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|. Bevezetés

I.1. Fej-nyaki tumorok epidemioldgidja

A nemzetkozi és az eurdpai mortalitasi adatok szerint a magyar férfiak az els6, mig a magyar nék a
masodik helyen dllnak a daganatos mortalitasi statisztikat illet6en. A rosszindulati daganatokat
tekintve kiemelked6ek a fej-nyaki daganatokat érint6 morbiditdsi és mortalitasi statisztikak.
Vilagszerte mintegy 540 000 Uj fej-nyaki laphdamrdkot diagnosztizalnak évente, melyek 50% feletti
haldlozdsi aranyukkal komoly kozegészségligyi problémat jelentenek. A hazai Kozponti Statisztikai
Hivatal adatai szerint a fels6 léguti- és tdpcsatornai daganatok dltal okozott haldlesetek szdma
nagymértékben megnétt az 1970-es évek ota, ez kiilonGsen az ajak- és szajlregi malignus
folyamatoknak készonhetd, melyek szama haromszorosara novekedett.

Klinikdnk a Dél-dunantuli régid malignus fej-nyaki daganatok ellatasanak centruma. Az
Osszehasonlitas végett feldolgoztuk az 1983. janudr 1. és 2002. december 31. ko6zOtt Ujonnan
diagnosztizalt tumoros eseteinket. A feltlintetett 20 éves peridédusban 3312 Uj tumort észleltiink és a
magyar és nemzetkozi adatokkal korreldlé eredményeket kaptunk. Eredményeink szerint tovabbra is
a gégeradkok vezetik a listat, de nagy szamban diagnosztizaltunk a kordbbiaknak megfelelGen
hypopharynx daganatokat is. Ugy tiinik azonban, hogy a klasszikusan operalhatd, gégére lokalizalédé
malignus daganatok kezdenek csékkenni, ahogyan nem latni a korabbiakban tipusos, csak a tonsillara
lokalizalédé, j6 progndzisi tumorokat sem. Egyre gyakrabban taldlkozunk viszont tobb régiéra
kiterjedé tonsillo-lingualis daganatokkal, sokkal rosszabb gydgyulasi esélyekkel. Az utébbi
évtizedekben e csoport szdmanak ugrasszer(i novekedése volt megfigyelhetd, korreldlva a KSH
adataival. Figyelemfelkelt6 a kormegoszldst nézve, hogy egyre jobban a fiatalabb korosztaly érintett,
féként a mesopharynx és szdjiregi malignus megbetegedések esetén. Megjelenésiik 10-15 évvel

kordbbra tolédott, jelenleg a 45-55 éves korosztaly a leginkabb érintett.

Szomoru képet mutatnak az 1998 és 2002 kozott klinikdnkon diagnosztizalt 501 gége- (201),
hypopharynx (96) és mesopharynx (204) tumoros paciens tulélési adatai is. A gégerdkos csoport
atlagos tulélése hodnapokban szamolva 62,1 hdénap, a hypopharynx tumorosoké 49,1 hdnap a
mesopharynx daganatban szenvedd pacienseké pedig atlagosan 45,7 hdénap. Az 6sszes beteget

tekintve a tulélés atlaga 52,9 hdnap volt, szovettanilag csaknem valamennyi laphamrak (92,6 %).

I.2. Fej-nyak tumorok rizikofaktorainak csoportositasa

Hasonldéan mds tumorokhoz, a fej-nyaki tumorok kialakuldsanak kockdazatat exogén (kornyezeti) és

endogén (genetikai) tényez6k kdlcsonhatdsa hatarozza meg. Az exogén tényezbk kozil jol ismert a
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dohanyzas, az alkoholfogyasztds, valamint a kornyezeti karcinogen anyagok fej-nyaki daganatok
kialakulasanak kockdzatara gyakorolt hatasa. Mig az orokletes, Un. magas penetrancidju genetikai
faktorokat jol ismerjlik, addig az alacsony penetrancidju, un. egyéni érzékenységi tényezbk szerepe

még sok daganatnal, igy a fej-nyaki daganatoknal sem pontosan tisztazott.

I.3. Prevenciods lehetdségek — prediktiv epidemioldgia

A legtobb fej-nyaki daganat szovettanilag laphamrak. Habar fejlett sugdr-, kemoterdpias és sebészi
protokollok l|éteznek, a fej-nyaki malignus tumorban szenved6 betegek tulélése nem javult
szignifikdnsan az elmult évtizedekben. Annak ellenére, hogy a fej-nyaki régid fizikalis vizsgalata
egyszer(, a manifeszt elvaltozasok mar viszonylag koran felfedezhet6ek, szlirévizsgalat jelenleg nincs
hazankban. A rossz haldlozasi statisztikanak egyik legfébb oka, hogy a betegek tobbsége késén,
el6rehaladott stadiumban fordul orvoshoz, amikor regionalis vagy tavoli metasztazis mar jelen van, s
a kurativ teradpia eleve reménytelen. A fej-nyaki rakok morbiditasanak és mortalitdsanak javuldsat a
primer és szekunder prevencién keresztil lehetne elérni. A primer prevencié a karcinogén anyagok
elkeriilésére Osszpontosit, fej-nyaki rakok esetében példdul a mérsékeltebb alkoholfogyasztasra és
dohanyzas mellGzésére. A szekunder prevencid (sz(irés) a betegség korai, premorbid stadiumaban
valé felismerését célozza. A primer és a szekunder prevencié hataran mozog a prediktiv és
molekuldris epidemioldgia, mely a korai biomarkerek segitségével mint érzékeny bioldgiai
indikatorokkal az expozicié—>betegség folyamat valamely 1épését a definitiv betegség diagnosztikus
markereinek pozitivitasa el6tt jelzi. igy a manifeszt tumor megjelenése el6tt, akar mar az expozicié
vagy a korai bioldgiai hatas stadiumadban a veszélyeztetett populdcid, illetve egyén azonositasa
lehetévé valik, tovabba az egyéni érzékenység markereivel egyéni rizikdbecslés végezhets. A korai
biomarkerek a daganatos betegségek esetében nemcsak progndzist, hanem a magas rizikdt, a
veszélyeztetettséget is jelezhetik, igy primer prevencids intézkedések (kemo-, immun-és genetikai
prevencid), intervencidk végrehajtasanak kiinduldsi alapjai lehetnek: munkavédelem, a munka-és

