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Rövidítések jegyzéke 

 

ALDH3A2  -  zsíros aldehid dehidrogenáz 3A2 

c-MET  -  c-mesenchymal-epithelial transition/c-mezenhimális-epiteliális átalakulás 

COTL1  -  koaktozin-szerű fehérje 

DNS - dezoxiribonukleinsav 

DSG1  -  dezmoglein-1  

DYNLL1  -  citoplazmatikus dinein könnyű lánc 1 

EGFR  -  epidermális növekedési faktor receptor 

ESI  -  elektrospray ionizáció 

FFPÁ  -  formalin-fixált paraffinba ágyazott  

FNYLHK  -  fej-nyaki laphámkarcinóma 

GALHK  -  gége-algarati laphámkarcinóma 

HE  -  hematoxilin-eozin 

HPV  -  humán papilloma vírus 

HGF  -  hepatocita növekedési faktor 

IPA  -  Ingenuity Pathway Analysis 

KRT9 vagy K1C9  -  I-es típusú citoszkeletális keratin 9 

LC  -  folyadékkromatográfia 

LHK - laphámkarcinóma 

MALDI  -  mátrix-asszisztált lézer deszorpció/ionizáció 

miRNS - mikroRNS 

mRNS  - messenger/hírvivő RNS 

MRM  -  multiple reaction monitoring/többszörös reakció monitorozás 

MS  -  tömegspektrometria 

m/z  -  tömeg/töltés hányados 

NCL  -  nukleolin 

NFE2L2  -  nukleáris faktor eritroid 2- szerű 2 faktor 

REIMS  -  rapid evaporatív ionizációs tömegspektrometria 

RNS  -  ribonukleinsav 

SNRNP200  -  U5 kis nukleáris ribonukleoprotein 200 kDa helikáz 

snRNS  -  small nuclear/kis magi RNS 

SPRR2D -  kis prolinban gazdag fehérje 2D 

TMED2  -  transzmembrán emp24 domént tartalmazó fehérje 2 

TNC  -  tenaszcin-C 

TOF  -  time-of-flight/repülési idő 
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I. BEVEZETÉS 

A fej-nyaki laphámkarcinóma (FNYLHK) a világon a hetedik leggyakoribb rosszindulatú 

daganatos megbetegedés. Évente mintegy 660 000 új esetet diagnosztizálnak, így a betegség 

jelentős terhet ró az egészségügyi rendszerre és a betegek életminőségére. Az FNYLHK-k közé 

tartoznak a malignus gége és algarati laphámkarcinómák (GALHK) is. Bár a diagnosztikai és 

terápiás eljárások az elmúlt évtizedekben jelentős fejlődésen mentek keresztül, a betegek 

túlélése nem javult számottevően. Ennek egyik fő oka, hogy a betegséget gyakran csak 

előrehaladott stádiumban diagnosztizálják, amikor a kezelési lehetőségek korlátozottabbak, 

emellett a daganat agresszív biológiai viselkedése is nehezíti a kezelés sikerét. 

Emiatt  a korai tumorfelismerés kulcsfontosságú a betegek túlélési esélyeinek javításában. A 

hagyományos diagnosztikai módszerekkel (fizikális vizsgálat, képalkotó eljárások, mintavétel) 

párhuzamosan továbbra is nagy igény mutatkozik a tumormarkerek kutatása iránt. A 

tumormarkerek olyan molekulák (pl. fehérjék, DNS-szakaszok), amelyek a daganat 

jelenlétekor megváltozott mennyiségben vannak jelen a szervezetben. Ideális esetben a 

tumormarkerek segítségével a daganatok korai stádiumban diagnosztizálhatóak, emellett a 

terápia hatékonysága, valamint az esetleges tumorkiújulás is monitorozható. A tumoron 

hordozott fehérjék nem csak diagnosztikai szempontból jöhetnek szóba, de terápiás targetet is 

jelenthetnek biológiai terápia számára. 

A proteomikai módszerek közül a tömegspektrometria (MS) alkalmazása új utakat nyitott a 

tumormarkerek kutatásában. Az MS a töltéssel rendelkező részecskék tömegének 

meghatározására szolgáló analitikai módszer. Az eljárás során a vizsgálandó anyagot ionizálják, 

majd az ionokat elektromágneses térben szétválasztják tömeg/töltés (m/z) arányuk alapján. Az 

így kapott spektrum alapján azonosíthatók és mennyiségileg meghatározhatók a vizsgált anyag 

összetevői. A módszer lehetőséget nyújt a fenotípusosan tumoros és egészséges szövetek 

közötti fehérjeösszetétel különbségek azonosítására is. Így nem csupán a detektált fehérjék, de 

ezek mennyiségi eltérései is potenciális tumormarkerekként szolgálhatnak. 

 

II. CÉLKITŰZÉS 

Jelen tanulmányban célkitűzésünk a szöveten belüli fehérjekülönbségek jelölésmentes 

tömegspetrometriai vizsgálata volt GALHK és a környező normál fenotípusú nyálkahártya 

összehasonlításával formalin-fixált paraffinba ágyazott (FFPÁ) szövettani metszeteken 
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potenciális tumormarkerek után kutatva. Azon feltételezésünket kívántuk igazolni, miszerint 

egyes fehérjék túl - vagy alulexpresszálódnak GALHK-kban. Emellett a nemzetközi 

szakirodalmat és az Ingenuity Pathway Analysis (IPA) adatbázist alapul véve térképeztük fel az 

általunk azonosított, esetlegesen tumormarkerként és jövőbeni terápiás célpontként szóba jövő 

fehérjék jelátviteli utakban betöltött szerepét.  

 

III. ANYAG ÉS MÓDSZER 

Beteganyag 

A kutatásba 16, szövettanilag igazolt GALHK-s férfi beteg került bevonásra. A betegek 

átlagéletkora 61 év volt (a legfiatalabb beteg 45, míg a legidősebb 79 éves volt). A résztvevők 

mindannyian erős dohányosnak minősültek, emellett rendszeres alkoholfogyasztásról 

számoltak be. A diagnosztizált tumorok mind primer esetként kerültek felismerésre. A diagnózis 

direkt laringoszkópia során történt. A direkt laringoszkópia során a feltárásra szolgáló 

laringoszkópot a hanyatt fekvő, hiperextendált nyaki pozíciójú beteg száján keresztül a gége-

algarat régióba vezettük. A tumorkiterjedés intraoperatív meghatározása operációs 

mikroszkóppal vagy gégészeti endoszkóppal végzett vizualizációval történt. A diagnosztikus 

mintavételt gégemikrosebészeti fogóval végeztük. Az analizálandó szövetmintákat FFPÁ 

szöveti blokkokból történő metszéssel nyertük.  

