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1. A kornyezeti és genetikai prediszpozicid biomarkares vizsgalata a fej-nyaki laphamrak
kialakuldsdban

2. Residudlis tumorsejtek, recidivdk és masodlagos primer tumorok kimutatsara alkalmas
genetikai markerek.

3. Genetikai karosodasok Osszehasonlitdé vizsgalata dohdnyz6 és nem dohanyz6 fej-nyak
daganatos betegekben.

4. A fej-nyak daganatok prognosztikai és terapids markerei.

2. Residudalis tumorsejtek, recidivik és masodlagos primer tumorok kimutatdasdara alkalmas
genetikai markerek

Bevezetés, célkitiizés

A fej-nyak daganatok genetikai valtozasainak vizsgalata kitlind modellként szolgal arra, hogy
a kornyezeti carcinogének hatasat molekularis szinten elemezziik. A kdrnyezeti carcinogének
elsddleges tamadaspontja a genom stabilitadsat biztositoé regulécios rendszer (p53, DNS javito
enzimek, stb.). Ennek megfeleléen a p53 muticiok mind a fej-nyak tumorokban, mind
tiidorakokban gyakoriak ¢és az adott tumortipusra jellegzetesek. A fej-nyak daganatok
bioldgiai viselkedésére altalanosan jellemzd, hogy a primer tumor megjelenését kovetd 5 éven
beliil méasodlagos, synchron vagy metachron tumorok alakulnak ki. Ez a jelenség vezette
Slaughter és mtsait (1994), hogy fej-nyak daganatok kialakuldsara a ,.field cancerization”
hipotézist javasoljak. A szajlregi daganatok nagyrésze laphamrak, ezért histoldgiai
vizsgalattal nehéz megitélni, hogy az Gjonnan megjelend daganat recidiva vagy masodlagos
primer tumor. A p53 mutacidés pattern segitséget nyljthat ezen dilemma eldontésére. A
daganatok kialakulasaval kapcsolatban elfogadott és tobbnyire igazolt az, hogy a primer
daganatok ¢és azok metasztazisai genetikai szinten megegyezdek, vagyis a daganatok
monoclonalis eredetiiek. Vizsgdlataink egyik célkitlizése az, hogy a p53 mutéciot clondlis
markerként hasznaljuk. A jellegzetes mutacios ,,hot spot” alapjan lehetové valik a recidivak és
masodlagos tumorok megkiilonboztetése. Az épnek latszd tumor melletti nyalkahartya p53
statusanak meghatarozasa alkalmas lehet a residudlis tumorsejtek kimutatdsara és a tumor
locoregionalis kitjulasanak megakadalyozasara.

Vizsgalatainkban ezért 152 fej-nyak daganatban ¢és a tumor melletti ép nyalkahartyaban
meghataroztuk a p53 mutacid és p53 codon 72 gén polimorfizmusat.

Anyag és modszer

Szoveti mintdk

152, TiNy — T3N; fej-nyak daganatos beteg tumoros és ép szdveti mintait vizsgaltuk az
Orszagos Onkoldgiai Intézet Pathogenetikai Osztdlyan. Valamennyi tumort szdvettanilag
laphamraknak diagnosztizaltdk, amelyek differencidltsdgi foka kozepes vagy rosszul
differencialt volt. A daganatok 57,2%-a metasztatizalt és 17,7%-a recidivalt. A betegek a

mintavételt megeldzden nem részesiiltek sugar-, illetve kemoterapias kezelésben.

Western blot analizis

A -180°C-ra fagyasztott tumoros és normal szovet mintdkat golyds malommal poritottuk és
RIPA pufferben 1 ml/g szovet homogenizaltuk. 5-20 pg fehérjét 7,5-12,5% SDS tartalmu



polyacrylamid gélen elektroforetizaltunk. A gélen szétvalasztott fehérjéket elektromos uton
Immobilon P membranra vittiik at. A fehérjéket (p53, mdm2, Cyclin D, pl6, hMLHI,
Cadherin E, Bcl-2, Bax) a megfeleld ellenanyag segitségével (Santa Cruz) azonositottuk,
alkalikus foszfatazzal konjugalt masodlagos ellenanyagokkal és ezt kovetéen NBT reakcioval
vizualizaltuk. A Western blot quantitativ kiértékelését denzitometralassal végeztiik el.

PCR/SSCP analizis

A PCR reakciodkat az alabbi primerekkel végeztiik:

