-

View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you byf’f CORE

provided by Pécsi Egyetemi Archivum

Molekularis biomarkerek vizsgalata oro-faringealis
daganatokban. Allatkisérletes és human molekularis

epidemiologiai vizsgalatok

Phd értekezés
tézisei

Dr. Németh Arpad

Témavezeto: Prof. Dr. Ember Istvan

PTE AOK

Orvosi Népegészségtani Intézet

Pécs
2006


https://core.ac.uk/display/54028744?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

1. Bevezetés

A szajiiregi (oro-faringealis) rak pontos meghatarozasa a szakirodalomban is vitatott. Szajiiregi rdkon a
betegségek nemzetkdzi osztdlyozasa (BNO) szerint az ajak, a szajlireg és a garat C00-C14 kodszdmokkal
megjelolt (rosszindulati) daganatait értjiik. Nem soroljak az oro-faringealis daganatok kozé a tonzillak (C09),
gége (C32), orriireg (C30), sinusok (C31), valamint a nyalmirigyek (C07- C08) daganatait, amelyek a szdj-
garatiiregi (oro-faringedlis) daganatokkal egyiitt a fej-nyaki daganatok csoportjat alkotjak. A oro-faringealis
daganatok kiemelt teriiletét képzik az onkologiai kutatdsoknak. Az aktualitast a daganatos megbetegedések
abszolut értékben is nagy szama, és az is igazolja, hogy aranyaiban is n6 mind a férfiak, mind a ndék korében.
Magyarorszdg eurdpai viszonylatban is vezetd helyen van a fej-nyaki daganatok okozta halalozasi
statisztikdkban (16/100000 lakos, 28/100000 ffi., 4,5/100000 n6 halalozés), és az elmult években ez a tendencia
nem véltozott. A magyarorszagi 0ssz-daganatos haldlozas 2004-ben 34456 f6 volt (19500 ffi, 14956 nd). A
szajliregi daganatok szama 1975 és 1999 kozott 250%-kal nétt, az elmult négy évben is ujabb 15% az emelkedés,
valamint 2004-ben 1690 f6s halalozast jelentettek (KSH). A Nemzeti Rakregiszter szerint 2000 és 2005 kozott
18998 11j oro-faringealis megbetegedést jelentettek Magyarorszagon.

Magyarorszagon az erOfeszitések ellenére a helyzet nem javul. A gyakori késéi orvoshoz fordulds miatti
megkésett felismerés korlatozza a hatékony beavatkozas esélyeit. Annak ellenére, hogy a fej-nyaki tumoros
folyamatok java része laphamkarcinoma, szovettanilag jol osztalyozhatd, kidolgozott sugar-, kemoterapias és
miitéttani protokoll all rendelkezésre, a kezelésbe vett betegek tulélése sem valtozott utdbbi évtizedek alatt
(sz4jiiregi rakok esetén ez kevesebb, mint 50%). Ezért a leghatékonyabbnak a kiilonb6z6 prevencids szintek
alkalmazasa latszik, igy a primer prevencio, ami a morbiditast és a kovetkezményes mortalitast is csdkkenteni
képes. Olyan hatékony, 1j molekularis epidemiologiai biomarkerek alkalmazasa tlinik célszeriinek, amelyek a
morfoldgiai diagnodzis elott mar pozitivak lehetnek és igy a daganatkialakulas kockazatanak jelzésére
alkalmasak. Ilyenek a kiilonb6z6 kulcs onko/szuppresszor gének expresszidjanak valtozasai is.

A daganatok kialakulasa sziikségszertien kiterjedt onko- és szuppresszor génkaszkadot involval, ezért
célszerlinek tiint a folyamatban résztvevo egyes kulcsszerepet jatszo onko/szuppresszor gének vizsgalata korai
behatarold biomarkerként a primer és a tercier prevencidoban. Az altalunk kivalasztott harom gén, a c-myc, a Ha-
ras és a p53, kulcsgén volt.

El6szor kémiai karcinogenezis irant érzékeny egértorzson (CBA/Ca,H-2%) vizsgaltuk, allatkisérletes modellben
a génexpresszid valtozasait. A korai, génszinten jelentkezd tranziens vagy kontinuus génexpresszid valtozast
okozo hatasokat 24, 48, 72-val a citosztatikumok alkalmazasa utan detektaltuk. A kezelést (citosztatikumok és az
azokbol allo protokollok) cervikalis diszlokacio kovette, majd a vizsgalando szerveket eltavolitottuk, és RNS
izolalalast kovetden a mintat kemilumineszcensen jelolt génprobakkal hibridizaltuk.

A génexpresszid valtozasokat mint a korai, premalignus elvaltozasok és az azt megel6zé daganatképzddési
stadiumok biomarkereit vizsgaltuk. Kisérleteink végso célja az volt, hogy megprobaljuk megitélni, hasznalhatok-
e az onko/szuppreszor gének expresszidjanak vizsgalatai egyes citosztatikumok okozta korai karcinogén hatas
(expozicid és korai biologiai hatds) jelzésére és a folyamat kdvetésére in vivo. Az irodalmi adatok és sajat
vizsgalataink szerint a tranziens génexpresszid valtozasok alkalmasak allatkisérletben korai biomarkerként a
terapiaban alkalmazott protokollok potencialis karcinogén hatdsanak megitélésében, mar akkor is amikor még

daganatos elvaltozas nem mutathato ki.



Az allatkisérletek tapasztalatainak birtokaban human vizsgalatokba kezdtiink, ahol kezeletlen és kezelt tumoros
betegek szovetmintaibdl, illetve a periférias vérbdl hataroztunk meg a génexpresszid valtozasokat. Korabban
periférias vérb6l human vizsgalatokban diagnosztikus céllal végeztek génexpresszid meghatarozasokat, jelen
vizsgalat célja azonban az allatkisérletekben hasznalhatonak bizonyult génexpresszid valtozasok, mint korai
behatarold biomarkerek vizsgalata volt.

Célunk volt az is, hogy megallapitsuk, hogy a klinikai gyakorlatban hasznalt platina készitmények
hozzéajarulhatnak-e a magasabb recidiva szamhoz, az esetlegesen kialakuld késobbi szekunder tumorok
kialakulasdhoz; a kezeletlen tumorszoveti génexpresszidé hogyan viszonyul a kemoterapia és a besugarzas utani
allapotokhoz, miutdn a protokollok jelentés részében szereplé Cisplatin ismert IARC altal klasszifikalt 2/A

osztalyu karcinogén.

A fej-nyaki daganatok etiologidja, tumorgenezise, molekularis epidemiologiaja

A primer prevencio az elsddleges megel6zést, a szekunder prevencid a minél korabbi diagnézist és a sziirést
jelenti, a tercier prevencio pedig a relapszus és a metasztazisok kialakulasat hivatott megel6zni. A gondozas, a
rehabilitacio és életvezetés is része a prevencionak, s e folyamatot is jol lehet monitorozni molekularis
epidemioldgiai biomarkerekkel. A primer és szekunder prevencid kozotti teriilet azonban nem mindig

hatarolhato el élesen.

A klinikai adatok (recidiva szam) alapjan felvetett kérdés a tercier prevencio kérdéskore, a posztoperativ
recidivak elkeriilését célozza. Véleményiink szerint az allatkisérletes eredmények hozzasegithetnek, hogy egy

tobbszintl, a prevencioban hasznalhaté modszertant alakitsunk ki.

A fej-nyaki daganatok esetében a kornyezeti, életmodbeli hatasok szerepének jelentGsége megalapozott, de
természetesen a genetikai tényezok talajan érvényesiil. A dohanyzas és alkoholfogyasztas szerepe régota ismert

crer

arra a kdvetkeztetésre, hogy a kettd egyiittes hatasa akar a rizikot akar tizszeresre is novelheti.

A szajiiregi malignus folyamatok kialakulasa is a tobblépcsds karcinogenezis utjan jon létre, ugyanugy mint a
legtobb daganatos folyamat multifaktorialis koreredettel. Az elsd 1épés soran a karcinogén anyag és a DNS
kolcsonhatasa jon létre, mely genotoxikus elvaltozast hozhat létre. A genotoxikus hatas akkor vezet daganatos
folyamat folytatdbdasahoz, ha stabilizalodik a genomban létrejott valtozas. (Ha nem, epigenetikus hatasrol
beszéliink.) Ez az inciacio. A promocio lényegesen lassabban megy végbe. Az inicialt és promovealt klon
novekedése preblasztomatozist hozhat 1étre, mely ez esetben lehet nyalkahartya polipus vagy oralis leukoplakia.
A prekancerotikus allapot nem feltétleniil vezet malignus folyamat kialakuldsdhoz. A progressziot az invaziv
karcindbma, majd a metasztazisok kifejlodése koveti. A tumorgenezis soran nagyobb teriilet keriil karcinogén-
expozicio ald (“field of cancerization”). Nagyszamu tumoros beteg biopszias anyagaiban a szoévettani
vizsgalatok soran a primer tumortdl fiiggetlentiil voltak egyéb diszplazias, hiperplazias, hiperkeratotikus tertiletek
és in situ karcinéma is. A karcinogén expozici6 nagy teriileten, irreverzibilisen prekondicionalja a talalati teriilet

szoveteit.

A korai biomarkerek alkalmasak lehetnek az expozicid-betegség folyamat monitorozasara és egyes
stadiumainak jellemzésére is, amennyiben molekularis epidemioldgiai biomarkereket hasznalunk. Az expozicio

és a betegség kialakulasanak korai jeleit (korai biologiai hatds markerei) észlelhetjiikk genetikai/genomikai



szinten, még akkor, amikor az elvaltozas fenotipusosan még nem lathat6. Ezért azonosithatok a fokozottan
veszélyeztetett, exponalt csoportok. Nem kevésbé fontosak egyes betegségek progndzisaban kulcsszerepet jatszo

egyéni érzékenység biomarkerei, hiszen csak az exponaltak egy részénél fejlodik ki daganat.