 

Mintaelőkészítés 

A mintaelőkészítést deparaffinálással kezdtük: a festetlen metszeteket xilollal, 90, 70 és 50 m/m 

%-os etanollal, majd 50 mM koncentrációjú ammónium-bikarbonáttal mostuk. Az 

antigénelőhívás 100 mM koncentrációjú Tris-Hcl pufferoldattal történt (97 0C, 30 perc). A 

patológus által előzetesen bejelölt, szövettanilag malignusnak tartott területeket egy vékony 

tűvel mikrodisszekáltuk a tárgylemezekről, majd SDS lízis puffert tartalmazó 2 ml-es 

Eppendorf csövekbe gyűjtöttük. A tumorral szomszédos, fenotípusosan tumormentes 

szövetrészleteket azonos módon disszekáltuk és inkubáltuk lízis pufferben. Centrifugálást 

követően jéghideg etanolt adtunk a felülúszóhoz 9-szeres volumenfeleslegben. A mintákat egy 

éjszakán keresztül 4 0C-on pihentettük a fehérjék kicsapására. Az így nyert pelletet kétszer 

mostuk abszolút alkohollal, majd a fehérjék szolubilizálása következett 8 M ureával. A 

redukciót és alkilálást egy éjszakán át tartó tripszines emésztés követte 37 0C-on. Az így 
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keletkező triptikus peptideket Pierce C18 spin oszlopokon (Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

Massachusetts, USA) tisztítottuk.  

 

Tömegspektrometriai analízis 

A vizsgálatra szolgáló készülék egy Bruker MAXIS II ETD Q-TOF (Bruker Daltonics, Bréma, 

Németország) volt, melyet egy Ultimate 3000 nanoRSLC rendszerhez (Dionex, Sunnyvale, 

Kalifornia, USA) csatoltunk. A mintákat egy Acclaim PepMap100 C-18 csapdázó oszlopra (100 

µm x 20 mm, Thermo Scientific, Sunnyvale, Kalifornia, USA) injektáltuk, melyet online 

csatoltunk egy ACQUITY UPLC M-Class Peptide BEH C18 oszlophoz (130 Å, 1,7 µm, 75 µm 

x 250 mm, Waters, Milford, Massachusetts, USA). A peptidek elválasztása 48 oC -on, 300 

nl/perc áramlási sebességgel, 4%-os „B” oldószerrel történt 11 percig, majd 50 %-os „B” 

oldószerrel 120 percig. „A” oldószernek víz 0.1 %-os hangyasav elegyét, míg „B” oldószernek 

acetonitril 0.1 %-os hangyasav keverékét alkalmaztuk. Az injektált anyagmennyiség 0.5 µg 

volt. A minták ionizációját pozitív elektrospray módban végeztük CaptiveSpray nanoBooster 

ionforrással. A kapilláris feszültséget 1300 V-ra állítottuk, a nanoBooster nyomását 0.2 Barra, 

míg a szárító gáz hőmérséklete 150 oC volt 3 l/perc áramlási sebesség mellett. A külső 

tömegkalibrálást az Agilent Technologies (Santa Clara, Kalifornia, USA) alacsony 

koncentrációjú tömegkeverékének közvetlen bejuttatásával végeztük. A belső 

tömegkalibráláshoz nátrium-formiátot használtunk referenciaként. A tömegspektrumok 

felvétele 2.5 s fix ciklusidővel 150-2200-ig terjedő m/z tartományban 3 Hz sebességgel történt. 

Az ütközés-indukált disszociáció során az intenzív prekurzorok esetén 16 Hz sebességgel, míg 

a kis intenzitású prekurzorok esetén 4 Hz sebességgel történt a tandem tömegspektrometriás 

felvétel. Az egyszeresen töltött peptideket kizártuk az analízisből, kizárólag a többszörösen 

töltött peptidek kerültek fragmentálásra. Az ütköztetési energia beállítása automatikusan, a 

gyártó ajánlása szerint történt, figyelembe véve a prekurzor m/z arányát és az ionok töltöttségi 

állapotát. Azon prekurzorokat, melyekről tandem tömegspektrometriás felvétel készült, a 

következő 2 perc során kizártuk a kiválasztásból, kivéve, ha a prekurzor szintje háromszorosra 

emelkedett. A nyers mérési adatokat Compass DataAnalysis 4.3 szoftverrel (Bruker Daltonics, 

Bréma, Németország) kalibráltuk újra.  
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Fehérjeazonosítás 

A fehérjéket a humán Swiss-Prot adatbázisból (2015. májusi frissítés) azonosítottuk a 2.5-ös 

verziójú Mascot kereső motor (Matrix Science, London, Egyesült Királyság) segítségével az 

alábbi paraméterek szerint: 7 ppm peptidtömeg tolerancia, 0.05 Da fragment tömeg tolerancia, 

két kihagyott hasítási hely, ciszteinek karbamidometilációja mint fix módosulás, deamidáció, 

oxidáció mint változó módosulás. A fehérjék azonosítása 1%-os téves találati arány mellett 

történt. Jelölés-mentes félkvantitatív mennyiségi meghatározásra a 1.5.3.30-as verziójú 

MaxQuant szoftvert használtuk alapértelmezett paraméterekkel. MaxQuant analízisnek csak 

azon fehérjéket vetettük alá, amelyeket előzőleg Mascot-tal azonosítottunk.  

 

Statisztikai és bioinformatikai analízis 

Az így nyert adatokat diszkriminancia analízisnek, valamint páros t-próba tesztnek vetettük alá 

a fenotípusosan tumoros és normál szövetet leginkább jellemző fehérjék azonosítására. 

Bioinformatikai analízis céljára az Ingenuity Pathway Analysis szoftvert használtuk 

(www.ingenuity.com, Mountain View, Kalifornia, USA), ennek segítségével térképeztük fel az 

általunk azonosított fehérjék bármely ismert jelátviteli folyamatban elfoglalt helyét és 

egymással való esetleges kapcsolatukat.   