kornyezet-egészségligyi expozicié csokkentése vagy az egyének kiemelése a kdros kérnyezetbdl.

A tercier prevencid a betegek rehabilitacidjat, a szovédmények, a metastasisok, a recidivak kivédését

jelenti.

Onkogén és tumor szuppresszor gén expresszio

Az olyan korai biomarkerek felismerésével, mint az onkogének és tumorszuppresszor gének
expresszidjanak valtozasa, mind a tumor fejl6dése, mind pedig a terdpia hatasossaga (pl. minimalis

rezidualis betegség) nyomonkdvethet6. Mivel az onkogének és tumorszuppresszor gének donté



szerepet jatszanak a karcinogenezisben, ezen gének expresszidjanak elemzése megfelel$ eljarasnak

tlinik a karcinogén expozicié korai felismerésére.

A PhD értekezésben a c-myc és a Ha-ras onko-, valamint a p53 tumor szuppresszor gén expresszidjat
tanulmanyoztuk kilénb6z6 stadiumu és primer lokalizaciéju fej-nyaki tumoros esetekben a definitiv
terdpia el6tt és utan. A tanulmdnyban vizsgalt gének kulcsfontossagu fontos szerepet jatszanak a
karcinogenezisben; a Ha-ras gén a karcinogenezis iniciacidjaban, a p53 gén a DNS kdrosodasra adott
valaszban vesz részt. A c-myc onkogén a proliferacidra és az immortalizacids folyamatokra fejti ki

hatasat.

A feltételezéslink az volt - Ember és mtsai-hoz hasonldan, akik etilén-dioxid expozicié hatdsara
emelkedett onkogén és tumorszuppresszor gén expressziot, valamint bizonyos daganattipusok
megjelenését észlelték -, hogy a fenti gének expresszidja az dltalunk tanulmanyozott daganatos

populdcidéban is emelkedett.

Célunk annak bizonyitasa volt, hogy a fej-nyak régié daganatai a c-myc, Ha-ras és p53 gének

expresszidjanak emelkedéséhez vezetnek.

Metabolizalé enzimek allélpolimorfizmusai

A daganatkialakuldssal kapcsolatos alacsony penetrancidju genetikai tényez6k legnagyobb csoportjat
alkotjak a metabolizalé enzimek gén polimorfizmusai. Az Un. I-es fazisu enzimek a szervezetbe kerlt
prokarcinogéneket aktivaljak karcinogénné elektrofil metabolitokat képezve, majd a ll-es fazisu
enzimek valamilyen konjugacids reakcidval inaktivaljak ezen metabolitokat, egyuttal megkdnnyitve a
szervezetbdl torténd eliminalasukat is. A metabolizadlé enzimek aktivitasara sok tényez6 hatassal van,
de az egyik legjelentésebb az enzim genotipusa. A metabolizald enzimek tobbsége ugyanis
genetikailag polimorf, azaz tobbféle allélvaridnsuk létezik. Ezen allélvariansok kozott csak igen kis
kiilonbségek allnak fenn génszerkezetben, bazissorrendben, de jelentésebb kilénbségek lehetnek a

gén expresszios szintjében, az enzimaktivitasban.

A metabolizdlé enzimek génjeinek polimorfizmusai tehat hatdssal vannak az enzimek aktivitasara,
detoxifikaldo képességére, s igy a daganatok kialakuldasanak kockazatara. Jol ismert és sokat
tanulmanyozott enzimrendszer a citokrdm P450 rendszer, mely a biotranszformdacié els6 fazisaként
molekuldris oxigén és NADPH felhasznaldsdval hidroxildlja és aktivalja a policiklusos aromas
szénhidrogéneket és nitrézaminokat-igy pl. a dohanyfistben is megtaldlhaté benzpirént- hatdsos

karcinogénekké. Ezutan |ép be a folyamatba a biotranszformacié masodik fazisaként pl. a



glukuroniddlé enzimrendszer, mely a karcinogén metabolitokhoz cukrot kotve vizoldékony

molekulaként megkdnnyiti azok szervezetbdl torténd kivalasztasat.