Azoknak a géneknek egy csoportjat, melyek a daganat-kialakulds soran aktivaloédhatnak, onkogéneknek
nevezték el. Kideriilt, hogy ez nem homogén csoport, hanem kiillonb6z6 szerkezetli és funkcioja fehérjéket
kodolo gének. K6zds benniik, hogy normal koriilmények kozott a sejtndovekedéssel, szignalizacidval kapcsolatos
szabalyoz6 funkciokért feleldsek, éppen ezért vezethetnek rendellenességeik kontrollalatlan osztodashoz. A
sejtben normalisan meglévo ilyen géneket proto-onkogéneknek nevezziik, ezek akkor vélnak onkogénné ha
ektopiasan aktivalodnak. A proto-onkogének aktivacidja szamos mechanizmussal torténhet: pontmutacio,
génamplifikacio, illetve génexpresszidt szabalyozo rendszer megvaltozasa kapcsan (kromoszomaatrendezddés,
virusintegracio). A daganat kialakulasaban feleldssé teheté gének masik 1ényeges csoportjat a tumorszuppresszor

gének képviselik. Az abnormalis ndvekedés, proliferacio és az apoptozis szabalyozasan keresztiil hatnak.

A molekularis epidemiologia vagy makromolekuldkat (DNS, RNS, kisebb részben fehérjék) vagy
kismolekulaju metabolitokat tanulmanyoz. Els6 1épés a sejtbe keriilé anyag sejtmagba jutasa, majd a DNS-hez
kapcsolodasa kovalens kotéssel. A DNS adduktok vizsgalata pontos eredményt adhat az expozicid sejtszintil
mértékérél mar koran az expozicié utan, de nem mindig vizsgalhatok, vagy csak bonyolult és koltséges
eljarassal. Az adduktok vizsgalata abban az esetben is j0 moddszer, ha a kdrnyezeti karcinogén hatasa ismert.
Azok a valtozasok, melyek a DNS-ben torténnek detektalhatok a DNS izoldlasaval, majd mutaciok,
génamplifikaciok, kromoszoéma aberracid vizsgalataval, amelyek azutan egyes géntermékek struktarajat,
funkcidjat megvaltoztatjak, vagy a génexpresszio mértékét befolyasoljak.

Az RNS szintli vizsgalatok a gének expresszidjanak tanulmanyozasara szolgalnak és poszttranszkripcionalis
szinten alkalmasak kvantifikalt kockazatbecslésre. Ezt kiilondsen jol alatdmasztja a DNS és RNS chip/array
vizsgalatok daganatokban vald alkalmazasa, daganatspecifikus gén hijan ugyanis a tdbbezer parhuzamos
expresszios panel vizsgalata igy, a primer €s a tercier prevencid részeként, a bioinformatikai analizis révén a
primer prevencid massziv tudomanyos megalapozottsagat jelenti. Néhany reprezentativ génexpresszid
vizsgalata, modellkisérletben hasonlé informacidt ad résziinkre. A talalt génszintii elvaltozasok Kaplan-Meier
tulélési gorbékbe rendezhetdek, melyekben a koordinatakon a talélok szamat vonatkoztatjuk a talélés idejéhez

abban a tekintetben, hogy a vizsgalt egyedek milyen jelleglick az altalunk vizsgalt marker tekintetében.

2. Célkitiizések

1. A klinikai adatok alapjan lathat6 volt, hogy a terapia részévé tett Cisplatint is tartalmazé kezelés utan a jobb
preoperativ klinkai regresszid €s operalhatdosdg mellett a kovetéses vizsgalatok magasabb recidiva szdmot
mutattak. Célunk a magasabb recidiva szam hatterében 4ll6 lehetséges hatas vizsgalata volt, miutan az eredeti
BVMM (Bleomycin, Vincristin, Metotrexat, Mitolactol) protokoll hasznalata soran nem tapasztaltuk a fenti
adatokat, tehat az egyetlen valtozas a Mitolactol helyettesitése volt Cisplatinnal.

A CFu (Cisplatin/5-Fluoro-Uracil) és BVM (Bleomycin/Vincristin /Metotrexat) kemoterapids protokollok
Osszehasonlito allatkisérletes vizsgalatat végeztiik el els6 1épésben. A vizsgalatokat allatkisérletben, CBA/Ca

H-2* egértorzsben végeztiik. Vizsgaltuk, hogy az Intézetiinkben korabban kifejlesztett rovid-tavi in vivo



tesztrendszer alkalmas-e a két protokoll hatdsdnak Osszehasonlité vizsgalatara €s a két séma milyen
onko/szuppresszor génexpresszid valtozasokat okoz a c-myc, Ha-ras és a p53 gén expresszidjaban rovidtava

vizsgalat soran.

2. A protokollok egyik legfontosabb Osszetevje, a potencialisan karcinogén (IARC 2/A) Cisplatin
génexpressziora gyakorolt hatdsanak vizsgalatat végeztiik el monoterapidban, CBA/Ca H-2* egértorzson, el
rovid-tava kisérletben az ismert mutagenitas tilkrében. Célunk volt annak feltarasa, hogy a Cisplatin

onmagaban is képes e hasonld génexpresszid valtozasokat indukalni c-myc, Ha-ras és a p53 gén tekintetében.

3. A sztereoizomer Transplatin az irodalom egy része szerint hatasos szer, ezért kezdtiik el génexpressziora
gyakorolt hatasanak rovid-tava vizsgalatat. Szamos mas platina készitmény ismert. A Cisplatin igen hatékony
rakellenes szer, feltétleniil a terapia része kell legyen platina készitmény a fej-nyaki laphdm karcindmak
kezelésének. Ez volt az ok, amiért e szteroizomért megvizsgaltuk. Monoterapidban adagolva a szert CBA/Ca

H-2" egértorzson detektaltuk a génexpresszidra gyakorolt hatast a c-myc, Ha-ras és a p53 gén tekintetében.

4. Miutan allatkisérletben mind a citosztatikus protokollok, mind a monoterapias kezelés korai vizsgalatban
megvaltoztatta a vizsgalt harom gén expresszidjat, megvizsgaltuk azokat kezelt és kezeletlen tumoros
betegeken, kezelés eldtti és utani allapotokban. A cél az oro-faringealis tumoros beteganyagban a
génexpresszios mintazat vizsgalata volt a harom génnel §sszefliggésben, Osszevetve az irodalommal. Kérdés
volt, hogy fenti allatkisérletek adatai alapjan van e hatasa a Cisplatinnal kiegészitett citosztatikus terapianak a
génexpressziora és a kezeletlen tumorok expresszidos mintazata hogy valtozik citosztatikus kezelés és a

radioterapia hatasara.

5. El6zdleg vizsgaltak és bizonyitottak, hogy a fehérvérsejtekbol torténd génexpresszid meghatarozas korai
molekularis epidemiologiai biomarkerként felhasznalhaté (expozicid, korai bioldgiai hatas, lesodrodott
tumorsejtek). A haron gén expresszidjat vizsgaltuk periférias fehérvérsejtekbol, gégetumoros beteganyagon. A
gégetumoros betegek vizsgalatara kevéssé invaziv, 0j vizsgalomodszer hasznalhatosaganak felvetése volt a cél

periférias vérbdl, a veszélyeztetettség megallapitasara a folyamatok kovetésére.

3. Anyag és modszer

RNS izolalas:

Elokészités: A cervikalis diszlokacioval eldlt allatokbol szarmazo szerveket fiziologias sooldattal mostuk, majd
TRIZOL (GIBCO) oldatban homogenizaltuk (Ultra Turrax T25 homogenizator 1 ml / 100 mg szovet).

1zolalas: (1 ml homogenizatumbol kiindulva) a TRIZOL oldatban levé mintat szobahdn 5 percig inkubaltuk. 0,2
ml kloroform hozzaadasa utan a mintat 6sszeraztuk(15 s), majd inkubalas tortént szobahén 2-3 percig. 12000 g-
vel 15 percig 4 °C-on centrifugaltuk, majd 0,5 ml izopropil alkoholt adtunk a leszivott feliiliszohoz. Ujabb
inkubélas szobahdn 10 percig, majd a feliiluszot eltavolitottuk. A csapadékot 70%-o0s etanollal mostuk, majd

vortexelést kovetden centrifugilas kovetkezett 7500 g-vel 5 percig 4 °C-on. A mintat szaritottuk, majd



feloldottuk RN-4z mentes vizben. 10 perc inkubalas (55-60 °C-on) kovetkezett, majd a minta nukleinsav/fehérje
aranyat ellendriztiik fotometralassal (Aygo/Asgo>1,8).

Az RNS blottolasa:

A blottert DEPCvizben tortént egy Oras aztatds utan fililke alatt megszaritottuk. A membrant (Hybond+,
Amersham) beaztattuk 5X SSC-be (DEPC-es) 15 percre. A membrant rahelyeztiikk a blotterre (Hoefer) és
bekapcsolt szivasnal Gsszeszereltiik a késziiléket. 50 ul 20x SSC-t (DEPC-es) atszivattunk minden lyukon. A
mintékat és a pozitiv-negativ kontrollokat (50-50 pl) 20x SSC-t (DEPC-es) Ujra atszivattuk minden lyukon, majd
szivas alatt szétszedtik a késziiléket. A membran aztatdsa kovetkezett 0,4 n NaOH-ban 2 percig, majd a
membran mosasa DEPC-es 5x SSC-ben 1 percig és UV fixalasa 10 percig.

DEPC-viz: Dietil-pirokarbonat 0,1%-os vizes oldata

20x SSC: 87,7 g NaCl, 44,0 g trinatrium-citrat-dihidrat 500 ml-re kiegészitve 2x desztillalt vizzel, pH 7,0
(NaOH-val, vagy HCl-el beallitva)

Hibridizalas:

100 °C-on 5 percig. Jégen 5 percig hiitottiik, majd centrifugalas 5 sec-ig. Azonos mennyiségii jel616 reagens
hozzdadasa utan a jelold reagenssel azonos mennyiségli glutdraldehid oldatot adtunk hozzd. Rovid (1sec)
vortexelést kovetéen ujra centrifugaltuk Ssec-ig, majd inkubaltuk 37 °C-on 10 percig (Amersham ECL Kit).
Hibridizalds (ATCC): A membranok el8hibridizaldsa 15 percig 42 °C-on 0,125-0,25 ml / cm® mennyiségii, a kit-
hez tartoz6 hibridizacios pufferben tortént. A puffer ledntése utan hozzaadtuk a probat elomelegitett pufferben.
Inkubalas tortént 42 °C-on egy éjszakan at, majd a 42 °C-ra melegitett “primary wash pufferrel” mostuk 20
percig. Az el6z6 mosast megismételtiik. 2x SSC-vel mostuk szobahdn 5 percig. A detekcios oldat Gsszemérése
(detekcios komponensek 1:1 aranyban)(0,125 ml / cm? membran) utan, engedtiik a membranra. Inkubalas
szobahon 1 percig és a felesleges detekcios oldat leitatasa kovetkezett a membranrol. Folidba csomagoltuk és
rontgen kazettaba helyeztiik. A rontgenfilm behelyezése utan a filmet eldhivtuk 15 perc elteltével. Uj filmet
helyeztiink be és elohivtuk 1 éra mualva. Az eredményt Quantiscan szoftver segitségével értékeltiik ki.