 

IV. EREDMÉNYEK 

A jelölés nélküli proteomikai módszerrel összesen 1164 proteint deteltáltunk legalább 2 egyedi 

peptidet alapul véve. 

A diszkriminancia analízis révén a tumoros és nem tumoros csoportra jellemzően 18 fehérjét 

azonosítottunk. 

A páros t-próba teszt segítségével esetleges statisztikailag szignifikáns különbség meglétét 

vizsgáltuk az összetartozó tumoros-nem tumoros mintapárok között ezen 18 protein 

tekintetében. A p értéket 0.1-nek határoztuk meg, figyelembe véve az összetartozó tumoros-

nem tumoros mintapárok alacsony számát (n=16). 
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Mindezek eredményeként az alábbi 8 fehérje mutatott szignifikánsan magasabb szintet a 

tumoros szövetben: 

o Tenaszcin-C (TNC) 

o Transzmembrán emp24 domént tartalmazó fehérje 2 (TMED2) 

o Citoplazmatikus dinein könnyű lánc 1 (DYNLL1) 

o Koaktozin-szerű fehérje (COTL1) 

o Kis prolinban gazdag fehérje 2D (SPRR2D) 

o Nukleolin (NCL) 

o U5 kis nukleáris ribonukleoprotein 200 kDa helikáz (SNRNP200) 

o Zsíros aldehid dehidrogenáz 3A2 (ALDH3A2) 

Két fehérje bizonyult emelkedettnek a tumor melletti fenotípusosan ép szövetben: 

o Dezmoglein-1 (DSG1) és az  

o I-es típusú citoszkeletális keratin 9 (KRT9 vagy K1C9)  

A bioinformatikai analízis nem talált kapcsolatot az azonosított fehérjék között, viszont 6 

interakciót térképeztünk fel 6 általunk azonosított fehérje (ALDH3A2, DSG1, DYNLL1, NCL, 

TMED2, TNC) és 3 ismert molekula (epidermális növekedési faktor receptor (EGFR) 

hepatocita növekedési faktor (HGF), és nukleáris faktor eritroid 2- szerű 2 faktor (NFE2L2)) 

között. Az általunk azonosított proteinek ismert jelátviteli utakban való láthatóvá tétele révén 

számos esetleges jövőbeli diagnosztikai és terápiás felhasználás vizionálására is kísérletet 

tettünk. 

A talált fehérjék között IPA-val azonosított interakciók 

(CO: korreláció; PP: fehérje-fehérje kötés; E: expresszió) 
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V. MEGBESZÉLÉS 

A molekuláris diagnosztika területén zajló folyamatos technikai fejlődés ellenére a 

tumormarker kutatás jelenleg is nagy kihívást jelent. Az utóbbi években az érdeklődés 

fokozatosan a proteomika felé irányult, mely azon megfigyelést helyezi előtérbe, hogy a tumor 

által termelt proteinek és poszttranszlációs módosulásaik legalább annyira fontosak mint a 

tumor genetikája. 

A FFPÁ szövetminták vizsgálata a FNYLHK-kra vonatkozóan kevésbé elterjedt. A FFPÁ 

szövetek proteomikai analízisével foglalkozó közlemények között elenyészően találunk 

említést FNYLHK-kra vonatkozóan. Kezdetben a szolid tumorok proteomikai analízise 

kizárólag gyorsfagyasztott szövetmintákon valósulhatott meg, mely mind idő, mind térbeli 

logisztikai nehézségekkel jár. Ezt kiküszöbölendő, és a FFPÁ szövetminták széles 

rendelkezésre állásból adódóan érhetően megnövekedett az utóbbiak vizsgálata iránti igény, 

ezért döntött kutatócsoportunk is ezen minták vizsgálata mellett. 

A kutatás során azonosított fehérjék eltérő módon befolyásolják a tumor mikrokörnyezetét. A 

tumorban szignifikánsan overexpresszáltnak  bizonyult proteinek (TNC, TMED2, DYNLL1, 

COTL1, NCL, SPRR2D, SNRNP200, ALDH3A2) a tumorsejtek proliferációjának, 

migrációjának és inváziójának irányában hatnak. A fenotípusosan ép szövetban overexpresszált 

két fehérje (DSG1, KRT9) a szöveti mikrokörnyezet stabilizálásában és a sejtek adhéziójában 

játszanak szerepet. 

A FNYLHK-ban, így a GALHK-ban is overexpresszált proteinekre ígéretes terápiás 

célpontokként tekinthetünk. Ezen fehérjék gátlása a tumorsejt proliferáció, migráció és szöveti 

invázió csökkentése révén új antitest alapú fej-nyak onkológiai kezelések előtt nyithat utat.  

 

Kutatásunk limitációi 

Az SPRR2D-re és K1C9-re vonatkozóan nem találtunk adatot az IPA adatbázisban. Ez 

feltehetően a két fehérje és a laphámkarcinómák közötti kapcsolatra vonatkozó adatok IPA 

adatbázisbeli hiányára vezethető vissza. Az adatbázisban tárolt adatok bővülése a kérdéses 

fehérjék tekintetében vélhetően új interakciókra világíthat rá a közeljövőben. Tanulmányunk 

első olvasatra relatíve mérsékelt számú minta vizsgálatán alapult, azonban fontos leszögezni, 

hogy elsődleges célunk egy kísérleti jellegű kutatás folytatása volt, mellyel a tumoros és a 
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tumort övező fenotípusosan egészséges szövet közötti fehérjeösszetétel különbségeket kívántuk 

megvizsgálni GALHK-ban.  

 

Kutatásunk hozadéka 

Fontosnak tartjuk hangsúlyozni, hogy - ellentétben MS-án alapuló korábbi kutatásokkal – a 

szövetek közötti fehérjesűrűség különbségeket kizárólag FFPÁ GALHK szövetmintákon 

vizsgáltuk jelölés nélküli LC/MS proteomikai módszerrel. A FFPÁ mintákon történő 

kvantitatív LC/MS vizsgálati módszer régóta vita tárgyát képezi. Ellenzői a formalin által 

előidézett keresztkötéseket és melléktermékeket hozzák fel a módszer ellenérveként. Azonban 

az extrakciós eljárások fejlődésének köszönhetően a FFPÁ szövetmintákból történő 

proteinkinyerés megbízhatósága és diagnosztikai pontossága a friss fagyasztott 

szövetmintákéval megegyező. Továbbá az LC/MS módszer FFPÁ szövetmintákon való 

alkalmazása szintén egyenértékűnek mutatkozott a friss fagyasztott mintákon végzett 

vizsgálatokkal.  Emellett a jelölésmentes proteomikai eljárások számos előnnyel bírnak a 

jelöléses módszerekkel szemben. Egyfelől jelölés során az egyes mintaelőkészítési lépések 

mind magukban hordozzák a proteinveszteségből fakadó adatveszteség lehetőségét. Másfelől 

egyes jelölési technikáknak előfeltétele bizonyos molekuláris alkotóelemek megléte (pl. 

cisztein tartalmú peptidek).   