PhD értekezésben mint alacsony penetrancidju genetikai tényez6t vizsgaltuk a citokrém P450
rendszerhez tartozéd CYP1A1l l-es fazisu és a glukuroniddciés rendszerhez tartozé UGT1A1 (uridin-
difoszfat-glukuroniltranszferaz 1A1) ll-es fazisu enzimek allél polimorfizmusanak fej-nyak rakok

kialakulasanak kockazat- és betegtulélést befolydsold szerepét.
CYP1A1l enzim

A CYP1A1 gén a daganatok kialakuldsanak kockazatdval szoros kapcsolatban van, hiszen terméke, az
aril-hidrokarbon-hidroxildz (AHH) l-es fazisi metabolizdld enzimként a policiklusos aromas
szénhidrogének metabolizmusaban jatszik fontos szerepet. Az enzim legismertebb szubsztratja a
benzpirén, amely el6fordul a cigarettafustben, kipufogégazban, és egyéb égési folyamatok
melléktermékeként. A CYP1A1 genetikai polimorfizmusai kodzil az egyik egy A-G polimorfizmus a 7-es
exon terlletén, amely a fehérjében lle/Val polimorfizmust eredményez. Az lle/Val polimorfizmusnal
az alléleket a kddolt aminosavak utdn /le illetve Val alléleknek nevezziik, ahol az lle homozigdta allél a
gyakoribb, az lle heterozigéta ill. Val homozigéta allél a ritka. Azsiai, elsésorban japan populaciékban
a ritkabb allél el6fordulasi gyakorisdga 30-40% korili, mig Eurépdban kb. 10%. Az lle/Val
polimorfizmus 6sszefliggésben van a dohanyzads-okozta laphamrdkok kialakuldsaval, mégpedig a
ritkabb allélek jelentenek fokozott kockazatot. Magyardzata abban lehet, hogy a Val allél altal kédolt
enzim AHH aktivitasa nagyobb, mint az /le-enzimé s ez — megfelel6 mennyiségl szubsztrat jelenléte

esetén — a bekertlt karcinogének gyorsabb, fokozottabb metabolikus aktivaciéjat eredményezi.

Uridin-difoszfat-glukuroniltranszferaz 1A1 enzim

Az uridin-difoszfat-glukuroniltranszferaz 1A1 (UDP-glukuroniltranszferdz 1A1, vagy UGT1A1l) egy
enzim, ami a biotranszformdcié mdsodik fazisat, a glukuronidacidt katalizalja. A glukuronidacié egy
fontos metabolikus folyamat, mely a lipofil toxikus anyagokat poldrisabb, vizben oldddé, kevéshé
mérgez6 és konnyebben kivalaszthatd Osszetevévé alakitja azaltal, hogy cukrot kot hozzajuk. Az

UGT1A1 egyik f6 metabolitja pl. a dohanyfistben is megtaladlhatd benzpirén.

........

(TA) ismétlédések szamaban mutatkozd eltérés. A vad tipus (UGT1A1 *1) normadlisan 6 (TA) repeatet
(A(TA)6TAA) tartalmaz (6/6), mig a populdcido mintegy 10-16%-aban eggyel tobb, 7 TA ismétl6dés
(UGT1A1 *28; 7/7) fordul el6 homozigota formaban. Ez az eltérés az extra (TA) nukleotidok DNS
polimorfizmusa kapcsan valtozd enzim expressziot eredményez, az extra TA dinucleotid insertidja

esetén a transzkripcids aktivitas a vad allél (UGT1A1*1) aktivitasanak 30%-ara csokken.
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Kemoprevencio

Célunk volt tovabba malignus fej-nyaki daganatok esetén a primer prevencid részeként olyan kemo-
ill. immunpreventiv szerek kutatasa, melyek bevezetésével a veszélyeztetettek korai prevencidban
részesllhetnek. Kemopreventiv szerek azok a természetes formaban létez6, vagy mesterségesen
eléllitott vegylletek, melyek daganatmegel6z6 hatdsunak bizonyultak és melyeket hatasuk alapjan
lehet egy csoportba sorolni, hiszen szerkezetiik igencsak eltér6. Megemlitendé, hogy jelenleg nincs
evidencian alapuld, hatdsos kemoprevencids szer. A legismertebb (részint természetes, részint
szintetikus), tobbé-kevésbé bizonyitott daganat-kemopreventiv hatasu anyagok: a szelén, az A, C, D3
vitamin és szarmazékai, ez utdbbiak el6anyagai (béta karotinok), kiilonféle antioxidansok a
flavonglikozidok, indolok stb. Ugyanilyen hatasai vannak egyes zsirsavaknak (omega-3), vagy bizonyos
novényi rost frakcidknak is. Ezek kozil jé néhanyndl mutattak ki hatast malignus fej-nyaki

daganatokra is.

A primer prevencid egyik sikeres eszkdze lehet a kemoprevencid, de minden lehetséges
kemopreventiv szert klinikai alkalmazdsa elStt vizsgadlni kell. A Pécsi Tudomanyegyetem
Népegészségtani Intézetében egy olyan teszt rendszer lett kifejlesztve, mely képes megbecsilni
onkogén és tumor szuppresszor gén expresszid valtozasok alapjan a bioaktiv vegyiilet potencidlis

kemopreventiv hatdsat.