Primary wash puffer: 360 g urea (karbamid), 4,0 g SDS, 25,0 ml 20x SSC, 1 literre kiegészitve 2x desztillalt

vizzel.

3/a. Allatkisérletes vizsgalatok L.-IIL.

Kisérleteinkhez 6-8 hetes, kémiai karcinogenezis irant érzékeny CBA/Ca (H-2¥) egértorzset hasznaltunk. A
monoterapias kisérletekben a platina készitmények testtdmeg ekvivalens dozisat adagoltuk intraperitonealisan
(Cisplatin, Transplatin (0.66mg./1.ml. i.p.) egy alkalommal.

A protokollok esetében, hasonldéan a human felhasznalashoz, testtomeg ekvivalens dozisokat haszndltunk a
megfelelé id6beli elosztasban (BVM /Bleomycin, Vincristin, Metotrexat/ és CFu /Cisplatin,5-Fluoro-Uracil). A
kontroll a megfelelé mennyiségl fiziologias sdoldat volt. 24, 48, 72 oraval a kezelés utan cervikalis diszlokaciot
kovetden feldolgoztuk a kovetkezd szerveket: timusz, 1ép, vesék, maj, mezenteridlis nyirokcsomok, tid6 és

femoralis csontveld.



Alkalmazott protokollok (dézis és alkalmazasi id6)

BVM protokoll
1. nap Bleomycin 0.026mg
2. nap Bleomycin 0.026mg
3. nap Vincristine 0.01 mg
4. nap Methotrexat 0.396mg
5. nap Ca-leucovorine 0.04 mg

C-Fu protokoll
1. nap Cisplatin 0.66mg
2. nap Fluorouracil 6.6 mg
3. nap Fluorouracil 6.6 mg
4. nap Fluorouracil 6.6 mg

3/b. Human vizsgalat 1.

Négy betegcsoportot allitottunk fel. (PTE AOK Fogészati és Szajsebészeti Klinika beteganyaga; oro-
faringealis lapham karcindma esetei) Kontrollként a klinikdn mas jellegli megbetegedések gyanuja miatt (pl.
Sjogren sy.) végzett kisnyalmirigy biopszia negativ eseteit hasznaltuk 16 vizsgalati esetben. A kezeletlen
tumoros csoport 25 paciensbdl allt (16 férfi., 9 n6). A BVMC kemoterapiaval kezeltek szama 13 volt (9 férfi, 4
nd). A citosztatikus terapiat két héttel kdvette a sebészi ellatds, a mintavétel a mitét alakalmaval tortént.

Radioterapiat 10 beteg kapott (6sszdozis 40Gy) a vizsgalat el6tt (7 férfi és 3nd).

A human vizsgalat 1. betegcsoportjai

1. csoport Kezeletlen tumoros esetek (friss prex.) 16 ffi. 9 n6 aé.: 51.3+4.2 év
2. csoport BVMC sémaval kezeltek 9 ffi. 4 n6 aé.: 54.2+5.4 év
3. csoport Radioterapian atesett betegek 7 ffi. 3n6 aé.: 56,1£3.8 év
4. csoport Kontroll 10 ffi. 6 n6 4é: 50,5+4.4 év

A besugarzas utan tizennégy nappal probaexcizio tortént. Minden esetben a tumor laphamkarcindmanak
bizonyult a szdvettani vizsgalat soran (HE festés). A mintavétel utan azonnali fagyasztas tortént minusz 70 fokra

a minta feldolgozasaig. Az RNS izolalasa és az értékelés a fenti mddon tortént, hasonloan az allatkisérletekhez.

3/c. Human vizsgalat I1.

Szovettanilag igazolt (HE festés) lapham karcindmaban szenvedd paciensekbdl szarmazoé 20 ml vérminta keriilt
bekiildésre gége-tumoros beteganyagbodl, melyek 45 paciensb6dl szarmaztak (30 ffi. és 15 nd, atlagéletkor:
56.2+6.2 év) (PTE AOK Fiil-Orr-Gégészeti és Fej-nyak Sebészeti Klinika beteganyaga). Nevezettek nem
részesiiltek még preoperativ kemoterapiaban. A kontroll csoport 26 egészséges, nemdohanyzé és nem
alkoholizalo személybdl szarmazott. Fehérvérsejteket izolaltunk 0.89 % ammonium-klorid oldattal 500G-n

centrifugalva 10 percen at a mintat. Ezutdn hasonléan a fentiekhez génexpressziot vizsgaltunk. Vizsgalatunk



célja volt, hogy feltarjuk, hogy a periférias vérbol szdrmazo fehérvérsejtek gén expresszid vizsgalata mennyire

érzékenyen jelzi ezeket a hatasokat és lehetséges-e a modszer biomarkerként torténd alkalmazasa.

A human vizsgalat I1. betegcsoportjai

1. csoport Gége-tumoros betegek 30 ffi. 15 n0 4é.: 56.2+6.2 év
2. csoport Kontroll 19ffi 7nd 4é.:52.2+4,1 év
4. Eredmények

4/a. Cisplatin-5Fluorouracil és Bleomycin-Vincristin-Metotrexat kemoterapias

protokollok dsszehasonlito vizsgalata allatkisérletben

Az els6 in vivo, ,short-term” vizsgalat soran a kemoterapias protokollok korai hatasat vizsgaltuk. A
kemoterapids sémak testtomeg ekvivalens dozisat intraperitonedlisan adagoltuk. Cervikalis diszlokéciot
kovetden a 1ép, maj, tiido, vese, nyirokcsomok, timusz €s csontveld vizsgalata tortént 24, 48 és 72 oraval a
kezelést kovetden. A nyirokcsomdokban mar 24 o6ra utan szignifikdns génexpresszié emelkedést indukalt a CFu
protokoll, mig a BVM séma nem okozott definitiv hatast, mely hatas 48 6ra utan sem kimutathatd. A 1épben
hasonlé valtozasok voltak detektalhatok, ,korai” hatas lathatd a BVM protokoll esetén is, de mérhet6 hatasa a
CFu sémanak volt a c-myc és a Ha-ras gén esetében. A csontvel6ben is hasonld hatast gyakoroltak a
protokollok. CBA/Ca(H-2") egértérzseken a CFu (Cisplatin-5Fluorouracil) protokoll szignifikansan magasabb
génexpressziot indukalt a 1épben, a nyirokcsomokban és a csontveldben, mint a platina készitmény mentes BVM
(Bleomycin-Vincristin-Metotrexat) séma (p <0.05). A legtébb citosztatikus kezelés génexpresszio valtozasokat
indukal, de jelen esetben a Cisplatin tartalmu protokoll szignifikans eltérést okozott a BVM sémahoz képest.
Indokolt volt tehat a Cisplatin szerepét felvetni az onko/szuppresszor gének expresszié fokozodasiban, de

végleges megallapitasokhoz a hossztavi vizsgalatok utan juthatunk.

4/b. A Cisplatin génexpressziora gyakorolt hatasanak vizsgalata az ismert

mutagenitas tiikkrében

A testtomeg ekvivalens dozist (0,66 mg) intraperitonedlisan adagoltuk CBA/Ca(H-2") egerekben, majd
cervikalis diszlokaciot kdvetden szervenként (1ép, maj, tiido, vese, nyirokcsomok, timusz €s csontveld) mértiik
az onko/szuppresszor gének expresszid valtozasat a kontrollhoz képest, 24, 48 és 72 oéraval a kezelés utan. A
Cisplatin igen rovid id6 utan valtozasokat indukalt, Ggy tlinik, hogy a protokolloknal kialakult hatisokért a
Cisplatin is felelés lehet, nem zarva ki egyéb komponensek szerepét. Szignifikins valtozast a csontveld és a
nyirokcsomok vizsgalata kapcsan lattunk. A csontveldben a Ha-ras és a p53 gén tekintetében lattunk emelkedést
24, 48 és 72 6ra utan is a kontrollhoz képest. A csontvelében 1évo heterogén sejtpopulacié miatt azonban ezek az
eredmények Ovatosan értékelhetéek. A nyirokcsomok vizsgalata esetén a Ha-ras gén szignifikans
overexpressziojat lattuk 48 ora utan. A Cisplatin jelent6sen, szignifikansan emelte az onkogének és szuppresszor

gén expresszidjat a nyirokcsomokban €s a csontvelében a Ha-ras és a p53 gén tekintetében. (p <0,05) Az



irodalombdl ismert mutagenitas tiikrében, felmeriil a Cisplatin karcinogenitasa, de ennek hatterében nem biztos,

hogy kizardlag a Cisplatin mutagenitasa all, ezt ,,long-term” vizsgalatokkal lehet tisztazni.

4/c. A Transplatin génexpressziora gyakorolt hatasanak vizsgalata

Testomeg ekvivalens Transplatin (0.66mg./1.ml.i.p.) intraperitonealis adagolasa utan 24, 48 és 72 oraval
vizsgaltuk a Iépben, a majban, a tiidében, a vesékben, a nyirokcsomodkban, a timuszban és a csontveldben a
génexpresszid valtozasat a Cisplatin csoporthoz és a kontroll csoporthoz képest. A Cisplatinnal ellentétben a
szintén mutagén Transplatin nem okozott szignifikans valtozast a CBA/Ca(H-2") egértorzseken vizsgalt harom
gén, a Ha-ras, a c-myc és a p53 tekintetében. Egyik szervben sem lattuk azokat a hatasokat, melyet a Cisplatin
esetében tapasztaltunk. Ellentétben a Cisplatinnal nem sikeriilt a Transplatin mutagenitasa és a potencialis

karcinogenitas (génexpresszid) kozott 6sszefliggést talalni(p <0,05).