Kezdeti bíztató eredményeinken túl jelen tanulmány klinikailag releváns aspektusokkal is bír. 

Amellett, hogy sikerült a GALHK-k és a szomszédos, fenotípusosan ép szövet közötti 

proteomikai különbségekre rávilágítanunk, olyan markerként és targetként esetlegesen szóba 

jövő fehérjéket azonosítottunk GALHK-ban, melyek eddig nem voltak az érdeklődés 

előterében.  Ezen túlmenően a FFPÁ mintákon történő jelölésmentes LC/MS megbízhatósága 

lehetővé teszi már meglévő szövettani minták vizsgálatát is. Gondolatmenetünk alapján a 

gazdag szövettani archívumok ezirányú széleskörű bevonása jelentősen hozzájárulhatna a 

jövőbeni tumormarker kutatáshoz, emellett szükségtelenné tenné a költséges és időigényes friss 

fagyasztásos eljárást.   

 

Jövőbeni törekvéseink 

Proteomikai méréseink időpontjában sajnálatosan még nem álltak széles körben rendelkezésre 

az azonosított fehérjék verifikálására alkalmas monoklonális antitestek. A jövőben ezen 
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antitestek birtokában lehetőségünk nyílna a tanulmányozott fehérjék szöveten belüli 

eloszlásának tanulmányozására, mely esetlegesen segíthetne közelebb kerülni a tumorszövet és 

az azt körülvevő stroma interakciójának megértéséhez. 

 

VI. ÖSSZEFOGLALÁS 

 

A FNYLHK-kra jellemző potenciális biomarkerek felfedezése amellett, hogy alapvető 

fontosságú, legalább annyira kihívást jelent még napjainkban is. A folyamatosan finomodó 

technikai háttér a proteomika és ezzel együtt a MS rohamos fejlődéséhez is hozzájárult. A 

műszeres háttér és a kiforrott mintaelőkészítési eljárások birtokában komplex vegyületek, 

szövetminták elemzése is lehetővé vált. A MS alkalmazása magától értetődően a tumormarker 

kutatást sem hagyta érintetlenül. Más daganattípusokhoz hasonlóan a FNYLHK-ra jellemző 

fehérjék azonosítása is elérhető közelségbe került. A tumorra jellemző biomarkerek 

megismerése kulcsfontosságú a korai felismerésben. A biomarkerek nem csupán 

szűrővizsgálati jelleggel bírnak, a tumorkiújulás felismerésében és a kezelésre adott válasz 

megítélésében is lényeges szerepet játszanak. A GALHK-ra jellemző fehérjék azonosításával 

mi is egy további lépést kívántunk tenni a tumormarker kutatásban. Emellett az FFPÁ 

szövetmintákon általunk történő jelölésmentes LC/MS módszer ígéretes eljárásnak tűnik a 

GALHK-kra jellemző potenciális biomarkerek kutatásában.  

 

VII. KÖSZÖNETNYILVÁNÍTÁS 

Mindenekelőtt a kutatásban résztvevő 16 önkéntes betegünknek tartozom köszönettel, hogy 

hozzájárulásukkal a betegségükkel folytatott küzdelem ellenére is készséggel hozzájárultak 

jelen kutatás végigviteléhez.  

Emellett szeretnék köszönetet mondani Dr. Márk László és Dr. Lujber László témavezetőimnek 

szakmai támogatásukért és tudományos munkámmal kapcsolatban tett értékes észrevételeikért. 

Hálával tartozom Dr. Turiák Lillának és Dr. Ács Andrásnak az MTA TTK Tömegspektrometriai 

Kutatócsoport részéről nyújtott önzetlen segítségéért és áldozatos munkájáért, melynek révén 

megvalósulhatott a szövetminták tömegspektrometriai vizsgálata. Köszönetemet szeretném 

kifejezni Kőnigné Péter Anikó és Hegedűs Zoltán felé a statisztikai és bioinformatikai 
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analízisben nyújtott erőfeszítéseikért. A hisztopatológiai háttérmunka biztosításáért Professzor 

Dr. Tornóczki Tamást és Kneif Józsefnét szeretném köszönettel illetni. Továbbá köszönettel 

tartozom Professzor Dr. Gerlinger Imre volt és Dr. Szanyi István jelenlegi klinika-igazgatónak, 

hogy lehetővé tették számomra PhD munkám folytatását. Végül, de nem utolsósorban 

köszönetet szeretnék mondani Feleségemnek és Gyermekeimnek, hogy nélkülözni tudtak jelen 

kutatás véghezvitele érdekében. 
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A pirosszínű kiemelés a tumorszövetben az ép szövethez képest szignifikánsan túlexpresszálódó fehérjéket jelöli (p érték < 0,1) .  

A zöldszínű kiemelés a tumorszövetben az ép szövethez képest szignifikánsan alulexpresszálódófehérjéket jelöli (p érték < 0,1) . 