p53 (5. exon) sense:  5’-tac-tcc-cct-gec-ctc-aac-aa-3’ and antisense: 5°-atc-gct-atc-tga-gca-
gag-ct-3, Analytical Biochem. 213:19-22 (1993); p53: (8.exon) sense: 5’-cct-atc-ctg-agt-
agt-ggt-aa-3’ and antisense: 5’-tcc-tgc-ttg-ctt-acc-tcg-ct-3’, Leukemia,Vol.7, No4 593-600
(1993); hMLH1 sense: 5’-ctt-gtg-tct-tct-get-gtt-tgt-tta-3° and antisense: 5’-ccg-act-aac-agc-
att-tcc-aa-3’, Luce MC, Marra G, Chauhan DP, Laghi L, Carethers JM, Cherian SP, Hawn M,
Binnie CG, Kam-Morgan LNW, Cayouette MC, Koi M and Boland CR. In vitro
transcription/translation assay for the screening of h(MLH1 and hMSH2 mutations in familial
colon cancer. Gastroenterology 1090: 1368-1374, 1995; hMSH2 sense: 5’-ttt-aaa-tga-gat-gtt-
tag-gce-3’ and antisense: 5’-gta-aaa-att-tca-tgt-gaa-ggg-3°, Nature Genetics 8:405-410 (1994);
E2F4 sense: 5’-tgg-tcc-tcc-tgt-gte-tgg-gtt-3° and antisense: 5’-agg-gag-gta-gaa-ggg-ttg-g-3°,
Souza RF, Yin J, Smolinski KN, Zou TT, Wang S, Shi YQ, Rhyu MG, Cottrell J, Abraham
JM, Biden K, Simms L, Leggett B, Bova, GS, Frank T, Powell SM, Sugimura H, Young J,
Harpaz N, Shimnizu K, Matsubara N and Meltzer SJ. Frequent mutation of the E2F4 cell
cycle gene in primary human gastrointestinal tumors. Cancer Res. 57: 2350-2353, 1997

A PCR termékeket 95%-o0s formamidban (1:3) denaturaltuk 98°C-on 20 percig, majd 7.5-
10%-0s PAGE-sel szeparaltuk.

p53cd72

A p53 gén codon 72 polimorfizmusanak vizsgalata LightCycler (Roche) olvadaspont
analizissel, egy kordbban kidolgozott modszer alkalmazaséaval tortént.

(Boltze C., Roessner A., Landt O., Szibor R., Peters B., Schneider-Stock R., (2002)
Homozygous proline at codon 72 of p53 as a potential risk factor favoring the development of
undifferentiated thyroid carcinoma. Int. J. Onc. 21, 1151-1154)

p33 intron 6 (G=2A4) és intron 3 (16bp duplikdcid) polimorfizmus

PCR-RFLP moédszer az alabbi cikk alapjan.

X. Wu, H. Zhao, C. I. Amos, S, Shete, N. Makan, W. K. Hong, F. F. Kadlubar, M. Spitz
(2002) p53 genotypes and haplotypes associatd with lung cancer susceptibility and ethnicity,
INCI, 94; 681-690

Eredmények és megbeszélés

p53 status

A vizsgalat sorozat alapvetd célkitlizése az volt, hogy a p53 mutaci6 tipusat primer
szajliregi daganatokban és a tumortdl tdvol esé nyalkahartydban meghatarozzuk. A p53
mutaci6 jelenlétét PCR-SSCP analizis segitségével is meghataroztuk. Osszefiiggést kerestiink



a p53 mutaciok eléforduldsa és a daganatok klinikai stadiuma kozott. A p53 mutaciok
eléforduléasi gyakorisagat az 1. abra szemlélteti. P53 mutaciot a vizsgalt fej-nyak daganatok
37,5%-aban mutattunk ki. A mutacidkat az 5., 7., 8. exonban vizsgaltuk. A 8. exonban a p53
mutacio gyakorisaga 21,2%, mig az 5. exon esetén a daganatok 16,5%-aban azonositottuk p53
mutacid jelenlétét. Ugyanezen daganatos betegekben a tumortdl tavol esé nyalkahartydban
11,2%-ban (20/152) igazoltuk p53 mutacid jelenlétét (1. abra). Az ,.ép” szovetben a p53
mutacid 6%-ban a 8. exonban, mig 7%-ban az 5. exonban fordult elé (1. abra). A p53
mutaciokat PCR-SSCP analizis segitségével azonositottuk. Mutéacio alkalméval eltérd
elektroforetikus mobilitasu csik jelenik meg, amelyet az dbran nyillal jel6ltiink (2. abra). P53
mutacié eléfordul mind a tumorban (T), mind az ,,ép” nyalkahartyaban (E).
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A vizsgélati periodus alatt 27 betegben recidiva alakult ki. A recidivat adé primer tumorok
74%-aban (20/27) p53 mutacidt lehetett azonositani. Eredményeink arra utalnak, hogy a p53
mutacid jelenléte a tumor recidivak kialakuldsat valosziniisiti. A p53 mutacid eléfordulasa
vizsgélataink szerint fliggetlen a nyirokcsomo statustol.

A primer tumorban és az ép nyalkahartyaban (1 eset kivételével) a pS3 mutécié nem azonos
exonban fordul eld. Eredményeink arra utalnak, hogy a tumortdl tavoli ,,ép” szdvetben, a
primer tumort6l fiiggetlen masodlagos tumor alakulhat ki. Eredményeink alatamasztjdk a
,»field cancerization” hipotézist. Ezen feltételezés szerint a folyamatos carcinogén expozicio
hatdsara az egész szdjiireg premalignus allapotba keriilhet és synchron vagy metachron
multiplex tumorok alakulhatnak ki. A masodlagos tumorok kialakuldsaval kapcsolatban



feltételezték, hogy a primer tumorbol kialakulé micrometasztazisok forméjéban terjed el a
szajiireg nyalkahartydjaban. Ha ez a feltételezés korrekt, a secunder tumorokban 1évd p53
mutacid jellege a primer tumorokéval azonossagot mutatna. Eredményeink szerint a primer és
secunder tumorok p53 mutécidja egymastol eltérd, polyclondlis. A p53 mutécid vizsgalata fej-
nyak daganatokban tehat eldre jelzi a masodlagos tumorok kialakuldsdnak és recidivak
megjelenésének  veszélyét. Ezen tilmenden alkalmas a daganat sugar- ¢és
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4. abra. Homozigdta mutdns genotipus csak a szdjiiregi daganatos eseteknél fordult elé
(4,3%), a garat- ill. gégerdkosoknal a heterozigotik aranya (32,0% ill. 31,2%) csaknem a
kétszerese a szdjiiregi daganatos eseteknél tapasztalt gyakorisagnak (17,4%).