4/d. Vizsgalat kezelt és kezeletlen tumoros betegeken

Az ép szoveti kontrollhoz képest, minden csoportban emelkedett génexpresszios értékeket talaltunk, mind a c-
myc, mind a Ha-ras és a p53 gén tekintetében is. A kezeletlen tumoros betegek esetében talalt értékek
megfelelnek a régdta ismert vizsgalati eredményeknek, igy a daganatos megbetegedések altal okozott
onko/szuppresszor génexpresszié emelkedés itt is nyomon kovethetd biomarkerekkel is. Szignifikans
génexpresszio emelkedés volt lathatd Ha-ras és a p5S3 gén esetében. A kemoterapia utan lathatd génexpresszio
valtozas szignifikans volt az egészséges kontrollokhoz hasonlitva. Génexpresszido emelkedés volt a citosztatikus
kezelés utan a kezeletlen tumorszoveti értékekhez képest is, de szignifikans emelkedés csak a p53 tekintetében
volt a kezeletlen tumorokhoz képest. A sugarterapia is megvaltoztatta az onkogének és a szuppresszor gén
aktivitasat, bar a kezeletlen tumoros esetekehez képest némileg csokkentette a p53 expresszidjat. Eredményeink
a vartnak megfeleléen alakultak a vizsgalt gének expresszidja a kezeletlen tumorszévethez képest. A
sugarterapia utdn némileg csokkent a génexpresszid, de szignifikans valtozast nem lattunk a kezeletlen

tumorokhoz képest. Ezzel szemben a citosztatikus kezelés emelte a génexpressziot. (p<0.05)

4/e. Génexpresszio, mint korai molekularis epidemiologiai biomarker,
vizsgalata periférias fehérvérsejtekbol

A periférias vérmintak a PTE AOK Fiil-Orr-Gégészeti és Fej-nyak Sebészeti Klinika gége karcindma miatt
kezelt beteganyagabol szarmaztak. Minden beteg szovettanilag igazolt (HE festés prex. utan) lapham
karcindmaban szenvedett. 20 ml vérminta keriilt bekiildésre, melyek 45 gége-tumoros paciensbdl szarmaztak (30
ffi. és 15 no, atlagéletkor: 56.2+6.2 év). A vizsgalt paciensek nem részesiiltek még preoperativ kemoterapiaban.
A kontroll csoport 26 egészséges, nemdohdnyzd €s nem alkoholizalé személybdl szarmazott. Lathatd, hogy
szignifikans génexpresszié emelkedés volt minkét nemben az egészséges kontrollhoz képest. A daganatos
megbetegedésben szenveddk, mind a nék, mind a férfiak esetében emelkedett expresszios értékeket talaltunk. A
nok esetén a génexpresszid emelkedés magasabbnak imponalt a férfi betegek értékeinél is, de csak a p53 esetén
volt szignifikans ez az eltérés. Minden vizsgalt gén esetén a kontrollhoz képest szignifikans volt a daganatos

betegekbdl szarmazo mintakban mért onko/szuppresszor gén expresszio (p<0.001). A periférias vérbol nyerhetd



fehérvérsejtek RNS-e jol alkalmazhatd génszintli vizsgalatokhoz tumoros betegekben, de a veszélyeztetettségi

allapotok megitélésére is, tehat idealis kiindulési alap molekularis epidemioldgiai biomarker fejlesztéséhez.

5. Megbeszélés

A fej-nyaki daganatok magas el6fordulasi aranya, a magas letalitas, a relative rossz 6téves talélés forditotta
figyelmiinket a megel6zés ezen beliil is a molekularis epidemiologiai biomarkerek hasznalata felé. Ezek mind a
primer, mind a tercier prevencioban jol hasznalhatok.

Masrészrdl az oro-faringealis tumoros megbetegedések statisztikai adatai és a platina készitmények hasznalata
utan tapasztalt recidiva szam ndvekedés is iranyitotta figyelmiinket ebbe az iranyba. Intézetiinkben régota folyik
a kemoterapias szerek mellékhatasainak, f6leg karcinogén hatisanak vizsgalata (Cyclophosphamid). A Cisplatin
er6sen mutagén, st egyes mutagenitasi kisérletekben a Cisplatin egységként, kontrollként szerepel. A
mutagenitas és a karcinogenitas kozotti ismert 90 %-os koincidencia inditott benniinket a platina készitmény és
az azt tartalmaz6 protokoll vizsgalatara. Célunk olyan tesztrendszer dsszeallitasa volt, melynek korai indikatora a
kémiai karcinogén hatas bekovetkeztének, kiilondsen annak figyelembe vételével, hogy ismert a hatas kezdete és
intervalluma.

A tesztrendszer kialakitasa soran adott volt az Intézetiinkben hasznalt kémiai karcinogenezis irant érzé¢keny
CBA/Ca(H-2") egértorzs, melynek segitségével tobb kemoterapias protokoll és més karcinogén-gyantis vegyiilet
vizsgalata tortént meg. Elozetes vizsgélataink alapjan kijeloltiik azokat a géneket, melyek kulcsfontossaguak az
oro-faringealis daganatos megbetegedésekben és laphdm eredetli karcindmakban. Héarom fontosabb gént
hataroztunk meg. Ezek a Ha-ras, c-myc és a p53 voltak. A Ha-ras a sejtmembranhoz kapcsolédd G-fehérje,
melynek pontmutacioja utan allando proliferacios stimulust keletkezhet. A c-myc magi transzkripcios faktor. A
c-myc transzlokacidja utan zavart szenved a transzkripcio, igy karcinomakban és limfomakban iniciativ faktor
lehet. A p53 pro-apoptotikus gén, mutacidja és delécidja régota ismert sokféle tumorban. Mint szuppresszor gén
gatolja a daganat kialakulast a DNS reparacio segitségével, ugyanakkor nemcsak csokkent expresszidja fontos,
hanem az emelkedett is, mert masik oldalrél pro-apoptotikus hatésu.

*El6szor a kiilonboz6 kemoterapias protokollok génexpressziora gyakorolt hatasat vizsgaltuk meg CBA/Ca(H-
2%) egértorzson. A klinikai gyakorlatban (PTE AOK Fogaszati és Szajsebészeti Klinika) a BVMM (Bleomycin,
Vincristin, Metotrexat, Mitolactol) protokollt hasznaltuk sikerrel a daganatok terapiajaban a megel6z6 években.
A citosztatikumok klinikai alkalmazasa az irodalmi javaslatok, és a sajat terapias tapasztalataink alapjan tortént.
A mitolactol gyartdsa megsziint, ezért egy masik szert kivantunk a séma részévé tenni, igy adott és javasolt volt
valamely platina készitmény hasznalata. A klinikai felhasznalas soran az els6 idészakban primer klinikai
regresszié tekintetében sikeresnek tiing séma ellenére a posztoperativ recidiva szam negativ iranyba valtozott,
igy BVM (Bleomycin, Vincristin, Metotrexat) és CFu (Cisplatin és 5-Fluoro-Uracil) protokoll 6sszehasonlitasat
kezdtiik meg allatkisérletes modellben. Mindkett6 elfogadott és a hazai kemoterapias kdzpontok altal hasznalt és
javasolt kombinaci6. Intézetiinkben korabban szamos kemoterapias protokoll vizsgélatat végeztik el
allatkisérletben, bizonyitva, hogy a korai génexpressziod és a késobbi karcinogén hatas kozott dsszefiiggés van.
Vizsgaltuk tobb, terapiaban hasznalt protokoll és citosztatikum génexpresszié emelkedést indukalod hatasat
(CHOP, ABVD, COPP és Cyclophosphamid stb.). A Cyclophosphamid esetében is bizonyithaté volt a
karcinogén hatas. Osszehasonlitottak a klinikailag épnek tiiné és a kornyezeti, tumoros szovetek génexpresszios

mintazatat is, mas tipusu daganatokban. Epben tortént daganateltavolitas utan az ép szélbél is sikeriilt igazolni a
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magasabb expresszios értékeket, olyan esetekben, ahol a recidiva hajlam igazoltan nagyobb volt (field of
cancerization). Rovidtava kisérletiinkben igazoltuk, hogy egyes szervekben a platina-szarmazék tartalmu séma
szignifikansan emelte az onkogén expressziot a BVM protokollhoz képest.

*Az irodalmi adatok alapjan ismert mutegenitds és a klinikai adatok alapjan a Cisplatin (cis-
diamminedichlorioplatinum) allatkisérletes vizsgalatat hajtottuk végre. Igazoltuk, hogy a génexpresszios
tesztrendszer mar koran (24,48 és 72 6ra utan) alkalmas a DNS-t ért direkt hatasok vizsgalatara, amit gének
overexpresszioval jeleznek, mar rovid tdvon is. Az, hogy ez tranziens vagy kontinuus ,follow up”
tanulmanyokkal tudjuk eldonteni, melyek jelenleg is folynak. A megemelkedett értékék hatterében a mutagén
hatasu Cisplatin allhat. Az eredmények és a Cisplatin ismert mutagenitasanak tiikrében felvetettilk a Cisplatin
szerepét a kemoterapia utani szekunder daganatok karcinogenezisében. Miutan az eddigi vizsgalatokban
kovetheté volt az egyes citosztatikumok potencialis karcinogén hatasa is génszinten, kézenenfekvd volt a
gyanitott karcinogén és bizonyitottan mutagén Cisplatin monoterapias hatisanak vizsgalata. A Cisplatinnak
direkt hatasa van, a DNS szintézisét gatolja keresztkotések kialakitasaval a DNS szélai kozott. Nem fazis
specifikus, hatasat G, fazisban is kifejti. A Cisplatin mutagenitisa jol ismert, a mutagenitas és karcinogenitas
kozotti koincidencia is arra inditott benniinket, hogy megvizsgaljuk a Cisplatin ilyen iranyl szerepét. Fontos,
hogy a sejtbe jutott Cisplatin aktiv formaban hatasat kifejthesse. Ha a DNS adduktokon keresztiil kialakulnak a
kovalens kotések a szalak kozott, akkor az apoptotikus hatdsok Osszessége a (daganat)sejt pusztulasat
eredményezi. A Cisplatin hatasara nemcsak apoptotikus hatasok indulnak be, hanem egyes mas, anti-apoptotikus
gének miikodése fokozodik, és mas apoptotikus hatast gének deregulacioja is bekovetkezik.