 

                                         FÜGGELÉK                     Páros t-próba 

(az összetartozó tumoros-ép szövetmintapárokra diszkriminanciaanalízis alapján legjellemzőbb 18 fehérje vonatkozásában)  

 

 

t-érték 

Szabad-

ságfok 

Szignifikancia 

(p-érték) 

Relatív sűrűség 

átlagértékek 

Standard  

deviáció 

Standard 

hibaátlag 

A különbség 95% -os konfidencia 

intervalluma 

alsó felső 

 1.pár TENA_HUMAN ép –  

TENA_HUMAN tumoros 

-2348325,00000 1371919,61000 396039,07810 -3220001,13400 -1476648,86600 -5,930 11 0,000 

  2.pár TMED2_HUMAN ép –   

TMED2_HUMAN tumoros 

-150133,33330 85444,86083 24665,80670 -204422,40780 -95844,25882 -6,087 11 0,000 

  3.pár DYL1_HUMAN ép – 

DYL1_HUMAN tumoros 

-183083,33330 326385,56630 94219,39728 -390458,82850 24292,16187 -1,943 11 0,078 

  4.pár PSMD3_HUMAN ép – 

PSMD3_HUMAN tumoros 

-53666,66667 145052,55060 41873,06456 -145828,66040 38495,32703 -1,282 11 0,226
 

 5.pár DCXR_HUMAN ép – 

DCXR_HUMAN tumoros 

-35258,33333 123515,69980 35655,91127 -113736,46490 43219,79825 -0,989 11 0,344
 

 6.pár DSG1_HUMAN ép – 

DSG1_HUMAN tumoros 

1390166,66700 2209880,78000 637937,63150 -13924,59339 2794257,92700 2,179 11 0,052 

 7.pár COTL1_HUMAN ép – 

COTL1_HUMAN tumoros 

-264333,33330 397229,34370 114670,23430 -516720,81730 -11945,84941 -2,305 11 0,042 

 8.pár K1C9_HUMAN ép – 

K1C9_HUMAN tumoros 

73326666,67000 97159973,93000 28047668,55000 11594164,41000 135059168,90000 2,614 11 0,024 

 9.pár OSTF1_HUMAN ép – 

OSTF1_HUMAN tumoros 

-21475,00000 81984,66736 23666,93488 -73565,57247 30615,57247 -0,907 11 0,384 

10.pár IF6_HUMAN ép – 

IF6_HUMAN tumoros 

-3266,66667 193252,24370 55787,11746 -126053,28430 119519,95100 -0,059 11 0,954 

11.pár ACOC_HUMAN ép – 

ACOC_HUMAN tumoros 

8716,66667 91136,93826 26308,96792 -49188,98130 66622,31463 0,331 11 0,747 

12.pár SPR2D_HUMAN ép – 

SPR2D_HUMAN tumoros 

-103300,00000 134895,60270 38941,00627 -189008,57690 -17591,42307 -2,653 11 0,022 

13.pár NUCL_HUMAN ép – 

NUCL_HUMAN tumoros 

-1271858,33300 1047332,64900 302338,89340 -1937301,75100 -606414,91570 -4,207 11 0,001 

14.pár TXNL1_HUMAN ép – 

TXNL1_HUMAN tumoros 

-41316,66667 84232,22050 24315,74759 -94835,26627 12201,93293 -1,699 11 0,117 

15.pár U520_HUMAN ép – 

U520_HUMAN tumoros 

-691750,00000 768104,41110 221732,64430 -1179780,26000 -203719,74050 -3,120 11 0,010 

16.pár UD17_HUMAN ép – 

UD17_HUMAN tumoros 

-9275,00000 163882,95780 47308,93491 -113401,26370 94851,26367 -0,196 11 0,848 

17.pár AL3A2_HUMAN ép – 

AL3A2_HUMAN tumoros 

-86083,33333 144985,55310 41853,72405 -178202,75890 6036,09220 -2,057 11 0,064 

18.pár TBB6_HUMAN ép – 

TBB6_HUMAN tumoros 

-230333,33330 647338,93520 186870,65420 -641632,87020 180966,20350 -1,233 11 0,243 
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FÜGGELÉK         Az azonosított proteinek listája 

 

      
A fehérjét kódoló  

gén jelölése  

A kódolt protein 

azonosító száma Mascot pontszám 

Molekulasúly 

(kDa) 

Szekvencia 

lefedettség (%) Peptidszám* 

TNC TENA_HUMAN 354 240,7 8,3 13 

TMED2 TMED2_HUMAN 59,1 22,7 12,2 3 

DYNLL1 DYL1_HUMAN 82,3  8  21,6 5 

COTL1 COTL1_HUMAN 72,7 15,9 5,4 3 

SPRR2D SPR2D_HUMAN 89,1 7,9 46,8 3 

NCL NUCL_HUMAN 316,2 76,6 17,9 11 

SNRNP200 U520_HUMAN 51,5 244,4 1,3 2 

ALDH3A2 AL3A2_HUMAN 64,6 54,8 7,9 3 

DSG1 DSG1_HUMAN 175 113,7 6,9 5 

KRT9 K1C9_HUMAN 1493,3 62 68,2 37 

    

* átlagos peptidszám, mely alapján az egyes proteinek azonosításra kerültek    

A pirosszínű kiemelés a tumorszövetben az ép szövethez képest szignifikánsan túlexpresszálódó fehérjéket jelöli (p 

érték < 0,1) .  

A zöldszínű kiemelés a tumorszövetben az ép szövethez képest szignifikánsan alulexpresszálódó fehérjéket jelöli (p 

érték < 0,1) . 
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Abstract
Squamous cell carcinoma (SCC) of the head and neck region is the sixth most frequent malignancy with high mortality rate. Due
to its poor prognosis it is considered a growing public health problem worldwide inspite of existing treatment modalities. Thus,
early diagnosis of new diseases and recurrences is emerging on one hand, but on the other hand troublesome in the lack of reliable
tumor markers in this field. The rapid development of proteomics has opened new perspectives in tumor marker discovery.
Liquid chromatography/mass spectrometry (LC/MS) as the gold standard in proteomics enables the semi-quantitative analysis of
proteins within various tissues. Abundance differences between tumor and normal tissue also can be interpreted as tumor specific
changes. The aim of this study was to identify potential tumor markers of laryngeal/hypopharyngeal SCC by revealing abundance
changes between cancerous and the surrounding phenotypically healthy tissue. After separating the phenotypically cancerous and
healthy parts of formalin-fixed paraffin-embedded tissues, each sample underwent protein recovery process and tryptic digestion
for label-free semi-quantitative LC/MS analysis. Eight proteins showed significantly higher abundance in tumor including
tenascin, transmembrane emp24 domain-containing protein 2, cytoplasmic dynein light chain 1, coactosin-like protein, small
proline-rich protein 2D, nucleolin, U5 small nuclear RNP 200-kDa helicase and fatty aldehyde dehydrogenase. Desmoglein-1
and keratin type I cytoskeletal 9 were down-regulated in tumor. Using Ingenuity Pathway Analysis we mapped the signaling
pathways these proteins play role in regarding other tumors. Based on these findings these proteins may serve as promising
biomarkers in the fight against laryngeal/hypopharyngeal SCCs.
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Introduction

Head neck squamous cell carcinoma (HNSCC) is the 6th most
frequent malignancy [1] related with nicotine and alcohol
abuse [2]. Its incidence is three-fold higher in males. Due to
the aspecific symptoms most HNSCCs are diagnosed with
advanced stage indicating growing public health problem
worldwide The low 5-year overall survival rate has not
changed significantly in the past decade despite surgical and
oncological innovations [3].

