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1. A kornyezeti és genetikai prediszpozici0 biomarkares vizsgalata a fej-nyaki
laphamrak kialakulasaban.

A réakmegeldzés egyik legfontosabb igénye olyan biomarkerek kutatdsa, amelyek a
mutagénekkel szembeni altalanos érzékenység mellett az egyén genetikai instabilitasat és
az egyéni rakkockéazat kimutatdsara hasznaljak.

A konvenciondlis kromoszémaanalizis alapjan az aberrans sejtek aranya a daganatos
betegekben és az egészséges dohanyzokban egyarant 2,8% volt, szemben a nem dohdnyzé
kontrollok 2,25%-os értékével (p<0,04). A dohanyzas klasztogén hatdsa egyértelmi, tehat a
veszélyeztetett populaciok kockazatbecslésében a kromoszémaaberraciok biomarkerként
alkalmazhatok.

A magyar kontrollok k6zott azonban a mutagénérzékenyek aranya kétszeresen meghaladta
(46%) mas népességcsoportok (10-22%) szakirodalomban kozolt érzékenységi aranyat. A
modszer 6nallé biomarkerként hazai koriilmények kozott valosziniileg nem hasznalhato a
kontrollal val6 nagyfokt atfedése miatt.

Vizsgalataink alapjan feltételezhetd, hogy a magyar populacioban a metabolizald ¢és
detoxikal6 enzimek mas jellegi polimorfizmussal vannak jelen, mint azokban a
szubpopulaciokban ahol a bleomycin-teszt egyéni rakkockazat becslésére is alkalmas
modszer.

2. Residualis tumorsejtek, recidivak és masodlagos primer tumorok kimutatasara
alkalmas genetikai markerek.

A fej-nyak daganatok bioldgiai viselkedésére altalanosan jellemzd, hogy a primer tumor
megjelenését kovetd 5 éven beliil masodlagos, synchron vagy metachron tumorok alakulnak
ki. Az épnek latszo tumor melletti nyalkahartya p53 statusdnak meghatarozasa alkalmas lehet
a residualis tumorsejtek kimutatdsara ¢és a tumor locoregionalis kijuldsanak
megakaddlyozasara. A vizsgalat sorozat alapvetd célkitlizése az volt, hogy a p53 mutécid
tipusat primer szdjiiregi daganatokban €s a tumortdl tavolesé nyalkahartyaban meghatarozzuk.
Vizsgalatainkban a p53 mutacid jelenlétét a gén 5., 7. 8. exonjaiban vizsgaltuk PCR-SSCP
modszerrel. Megallapitottuk, hogy a p53 mutéacio 152 tumoros minta 37,5%-4ban van jelen. A
vizsgalati periddus alatt 27 betegben recidiva alakult ki. A recidivat ad6 primer tumorok 74%-
aban (20/27) p53 mutéciot lehetett azonositani. Eredményeink arra utalnak, hogy a p53
mutacid jelenléte a tumor recidivak kialakuldsat valosziniisiti. Megallapitottuk, hogy a
tumortdl tavolesd 152 ép nyalkahartya minta 11,2%-aban (17/152) p53 mutacid észlelhetd. A
primer tumorban és az ép nyalkahartyaban (1 eset kivételével) a p53 muticid nem azonos



exonban fordul el6. Eredményeink arra utalnak, hogy a tumortdl tavoli ,,ép” szdvetben, a
primer tumortdl fiiggetlen masodlagos tumor alakulhat ki. Eredményeink aldtdmasztjdk a
,»field cancerization” hipotézist. Ezen feltételezés szerint a folyamatos carcinogén expozicid
hatdsara az egész szajiireg premalignus allapotba keriilhet és synchron vagy metachron
multiplex tumorok alakulhatnak ki. A p53 mutécié vizsgalata fej-nyak daganatokban tehat
elére jelzi a masodlagos tumorok kialakuldsanak ¢és recidivak megjelenésének veszélyét.
Vizsgalataink hozzajarulnak a fej-nyak daganaok metasztazis képzésének, recidiva
hajlamanak, masodlagos tumor kialakulasanak, terapias érzékenységének predikcidjahoz és
ezaltal novelik a betegek gyogyulasi esélyét.

3. Genetikai karosodasok osszehasonlito vizsgalata dohanyzo ¢és nem dohanyzo fej-nyak
daganatos betegekben.

A vizsgalatsorozat alapvetd célkitlizése annak megallapitasa, hogy a dohanyzo6 €s nem
dohdnyzd személyek génpolimorfizmus mintazata és ezaltal a genetikai prediszpozicio
mértéke eltéré vagy hasonlo-e.