« A kovetkezékben feltérképeztiik azokat a platina készitményeket, melyeket sikerrel hasznalhatnank a Cisplatin
kivaltasara. Ezen szerek (Carboplatin, DACH-acetato-Pt, Oxaliplatin, Transplatin) koziil a szerkezeti analog
Transplatin tiint igéretesnek, mint a Cisplatinhoz legkdzelebb allo sztereoizomér. A Transplatin alkilezé hatasa
szer, de nem rendelkezik olyan karcinogén hatdssal, mint a Cisplatin annak ellenére, hogy a Transplatin is
mutagén. Azt is le kell szogezni azonban, hogy az irodalom jelent8s része kérdésessé teszi a Transplatin
hatékonysagat, mint kemoterapias szerét, de egy kémiailag struktirajaban modositott, hatékony szer, fentiek
ismeretében javasolhato lenne a Cisplatin kivaltasara.

e Human vizsgalataink azt céloztdk, hogy felmérjiikk a régiobol szarmazd oro-faringealis tumoros betegek
génexpresszios profiljat a vizsgalt harom gén tekintetében és Osszevessiik az irodalmi adatokkal. Ezutan
Osszehasonlitottuk ezt a profilt, a kezelést kdvetd allapotokkal (citosztatikus- és sugarterapia). Célunk volt harom
onko/szuppresszor gén expresszidjanak meghatarozasa volt fej-nyaki daganatos mintakon. A vizsgalt gének a c-
myc, Ha-ras és p53 voltak. A tanulmanyozott csoportok, az egészséges kontroll mellett, minden esetben
szovettanilag igazolt (HE festés) oro-faringedlis laphamrak esetei voltak. Vizsgaltunk kezeletlen tumoros
eseteket, valamint citosztatikus és radioterapia utani allapotokat. Az ép szoveti kontroll kisnyalmirigy biopszia
hdmszoveti részének negativ eseteibdl szarmazott. Osszevetve az eredményeket lathaté volt, hogy az altalunk
vizsgalt harom gén jelentdsen emelkedett a kezeletlen oro-faringealis tumorok eseteiben a kontrollhoz
viszonyitva, tehat alkalmas molekularis epidemiologiai biomarkerként az allapotrdgzitésre. A kemoterapia utani
allapot (BVMC/ Bleomycin, Vincristin, Metotrexat, Cisplatin) emelkedett génexpresszidt mutat még a kezeletlen
allapotokhoz képest is. A sugarterapia utan is fokozott onko/szuppresszor gén aktivitast talaltunk a kontrollokhoz
képest, bar a kezeletlen tumorok adataihoz hasonlitva némileg csokkentette a p53 expresszidjat. Fentiek és

monoterapias kisérleteink ismeretében valdsziniisithetd tehat, hogy a Cisplatin jelentds szereppel bir a
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génexpresszié emelkedésében. Tisztizni kell tovabba a Cisplatin szerepét a fentiekben felvetett rovidtava
eredmények utdn hosszatava kisérletben is. Génexpresszido emelkedés mindharom gén tekintetében volt a
citosztatikus kezelés utan a kezeletlen tumorszoveti értékekhez képest is, de szignifikdns emelkedés csak a p53
esetén volt a kezeletlen tumorokhoz képest. Mas malignus folyamatokban (pl. leukémiak), a génexpresszid
valtozast, mint molekularis epidemiologiai biomarkert hasznalva, a citosztatikus kezelés utan onko/szuppresszor
génexpresszio csokkenés lathatd, mely hasznalhatd a ,,minimal residual disease” kdvetésére, monitorozasara.
Tisztazando kérdés, hogy a citosztatikus kezelés mely eleme felel a valtozasokért? A magasabb recidivaszam
hatterének feltarasakor fontos, hogy azokat a terapias elemeket, melyeket gyanusitunk, ki kell zarni a
kezelésekbdl, de ennek tisztazasa tovabbi hosszi-tava vizsgalatok sziikségesek.

*Megel6z6 vizsgalataink invaziv vizsgalomodszere mellett érdeklddésiink egy kevésbé invaziv, Intézetiinkben
sikerrel alkalmazott modszer felé fordult. Megvizsgaltuk gége-tumoros beteganyagon a periférids vérbol
izolalhatd fehérvérsejtek RNS-ének kulcsgén expresszid valtozasait vizsgaltuk, mint molekularis epidemiologiai
biomarkert. Korabbi vizsgalatok soran igazolodott, hogy a génexpresszids vizsgalatok molekularis
epidemiologiai biomarkerként valo alkalmazhatésdga. Lathato eldzetes kisérleteink alapjan, hogy ezek a
biomarkerek tumoros esetekben jol azonosithatok a periférias fehérvérsejtekbol is. Ennek alapjan inditottuk a
vizsgélatsorozatot, amely a késObbiekben minimal invaziv, magas kockédzat meghatarozasara és primer
prevenciora is alkalmas modszert hivatott kifejleszteni. A paciensek vérébol fehérvérsejteket szeparaltunk,
melyeket a tumorhoz képest egészséges kornyezd szoveteknek tekintettiink (,,surrounding tissue”). Mas
vizsgalatokban lattuk, hogy kémiai karcinogén hatasara emberben ezek az onko/szuppresszor gén expressziok
szignifikansan emelkedtek, nemcsak kialakult tumoros esetekben, de az azt megel6z6 allapotokban is. A
magasabb onkogén aktivacid szarmazhat a tumor-sejtekbdl, illetve a kémiai karcinogén altal okozott expozicio
kovetkezményeként is, miként azt korabbi allatkisérletekben és human vizsgalatokban is bizonyitottuk.
Ismereteink szerint ez volt az els6 vizsgalat, melynek célja gége-tumoros beteganyag fehérvérsejtjeinek ilyen

jellegti vizsgalata volt.

6. Osszefoglalas

A fent emlitett gének (c-myc, Ha-ras és p53) fontos szerepet jatszanak altaldban a daganatok de a a fej-nyaki
lapham eredetti tumorok korai fazisaiban is. Ismert a Ha-ras, p53 és a c-myc szerepe az iniciacidban és az anti-
apototikus folyamatokban. Kovetkezésképp hasznalatuk informativ lehet a terdpia hatékonysaganak
megitélésében, a recidiva hajlam eldrejelzésében. Tovabbi tanulmanyok kellenek a génstatusz, az individualis
predikcio és a karcinogén expozicid kozotti pontos kapcsolat feltarasahoz. Ha sikeriil itt is az Osszefliggést
bizonyitani a korai génexpressszid emelkedés és a kés6bb kialakuld daganatok ko6zott (,,follow up” study),
lehetséges a célcsoport azonositasa és a kockazatbecslés. A klinikai gyakorlatban a modszer alkalmas lehet a
primer ¢és tercier prevencio részeként, nem diagnosztikusan, a betegség kimenetelének vizsgalatara, a kezelés
(kemoterapia) hatékonysaganak és hatdsainak nyomonkdvetésére. Fontos feladat ezeket a modszereket a
gyakorlatba atiiltetni, és lehetOségeit kihasznilni a kezelésben és megeldzésben, az egyénre szabott
kockazatbecslés kialakitasaban, kiegészitve az egyéni érzékenység mddszereivel, valamint fontos szerepiik lehet

a terapia effektivitasanak monitorozasaban.
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Vizsgalataink alapjan igazoltuk, hogy sziikséges és Osszeallithatd olyan in vivo ,,short-term” tesztrendszer,

mely mas, irodalmilag igazolt génekkel kiegészitve alkalmas lehet kockazatbecslésre, primer prevenciora és a

magas kockazati paciensek kiemelésére. A molekularis epidemiologiai biomarkerek a primer prevencio

eszkoztaraba tartoznak, mas, idetartozo modszerekkel egyiitt lehetdséget adnak a késdbbiekben a gyakorld orvos

szamara (haziorvos, fogorvos) a veszélyeztetett populacid meghatarozasara és ezzel egylitt e fatalis

megbetegedések megeldzésére. A klinikai gyakorlatban a modszer alkalmas lehet a tercier prevencio részeként is

(nem diagnosztikusan) a betegség kimenetelének vizsgalatara, a kezelés (kemoterapia) hatékonysaganak és mas

nem kivant, esetleges karcinogén hatasanak vizsgalatara.

7. Uj megallapitasok

1.

A CFu (Cisplatin/5-Fluoro-Uracil) protokoll emelte az onko/szuppresszor gének expresszidjat BVM

(Bleomycin/Vincristin/Metotrexat) protokollal 6sszehasonlitva allatkisérletben.

A Cisplatin szignifikansan fokozta az onko/szuppresszor gének expressziojat ,,short-term” vizsgalat

soran a kontrollhoz képest.

A Transplatin nem emelte szignifikansan a génexpressziot a kontrollhoz képest és szignifikansan

kevésbé emelte onko/szuppresszor gének expressziojat a Cisplatinnal 6sszehasonlitva.

Lathat6 voltak malignus folyamatban szenvedd betegek emelkedett génexpresszidés értékei az
egészségesekhez képest. Az altalunk hasznalt tesztrendszerben az onko/szuppresszor gének
expresszidja jelezte az aktivitds fokozodasat a Cisplatinnal kiegészitett protokoll (BVMC
Bleomycin/Vincristin/Metotrexat/ Cisplatin) hasznalata esetén, még a kezeletlen tumoros mintakhoz
képest is, mig a radioterapidban részesiilt betegeknél ez csokkent a kezeletlen tumoros betegek

expresszios értékeihez képest.

A gége-tumoros betegek esetében periférids vérbol szarmazd fehérvérsejtekbdl sikeriilt az
onko/szuppresszor gének expresszidjat, mint molekularis epidemioldgiai biomarkert alkalmazni, 1j

minimal invaziv modszerrel.
Az altalunk hasznalt onko/szuppresszor gének expresszio valtozasai alkalmasak lehetnek, mint korai

biomarkerek a recidivdk és a szekunder tumorok prevencidjaban és a terapia hatékonysaganak

monitorozasaban.
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1. Introduction

The exact definition of the oral cancer (oro-pharyngeal tumors) is a controversial issue in the literature.
According to the international classification of diseases (ICD) oral cancer includes the malignant tumors of the
lip, oral cavity and pharynx, with code numbers C00-C14. Tumors of the tonsils (C09), larynx (C32), nasal
cavity (C30), sinus (C31) and salivary glands (C07-08) do not belong to the oro-pharyngeal cancers. Oro-
pharyngeal tumors form an extremely important area of cancer research. Their relevance is underlined by the
frequent occurrence of cancer patients in terms of absolute numbers, and their increasing ratio within the total
cancer cases, both among men and women. According to the oro-pharyngeal cancer statistics, Hungary is the
leading country in Europe, with the mortality rate of 16/100.000 (28/100.000 for males, 4.5/100.000 for
females), and this tendency has not been changed during the last years. The total number of cancer deaths in
2004 in Hungary was 33502 (18840 men and 14660 women). The number of oro-pharyngeal tumors increased
by 250% between 1975 and 1999, and the increase was 15% in the last 4 years, resulting in 1690 death cases in
2004 (Central Statistical Office). Between 2000 and 2005 18998 new oro-pharyngeal cancer cases were reported
to the National Cancer Registry in Hungary.