Thus, early diagnosis and better understanding of tumor be-
havior is essential. HNSCCs probably produce several proteins
that could be utilized as tumormarkers. In possession of reliable
markers not only screening and early recognition, but early
detection of recurrence could be achieved. In addition, some
markers may serve as promising targets for biological therapies.

Due to rapid proteomics development, a newway has opened
in biomarker discovery. Beside evaluating epigenetic modifica-
tions, on-tissue protein distribution investigation and protein im-
aging also became available [4]. As potential biomarkers are
mostly unknown, labeling can not be used in discovery contrary
to label-free semiquantitative methods. Without labeling, inten-
sity of distinct peptides appropriately follows their abundance
changes. Nevertheless, label-free methods are more cost-effi-
cient. LC/MS possesses these advantages. Its high throughput
feature also makes it powerful in protein discovery. Initially,
proteomic analysis of solid tumors with mass spectrometry
(MS) was available only on fresh frozen samples. Therefore,
growing demand for analysis of formalin fixed paraffin embed-
ded (FFPE) tissue samples appeared. Development of tissue
preparation protocols enabled the elimination of formaldehyde
induced protein cross-linkings disturbing MS. Overcoming this
formerly limiting factor, an invaluable perspective has opened in
retrograd analysis due to broad histological sample archives used
in daily clinical practice.

The present study aims to investigate protein abundance dif-
ferences between laryngeal/hypopharyngeal squamous cell car-
cinoma (LHSCC) and phenotypically normal tissue on FFPE
samples to identify potential tumor markers. Furthermore, based
on the literature and Ingenuity Pathway Analysis (IPA), we aim
to map the pathways these proteins take part in other malignant
tumors in order to evaluate them as possible candidates for target
therapy of HNSCCs in the future.

Material and Methods

Patients

Sixteen consenting patients (16 males, median age 61 yrs.,
range from 45 yrs. to 79 yrs) diagnosed with LHSCC were
enrolled. Heavy smoking and regular alcohol consumption
were reported in all cases. All tumors were advanced primary

cases (stage III-IV.A). Exclusion criteria included non-SCC
histology, HPV positivity, previous oncological treatment and
recurrence or second primary tumor.

Method

Clinical examination included biopsy from all tumors for di-
agnosis prior to treatment. Biopsy samples were fixed in for-
malin followed by paraffin-embedding, sectioning and
hematoxylin-eosin (HE) staining. Histological examination
confirmed HNSCC in all cases.

For research purposes, all corresponding paraffin-embedded
tissue blocks were retrieved and further sections (15 μm thick-
ness) weremade from original blocks and placed to conventional
histological plate without staining. In addition, another HE
stained section (7 μm thickness) was made from blocks with
one obvious malignant field marked by the pathologist on the
contralateral side of the plate. Based on this marking, identical
part of each plate containing unstained paraffin-fixed section was
drawn around in the sameway. Deparaffinization was performed
by washing the unstained slides with xylol, ethanol 90% (m/m),
ethanol 70% (m/m), ethanol 50% (m/m) and 50 mM ammoni-
um-bicarbonate, respectively. Antigen retrieval was performed
with 100 mM Tris-HCl buffer (97 °C, 30 min). According to
the marked field lining histologically obvious malignant part, the
tissuewasmicrodissectedwith a fine needle and collected to 2ml
Eppendorf tube containing SDS lysis buffer. Tumor adjacent
normal tissue was also microdissected and each sample was
incubated in the lysis buffer (97 °C, 30min). After centrifugation
ice cold absolute ethanol was added to the supernatant with 9
volume surplus. Samples were kept at 4 °C overnight for protein
precipitation. The pellet was washed twice with absolute ethanol,
proteins were solubilized with 8 M urea. Reduction and alkyl-
ation were followed by overnight trypsin digestion. The resulting
tryptic peptides were cleaned using Pierce C18 spin columns
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA). The MS used for
analysis was a Bruker mAXIS II ETD Q-TOF (Bruker
Daltonics, Bremen, Germany) coupled to an Ultimate 3000
nanoRSLC system (Dionex, Sunnyvale, CA, USA). Samples
were injected on an Acclaim PepMap100 C-18 trap column
(100 μm×20 mm, Thermo Scientific, Sunnyvale, CA, USA)
online coupled to an ACQUITY UPLC M-Class Peptide BEH
C18 column (130Å, 1.7μm, 75μm×250mm,Waters,Milford,
MA, USA). Peptides were separated at 48 °C with a flow rate of
300 nl/min, 4% solvent B from 0 to 11 min, followed by a
120min gradient to 50% solvent B. Solvent A consisted of water
+0.1% formic acid, while Solvent B was acetonitrile +0.1%
formic acid. The injected sample amount was 0.5 μg. Sample
ionization was achieved in the positive electrospray ionization
mode via a CaptiveSpray nanoBooster ionsource. The capillary
voltage was 1300 V, the nanoBooster pressure was 0.2 Bar,
drying gas was 150 °C, the flow rate was 3 l/min. External mass
calibration was done using the low concentration tuning mix
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from Agilent technologies via direct infusion. Internal mass cal-
ibration was performed via lock mass for each run using sodium
formate. The MS spectra were recorded with a fix cycle time
(2.5 s) over the mass range of m/z 150–2200 at 3 Hz with a
minimal precursor mass of m/z 322. The CID was performed
at 16 Hz for abundant precursors and at 4 Hz for ones of low
abundance. Singly charged peptides were excluded from analy-
sis, only multiple charged peptides were chosen for fragmenta-
tion. Collision energy for precursor signals was set automatically
followed by the manufacturer’s recommendations based on the
isolation m/z, isolation mass range width and ion charge state.
Active exclusion of 2 min. After 1 spectra was used except if the
intensity of the precursor was elevated threefold. For protein
analysis raw data were recalibrated using the Compass
DataAnalysis software 4.3 (Bruker Daltonics, Bremen,
Germany). Data were processed by the ProteinScape 3.0 soft-
ware (Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Germany). Proteins
were identified by searching against the human Swissprot data-
base (2015_08) using the Mascot search engine version 2.5
(Matrix Science, London, UK) applying the following search
parameters: 7 ppm peptide mass tolerance, 0.05 Da fragment
mass tolerance, 2 missed cleavages, carbamidomethylation of
cysteines as fixed modification, deamidation (NQ) and oxidation
(M) as variable modifications and proteins were identified using
1% FDR limit. Label-free quantitation (LFQ) was then per-
formed using MaxQuant (software version 1.5.3.30), applying
default parameters. MaxQuant analysis searched only for pro-
teins identified previously by Mascot. Each LC-MS/MS run
was aligned using the “match between runs” feature (match time
window 0.8 min, alignment time window 15 min). The acquired
data underwent discriminant analysis and paired sample t-test
searching for proteins most characteristically describing tumor
and normal tissue. Bioinformatic analysis were performed by
IPA software (Ingenuity Databases, Mountain View, CA,
USA) to place identified proteins in known signalling pathways.