Plotnikov és kutatocsoportja irtak le a bemitil (2-mercaptobenzimidazol) vegyiiletet, mely egy Uj
gyogyszercsoporthoz, az actoprotectorokhoz tartozik, erés antimutagén hatdst mutatva. In vivo
vizsgalatok igazoltak, hogy a bemitil csokkentette az ismert policiklusos aromas szénhidrogének egyik
erds carcinogen hatassal rendelkezé tagjanak, a 7,12-dimethylbenz[a]anthracén (DMBA) altal
indukalt onko- és tumor szuppresszor gén overexpresszidét rovid hatdsu vizsgdlat soran. A
farmakoldgiailag aktiv 2-mercaptobenzimidazol (bemitil, tomerzol, afobazol) szdrmazékok
csokkenteni tudjak kémiai prooxidansok mutagen hatdsait a szabad-gyok oxidacié indukalta endogén
mutagén képz6dés gatlasaval. Egy kemopreventiv szer antimutagén és rdkellenes hatdsa kozotti
koincidencia csaknem 90 %. Ezen tény és az elGzetes in vitro vizsgalatok eredményei alapjan
megvizsgaltuk az afobazol DMBA indukalta onkogén (Ha-ras)/ szuppresszor gén (p53)
overexpressziora gyakorolt hatdsat egy rovid hatasu teszt soran. Célunk az afobazol in vivo

kemopreventiv hatasanak igazolasa volt.



Il. Célkitlizések

1. Annak vizsgdlata, hogy a fej-nyak régié malignus daganatai a c-myc, Ha-ras és p53 gének
expresszidjanak emelkedéséhez vezetnek, s igy segitséglikkel a tumor fejl6édése, mind pedig a
terapia hatasossaga (pl. minimalis rezidualis betegség) koran felismerheté legyen.

2. A fenti génexpresszids vizsgalatok megbizhatd, a klinikai gyakorlatban is akar alkalmazhato,
periférias vérbdl torténé mddszerének kidolgozasa malignus fej-nyaki daganatoknal.

3. Annak bizonyitdsa, hogy van-e hatdsa a CYP1A1 enzim lle/Val és az UGT1Al enzim *1/*28
allélpolimorfizmusoknak a fej-nyak rakok kialakuldsanak kockazatara.

4. Annak a vizsgdlata, hogy a fenti allélpolimorfizmusok befolyasoljdk-e a fej-nyaki tumoros
betegeink tulélését kiilon-kilon és egyiitt is.

5. Az afobazol in vivo kemopreventiv hatdsdnak igazoldsa, mint akdr a malignus fej-nyaki

daganatok egyik lehetséges jovGbeni kemopreventiv szere.

Ill. Anyagok és modszerek

lll.L1. C-myc és Ha-ras onkogének és p53 tumorszuppresszor génexpresszid valtozasok

vizsgalata

A daganatos csoport 116 beteget foglalt magdba, a malignus fej-nyaki daganatok diagndzisara 2003
februdrja és 2007 janudrja kozott kerilt sor a Pécsi Tudomdanyegyetem Fiil-orr-gégészeti és Fej-
nyaksebészeti Klinikdjan. A primer kiinduldsi helyek a koévetkez6k voltak: mesopharynx (32 eset),
hypopharynx 16 eset, epipharynx (1 eset), gége (49 eset), szdjireg (9 eset), nydlmirigy (4 eset), bér (2
eset) és orrmellékiireg (1 eset). Az onko-/tumorszuppresszor gének expresszidjat vizsgaltuk a
definitiv terapia el6tt és amennyiben lehetséges volt, azt kdvetéen. Az eredményeket tovabba egy 33
féb4l allé egészséges, daganatos betegségtél mentes csoport eredményeivel hasonlitottuk 6ssze A
nem és kormegoszlast, valamint a dohanyzasi szokasokat tekintve nem volt eltérés a tumoros és a
kontroll csoport kozott. Minden egyes résztvevénél periférids vérvételt kovetden fehérvérsejt izoldlas
és guanidium thiocyanate-phenol-chloroform-savas eljardssal az 0ssz-RNS extrahalasa tortént. A
hibridizaciét chemiluminescens anyaggal jelolt c-myc, p53 és Ha-ras génspecifikus mintakkal
végeztlk. A jeleket rontgenfilmen detektdltuk, és Quantiscan szoftver atlagolasa alapjan értékeltiik.
Az eredményeket a B-aktin (konstitutive expresszalddo endogén kontroll) szazalékaban fejeztiik ki. A

kil6nb6z6 csoportok 6sszehasonlitasa kétmintas Student t-teszttel tortént.



111.2. Citokrém P450 1A1 (CYP 1A1) és az uridin-difoszfat-glukuronoziltranszferaz 1A1 (UGT

1A1) enzimek allél-polimorfizmusanak vizsgalata

A CYP1A1 lle/Val és az UGT1A1 allél-polimorfizmus vizsgdlat beteg és kontroll csoportja

A tumoros csoportot 142 f6 alkotta (48 gége-, 42 hypopharynx- és 52 mesopharynx tumoros beteg),
melyek mindegyike klinikdnk beteganyagabdl keriilt ki. A kontroll csoportot (150 f6) a Pécsi
Tudomdnyegyetem Altaldnos Orvostudomanyi Kardnak mas klinikdin ambuldns panaszokkal
jelentkez6k, vagy szlrdvizsgalaton részt vevék alkottak, és a vizsgdlat idején illetve azt megel6z6en
semmilyen malignus betegség nem volt ndluk kimutathatd. A két csoport kozott atlagéletkorban, a
nemek ardnyaban, valamint a dohanyosok és nemdohdanyzok aranyaban statisztikailag szignifikans

kilénbség nem volt.