204 beteg ¢és 218 egészséges kontrollndl végeztink genetikai analizist. A fej-nyak

daganatok megjelenésének kor szerinti megoszlasa: <40 ¢év, 2.2%; 41-45 év 10.0%; 46-55,
47,5%; 56-65, 30.0% és >65 10.0%. A betegek dontd tobbsége, 88,7%-a férfi a 11.3%-a nd.
137 esetben voltak adataink a dohdnyzasi szokasokrol, eszerint 91.9% dohanyzik és csak
8.1% nem. A dohdnyosok kozé soroltuk azokat is akik most mar nem, de kordbban erdsen
dohanyoztak. Lokalizacidé szerint 5 csoportot (ajak, szdjiiregi, garat, gége, nyalmirigyek és
tonsillak) kiilonitettiink el, a daganatok kiindulasi helye szerinti eloszlast vizsgaltuk. A beteg
¢s kontroll csoport 3 polimorfizmus esetében tér el 1ényegesen. Az XRCC1 codon 194 TT
mutans a betegeknél egyaltalan nem fordul eld, az egészségesek kozott 1,8 %-ban viszont
megtalalhat6. Az eldbbi csoportban a T allél frekvencidja 5.4, mig az utobbinal 9.9. Ez a
megfigyelés, amit irodalmi adatok is alatdmasztanak, azt a feltételezést vonja maga utan, hogy
a T allél védo hatassal rendelkezik a tumorok kialakuldsaval szemben ¢és a gyakoribb C allél
az ami a daganatra hajlamositd hatassal rendelkezik. A genetikai analizist a fej-nyak
daganatok lokalizacioja szerint értékelve, eltérd genotipus megoszlas figyelhetd az egyes
daganatoknal.
Az altalunk vizsgalt hét génpolimorfizmus eltéré6 mértékben, de alkalmasak a fej-nyak
repairben fontos szerepet jatsz6 XRCC1 gén TT genotipusa (codon 194) csak egészséges
kontroll személyekben fordul eld. Ennek alapjan a T allél jelenléte védd hatdssal rendelkezik
a tumorok kialakuldsaval szemben, mig a CC genotipus a daganatos betegek 89,2%-aban
fordult eld. Ezzel szemben az XRCC1 (codon 280) polimorfizmusanak AA genotipusa csak
daganatos betegekben (ajak, szdjiireg, garat) jelenik meg. A gége daganatos betegeknél ez a
polimorfizmus nem észlelhetd. Az XRCCI1 (codon 399) polimorfizmus a garatrak esetében, az
XRCC3 (codon 241) a nyalmirigy-tonsilla teriiletét ¢érintdé daganatok esetében tlinik
hajlamositd tényezonek, €s ez utdbbi gén mutacidja a nemdohanyzo6 betegeknél is gyakori. A
gégetumorok genetikai analizisénél jelentOs eltérést nem tapasztaltunk, ami jabb genetikai
markerek bevonasaval tovabbi vizsgalatokat tesz sziikségessé.

A dohanyzassal 0sszefiiggésbe hozhato még az MTHFR 1298 CC polimorfizmusa, mely
a fej-nyak daganatos és a kontroll csoportndl is ritkabb a nemdohanyzoknal (6.7% ill. 3.4%)
mint a dohdnyosoknal (10.4% ill. 12.1), és az XRCCI ¢d399 AA polimorfizmus, mely a
dohényzo betegek 13,5%-andl és a nemdohdnyzdk 6,7%anal fordul eld.

Vizsgalatainkban a fej-nyak daganatok kialakuldsara hajlamositd gén polimorfizmusokat
azonositottuk, amelyek eldsegithetik az egyéni rakkockéazat becslését.



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

A fej-nyaki daganatok progressziojat kisérd 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 anatémiai lokalizacidju (szajlireg, garat, gége) daganatokban.

A fej-nyak daganatok terdpids érzékenységének vizsgalatara meghataroztuk a CisPt
érzékenységben szerepet jatszo6 XPD polimorfizmust, a DNS mismach repair, h(MLH1 gének
metil4cios 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 polimorfiztusét is meghataroztuk.

4.1. DNS mismach repair gén inaktivalodasa fej-nyak daganatokban

A daganatok genetikai stabilitdsat a p53 gén mellett az u.n. DNS mismatch repair gének
(MMR gének) is eldsegitik. Vizsgalataink célkitlizése annak meghatarozasa, hogy az MMR
gének milyen mértékben ¢és milyen mechanzimus utjan inaktivalédnak fej-nyak
daganatokban. Ennek értelmében a hMLH1 és hMSH2 gén mutaciok gyakorisagat hataroztuk
metilezettségi statusat. Megallapitottuk, hogy az esetek 17%-aban hMLH1 mutécio, 8,6%-
aban hMSH2 mutacié fordul el6. A gének inaktivalodasat a mutédcid, delécid mellett a
promoter régio hipermetilezettsége is elosegitheti.

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.

Az 0Osszes tumoros mintdban a kovetkez0 ardnyban voltak hipermetilaltak a vizsgalt
markerek:

APC 12,50%, DAPK 14,04%, CDH1 18,81%, hMLH1 8,93%, MGMT 19,15%.

Ezen gének metildcids mintazatdt anatomiai lokalizacié szerint is meghataroztuk. Gége
daganatokban a legmagasabb az APC, Cadherin E ¢s hMLH1 hipermetilacios inaktivalasa. A
garat daganatokban a terapids érzékenységet modositdé DAPK és MGMT gének inaktivacidja
a legmagasabb.