A p53, a tumor szupresszor funkcidja mellett fontos szerepet jatszik a DNS transzkripcidoban
¢s a sejtciklus szabalyozasaban. A mutaciok mellett szamos ismert polimorfizmusa is 1étezik,
Arg—Pro cserét vizsgaltuk. Mivel az intron régiok el6forduld mutacioknak a génexpresszid
szabalyozasaban és a DNS-fehérje kolcsonhatasokban jatszanak szerepet, az itt el6forduld
mutaciok ezt a funkciot modosithatjak. A codon 72 esetében a két valtozat biokémialig €s
biologiailag is eltér6. A p53 arginin varidns gyorsabban indukal apoptozist és a prolin



valtozaténal hatékonyabb a tumor szupresszidja is. A p53 codon 72 SNP esetében a betegek
20,3%-a homozigota mutans genotipussal rendelkezik €és a primer tumor lokalizacidk szerint
csoportositva a garatrakos betegek esetében a legmagasabb, 24,0%, a mutacié eléfordulasa. A
szajiregi €s garatrakos csoporttol eltéréen a gégerdkos betegeknél kiemelkedéen magas a
heterozigdtak aranya 43,8%. Az intron 6 és intron 3 polimorfizmusnal a homozigdta mutans
genotipus csak a szdjiiregi daganatos eseteknél fordult eld (4,3%), viszont a garat- ill.
gégerakosoknal a heterozigdtak ardnya csaknem a kétszerese a szajiiregi daganatos eseteknél
tapasztalt gyakorisagnak (17,4%).

Vizsgalataink hozzajarulnak a fej-nyaki daganatok terapias érzékenységének predikcidjéhoz,
valamint eldre jelzik a masodlagos tumorok kialakulasanak és recidivak megjelenésének
veszélyét.

4. A fej-nyak daganatok prognosztikai és terdapids markerei
Bevezetés, célkitiizés

A fej-nyaki daganatok progressziojat kiséré genetikai valtozasok kozé tartozik a genetikai
stabilitast biztositd gének inaktivalasa (DNS mismach gének, hMLHI, hMSH2), a
sejtproliferaciot gatld gének mutacidja vagy allél vesztése (pl6), valamint a sejtfelszini
adhézidt biztositd fehérjék mennyiségének csokkenése (Cadherin E).

Vizsgalataink annak meghatdrozasara iranyultak, hogy ezen gének (hMLH1, p16, Cadherin E,
Ciklin D, APC) inaktivalasa, overexpresszidja alkalmas-e a recidiva hajlam felderitésére, a
metasztazis hajlam megitélésére. Meghataroztuk tovabba ezen gén valtozasok gyakorisadgat a
kiilonb6z6 anatdmiai lokalizacidju (szajlireg, garat, gége) daganatokban.

A fej-nyak daganatok terdpids érzékenységének vizsgalatara meghataroztuk a CisPt
érzékenységben szerepet jatszo XPD polimorfizmust, a DNS mismach repair, h(MLH1 gének
metilacios statusat.. A fej-nyak daganatok kezelésében uj irdnyzatot jelen az epidermal growth
faktor receptor (EGFR) gatlasara alapuld terapia. Vizsgalatainkban ennek megfeleléen az
EGFR expressziot szabalyozo intron 1 polimorfiztusat is meghataroztuk.

Anyag és modszer

Szoveti mintdk

152, TNy — T3N, fej-nyak daganatos beteg tumoros és ép szoveti mintait vizsgaltuk az
Orszagos Onkologiai Intézet Pathogenetikai Osztilyan. Valamennyi tumort szdvettanilag
laphamraknak diagnosztizaltdk, amelyek differencialtsagi foka kozepes vagy rosszul
differencialt volt. A daganatok 57,2%-a metasztatizalt és 17,7%-a recidivalt. A betegek a
mintavételt megel6zOen nem részesiiltek sugar-, illetve kemoterapias kezelésben.

Western blot analizis

A -180°C-ra fagyasztott tumoros és normal szovet mintdkat golyds malommal poritottuk és
RIPA pufferben 1 ml/g szovet homogenizaltuk. 5-20 pg fehérjét 7,5-12,5% SDS tartalmu
polyacrylamid gélen elektroforetizaltunk. A gélen szétvalasztott fehérjéket elektromos uton
Immobilon P membranra vittiik at. A fehérjéket (p53, mdm2, Cyclin D, pl6, hMLHI,
Cadherin E, Bcl-2, Bax) a megfeleld ellenanyag segitségével (Santa Cruz) azonositottuk,
alkalikus foszfatdzzal konjugalt masodlagos ellenanyagokkal és ezt kovetden NBT reakcioval
vizualizaltuk. A Western blot quantitativ kiérté¢kelését denzitometralassal végeztiik el.