A vizsgdlathoz szikséges DNS-t a kontroll csoport esetén periférids vénds vérbél izolalt
fehérvérsejtekbdl, a beteg csoport esetén pedig a Klinikdnkon vett, a definitiv diagndzis alapjat ado
biopszids szévetmintabdl (paraffin block) deparaffinalas utan fenol-kloroformos maddszerrel nyertik.
A paraffinos blokkoknal lehetG6ség szerint a peritumoralis ép szovetekbdl tortént a DNS-izolalds, bar
korabbi 6sszehasonlitd vizsgalataink szerint a SNP-ek esetén a tumormintabdl torténé DNS izolalas is

megbizhatdan hasznalhatd a genotipizaldshoz.

UGT1A1 allél-polimorfizmus vizsgalata

Az UGT1A1 allél-polimorfizmus PCR (Techne Genius) vizsgélata esetén a TA-ismétl6dések szamanak
novekedése az UGT1A1l gén promoter régidjdban két bazisparral hosszabb DNS-szakaszt
eredményezett. A primerek: C = 5'-GTCACGTGACACAGTCAAAC-3’ és D = 5’-TTTGCTCCTGCCAGAGGTT-
3’, melyek ellentétes iranyokbdl 98, 100 és 102 bazispart amplifikaltak a promoter régidbdl az
UGT1A1 els6 exonjan. A PCR-ral nyert és elektroforézis Utjan szétvalasztott termékeket a képz6dott
UGT1A1 génszakasz hosszlsaga alapjan harom kiilonb6z6 genotipusba soroltuk: homozigdta varians

(TA)7/(TA)7, heterozigbta (TA)6/(TA)7 és vad tipusi homozigdta (TA)6/(TA)6.
A CYP1A1 lle/Val allélpolimorfizmus vizsgalata

A 7-es exonban levé lle/Val polimorfizmust allélspecifikus PCR segitségével vizsgaltuk. Ez két csGben
parhuzamosan zajlott, ahol ugyanaz volt az upstream primer, de a downstream primerek az utolsd
bazisban kilonboztek egymastdl. Abban a cs6ben volt termék, ahol a downstream primer teljes

egészében komplementer volt a DNS templat szekvenciaval.



A primer szekvencidk az aldbbiak voltak:
upstream: GAAAGGCTGGGTCCACCCTCT
downstream: AAGACCTCCCAGCGGGCAAT
AAGACCTCCCAGCGGGCAAC
A keletkezett termékeket 1.8 %-0s agardz gélben tortént elektroforézissel tettik lathatéva.
Statisztikai analizis

A tuléléseket log rank teszttel hasonlitottuk Ossze, a csoportok kozotti allélgyakorisagokat
esélyhdnyados (odds ratio, OR,) 95 % megbizhatésagi tartomany (confidence interval, Cl)
kiszamitasaval, valamint x> prébaval elemeztiik. A kiértékelés az SPSS 19.0 statisztikai programmal

(SPSS Inc., Chicago, USA) készlilt.

111.3. Az afobazol in vivo kemopreventiv hatasanak vizsgalata

Az afobazol-t Professzor Sergey Seredenint6l kaptuk felhasznaldsra (State Zakusov Research Institute
of Pharmacology, Russian Academy of Medical Sciences, Moscow, Russia). Hat 6-8 hetes néstény
CBA/Ca (érzékeny H-2 haplotipust) egérbsl &ll6, osszesen hat csoportot hasznaltunk
vizsgalatainkhoz. 4 csoport intraperitonealisan (i.p.) kukoricaolajban oldott DMBA-val volt kezelve. A
négy csoportbdl harom emellett kapott i.p. desztillalt vizben oldott afobazolt. Az els6 csoport allat az
afobazolt a DMBA kezelés utdn 24 6raval, a masodik csoport egyszerre, a harmadik csoport a DMBA
kezelés el6tt 24 draval kapta meg. Az 6todik csoport kukoricaolajat és desztillalt vizet kapott, a
hatodik csoport afobazolt desztillalt vizben. Az dllatokat felboncoltuk 24, 48, 72 déraval az utolsé
kezelés utan. A thymus, a lép, a mdj, a vese, a tiidG, a csontvel6 és nyirokcsomodk lettek eltavolitva.
RNS-t izoldltuk guanidin-izotiocianat-fenol-kloroform maddszer szerint, majd kemolumineszcensen
jelolt p53 és Ha-ras génspecifikus probakkal hibridizaltunk a gyartd utasitdsai szerint. A jeleket rtg-
filmen detektaltuk, a kiértékelést Quantiscan software segitségével végeztiik. Az eredményeket a

konstitutiv médon expresszalt endogén kontroll B-aktin szazalékdban adtuk meg.



IV. Eredmények

IV.1. C-myc, Ha-ras és p53 génexpresszids vizsgalatok eredményei
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1. dbra

A c-myc, H-ras és p53 gének expresszidja a fej-nyaki daganatos és a kontrollcsoportban a  -aktin
szint szdzalékaban kifejezve

A daganatos csoportban szignifikdnsan magasabb expresszidt talaltunk a c-myc (39.3 %, p<0.01), Ha-

ras (48.4 %, p<0.05) és p53 (28.4 %, p<0.05) gének tekintetében a kontrollcsoporthoz képest (17.6 %,

32.8% és 16.6 %) (1. dbra).
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2. abra

Fej-nyaki daganatos betegek c-myc, H-ras és p53 génexpresszioi a kezelés elGtt és utan

¥ c-myce
mH-ras
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daganatmentes stadiumban a B -aktin szint szdzalékdban kifejezve
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3. adbra