Results

1164 proteins were identified with at least 2 unique peptides
among the samples. Discriminant analysis revealed 18 proteins
describing either the tumor or normal tissue group. Paired sample
t-test were used to test for statistical significance between each
pair regarding thesemost descriptive 18 proteins (Table 1). The p
value was determined 0,1 considering the low number of sample
pairs of coherent tumor and normal tissue (n= 16). Thus, 8 pro-
teins showed significantly higher density in tumor including
tenascin (TNC), transmembrane emp24 domain-containing pro-
tein 2 (TMED2), dynein light chain 1, cytoplasmic (DYNLL1),
coactosin-like protein (COTL1), small proline-rich protein 2D
(SPRR2D), nucleolin (NCL), U5 small nuclear RNP 200-kDa
helicase (SNRNP200) and fatty aldehyde dehydrogenase
(ALDH3A2). Two proteins, desmoglein-1 (DSG1) and keratin

type I cytoskeletal 9 (KRT9) had significantly higher density in
the adjacent phenotipically normal tissue. Data and physiological
roles of identified proteins are demonstrated in Table 2.

Discussion

Despite rapid development of molecular diagnostics,
tumormarker discovery is still challenging. In the past few
years the interest of tumor research has gradually turned to
proteomics highlighting the observation that secreted proteins
are as important as tumor genetics. MS coupled with LC is
considered as the „gold standard” quantitative method in tu-
mor protein research. Due to the continuously evolving tech-
nical background, growing effort on investigation of HNSCC
proteome has also appeared. Initially, studies targeted in vitro
cell lines. Analysis of solid tumor tissues opened new ways in
tumormarker discovery, as these include the surrounding mi-
croenvironment also contributing to the malignant nature of
HNSCCs [5]. MS-based protein analysis had been previously
possible only on fresh frozen tissue samples with the
neccessity of organization steps including planned cryosection
and coordination of sample preparation. These drawbacks can
be overhelmed by FFPE tissues utilizing deparaffination pro-
cess [6]. Among existing papers reporting proteomic analysis
on FFPE samples, only a few reports address HNSCC [7].
Discovering possible tumor markers can be achieved by find-
ing proteins exclusively expressed by tumor tissue, but protein
abundance differences between normal and tumor tissue can
also be interpreted as a possible tumor marker. Our aim was to
explore protein abundance differences between phenotypical-
ly normal and tumor t issue on FFPE laryngeal-
hypopharyngeal tumor samples. To our knowledge no LC/
MS based proteomical studies exist exclusively investigating
LHSCC on FFPE samples.

We found eight and two proteins with significantly higher
and lower abundance in LHSCC, respectively, compared to
adjacent normal tissue (Table 2).

We foremost found TNC, DYNLL1, COTL1, SPRR2D,
SNRNP200, TMED2 and ALDH3A2 abundant in LHSCC
by LC/MS. Similar to our findings, one LC/MS study also
found NCL levels elevated in LHSCC [8].

We first found DSG1 down-regulated in LHSCC with LC/
MS, albeit rather isoform switch among desmogleins seems to
be determining in tumor invasivity.

We identified K1C9 down-regulated. One possible expla-
nation for down-regulation is the dedifferentiation. The other
probable hypothesis in our opinion is the lack of detectable
tryptic peptides of cytokeratins in peritumoral microenviron-
ment due to non-tryptic digestion during invasion.

IPA found no connection between proteins, but we uncov-
ered existing interactions being considered as possible targets
for future therapies in LHSCCs (Fig. 1).
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Table 2 Data of identified proteins

Gene
symbol

Accession Role HNSCC related literature
referral

IPA findings Mascot
score

MW
(kDa)*

∑ SC
(%)**

∑
Peptides***

TNC TENA_
HUM-
AN

ECM adhesion,
angiogenesis, EMT

overexpression as adverse
prognostic factor in oral
SCC (mRNA expression
analysis)

activating EGFR due to
EGF-like repeats

354 240.7 8.3 13

TMED2 TMED2_
HUM-
AN

trafficking between
endoplasmic
reticulum and Golgi
apparat, cytoskeletal
re-arrangement, cell
migration

up- and downregulation in
oral and
hypopharyngeal SCC
(miRNA expression and
gene expression
analysis, low sample
number, n = 5)

overexpression mediated by
NFE2L2 (a transcription
factor that may promote
carcinogenesis)

59.1 22.7 12.2 3

DYNLL1 DYL1_
HUM-
AN

intracellular
microtubular vesicle
transport,
maintenance of
cytoskeleton

up-regulation under
hypoxic conditions on
FaDuDD HNSCC cell
line (LC-MS/MS)

indirectly facilitating
HGF/c-MET pathway

82.3 8 21.6 5

COTL1 COTL1_
HUM-
AN

F-actin binding protein,
cellular motility

no reports found tumor associated protein in
chemical-induced SCC
model†

72.7 15.9 5.4 3

SPRR2D SPR2D_
HUM-
AN

function in skin barrier,
wound healing,
quenching of ROS,
terminal
differentiation
marker of stratified
squamous epithel

up-regulated in oral SCC
and NPC (RNA
analysis)

no data found 89.1 7.9 46.8 3

NCL NUCL_
HUM-
AN

co-factor in
transcription
regulation and RNA
transport

overexpressed in laryngeal
SCC (LC-MS/MS on
snap frozen tissue
samples)

recruiting EGFR mediated
signaling pathways,
facilitating EGFR
cytoplasmic tail
dimerization, direct
binding with SNRNP200
playing role in RNA
metabolism