DNS-metilacio vizsgalat




A DNS izolalas standard fenol-kloroformos extrakcidval tortént. 10]g genomidlis DNS-t
emésztettiink 16 oran at 4 egység Hpall metilacioé szenzitiv és Mspl metilacio inszenzitiv
restrikciés endonukleazzal (Pharmacia), majd 0.5-0.50]g emésztett DNS-sel PCR- t
végeztiink, a kovetkezd primerekkel:

pl6 (1. exon) sense: 5’-ctg-ctt-ggc-ggt-gag-ggg-g-3° and antisense: 5’-cct-cac-ctg-agg-gac-
ctt-c-3’, Gonzalez-Zulueta M, Bender CM, Yang AS, Nguyen TD, Beart RW, van Tornout
JM and Jones PA. Methylation of the 5° CpG island of the pl6/CDKN2 tumor suppressor
gene in normal and transformed human tissues correlates with gene silencing. Cancer Res. 55:
4531-4535, 1995;

hMLH1 (5. exon) sense: 5’-cgc-tcg-tag-tat-tcg-tgc-3’ and antisense: 5’°-tca-gtg-cct-cgt-get-
cac-3’, Kane MF, Loda M, Gaida GM, Lipman J, Mishra R, Goldman H, Jessup JM and
Kolodner R. Methylation of the hMLHI1 promoter correlates with lack of expression of
hMLH1 in sporadic colon tumors and mismatch repair-defective human tumor cell lines.
Cancer Res. 57: 808-811, 1997

PCR/SSCP analizis

A PCR reakciodkat az alabbi primerekkel végeztiik:

p53 (5. exon) sense:  5’-tac-tcc-cct-gec-ctc-aac-aa-3’ and antisense: 5’°-atc-gct-atc-tga-gca-
gag-ct-3, Analytical Biochem. 213:19-22 (1993); p53: (8.exon) sense: 5’-cct-atc-ctg-agt-
agt-ggt-aa-3’ and antisense: 5’-tcc-tgc-ttg-ctt-acc-tcg-ct-3’, Leukemia,Vol.7, No4 593-600
(1993); hMLH1 sense: 5’-ctt-gtg-tct-tct-get-gtt-tgt-tta-3° and antisense: 5’-ccg-act-aac-agc-
att-tcc-aa-3°, Luce MC, Marra G, Chauhan DP, Laghi L, Carethers JM, Cherian SP, Hawn M,
Binnie CG, Kam-Morgan LNW, Cayouette MC, Koi M and Boland CR. In vitro
transcription/translation assay for the screening of hMLH1 and hMSH2 mutations in familial
colon cancer. Gastroenterology 1090: 1368-1374, 1995; hMSH2 sense: 5’-ttt-aaa-tga-gat-gtt-
tag-gce-3’ and antisense: 5’-gta-aaa-att-tca-tgt-gaa-ggg-3°, Nature Genetics 8:405-410 (1994);
E2F4 sense: 5’-tgg-tcc-tcc-tgt-gte-tgg-gtt-3° and antisense: 5’-agg-gag-gta-gaa-ggg-ttg-g-3°,
Souza RF, Yin J, Smolinski KN, Zou TT, Wang S, Shi YQ, Rhyu MG, Cottrell J, Abraham
JM, Biden K, Simms L, Leggett B, Bova, GS, Frank T, Powell SM, Sugimura H, Young J,
Harpaz N, Shimnizu K, Matsubara N and Meltzer SJ. Frequent mutation of the E2F4 cell
cycle gene in primary human gastrointestinal tumors. Cancer Res. 57: 2350-2353, 1997

A PCR termékeket 95%-o0s formamidban (1:3) denaturaltuk 98°C-on 20 percig, majd 7.5-
10%-0s PAGE-sel szeparaltuk.

pl6

Az LOH analizist a D9S171, D9S161 markerekkel végeztiikk, a primer szekvencidk a
,Genome Database” (www.gdb.org) adatbazisbol szarmaznak.

A multiplex PCR-t 50 pl térfogatban, 100 ng DNS templat, 1,5mM MgCl,, 200 uM dNTP, 20
pmol primer, 1x PCR puffer és 1 U Taq polimerdz (Invitrogen) felhasznéldsaval végeztiik.
Formamidos denaturdlds utdn a mintakat Tamra jelenlétében ABI 310 késziiléken POP4
polimer felhasznélasaval futtatuk, Genescan és Genotyper software segitségével analizaltuk.

pl6 mutdcios analizis

A primer szekvencidk, és a PCR koriilmények az aldbbi cikkben talalhatok:

C.J. Hussussian, J. P. Struewing, A. M. Goldstein, P. A. T. Higgins, D. S. Ally, M. D.
Sheahan, W. H. Clark Jr., M. A. Tucker, N. C. Dracopoli (1994) Nature Genetics, 8; 15-21.
SSCP: a denaturalt PCR terméket MDE gélen (Cambrex) S0V fesziiltséggel 18 orat futtatuk,
eziist festéssel hivtuk eld és Alphalnnotech géldokumentacids rendszerrel dokumentaltuk.