A c-myc, H-ras és p53 gének expresszidja kezelés el6tt és utan a tanulmanyban szerepl6 egyetlen
recidiv fej-nyaki tumoros esetben a B -aktin szint szazalékaban kifejezve

A definitiv kezelés el6tti és utani vérvétel kdzott eltelt id6 2 év volt. A kezelés el6tti vérmintat add
116 betegbdl csak 18 f6t sikerilt elérni a kezelés utani vérvétel céljdbdl. A fennmaradd 98 beteget
vagy nem sikerlt elérni, vagy elhunytak a kezelést kdveté mdsodik év végére. A tanulmanyt befejezé
18 beteghd6l 17 bizonyult klinikailag recidivamentesnek. Mind a 17 beteg csdkkent expresszidt
mutatott a c-myc (36.9 %—>30.6 % No S), Ha-ras (54.8 %—>39.4 %, szignifikans: p<0.05) és a p53 (33
%—>24.9 %, szignifikans: p<0.05) gének vonatkozasaban. (2. dbra). Recidivat 1 betegnél észleltiink.
Ebben az egyediili esetben az 6sszes vizsgalt expresszido emelkedett volt (c-myc 21.7 %—>48.9 %, Ha-

ras 32.7 %—>65.7 %. p53 19.9.% -53.6 %) (3. dbra).

IV.2. CYP1A1 és az UGT1A1 enzimek allélpolimorfizmus vizsgdlatanak eredménye

A CYP1A1 lle/Val ill. az UGT1A1 allél-polimorfizmusok vizsgélata sordn a PCR technikaval elemzett

mintakbdl szarmazé eredményeket, melyek a kiilonbo6zé allélok el6forduldsi gyakorisagat mutatjak az

egészséges és a tumoros csoportban, az I. ill. a Il. tablazatban foglaltuk dssze.
Tumor Kontroll
Genotipus _
Larynx Hypopharynx | Mesopharynx Osszes csoport
34 31 33 98 119
lle/lle
(70,83 %) (73,81 %) (63,50 %) (69,01 %) (79,33 %)
14 11 18 43 31
lle/Val
(29,17 %) (26,19 %) (34,60 %) (30,29 %) (20,67 %)
0 0 1 1 0
Val/Val
(0,00 %) (0,00 %) (1,90 %) (0,7 %) (0,0 %)
|. Tablazat

A CYP1A1 /le/Val allél-polimorfizmusdnak megoszlasa a tumoros és a kontroll csoportban
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A populaciéban ritkabb heterozigéta, ill. Val homozigdta genotipusok a tumoros csoportban (Ossz:
30,99%, OR: 1,72, 95% Cl: 1,02-2,96, p=0,044), ezen beliil is kiillonésen a mesopharynx tumoroknal
(36,50%, OR: 2,21, 95% Cl: 1,18-4,38, p= 0,022) szignifikdnsan nagyobb aranyban voltak jelen, mint az
egészséges kontroll csoportban (20,67%). Tehat ugy tlinik, hogy a nagyobb enzimaktivitast mutaté

heterozigdta és Val homozigdta genotipus a fej-nyak rakok kockazatat emeli.

] Tumor Kontroll

Genotipus Larynx | Hypopharynx | Mesopharynx | Osszes csoport
17 11 20 48 64

TABVTA®) | (35.40%) | (26,20 %) (3845%) | (33,80%) | (42,65%)
19 19 21 59 70

TABYTA) | (30,60 9%) | (45,20 %) (40,40%) | (41,55%) | (46,70 %)
12 12 11 35 16

TADVTA | (25.009%) | (28,60 %) (21,15%) | (24,65%) | (10,65 %)

. Tablazat

Az UGT1AL1 allél-polimorfizmusanak megoszlasa a tumoros és a kontroll csoportban

Az UGT1A1*28 allélre homozigdta [TA(7)/TA(7)] genotipus el6fordulasi ardanyanal hasonld adatokat
latunk, az egészséges csoportban az UGT1A1*28 allélre homozigéta betegek -el6fordulasa
szignifikdnsan kisebb (OR: 2.74, 95% Cl: 1.45-5.18, p= 0.002). Eredményeink alapjan a fej-nyaki

tumorok kialakulasara kockazatnoveld hatdssal bir az UGT1A1*28 allélre homozigdta genotipus.

A masik kérdés, melyre valaszt kerestlink, hogy van-e befolydasa a CYP1A1l és az UGT1A1 genetikai
polimorfizmusdnak a tumoros betegek tulélésére. A teljes betegcsoportban a CYP1A1l lle/Val
allélvariansok és az UGT1A1 promoter régid genotipusa szerinti tulélési gorbéket a 4. ill. 5. dbrdn
szemléltetjik. A CYP1Al esetén a leghosszabb atlagos tuléléseket az Ile allélre homozigdta
személyeknél latjuk (26,69 hdnap), a heterozigéta betegek atlagos tulélése szignifikdnsan rosszabb
(18,02 honap, p= 0,018), az egyetlen Val allélre homozigdta beteg atlagos tulélése a legrosszabb: 11
honap. Az UGT1A1 vizsgalatandl az atlagos tuléléseket tekintve a vad tipusu allélre (UGT1A1*1)
homozigdta csoport tulélése (31,6 hdonap) szignifikdnsan hosszabb a heterozigota csoporténal (19,9

hénap, p=0,009), és a homozigdta UGT1A1*28 egyénekénél (20,2 hénap, p=0,006).
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4. abra Fej-nyak tumorok tulélési gorbéi a CYP1A1 lle/Val allél-polimorfizmusa szerint
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5. dbra Fej-nyak tumorok tulélési gorbéi az UGT1A1 promdter régidjanak genotipusai szerint

