder and lung [30, 34-41] while
down-regulation was detected for human cancers of squamous epithelial cells such as HNSCC
[20]. However, S100A9 was specifically expressed in inflammatory cells infiltrating gastric
cancer tissues and its level correlates with an early stage diagnosis of cancer [22].

In this report, we showed significant local expression of S1I00A8 and S100A9 in HNSCC
tissue samples. The previous studies [42, 43] and our results confirm MALDI IMS as a
powerful technique for tissue-based differentiation of neoplastic and non-neoplastic molecular
alterations. Moreover, the upregulation of calgranulins in the non-neoplastic but hyperplastic
epithelium suggests that the S100A8 and S100A9 may be potential biomarkers for very early

stage tumorigenesis in HNSCC.
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Agelyears Diagnosis TNM Stage
56 hypopharyngeal tumor T3NOMO [l
73 hypopharyngeal tumor T2NOMO 1]
53 hypopharyngeal tumor T3N3M1 v
51 hypopharyngeal tumor T4N2MO v
60 hypopharyngeal tumor T2N2M1 v
55 supraglottic laryngeal tumor T3NOMO [l
55 transglottic laryngeal tumor T3NOMO [l
60 hypopharyngeal tumor T2N3MO v
49 hypopharyngeal tumor T4AN2MO v
65 hypopharyngeal tumor T2N1MO [l
81 hypopharyngeal tumor T2NOMO 1]
56 transglottic laryngeal tumor T4ANOMO \
48 mesopharyngeal tumor T2N3MO v
65 hypopharyngeal tumor T3N2M1 v
68 mesopharyngeal tumor T2NOMO [l
65 supraglottic laryngeal tumor T4ANOMx v
50 mesopharyngeal tumor T4AN3Mx v
66 oral cavity tumor T2NOMO I
49 hypopharyngeal tumor TANOMXx v
60 oral cavity tumor TIN1IMO [l
58 supraglottic laryngeal tumor TANOMO v
62 hypopharyngeal tumor TAN2Mx v
71 mesopharyngeal tumor T2N1MO Il
69 hypopharyngeal tumor TINOMO I
63 transglottic laryngeal tumor T3NOMO [l
74 mesopharyngeal tumor T2NOMO [l
56 oral cavity tumor T3N2MO v
50 supraglottic laryngeal tumor T3N2MO v
64 supraglottic laryngeal tumor T3N2MO v
51 hypopharyngeal tumor T2N1MO [l
61 hypopharyngeal tumor TAN3MO v
70 oral cavity tumor T3N2MO v

Table 1: The parameters of the investigated patients
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Figure Legends

Figure 1: Histopathological analyses of hematoxylin and eosin stained tissue sections.
Presented representative samples show a well-differentiated squamous carcinoma with
minimal signs of keratinisation, low mitotic activity and minimal cytological atypia. A, Tissue
section of a laryngeal squamous carcinoma of a 73-year-old male patient (sample code B9).
After diagnosis of a tumor of the right vocal cord, local radiotherapy was administered that
induced partial remission. After the completion of radiotherapy, total laryngectomy was
performed. Six months later local recurrence was detected and removed. Fibroblast-rich,
slightly edematous neostroma (S) and chronic inflammation at the base of the tumor (T),
normal skeletal muscle (H) and apparently normal mucosa (E). B, Tissue sample from an
invasive squamous carcinoma of the left vocal cord of a 64-year-old male patient who

underwent total laryngectomy (sample code B2). Neostroma (S), tumor (T).

Figure 2: Imaging MS shows spatial localization for selected proteins of interest on B9 tissue
section. Spatial localization of S100A8 (A), S100A9 (B), hemoglobin alpha chain (C) by

imaging MS. Panel D is a composite image of the three investigated proteins.

Figure 3: Imaging MS shows spatial localization for selected proteins of interest on B2 tissue
section. Spatial localization of S100A8 (A), S100A9 (B), hemoglobin alpha chain (C) by

imaging MS. Panel D is a composite image of the three investigated proteins.

Figure 4: Representative average mass spectra obtained from the tumorous (green) and from

the healthy (magenta) regions of interest. The signals of m/z 10827 and m/z 13149 are

showed the presence of SI00A8 and S100A9 proteins, respectively.
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Figure 5: Spectral-based statistical analyses of the MALDI TOF MS results. Panel A shows
the locations of the regions of interest (ROI 1 and ROI 2). Panels B and C show the results of
the cluster analyses by using some discriminative m/z values. Gel-view and normal
representation of the spectral differences between ROI 1 and ROI 2 are showed on panel D

and E, respectively.

Figure 6: Results of immunohistochemistry and fluorescence scanning confocal microscopy
in sample B2. Panel A and B show the staining of S100A8 and A9 in the normal epithelium,
respectively. In contrast, significant up-regulation of S100A8 (C) and S100A9 (D) was
detected in the tumorous regions. According to the results of fluorescent confocal microscopy

the expression of S100A8 (E) and S100A9 (F) are clearly observed in the neoplastic regions.

Supplementary Figure 1: Sequencing of SI00A8 unique peptide.
Representative MALDI TOF/TOF MS fragmentation profile of a unique peptide of S100A8

protein.

Supplementary Figure 2: Detailed statistical results of the data set.

The statistical analysis made by ClinProTools software (Bruker Daltonics, Bremen,
Germany). DAve — Difference between the maximum and minimum average peak area of all
classes, PTTA — P-value of T-test or ANOVA, PWKW — P-value of Wilcoxon or Kruskal-

Walis test, PAD — P-value of Anderson-Darling test.
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