EGFR intron 1 CA dinukleotid repeat

A primer szekvenciak a ,,Genome Database” (www.gdb.org) adatbazisbol szarmaznak.

A PCR-t 50 pl térfogatban, 100 ng DNS templat, 1,5mM MgCl,, 200 uM dNTP, 20 pmol
primer, 1x PCR puffer és 1 U Taq polimeraz (Invitrogen) felhasznalasaval végeztiik.
Formamidos denaturalds utan a mintdkat Tamra jelenlétében ABI 310 késziiléken POP4
polimer felhasznalasaval futtatuk, Genescan €s Genotyper software segitségével analizaltuk.

XPD cd312polimorfizmus

A vizsgalat LightCycler olvadaspont analizissel tortént, melyhez egy 0j modszert allitottunk
be. A primereket (Sense 5’-cgcaggatcaaagagacag-3’, antisense 5’-tcaggaagcccaggaaat-3°) €s
probdkat  (sensor LCRed640-gcacttcgtcgggecage-Ph;  anchor  gggtcggggctcaccctg-Fl)a
LightCycler Probe Design Software (Roche) segitségével terveztiik.

PCR reakcidt 10ul térfogatban, 2mM MgCl,, 100 ng genomi DNS, 0,75uM primer
(Invitrogen), 0,15uM proba (TibMolbiol) és 1 ul LC-FastStart DNA Master HybProbe mix
(Roche) felhasznélasaval végeztiik.

Eredmények és Megbeszélés

1. DNS mismach repair gén inaktivalodasa fej-nyak daganatokban

A daganatok genetikai stabilitasat a p53 gén mellett az u.n. DNS mismatch repair gének
(MMR gének) is eldsegitik. Vizsgalataink célkitizése annak meghatarozasa, hogy az MMR
gének milyen mértékben ¢és milyen mechanzimus Utjan inaktivalédnak fej-nyak
daganatokban. Ennek értelmében a hMLH1 és hMSH2 gén mutéciok gyakorisagat hataroztuk
metilezettségi statusat. Megallapitottuk, hogy az esetek 17%-aban hMLH1 mutécio, 8,6%-
aban hMSH2 mutacié fordul el6 (5. abra). A hMLHI1 és hMSH2 gén mutaciokat PCR-SSCP
analizis segitségével azonositottuk. Ezen vizsgéalatok néhany reprezentativ esetét a 7. 4bra
szemlélteti. A DNS mismatch repair gének mutacids célpontjai lehetnek a di- vagy
trinucleotid microszatellita szekvencidkat tartalmazé gének. Ezek kozé tartozik az E2F4 gén
is, amely AGC trinucleotic microsatellita szekvenciat tartalmaz. Ezért meghataroztuk az
MMR gén mutaciok és E2F4 mutaciok egylittes eléfordulasat. Az Gsszes esetet figyelembe
véve 21,4%-ban a hMLH1 muténsokat tekintve 37,5%-ban talaltunk E2F4 mutéciot (6. abra).
A gének inaktivalodasat a mutacio, delécié mellett a promoter régié hipermetilezettsége is
eldsegitheti.
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hMLH1 mutaciok:
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5. abra. AMLHI- és E2F4-mutdciok

azonositaisa PCR-SSCP analizissel. A hMLH]1
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6. abra. Fej-nyaki daganatokban vizsgalt
gének mutdcios gyakorisaiga PCR-SSCP
analizis alapjan. P53 =37,5%, hMLHI1=

17%, hMSH2 = 8,6%, E2F4 =21,4%

2. Fej-nyak daganatok epigenetikus vizsgalata

Kiilonb6zo lokalizacioji fej-nyak tumorokon a kovetkezd gének promoter hipermetilaciojat
vizsgaltuk: DAPK (114), E-cadherin (101), hMLH1 (112), APC (48), MGMT (47)t. A
méréseket MethyLight assay-vel végeztik, ABI —7900 Sequence Detection System
késziiléken. Templatként Na-biszulfit mddositott DNS-t hasznaltunk.
A modositott DNS-re specifikusan tervezett TagMan probak és primerek szekvenciait az 1.
sz. tablazat tartalmazza.
Pozitiv kontrollként SssI metilaz enzimmel (New England Biolabs) mesterségesen metilalt
limfocita DNS-t, negativ kontrollként human sperma DNS-t hasznéltunk.