The situation in Hungary is not improving, in spite of all the efforts on the area of prevention. Chances
of the successful intervention are limited, particularly by the late diagnosis because of the late contact with the
physician. In spite of the fact that most of the head and neck tumors are squamous cell cancers which are
histologically well characterizable, with well established radio-, chemotherapeutical and surgical protocols,
survival of these patients has not been changed in the last decades.

Cancer formation necessarily involves a wide cascade of oncogenes and tumor suppressor genes.
Studying some of the participating key-genes seems to be useful, concerning the problem of high number of
postoperative recidives after good preoperative regression found at such patients. The chosen 3 genes (c-myc,
Ha-ras and p53) are key genes in the development of head and neck tumors of squamous cell origin.

First we constructed an animal model by using a mouse strain (CBA/Ca, H-2X) which is sensitive to
chemical carcinogenesis. Three onco/suppressor genes were chosen, and the early effects (24, 48 and 72 hours),
applicability and possibility of human applications were studied. The treatment (cytostatics and cytostatic
protocols) was followed by cervical dislocation, the appropriate organs were removed, RNA was isolated and
hybridized with chemiluminescently labeled probes. The extent and temporal changes of gene expressions were
studied.

At the beginning gene expression changes were applied as early biomarkers. The final goal of our studies was
to evaluate the applicability of measuring the expression of onco/suppressor genes for signaling and monitoring
carcinogenic effects caused by cytostatic drugs, in vivo. The transient changes in gene expression, as early
biomarker, can be useful in the detection of the potential carcinogenic effect of the chemotherapy, when the
malignancy could not be detected.

After the animal experiments human studies were performed, where gene expression changes were
determined from tissue samples and blood of treated and untreated cancer patients. Earlier the aim of the
detection of gene expression was diagnostic, but we used them as biomarkers. Our goal was to evaluate whether
the platinum compounds used in the clinical praxis contribute to the higher number of recidives and to the later

formation of secondary tumors. We were also interested in the relation of gene expression in the untreated tissue
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to the states after irradiation and chemotherapy, since Cisplatin is a known IARC 2A class carcinogenic

compound.

The etiology, molecular biology and molecular epidemiology of head and neck tumors

Primary prevention means prevention, while secondary prevention is theequals to the early recognition and
diagnosis, in a curable stage of the disease, if it is possible. Tertiary prevention tries to prevent the relapse in
cured patients, so beside the nursing, rehabilitation and life support, its goal is the prevention of recidives and
metastases. The border between primary and secondary prevention is not sharp. The question based on clinical
data (number of recidives) is the problem of tertiary prevention, which intends to prevent the postoperative
recidives. In my opinion, results of animal experiments may help in establishing a method, applicable for
screening in the prevention. In case of the head and neck tumors the environmental-lifestyle conception seems to
be reasonable, but naturally, it prevails on a genetic basis. Retrospective analysis of synergism between smoking
and alcohol consumption has lead to the conclusion that the simultaneous effect of these two factors could result
even in a tenfold risk increase.

Formation of oral malignancies can be attributed to several effects which are also carcinogenic if
applied separately (multifactorial origin). This process, which leads to carcinogenic transformation is called
“multistage carcinogenesis” (multistep cancer formation). The first step in this process is the interaction
between the carcinogenic compound and the DNA, which results in a genotoxic change. The genotoxic effect
leads to the malignant process, if the change in the genome is stabilized. If the effect is not genotoxic, it is called
an epigenetic event. This is the initiation, the second step, the promotion is a much slower process. Proliferation
of the initiated clone will result in a preblastomatosis, which, in this case can be a polyposis on the mucous
membrane, or oral leukoplakia. The precarinomatous status does not necessarily leads to the malignant process,
it occurs only in the minority of the cases. The next step is the progression, the formation of the invasive
carcinoma. During the carcinogenesis, a larger area gets into the carcinogenic exposure (“field of
cancerization”). Histological studies on large number of biopsy samples from cancer patients found dysplastic,
hyperplastic, hyperkeratotic areas and in situ carcinomas. The carcinogenic exposure irreversibly preconditions
the target tissues on a large area.

Early biomarkers can be used to characterize certain, even molecular level stages of the exposure disease
process. Early signs of exposure or disease formation can be detected on genetic level, when the phenotypical
alteration is not visible yet. This can serve as a basis for the identification of high-risk, exposed groups. On the
other side, biomarkers also play an important role in the assessment of the prognosis and individual
susceptibility, since the disease does not develop in all of the exposed individuals.

A group of those genes which are activated during cancer formation are called oncogenes. This is not a
homogenous group, but it includes genes encoding proteins with different structure and function. It is common,
however, that in normal cells these proteins are responsible for the regulation of cell growth and proliferation,
and this is why their dysfunction may lead to an uncontrolled cell proliferation. Such normally existing genes in
the cells are called proto-oncogens, while through their activation they become oncogenes. There are several
possible mechanisms involved in the activation of proto-oncogenes: point mutation, gene amplification, and

alterations in the gene expression regulation system (chromosome rearrangement, virus integration). The other
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type of genes responsible for malignant tumor formation is the group of tumor suppressor genes. These genes
control the abnormal growth, cell division and apoptotic mechanism.

The molecular epidemiology studies macromolecules (DNA, RNA, and to a certain extent, proteins) or
smaller metabolites. The first step is the transport of the compound to the cell nucleus, and covalent binds to the
DNA. Studying DNA adducts can provide very precise results on the cellular level of the exposure, but these
markers can not always be studied, or only with very difficult and costly procedures. Determining DNA adducts
is also a good method, when the effect of the environmental carcinogenic compound is known. Changes
occurring in the DNA can be detected by DNA isolation and investigations of the point mutations, gene
amplifications, chromosome aberrations, which errors can alter the structure or function of the gene products or
influence the gene expression levels. In the course of studying the genetic material, several other alterations were
also described. The gene expression level changes found can be arranged into survival curves, when the number

of survivals and the time of survival is compared to the characteristics of the studied biomarkers.

2. Aims

1. Based on the analysis of clinical data, we found that after Cisplatin therapy, beside the better preoperative
clinical regression and operability, the follow-up studies observed a higher number of recidives. Our goal was to
study the possible effect behind this high number of recidives, since such data were not found during the
application of the original BVMM (Bleomycin, Vincristin, Metotrexat, Mitolactol) protocol, and the only change
was the replacement of Mitolactol with Cisplatin. We performed the comparative analysis of the CFu
(Cisplatin/5Fluoro-Uracil) and BVM (Bleomycin/Vincristin/Methotrexat) protocols. The studies were carried out
in animal experiments, on female CBA/Ca H-2% mice, which animals are sensitive to the effects of chemical
carcinogens. We studied whether the short-term in vivo test system, developed earlier in our institute, is
applicable for the comparative analysis of the two protocols, and what kind of changes in the expression of c-

myc, Ha-ras and p53 genes were caused by these cytostatic protocols in the short-term study.

2.The above-mentioned experiments have led to the study of the potentially carcinogenic (IARC 2A) Cisplatin in
monotherapy. Its gene expression level effect was studied in sensitive CBA/Ca H-2X mice, in a short-term study,
with respect to its known mutagenicity. Our goal was to explore whether the Cisplatin alone is able to induce

significant alterations in the expression of c-myc, Ha-ras and p53 genes.

3.The stereoisomer Transplatin is an effective agent, according to a certain part of the literature, and this is why
we started the investigation of its short-term gene expression level effects. Beside other platinum compounds the
Cisplatin is a very effective anti-cancer agent, so a platinum compound must certainly be the part of the therapy
of head and neck squamous cell cancers. This was the reason why we studied its stereoisomeric form. We

studied its effects on the expression of c-myc, Ha-ras and p53 genes in monotherapy, in CBA/Ca H-2X mice.
4. We studied in treated and untreated patients the applicability of the expression of the three genes (c-myc, Ha-

ras and p53) in the prevention and prediction. The goal was to study patients with oro-pharyngeal tumors, and

the comparison of gene expression patterns with data found in the literature. The main question was whether,
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based on the above-mentioned animal experiments, the cytostatic therapy completed with Cisplatin has an effect

on gene expression level.

5.Previous studies demonstrated the applicability of gene expression measurements in white blood cells as
biomarkers. We studied the gene expressions in peripheral white blood cells in patients with laryngeal tumors.

The goal was to examine the applicability of this less invasive, new investigation method of patients with

laryngeal tumors, in order to assess their risk-status.

3. Materials and methods

RNA isolation:

Preparation: The animals were sacrificed by cervical dislocation, organs were removed, washed in physiological
sodium chloride solution, and homogenized in TRIZOL (GIBCO) solution (1 ml/100 g tissue, Ultra-Thurrax T25
homogenizer).

Isolation: 1 ml TRIZOL homogenate was incubated at room temperature for 5 minutes. 0.2 ml chlorophorm was
added and shaken (15 sec), which was followed by further 2-3 minutes of incubation at room temperature. After
centrifugation at 12000 g for 15 minutes, 0.5 ml isopropyl alcohol was given to the supernatant. After 15
minutes incubation at room temperature the supernatant was removed, and the precipitate was washed with 70%
ethanol. After vortexing, the material was centrifuged at 7500g for 5 minutes at 4 °C. The samples were dried
and dissolved in RNase free water. This was followed by 10 minutes incubation (55-60 °C), and the purity of the
sample was checked by photometry (Aseo/Aszg0>1.8).

RNA blotting:

The blotter was soaked in DEPC water for an hour, and then dried. The membrane (Hybond N+, Amersham)
was soaked in 5xSSC (DEPC) solution for 15 minutes. The membrane was put on the blotter, which was then
assembled at continuous vacuum. 50 pl 20xSSC (DEPC) was followed by the samples and positive and negative
controls. The membranes were then soaked in 0.4 n NaOH solution for 2 minutes, followed by a wash in 5xSSC
(DPC) and UV fixation for 10 minutes.

DEPC-water: 0.1% solution of diethyl-pyrocarbonate.