Végil vizsgdltuk betegcsoportunkban, hogy a két high-risk allél (CYP1Al lle/Val + UGT1A1*28)
egylttes hordozasa hogyan befolydsolja a tulélést. Eredményeinket a 6. abran szemléltetjik.
Osszesen a 142 betegbdl 29 beteg hordozta mindkét high-risk allélt. Atlagos tulélésiik 14,62 hénap
volt, szignifikdnsabb kisebb a csak egy, vagy egy high-risk allélt sem hordozdkénal 26,35 hdénap
tuléléssel (OR:2,149, 95% Cl: 1.111-4,157, p: 0,001).
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6. abra A két high-risk allél egyiittes hordozasanak hatasa a tulélésre

1V.3. Az afobazole in vivo kemopreventiv hatasanak vizsgalatanak eredménye

Az afobazol in vivo kemopreventiv hatdsanak vizsgdlata kapcsan a DMBA megndvelte a Ha-ras és a
p53 expresszidjat a majban, a Iépben, a tiidében, a nyirokcsomdkban és a csontvel6ben. Az afobazol
6nmagdban adva nem befolyasolta a gének expresszidjat. Az afobazol a DMBA-val egyiitt adva
csokkentette a DMBA indukalta overexpresszidt mind a Ha-ras, mind a p53 esetén. A DMBA indukdlta
génexpresszid leginkabb akkor csokkent, amikor az afobazolt egy id6ben adtuk a DMBA-val, igy
mindkét gén expresszidja valamennyi szévetben csokkent. A DMBA indukalta génexpresszid tovabbi
csokkenését tapasztaltuk 48 dra utdan négy szovetben: a majban, a |épben, a tlidGben és a
nyirokcsomdkban. Kisebb génexpreszidé novekedés volt megfigyelhet6 mindkét gén esetében a

kezelés utdn 72 éraval. Ez az afobazol id6-dependens hatdsdaval magyarazhaté. (7.dbra-m3j)
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7.abra

Ha-ras and p53 génexpresszionGstény egérben 24, 48, 72 éraval a DMBA ésafobazol adasat
kovetSen a kontroll anyagokkal 6sszehasonlitva. (Afobazol +DMBA: afobazol kezelés 24 érdval a
DMBA elétt; Afobazol és DMBA: afobazol kezelés eqyidében a DMBA-val; DMBA+Afobazol: afobazol
kezelés 24 éraval a DMBA utdn; kukorica olaj+desztillalt viz, DMBA és afobazol énmagdban, mint
kontroll adva)
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V. Megbeszélés

A modern és naprakész diagnosztikus eljarasok és kezelési lehet&ségek ellenére a fej-nyaki tumoros
betegek tulélési ardnya tovabbra is kedvezGtlen. Az 5 éves tulélés a definitiv diagndzistdl szamitva
kevesebb, mint 50 %, de bizonyos tipusl daganatoknal csupan minddssze 25 %. Habar a gyakran
alkalmazott képalkotd vizsgalatok, mint példdul az UH, CT, MRI, valamint a szévettani értékelés korai
diagndzishoz segitenek, alkalmazdsukkal csak manifeszt tumorok detektdlhatéok. A modern
diagnosztikus és therdpids lehetGségek ellenére romldé mortalitdsi adatokat mutaté, fej-nyak rakokkal
kapcsolatos hazai és nemzetkozi statisztikai felmérések tiikrében a prevencié egyre tébb orszdgban a
kutatasok fékuszaba keriilt. Molekularis bioldgiai markerek alkalmazasaval az expozicié és a daganat
kialakulasdnak korai jelei mar jéval kordbban, még a fenotipusos valtozdsok el6tt kimutathatok.
Hangsulyoznunk kell, hogy a molekularis bioldgiai markerek segitségével torténd tumorkimutatas
rendszeres szlirést igényelne.

Az onkogének és tumorszuppresszor gének expresszidjanak elemzése -karcinogenezisben jatszott
fontos szerepik miatt - megfelel6 eljarasnak tlnik a karcinogén expozicié korai felismerésére. Ezen
gének szignifikdnsan fokozott expresszidjat mutattak ki expoziciénak kitett, nyilvanvalé tumortdl
mentes, valamint kiilonb6z6 tipusi daganatokban (agydaganat, pancreas tumor és papillaris
pajzsmirigy daganat) szenveddé betegekben, mely a géneknek korai bioldgiai valaszok
biomarkereiként vald hasznalhatésagukat sugallja.

Jelen értekezésben a Ha-ras és c-myc onkogének, valamint a p53 tumorszuppresszor gén szignifikans
over-expresszidjat mutattuk ki fej-nyaki tumoros betegek fehérvérsejtjeibél nyert RNS mintdkon a
kontroll csoporttal 6sszehasonlitva. RAmutattunk, hogy a definitiv kezelést kévet6en a recidivaval
nem rendelkez6 betegeknél csdkkent a c-myc, Ha-ras és p53 gének expresszidja, mig a tanulmdanyban
szerepl8 egyedili recidiv esetben szignifikdnsan fokozott volt az expresszi6. Ez az els6 értekezés
malignus gége-garat tumorok monitorozdsara periférids fehérvérsejtb6l nyert RNS-nek mint
biomarkernek a felhasznalasaval.