1. tablazat: az alkalmazott primerek és fluoreszcens probak szekvenciai

Forward primer TaqMan proba Reverse primer
APC |GAACCAAAACGCTCCCCA 6FAM- TTATATGTCGGTTAC
T CCCGTCGAAAACCCGCCG |GTGCGTTTATAT
ATTA-TAMRA
CDHI | AATTTTAGGTTAGAGGGTT |6FAM- TCCCCAAAACGAAAC
ATCGCGT CGCCCACCCGACCTCGCAT[TAACGAC
-TAMRA
MLHI CGTTATATATCGTTCGTAG 6FAM- CTATCGCCGCCTCAT
TATTCGTGTTT CGCGACGTCAAACGCCAC [CGT
TACG-TAMRA
DAPK GGATAGTCGGATCGAGTT |6FAMS'- CCCTCCCAAACGCCG
AACGTC TTCGGTAATTCGTAGCGGT A
AGGGTTTGG-3'TAMRA;
MGM CGAATATACTAAAACAAC |6FAM- GTATTTTTTCGGGAG
T CCGCG' AATCCTCGCGATACGCACCCGAGGC
GTTTACG-3'TAMRA
ACTB TGGTGATGGAGGAGGTTT |6FAM- AACCAATAAAACCTA
AGTAAGT ACCACCACCCAACACACA [CTCCTCCCTTAA

ATAACAAACACA-TAMRA

Az 0sszes tumoros mintaban a kovetkezd aranyban voltak hipermetilaltak a vizsgalt
markerek:
APC 12,50%, DAPK 14,04%, CDH1 18,81%, hMLH1 8,93%, MGMT 19,15%.




Tumor lokalizicié és promoter hipermetilacio

APC DAPK |CDHI |HMLHI MGMT
Szajiireg 13,33  [10,00 11,11 7,50 6,66
Pharynx- 5,26 23,26 23,68 7,14 26,32
hypopharynx
gége 16,66 4,35 25,00 13,04 18,18

A fenti gének metilacids mintazatat anatomiai lokalizécio szerint is meghataroztuk (7. abra).

Promoter hipermetilacio fej-nyak daganatokban

hipermetilalt
mintak %
30

25

W szajireg
20 - garat

B gége

15 1

10

gének

APC DAPK CDH1 hMLH1 MGMT

7. abra

Gége daganatokban a legmagasabb az APC, Cadherin E és hMLHI hipermetilacios
inaktivalasa. A garat daganatokban a terdpids érzékenységet modosit6 DAPK és MGMT
gének inaktivacidja a legmagasabb.

Eredményeink arra utalnak, hogy a fej-nyaki régidban 1évé daganatok kialakulasanak
molekularis mechanizmusa egymastol eltérd, ezért eltéro terapias kezelést igényel.

3. Sejtproliferaciot szabalyozo Ciklin D és p16 gének valtozasa fej-nyak daganatokban

A daganatok legéltaldnosabb sajatsdga a kontrolalatlan sejtproliferacid. Vizsgélatainkban
ezért meghataroztuk a sejtproliferaciot gatlé pl6 €s a sejtproliferaciot stimulalo Ciklin D
expresszid mértékét 152 fej-nyak daganatban. Az E2F1 expresszid6 mértékét
osszehasonlitottuk a Ciklin D és p16 fehérjék mennyiségével. Osszefiiggést kerestiink a fenti
gének expresszidja, valamint a daganatok metasztatizaldo képessége ¢és recidiva hajlama
kozott. Megallapitottuk, hogy mind az E2F1, mind a Ciklin D szint fej-nyak daganat
recidivakban szignifikdnsan magasabb (p < 0,05), mint primer daganatokban. Ezzel szemben
primer daganatokban a pl6 expresszid mértéke magasabb, mint recurrens tumorokban (8.
abra).

A 9. abra az E2F1, Ciklin D és p16 gének expresszios mintadzatdt mutatja be Western analizis
segitségével. Ugyanazon daganatokban az alacsony pl6 expresszié magas Ciklin D és E2F1
expresszioval tarsul.
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ple Jmam: === = 9. abra. E2F1-, Ciklin D-, és p16-
expresszio Western blot analizise fej-nyaki
daganatokban.

Az attétet ado fej-nyak daganatok alacsony Cadherin E szinttel jellemezhetdk. A Cadherin E
¢s Bcl2 expresszid azonban fiiggetleniil regulalédik. A Cadherin E — catenin B metasztazis
szuppresszor rendszer fontos szerepet jatszik az epithelialis architectura fenntartdsdban. A
Cadherin E vagy a catenin 3 mutacidés megvaltozasa, csokkent expresszidja a sejtek kozotti
kapcsolatok fellazulasdhoz, az invaziv novekedés meginduldsahoz vezet. A Cadherin E szint
vizsgalata a fej-nyak daganatok prognosztikai markereként hasznéalhatd. Eldzetes vizsgalatok
is azt bizonyitjdk, hogy metasztatizald fej-nyak daganatokban a Cadherin E expresszio
mértéke csokken.

A fej-nyak daganatok kialakuldsdban a pl6 tumor szupresszor génnek nagy jelentdséget
tulajdonitanak. A pl6 gén a sejtciklus szabalyozasdban vesz részt, allélvesztéssel,
mutacidkkal, és epigenetikus Uton kéarosodhat. A 9p21 kromoszéma régiora lokalizaljak,
amelynél az allélvesztést a DI9S161 ¢és D9S171 elnevezésli mikroszatellita markerrel
vizsgaltuk. A D9S161 marker esetében a heterozigotasag 80%-os a D9S171 marker esetében
pedig 71%-os volt. A két markernél egyiittesen a betegek 44,4%-anal tapasztaltunk
allélvesztést, ebbdl a szdjiiregi daganatok 37,5%, a garat régidban 43,3% ¢és a gége teriiletén
eléfordulé daganatok 55,6%-aban. tapasztaltunk allélvesztést. A mutacids analizisnél a
G540C polimorfizmus esetében forditott a helyzet, itt a mutans genotipus a csupan a betegek
10%-4anal, ezen beliil, a szdjiiregi lokalizacidju tumorok 7,7%-ban, a gégeraknal 11,1%-ban,
garatrdkos betegeknél, pedig egyaltaldn nem fordult el6. A mutans allél gyakorisiga a
garatraknal a legalacsonyabb 9,6, mig a gége ill. szajliregi daganatos betegeknél 19,5 ill. 23,1.
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Eredményeink arra utalnak, hogy a fej-nyaki daganatok kialakuldsdhoz a 9p21 kromoszdéma
régioban torténd allél vesztés nagymértékben hozzajarul.