20xSSC: 87.7 g NaOH, 44.00 g trisodium-citrate-dihydrate filled to 500 ml with bidistilled water, pH 7.0
(adjusted with NaOH or HCI)

Hybridization:

Probe labeling (Amersham ECL Kit): The probe concentration was adjusted tol10 ng/pl, and then denatured at
100 °C for 5 minutes, followed by immediate chilling on ice for 5 minutes and centrifugation for 5 seconds.
Equivalent amount of labeling reagent was added, mixed, and then equivalent amount of glutaric aldehyde was
added. After a short vortexing 5 seconds centrifugation and incubation at 37°C for 10 minutes was performed.
Hybridization (ATCC): Membranes were prehybridized at 42°C for 15 minutes in 0.125-0.25 ml/cm? buffer
from the hybridization kit. After removal of this buffer the probe was added in prewarmed buffer. The
membranes were incubated overnight at 42°C, then washed with prewarmed (42 °C) “primary wash buffer” for

20 minutes. Washing was repeated, then a rinse in 2xSSC was performed at room temperature for 5 minutes.
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After composing the detection solution (components in 1:1 ratio 0.125 ml/cm?), it was pipetted onto the
membranes, incubated for 1 minute, and the excess solution was removed. The membranes were packed into
plastic wrap and put into X-ray casettes. The X-ray films were removed and evaluated after 15 minutes. A next
X-ray film was put into the cassette and removed after an hour. The results were analyzed with Quantiscan
(Biosoft) software.

Primary wash buffer: 360 g urea, 4.0 g SDS, 25.0 ml 20xSSC, filled to 1 liter with bidistilled water.

3/a.. Animal experiments I-III.

In our experiments 6-8 week old female CBA/Ca H-2* mice were used, which are sensitive to chemical
carcinogenesis. 6-6 animals were used per group. In the monotherapy experiments body weight equivalent
amounts of platinum compounds were given in the form of a single dose intraperitoneal treatment (Cisplatin,
Transplatin 0.66 mg/1 ml).

In case of cytostatic protocols, similarly to the human application, body weight equivalent doses were used, at
the appropriate temporal distribution (BVM/Bleomycin, Vincristin, Methotrexat and CFu/Cisplatin, 5-Fluoro-
Uracil): As control, the same amount of physiological sodium chloride solution was used. Twenty-four, 48 and
72 hours after the cervical dislocation the following organs were removed: thymus, spleen, kidney, liver,

mesentherial lymph nodes, lung, femoral bone marrow.

Applied protocols (dose and time schedule)
BVM protocol

1. day Bleomycin 0.026 mg
2. day Bleomycin 0.026 mg
3. day Vincristin 0.01 mg
4. day Methotrexat 0.396 mg
5. day Ca-leucovorine 0.04 mg

CFu protocol

1. day Cisplatin 0.66 mg
2. day Fluorouracil 0.6 mg
3. day Fluorouracil 0.6 mg
4. day Fluorouracil 0.6 mg

3/b. Human study I.

Four disease groups were constructed from the oro-pharyngeal squamous cell cancer patients from the Clinics of
Dentistry and Oral Surgery. Negative small salivary gland biopsies from patients with suspected non cancer
syndromes (e.g. Sjogren-sy.) were used for control purposes (16 samples). The untreated cancer group contained

25 patients (16 males and 9 females). 13 patients were treated with BVMC chemotherapy (9 males, 4 females).
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The cytostatic therapy was followed by surgery after a 2-week period. The samples were taken at the surgical
operation. 10 patients received radiotherapy (total dose 40 Gray) before the examination (7 males and 3

females).

Patient groups of the human study I.

Group 1 Untreated cancer cases 16 males, 9 females, age: 51.3 4.2 y.

Group 2 Patients treated with BVMC scheme, 9 males, 4 females, age: 54.2 +5.4 y.
Group 3 Patients treated with radiotherapy, 7 males, 3 females, age: 56.1 £3.8 y.
Group 4 Control, 10 males, 5 females, age: 50.5 +4.4 y.

After the irradiation, a probe excision was made. The tumors were proved to be squamous cell cancers, in all of
the cases by histological examination (HE staining). After sample taking, the samples were immediately
refrigerated to -70°C and stored at this temperature until processing. The isolation of RNA, and the evaluation

was done as described at the animal experiments.

3/c. Human study II.

Twenty ml blood sample was collected from 45 patients (30 males and 15 females, age: 56.2 + 6.2 y.) with
histologically (HE staining) proved laryngeal tumors (Clinics of Otorhinolaryngology and Head- and Neck
Surgery). These patients did not receive chemotherapy. The control group was composed of 26 healthy, non-
smoking and non alcoholic individuals. White blood cells were isolated by repeated centrifugation in 0.89%
ammonium-chloride solution for 10 minutes. This was followed by gene expression measurements described
above. The goal of our study was to evaluate how sensitively these gene expression alterations (from peripheral

blood leukocytes) signal the possible carcinogenic effects, and to determine its applicability as a biomarker.

Groups of human study II.

Group 1 Patients with laryngeal tumors, 30 males, 15 females, age: 56.2 £ 6.2 y.
Group 2 Control, 19 males, 7 females, age: 52.2 £ 4.1y.
4. Results

4/a. Comparative study of the Cisplatin-5Fluorouracil and Bleomycin-Vincristin-

Methotrexat (BVM) protocols in animal experiments

Early effects of the chemotherapeutic protocols were studied in the in vivo short-term test system. The
chemotherapeutic protocols were applied in body weight equivalent doses. After the cervical dislocation, spleen,
thymus, liver, kidney, lung, lymph nodes and bone marrow were investigated, 24, 48 and 72 hours after the
treatment. The CFu protocol induced a significant elevation in the gene expressions in the thymus, already 24
hours after the treatment, while the BVM scheme did not cause a definitive effect, and this effect was not seen at

all after 48 hours. The spleen showed similar changes, “early” effect was seen also in case of BVM scheme, but
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measurable effect was demonstrated for the CFu protocol in case of c-myc and Ha-ras genes. The protocols had
similar effects on the bone marrow as well. In the sensitive CBA/Ca(H-2*) mice the CFu (Cisplatin-
5Fluorouracil) protocol induced significantly higher gene expression in the spleen, lymph nodes and bone
marrow than the platinum compound-free BVM (Bleomycin-Vincristin-Metotrexat) scheme (P<0.05).

Most of the cytostatic treatments induce gene expression changes, but in the present case the Cisplatin
containing protocol caused a significant alteration if compared to the BVM scheme. So it was reasonable to
suspect the role of Cisplatin in the elevated expression of onco/suppressor genes, but final conclusion can be

only drawn after long-term studies.

4/b. Effect of Cisplatin on the gene expressions in the light of its known mutagenicity
Female CBA/Ca(H-2") mice, sensitive to chemical carcinogenesis were used for these experiments. The body
weight equivalent amount (0.66 mg) of the compound was given intraperitoneally, and after the cervical
dislocation the gene expressions were measured and compared to the controls (thymus, spleen, kidney, liver,
mesenterial lymph nodes, lung, femoral bone marrow), 24, 48 and 72 hours after the treatment. The platinum
compound induced alterations in our test system after a very short time, and Cisplatin seemed to be responsible
for the effects found (however, we can not exclude the possible effect of the other components). The alterations
were significant in case of the lymph nodes and bone marrow. In the bone marrow the expression of Ha-ras and
p53 genes were elevated at 24, 48 and 72 hours after the treatment. Because of the heterogeneous cell population
in the bone marrow, these results can only be interpreted cautiously. In case of the lymph nodes the Ha-ras gene
was significantly overexpressed after 48 hours. Our model proved to be applicable for the detection of the
changes, even shortly after the treatment. Cisplatin significantly increased the expression of the oncogenes and
suppressor gene in the lymph nodes and bone marrow (Ha-ras and p53, p<0.05). In the light of its known
mutagenicity, the carcinogenicity of Cisplatin can be suspected, but other than its mutagenicity could also be

involved in the background of this effect.

4/c. Effects of Transplatin on gene expressions

After applying the body weight equivalent amount of Transplatin (0.66 mg/ml i.p.) gene ,expression changes
were studied in the thymus, spleen, kidney, liver, mesenterial lymph nodes, lung, femoral bone marrow, and
compared to the effects caused by Cisplatin and controls. In spite of Cisplatin, the Transplatin (which is also a
mutagenic compound) did not cause significant changes in the expression of the studied 3 genes (Ha-ras, c-myc,
p53), in the female CBA/Ca(H-2") mice. We have not seen the effects in any organs, found in the Cisplatin
experiment. Unlike in case of Cisplatinwe did not find an association between the mutagenicity and possible

carcinogenicity of Transplatin (p<0.05).

4/d. Studies on treated and untreated patients.

Compared to the control group with healthy tissues, we found elevated gene expression levels in all of the
studied groups for all the 3 investigated genes (C-myc, Ha-ras, p53). The gene expression elevation in the
untreated patients are agreement with clinical data, thus the gene expression elevations caused by the cancerous

diseases can be followed and monitored (biomarker). Our test system was applicable for the detection of the
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changes, significant gene expression elevation was demonstrated in case of Ha-ras and p53 genes. The
expression changes after the chemotherapy were also significant when compared to the healthy controls. The
gene expression elevation was present also with regard to the values found in the untreated tumors. The
radiotherapy also affected the activity of oncogenes and suppressor gene, but, when compared to untreated cases,
it somewhat decreased the expression of the p53 tumor suppressor gene. Based on our results the expression of
the studied genes was in accordance with the expectations after the examination of the untreated tumor tissue.
After the radiotherapy the gene expression somewhat decreased, but the changes were not significant compared

to the untreated tumors. The cytostatic treatment resulted in an increased gene expression (p<0.05).

4/e. Examination of gene expression, as early molecular eoidemiological biomarker, in

peripheral white blood cell
All of the patients suffered from histologically verified (HE staining) squamous cell carcinoma. Twenty ml
blood was drawn from 45 patients with laryngeal tumors (30 males, 15 females, age: 56.2+6.2 y.) who did not
receive preoperative chemotherapy. The control group was composed of 26 healthy non smoker and non
alcoholic individuals. A significant elevation of the gene expressions was seen in both genders when compared
to the controls. We found elevated gene expression values among both men and women with cancer. For women,
these elevations seemed to be higher than in the male, but this was only significant for the p53 gene. For all the
studied genes, their expression was significantly higher among cancer patients than in the control group

(p<0.001).