Eredményeink arra utalnak, hogy a fej-nyaki régioban 1év0 daganatok kialakuldsanak
molekuléaris mechanizmusa egymastol eltérd, ezért eltérd terapias kezelést igényel.

4.3. Sejtproliferaciot szabalyozé Ciklin D és p16 gének valtozasa fej-nyak daganatokban

A daganatok legéltalanosabb sajatsaga a kontrolalatlan sejtproliferacid. Vizsgalatainkban
ezért meghataroztuk a sejtproliferaciot gatlo pl6 és a sejtproliferaciot stimulalé Ciklin D
expresszid mértékét 152 fej-nyak daganatban. Osszefiiggést kerestiink a fenti gének
expresszidja, valamint a daganatok metasztatizald 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 p16 expresszido mértéke magasabb, mint recurrens tumorokban.

A pl6 gén a sejtciklus szabalyozdsdban vesz részt, allélvesztéssel, mutaciokkal, és
epigenetikus uton karosodhat. A 9p21 kromoszéma régiora lokalizaljak, amelynél az
allélvesztést a D9S161 és D9S171 elnevezésii 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 szajiiregi
daganatok 37,5%, a garat régioban 43,3% ¢és a gége teriiletén eléforduld daganatok 55,6%-
aban. tapasztaltunk allélvesztést.

Eredményeink arra utalnak, hogy a fej-nyaki daganatok kialakuldsdhoz a 9p21 kromoszdéma
régidban torténd allél vesztés nagymértékben hozzéjarul.

4.4. Fej-nyak daganatok terapias markerei

4.4.1. XPD polimorfizmus vizsgalata

szerint a cisplatinnal szembeni érzékenység hatterében DNS javito &nzimeket kddold gén
polimorfizmusok is lehetnek. Ezen gének vizsgalata eldsegitheti a kezelés soran a terdpias
érzékenység meghatarozasat, mivel a mutacié csokkent repair kapacitast, €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 Osszefiiggésben
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 mutdcidé megoszlasa lokalizacionként eltéré. A garat daganatokban
fordul eld leggyakrabban a homozigdta mutidns genotipus (25,9%) és itt a heterozigdtak
aranya (63,0%) is kb. 10%-kal meghaladja masik két csoportndl tapasztaltat. A gége tumoros
betegek esetében csupan 10%, a szdjiiregi daganatos betegeknél pedig 20% a mutacid
gyakorisaga.

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

4.4.2. EGFR polimorfizmus vizsgalata

Az EGFR szignal transzdukcids utvonal szerepet jatszik a sejtciklus progresszidjanak, az
apoptozis, angiogenezis tumor sejt motilitds, invazié ¢és metasztazis gatlasanak
szerepet kaphatnak. Irodalmi adatok szerint a fej-nyak daganatokndl igen gyakori az EGFR
overexpresszidja ami rosszabb prognézissal is kapcsolatba hozhatd. Az EGFR gén 1.
intronjaban egy dinukleotid repeat szekvencia talalhatd, amely feltehetéen a gén expressziojat
¢és transzkripcigjat szabalyozza. Vizsgalataink sordan ennél a mikroszatellita markernél a
betegek 7,4%-anal tapasztaltunk allélvesztést. Primer tumor lokalizacid szerint csoportositva a
garatrégiban 9,5%, szajliregnél 5,0%, gégénél pedig 7,7%.

Az éltalunk vizsgalt EGFR polimorfizmus alapjan az EGFR tirozin kinaz gatlokkal szembeni

érzékenység, illetve az immunterapias kezelés (Erbitux) varhatd hatekonysaga eldre jelezhetd.

4.5. A fejnyaki daganatok progresszios markerei

Vizsgalataink szerint a laryngealis és hypopharyngealis daganatok progresszidja jelentdsen
eltérd un. metasztazis-gémek segitségével torténik. Genomikai vizsgalataink szerint a két



lokalizacioban kozos a DCC metasztazis szupreszor elvesztése amit a az MHC-I vesztése
kisér. Ezzel parhuzamosan a membran kollagendz MTIMMP ¢és a cystatin C expresszid
fokozddik. Hasonldan kozos jelenség a lymphagiogenezis jelentésége mindkét lokalizacioban.
A hypopharyngedlis rakok esetében ezt a génkészletet csak a PAI és a caspase 8 elvesztése
kiséri. Ezzel szemben a laryngealis rakok esetében a progresszidohoz sokkal tobb gén (17)
egylittmikodése sziikséges ¢és talan ennek koszonhetd az hogy ez a daganat kevésbé
aggressziv mint a hypopharyngealis rdk. A larynx specifikus progresszids gének kozott az
AIP5 apoptosis inhibitor, az MMPI11 ¢és cathepsin B proteazok szerepelnek. Az apoptosis-
rezisztencia ugy tlinik mindkét lokalizacioban kulcsfontossagu, ami a kemo- és sugarterapia
csokkend hatasossagat jelentheti.
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