4. XPD polimorfizmus vizsgalata

szerint a cisplatinnal szembeni érzékenység hatterében DNS javité enzimeket kddold gén
polimorfizmusok is lehetnek. Ezen gének vizsgalata eldsegitheti a L;,elés sordn a terapias
érzékenység meghatarozasat, mivel a mutacié csokkent repair kapaciast, €s igy a terapias
szerrel szembeni nagyobb érzékenységet eredményezhet. A nukleotid excizids javitd enzimek
kozé tartozik az XPD gén, melynél tobb, feltehetden az enzimaktivitassal is Gsszefliggésben
1évé polimorfizmust irtak le. Mi a codon 312 G>A cserét eredményezd polimorfizmus
eléfordulasat vizsgalatuk fej-nyak daganatoknal. A betegek 19,5%-a hordozza a muténs
genotipust, viszont a mutdcié megoszlasa lokalizacionként eltérd. A garat daganatosoknél
fordul eld leggyakrabban a homozigdta mutidns genotipus (25,9%) és itt a heterozigdtak
aranya (63,0%) is kb. 10%-kal meghaladja mésik két csoportnal tapasztaltat.
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12. abra. A garatrdakosoknal fordul elo leggyakrabban a heterozigota (63,0%) és a
homozigota mutdns genotipus (25,9%) is, ez utobbi a gége tumoros betegek esetében csupdan
10%, mig a heterozigotak aranya 55%, ami kb. megegyezik a szdjiiregi lokalizdcidju
tumorok esetében tapasztalt 53,3 %-kal.

Az XPD polimorfizmus vizsgéalata hozzajarulhat a fej-nyak daganatos betegek individualis
terapias protokoll kialakitdsdhoz és ezaltal ndveli a betegek gyogyulasi esélyét.

5. EGFR polimorfizmus vizsgalata

Az EGFR szignal transzdukcids utvonal szerepet jatszik a sejtciklus progresszidjanak, az
apoptozis, angiogenezis tumor sejt motilitds, invazidé ¢és metasztazis gatlasanak
szerepet kaphatnak. Irodalmi adatok szerint a fej-nyak daganatokndl igen gyakori az EGFR
overexpresszidja ami rosszabb prognozissal is kapcsolatba hozhatdo. Az EGFR gén 1.
intronjaban egy dinukleotid repeat szekvencia talalhatd, amely feltehetéen a gén expressziojat
¢s transzkripcidjat szabalyozza. Vizsgalataink sordan ennél a mikroszatellita markernél a
betegek 7,4%-anal tapasztaltunk allélvesztést. Primer tumor lokalizacié szerint csoportositva a
garatrégiban 9,5%, szdjliregnél 5,0%, gégénél pedig 7,7%.
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13. abra. A betegek 7,4%-andl fordult eld allélvesztés. A garatrégiora lokalizalt tumorok
esetében 9,5%, szdjiiregnél 5,0%, gégénél pedig 7,7 %.
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Az éltalunk vizsgalt EGFR polimorfizmus alapjan az EGFR tirozin kinaz géatlokkal szembeni
érzékenység, illetve az immunterapias kezelés (Erbitux) varhatd hatékonysaga eldre jelezhetd.

6. A glottikus daganatok progresszios génmintazata

A glottikus daganatok progresszids génexpresszids mintdzatanak meghatdrozasara 5-5
laryngedlis €és hypopharyngealis daganat expresszios profiljat vizsgaltuk ahol a betegek
tulélése rovidebb volt mint 2 év (igen aggressziv volt a folyamat). A vizsgalt 96 metasztazis
génbdl 7-nek az expresszidja tért el mindkét lokalizacidban a kiilondsen aggressziv esetekben:
ezek kozott volt taldlhatdé a DCC metasztazis szuppresszor (2. tablazat). A fokozottan
expresszalt gének kozott meglepetésre az E-cadherin szuppresszor tiint fel, valamint az MT1-
MMP ¢és a CD31. Ez utobbi a daganatban 1év0 angiogenezist, elsdsorban a
lymphangiogenezist jelezheti. Vizsgélataink szerint ugyanakkor a két anatomiai
lokalizacioban a progresszidban jelentOsen eltérd expresszids mintdzat vesz részt: ebbdl a
szempontbol a laryngealis rakok sokkal sokoldalubbak mint a hypoharyngealisak: az elébbit
21 mig az utobbit csak 4 génbdl allo készlet jellemzi.