5. Discussion
Statistical data on the oro-pharyngeal tumors and the increase in the number of recidives after treatment with
platinum compounds paid our attention to this group of chemical compounds. In our institute we have a long
history of studies on side effects of chemotherapeutical agents, focusing on their carcinogenicity
(Cyclophosphamide). Cisplatin is so strongly mutagenic that in some mutagenicity experiments it serves as
positive control. The existing 90% correlation between mutagenicity and carcinogenicity initiated our present
studies on this platinum compound and scheme containing Cisplatin. Our goal was to construct a test system
which could signal the chemical carcinogenic effects, particularly when the time of the exposure is known.
During the development of the test system, the experiments were based on the well-known animal model using
a mouse strain sensitive to the chemical carcinogenesis (CBA/Ca(H-2%)), which was previously used for
investigations of several carcinogen-suspect chemicals. In the literature we searched for genes often mentioned
concerning the oro-pharyngeal tumors and squamous cell carcinomas. We identified 3 important genes: Ha-ras,
c-myc and p53. The Ha-ras gene encodes a membrane coupled G-protein. After a point mutation in this gene a
continuous proliferative stimulus arises. C-myc is a nuclear transcription factor. After the translocation of the c-
myc gene the transcription is disturbed, so it can be an initiator factor in carcinomas and lymphomas. The
mutation and deletion of the pro-apoptotic p53 gene are well known in several tumors. p53, as a suppressor gene
inhibits tumor formation by helping the DNA repair. Not only its decreased expression can be important, but

also its elevated transcription, since it has an anti-apoptotic effect as-well.
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First we studied the effects of chemotherapeutic protocols on gene expressions in an animal model, with the
help of a mouse strain sensitive to the chemical carcinogenesis (CBA/Ca(H-2")). Based on our clinical
experience, our goal was to identify the cytostatic scheme in the background of the increased number of
recidives. In the clinical practice (Clinics of Dentistry and Oral Surgery) the BVMM (Bleomycin, Vincristin,
Methotrexat, Mitolactol) protocol was successfully used during the last years. The application of the cytostatics
was based on literature suggestions and on our own therapeutical experience. The production of Mitolactol was
ceased, and we tried to find an other alkylating agent for this cytostatic scheme. The suggested and logical
alternative was the application of a platinum compound. During the clinical application, in spite of the successful
early results on the area of primary clinical regression, both the number of recidives and the survival changed in
an unfavorable direction, so we compared the BVM (Bleomycin, Vincristin, Methotrexat) and the CFu (Cisplatin
and 5-Fluorouracil) protocols in animal experiments. Both combinations are accepted and widely used in
Hungarian chemotheraputic centers. In our institute we previously studied the effects of three different cytostatic
protocols, proving the applicability of the method, and also the effect of these cytostatic protocols on gene
expressions. We studied the gene expression inducing effects of protocols used in human cancer therapy (CHOP,
ABVD, COPP, Cyclophosphamide). In case of Cyclophosphamide we were able to prove the carcinogenic effect.
In other type of tumor cases (brain tumors) we compared the gene expression patterns of the tumor tissue with
the clinically intact surrounding areas. Our test system successfully detected the early effect of chemotherapeutic
schemes also in these cases. In short-term experiments we proved that the platinum containing scheme
significantly increased the expression of oncogenes in certain organs.

Based on clinical experience and literature data on its mutagenicity we decided to study the Cis-
diamminedichlorioplatinum (Cisplatin) in animal experiments. We proved that the test system is applicable for
the early (24, 48 and 72 hours after the treatment) detection of direct DNA level effects. We determined the level
of gene expression for the studied 3 genes. In the background of the elevated values caused by the cytostatic
protocols, the Cisplatin can probably be identified. In the light of these results, taken together with the known
mutagenicity of the Cisplatin we brought up the role of Cisplatin in the carcinogenesis after cytostatic therapy,
which may lead to recidives and formation of second primary tumors. Since in these studies the carcinogenic
effect could be monitored on gene level, it was logical to study the suspected carcinogenic and proved mutagenic
agent, Cisplatin alone in monotherapy. Cisplatin has a direct effect on the DNA inhibiting the DNA synthesis by
making crosslinks between the DNA strands. Cisplatin is not phase-specific, it can exert its effect also in Gy
phase. The mutagenicity of Cisplatin is well known, and the correlation between mutagenicity and
carcinogenicity motivated us to study the role of Cisplatin. It is important that Cisplatin can exert its effects in an
active from within the cells. If the crosslinks between DNA strands are formed after DNA adduct formation, then
the summary of the apoptotic effects will result in the death of the cancer cell. After Cisplatin treatment not only
apoptotic signals are triggered, but also the transcription of other, anti-apoptotic genes is enhanced and
deregulated.

As the next step, we identified those platinum compounds which could be used to successfully replace
Cisplatin. Among these compounds, (Carboplatin, DACH-acetato-Pt., Oxiplatin, Transplatin) Transplatin
seemed to be promising, since it is a stereoisomeric form of Cisplatin. Transplatin is an alkylating agent, but in
spite of its mutagenicity it lacks the gene expression enhancing effect of Cisplatin. However, role of epigenetic

effects can not be excluded out either. Most of the related papers in the literature question the efficacy of
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Transplatin as a chemotherapeutic agent, but probably its slightly modified form could be used to replace
Cisplatin.

Our human studies focused on the description of gene expression profiles of oro-pharyngeal cancer
patients, and on the comparison with the current literature. This profile was then compared with the status after
chemotherapeutic or radiotherapeutic treatments. Our goal was the measurement of the expression of 3
onco/suppressor genes, C-myc, Ha-ras and p53. Besides the healthy controls we studied histologically verified
(HE staining) cases of oro-pharyngeal squamous cell carcinomas. Groups were formed and studied from
untreated cases and treated (chemotherapy and radiotherapy) cancer patients. The healthy tissue controls derived
from negative cases of small salivary gland biopsies. When analyzing the results, we identified significant
overexpression of the investigated 3 genes in untreated patients with oro-pharyngeal tumors, thus these
biomarkers can be used for the description and definition of a given status of the patient. The status after the
chemotherapy (BVM/Bleomycin, Vincristin, Methotrexat, Cisplatin) showed an increased gene expression even
when compared to the expression data of the untreated patients. The radiotherapy also increased the activity of
onco/suppressor genes compared to the healthy controls, but it slightly decreased the activity of the pS3 gene if
compared with the results of the untreated patients. In view of this experiment and the results of the Cisplatin
monotherapy study, we suppose that Cisplatin has an important role in the induction of gene overexpressions.
However, after the results of the short-term studies, the role of Cisplatin must also be clarified in long-term
studies. The gene expression elevations were present for all the three genes after the cytostatic treatment, when
compared to the status preceeding the therapy, but they only reached the level of significance in case of p53
tumor suppressor gene. In case of other malignancies (e.g. leukemias) using gene expression changes as
biomarkers, a decreased expression of onco/suppressor genes can be detected, which can be used to monitor the
»~minimal residual disease”. In our case the gene expression elevation could be matched to the increased number
of tumor recidives. A further question to be answered is, that which element of the cytostatic treatment is
responsible for these changes. At the exploration of the background of the high frequency of recidives, it is
important to exclude the suspected therapeutical components, but for these tasks further long-term studies are
required.

Besides these invasive types of studies our interest was directed to a less invasive method which
developed in our institute and was already successfully applied. We investigated the peripheral white blood cells
of a group of laryngeal tumor patients with our test system. Previous studies indicated the applicability of gene
expressions as biomarkers. These ecarlier experiments demonstrated that these tumor markers (i.e. gene
expressions) determined in peripheral white blood cells as well. Our present examinations were started to verify
the usefulness of this minimal invasive method in human settings. The white blood cells from the blood of the
patients were separated, and they were considered as healthy ,,surrounding tissue”. As demonstrated in previous
studies, such changes show a significant elevation after carcinogenic treatment. In animal experiments we
proved the role and applicability of gene expression alterations in relation to chemical carcinogenesis.
Furthermore, we observed that gene expressions can be elevated even in the lack of manifest tumors in the
exposed population. The elevated oncogene activation may derive from tumor cells, or it can be the consequence
of the carcinogenic exposure. According to our best knowledge, this was the first study on patients with

laryngeal tumors concerning gene expressions in leukocytes.
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6. Summary

The mentioned genes (Ha-ras, c-myc and p53) play a crucial role in the genesis of head and neck tumors of
squamous cell origin. The role of Ha-ras, c-myc and p53 genes in the initiation and anti-apoptotic processes is
known. Consequently, their application could be informative in the evaluation of therapeutical efficacy. Further
“follow up” studies are needed to explore the connection between gene status, individual anamnesis and
carcinogenic exposure, so the risk groups could be detected. If the correlation can be shown the method is likely
to be applicable in the clinical practice, it can be involved, as a part of tertiary prevention in the assessment of
disease outcome in the evaluation of the efficacy of the therapy.

Our examinations proved, that it is necessary to form a “short —term” testing system, completed with other
genes, which is able to estimate risks and suitable for primary prevention. The application of molecular
epidemiological biomarkers, with other methods, is a part of the primary prevention and gives possibility for
physicians and dentists to detect the risk population and prevent fatal diseases. This method can be useful as a

part of the tertiary prevention, in clinical trials, to measure the efficacy of the chemotherapy and its side effects.

7. New scientific results

1. The CFu (Cisplatin, 5-Fluorouuracil) protocol significantly elevated the expression of onco/suppressor
genes when compared to the BVM (Bleomycin, Vincristin, Methotrexat) protocol.

2. Cisplatin significantly increased the expression of onco/suppressor genes in short-term studies
compared to the control group.

3. Transplatin did not cause a significant elevation of gene expressions with regard the controls and
resulted in a significantly smaller elevation when compared to the Cisplatin therapy.

4. Gene expression values of the cancer patients were compared to healthy individuals. In our test system
the expression of onco/suppressor genes signaled an enhanced activity in case the protocol was
extended with Cisplatin (BVMC Bleomycin, Vincristin, Methotrexat, Cisplatin), even when compared to
the untreated patients, while in patients treated with only radiotherapy this was decreased with regard
to the samples of untreated patients.

5. In case of patients with laryngeal tumors the application of gene expression measurements from
peripheral leukocytes as a new minimal invasive method, biomarkers were successful.

6. The applicability of the studied gene expression alterations in the prevention of secondary tumors and in

the monitoring of therapeutical efficacy was demonstrated.
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