316.2 76.6 17.9 11

SNRNP200 U520_
HUM-
AN

DeXH box protein,
pre-mRNA splicing

no reports found gene mutation in human
cutaneous SCC, direct
binding with NCL acting
as nuclear interacting
partner

51.5 244.4 1.3 2

ALDH3A2 AL3A2_
HUM-
AN

detoxification of
aldehydes
originating from
lipid peroxidation
processes

down-regulated in oral
SCC (16O/18O
proteomics analysis
using ESI-ion trap and
MALDI-TOF/TOF MS)

direct binding with EGFR‡ 64.6 54.8 7.9 3

DSG1 DSG1_
HUM-
AN

desmosome forming isoform switch among
DSGs in HNSCC (RNA
analysis)

indirectly down-regulated by
HGF in malignant mela-
noma

175 113.7 6.9 5

KRT9 K1C9_
HUM-
AN

intermediate filament of
intracytoplasmatic
cytoskeleton

down-regulated in
HNSCC lymph node
metastasis
(MALDI-Q-TOF
MS/MS); up-regulated
in NPC
(ESI-Q-TOF–MS)

no data found 1493.3 62 68.2 37

Boldface entries under “Gene symbol” indicate proteins significantly overexpressed in tumor comparing to the adjacent phenotipically normal tissue
(p < 0,1)

Italicized entries under “Gene symbol” indicate proteins with significantly lower abundance in tumor (p < 0,1) comparing to the adjaccent phenotipically
normal tissue
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Theoretically, inhibition of TMED2 or its inducer NFE2L2
may suggest a promising tool against HNSCC invasion. NCL
can act both as a recruiter and overexpressed protein of EGFR
mediated pathways and can facilitate dimerization of EGFR’s
cytoplasmic tail. Thus NCL overexpression can be both con-
sequence and initiator of EGFR activation. Therefore interfer-
ing NCL can also be promising in EGFR-positive HNSCCs,
while down-regulation may serve as a marker of anti-EGFR
therapy efficacy.

TNC containing EGF-like repeats may serve as targets
against EGFR-positive HNSCCs. Inhibiting EGFR results in
TNC down-regulation. Considering the diverse correlations
between TNC and EGFR, TNC can serve both a potential
target in HNSCC and therapeutic response marker in anti-
EGFR treatment.

DYNLL1-related cytoskeletal rearrangement and tumor
cell migration can be theoretically inhibited by anti-HGF ther-
apy, as DYNLL1 shows indirect interaction with HGF in
HGF/c-MET pathway in HNSCC.

IPA found indirect inhibition of DSG1 by HGF in malig-
nant melanoma highlighting that DSG1 down-regulation con-
tributes to cell-cell adhesion disruption easing invasion. Thus
inhibition of HGF can exert anti-tumor effect with

maintaining cell-to-cell junctions via stabilizing desmosomes
by DSG1 overexpression. Considering that EGFR pathway
shares common signals with HGF-mediated routes resulting
redundancy and frequently moderate therapeutic response to
anti-EGFR treatment, combined inhibition of EGFR and c-
MET/HGF pathway is emerging. Interfering redundant path-
ways (p44/p42 MAPK, PI3K/AKT, STAT) may have the de-
sired anti-cancer effect. Until routinely applied anticancer
drug combinations are available simultaneously targeting
HGF, EGF and NFE2L2 mediated pathways, inhibition of
overexpressed DYNLL, TNC, NCL and TMED2 may exert
anti-tumor effect on HNSCC beyond their diagnostic role.

IPA also found unclear interactions. COTL-1 is suggested
as tumor-associated protein upregulated on mouse carcino-
genesis model. SNRNP200 gene mutation was reported in
human cutaneous SCC. IPA found EGFR-ALDH3A2 direct
binding with unknown significance. NCL-SNRNP200 direct
binding demonstrates NCL’s place in RNA metabolism and
identifies SNRNP200 as a nuclear interacting partner.

Contrary to previous MS studies, abundance differences
were determined using label-free LC/MS based proteomics
exclusively on FFPE LHSCC samples. Feasibility of quanti-
tative LS/MS methods on FFPE samples had been

c-MET: hepatocyte growth factor receptor; EGF: epidermal growth factor; EGFR: epidermal growth factor receptor; ECM: extracellular matrix; EMT:
endothelial-mesenchymal transition; HGF: hepatocyte growth factor;

HNSCC: head neck cancer squamous cell carcinoma; NFE2L2: nuclear factor, erythroid 2 like 2; NPC: nasopharyngeal carcinoma, ROS: reactive
oxygen species; SCC: squamous cell carcinoma

*molecular weight in kDa

**average sequence coverage in percentage

***the average number of peptides each protein was identified with
†without identified participating pathways
‡with unknown significance

CO: correla�on; PP: protein-protein binding; E: expression

Fig. 1 Note: This data is
mandatory. Please provide
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questionable for a long time due to cross-links and formalde-
hyde induced adducts [9]. Various extraction innovations
made protein recovery from FFPE samples as reliable and
diagnostically accurate as from fresh-frozen samples [10].
Labeling has several disadvantages compared to label-free
technique: protein loss due to each manipulation step,
neccessity of prerequisites (e.g. presence of cysteine-
containing peptides) and high costs. These disadvantages also
can be bypassed with label-free methods.

Our study also has limitations. Interestingly, IPA did not
detect SPRR2D and Krt9. This is probably due to the lack of
available IPA data. Continuous amplification of stored data
can reveal new interactions. The other drawback of our study
is the moderate sample number. It should be noted that our
primary aim was to design a pilot study for evaluation of
protein abundance differences between LHSCC and adjacent
healthy tissue.

Conclusion

Considering our initial favorable results, this study has clinical
relevance. Beside highlighting the proteomic difference be-
tween LHSCC and adjacent normal tissue, we found possible
LHSCCmarkers/targets that had not been in focus till date. On
the other hand, we proposed the potential in involving large
histopathological sample archives taking the reliability of
label-free LC/MS on FFPE samples into account facilitating
protein discovery. Nevertheless, this easy access to HNSCC
samples would make fresh frozen sectioning unneccessary
offering a cost-efficient and time-saving solution.
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