A hypopharynx rakjaiban a caspase8 apoptozis effektor és a PAII protedz inhibitor elvesztése
jellemzi. A fatalis laryngealis rakok esetében tovabbi 17 fokozottan expresszalodd metasztazis
asszocialt gént talaltunk: kozottiik a c-myc onkogén, MMP1 kollagenaz, katepszinB szerepét
mar felismerték kordbban. Vizsgalataink ugyanakkor szdmos metasztazis gén szerepére
mutattak rd amelyekrél eddig még nem volt adatunk laryngedlis rakokban: APIS apoptozis
inhibitor, caveolinl, TSP1, MMP11. A fatalis laryngealis rdkokban csokkent expressziot
mutaté (tehat un. metasztazis szuppresszor funkcidji) gének kozott a kordbban mar
megfigyelt NMEI mellett a RAF-1, az a5 integrin €s a TSP2 volt talalhato (1. tablazat, Timéar
¢s mtsai 2005).

Ezek a megfigyelések megerdsitették azon elképzelésiinket, hogy a fejnyaki daganatok egy
meglehetdsen heterogén csaladot alkotnak, amelyek génexpresszids mintdzata, emiatt
progresszios sajatossagai és talan terdpids érzékenysége is eltérd. Ennek alapjan célszerti
volna a fejnyaki daganatokat szisztematikusan vizsgdlni az anatomiai lokalizacionak
megfeleléen mind progresszids szempontbdl, mind gyodgyszer-érzékenység szempontjabol.
Ugyanakkor gy tiinik, hogy a fejnyaki daganatok progresszidjanak van kz6s momentuma is,
ez pedig az apoptozis-rezisztencia kialakuldsa, ami bar eltéré mechanizmussal, de valamennyi
lokalizacioban bekdvetkezik. Ennek jelentosége az lehet, hogy ezen daganatok terapiaja a
sugarterapiara alapul, aminek kritikus kérdése lehet az apoptosis rezisztencia.
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1. tablazat.

Metasztazis-asszocialt gének expresszioja glottikus rdakokban és ennek
osszefiiggése a tuléléssel (2 év).

Gene name | GeneBank | | Tulélé | Fatalis
Kozos (n=10) (n=10)
E-cadherin NM-004360 | Cadherin 1, epithelial
CD31 NM-000442 | Platelet/endothelial adhesion molecule
MT1-MMP NM-004995 | Matrix metalloproteinase 14 (membrane-ins)
Cystatin C NM-000099 | Cystatin C
MUC-18 NM-000247 | MHC-I polypeptide related sequence-A
c-Fos NM-05252 V-fos FBJ m. osteosarcoma viral oncogene h.
DCC NM-005215 | Deleted in colorectal cancer
Larynx-specifikus

S100A4 NM-002961

S$100 calcium binding protein A4
Osteopontin | NM-000582 | Secreted phosphoprotein-1 (osteopotin)
Integrin a6 NM-000210 | Integrin, alpha 6
Collagenasel | NM-002421 | Matrix metalloproteinase 1 (interstitial)
TMPRSS4 NM-019894 | Transmembrane protease, serine 4
NGF NM-002506

Nerve growth factor beta polypeptide
PDGFa NM-002607 | Platelet-derived growth factor alpha
c-Fes NM-002005 | Feline sarcoma oncogene
c-Myc NM-002467 | V-myc myelocytomatosis viral oncogene hom.
AAC-11 NM-006595

Apoptosis inhibitor 5
Caveolin-1 NM-001753

Caveolin-1, 22 kD
oC NM-002539

Ornithine decarboxylase 1
KISS1 NM-002256

KiSS-1 metastasis suppressor
COL4A2 NM-001846

Collagen type IV, alpha2
TSP1 NM-003246

Thrombospondin-1
CathepsinB NM-001908

Cathepsin B
ST3 NM-005940 | Matrix metalloproteinase 11 (stromelysin3)
RAF1 NM-002880 | V-raf-1 m. leukemia viral oncogene homologl
NMEI1 NM-000269 | Non-metastatic cells-1 protein (NM234)
Integrin a.5 NM-002205 | Integrin, alpha 5 (fibronectin receptor alpha)
TSP2 NM-003247

Thrombospondin-2

Hypopharynx-specifikus

PAI-1 NM-000602 | Plasminogen activator inhibitor type 1
NME4 NM-005009 | Non-metastatic cell-4, protein
c-Fes NM-002005 | Feline sarcoma oncogene
FLICE NM-001228

Caspase 8, cystein protease
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Human tumor metasztasis gene-array-t (SuperArray HS 007-N) hasznaltunk 5-5 poolozott laryngealis és
hypopharyngeéalis tumor exdresszids mintdzatdnak megallapitdsara. A cDNS biotinylated-16-dUTP volt jelolve és
chemiluminescens probaval. A 4 parhuzamos spot intenzitasat Alpha Innotech Chemi Imager 8900 késziilékkel
mértiik. A gének expresszios szintjét GAPDH housekeeping genhez hasonlitottuk.

Jelek: nincs= fehér, van=fekete, down-regulalt=z6ld, over-expresszalt=piros, eltérés >2 fold

Kozlemény: )
1. Timar J, Csuka O, Remenar E, Répassy G, Kasler M. Progression of head and neck
squamous cell carcinoma. Cancer Metast Rev 24:105-125, 2005
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