A tumor klinikai megjelenését a vizsgalt gének emelkedett expresszidja feltehetéen ebben a
csoportban is megel6zte, ahogy ez mds tumoros csoportoknal is igazolddott szlir6- vizsgalatok
segitségével.

A leirt eljards hasznos lehet a definitiv terdpia utdn kialakuld, klinikailag még tlinetmentes tumor
recidivak felismerésére. Eredményeink jelen esetszam mellett csak figyelemfelkelt6ek. A vizsgalt
génexpresszids valtozasok biomarkerként valéd alkalmazdsahoz tovdbbi, nagyobb elemszamu

vizsgalatok sziikségesek.
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A daganatkialakulas kockazati tényezGje lehet exogén, pl. foglalkozasi vagy kornyezeti karcinogén
expozicié, azonban endogén, genetikai tényez6k is befolydsoljak a tumor létrejottét. Tobb magas
penetrancidju, pl. orokletes genetikai faktort ismeriink, de az alacsony penetrancidju genetikai
tényez6k még kevésbé ismertek. Az alacsony penetrancidju genetikai tényez6k csoportjaba tartoznak
a kornyezeti karcinogéneket detoxifikald, metabolikus enzimek polimorfizmusai. Jelen tanulmdanyban
a CYP1ALl l-es fazisu és az UGT1AL1 ll-es fazisi metabolikus enzimek allél-polimorfizmusanak fej-nyak

rakok kockazat- és tulélését befolydsold szerepét vizsgaltuk.

A CYP1A1 enzim Isoleucin/Valin (lle/Val) allél-polimorfizmusa jol ismert, ahol a homozigdta Val,
illetve a heterozigdta (lle/Val) enzim AHH aktivitdsa nagyobb, mint a homozigdta /le-enzimé. Ez a
karcinogének gyorsabb, fokozottabb metabolikus aktivacidjat eredményezi. Az UGT1A1l enzim
génjének sok genetikai variacidja ismert, ezek kozil is kiemelendd az UGT1A1*28, mely szdmos
betegség létrejottében szerepet jatszik, és csak a vad allél (UGT1A1*1) expresszids aktivitasanak

harmadaval rendelkezik, gyengébb karcinogén inaktivacios tevékenységgel.

Viszonylag kevés kozlemény vizsgélta a CYP1A1 lle/Val allél-polimorfizmusat. Kaukazusi populacidéban
az lle/Val heterozigdta genotipus van jelen nagyobb aranyban fej-nyaki rakoknal és szinte alig fordul
el6 a Val/Val homozigbta genotipus. Tanulmanyunkban CYP1A1 lle/Val allél-polimorfizmust vizsgalva
hasonlé eredményeket kaptunk. A heterozigdta varidns tumoros csoportunk 30,29%-at adta, mig az
egészséges csoportban 20,67 %-ban volt jelen, a 142 f6s tumoros csoportunkbdl 1 beteg genotipusa
volt csak Val/val homozigéta (0,7%). Tanulmanyunkban a fej-nyaki tumorok kialakuldsanak
kockdazatat emel6, nagyobb enzimaktivitast mutatd, a populacidban ritkdbb heterozigéta, ill. Val
homozigéta genotipusok a tumoros csoportban (Ossz: 30,99%), ezen belil is a mesopharynx
tumoroknal (36.50%) szignifikdnsan nagyobb aranyban voltak jelen, mint az egészséges kontroll
csoportban (20,67%), igy kijelenthetjiik, hogy a CYP1A1 lle/Val, ill. Val/Val allél-polimorfizmusa riziké

tényez6ként foghatd fel a fej-nyaki tumorok kialakuldsaban hasonléan mas tanulmanyokhoz.

A CYP1A1 lle/Val allél-polimorfizmusnak fej-nyaki tumorok progndzisara, tulélésére gyakorolt hatasat
ezidaig azonban még nem vizsgdltak. Tanulmanyunkban tumoros betegeink tulélési idejét ismerve,
azokkal 6sszevetve vizsgaltuk meg az egyes genotipusok tulélésre gyakorolt hatdsat. Elvarasainknak
megfelel6en az egyes genotipusok enzimaktivitdsdval megegyez6en a leghosszabb atlagos
tuléléseket az lle/lle allélre homozigdta egyéneknél latjuk, a heterozigdta betegek atlagos tulélése
szignifikdnsan rosszabb (p=0,018). Az eredmények alapjan kijelenthetd, hogy a ritkabb eléforduldsu,

de metabolikusan aktivabb CYP1A1 lle/Val, ill. Val/Val genotipusok a fej-nyak rakok tulélését rontjak.

Tanulmanyunk masodik felében a ll-es fazisi UGT1A1 gén allél-polimorfizmusat vizsgaltuk. A CYP1A1

génnel ellentétben az UGT1A1 gén irodalma joval kisebb. A vad allél (UGT1A1*1) expresszids
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aktivitasanak harmadaval rendelkez6 UGT1A1*28 varidans hatdsat a gén kifejez6désére azonban
szintén szdmos betegség esetén vizsgaltak. Jelen tanulmanyunkban malignus fej-nyaki tumoroknal az
UGT1A1 gén promoéter régid allél-polimorfizmusat, mint kockdzati tényez6t, valamint tulélést
befolydsold szerepét vizsgaltuk. Tanulmanyunkban a teljes tumoros csoportot tekintve a csokkent
enzimaktivitassal és ezaltal gyengébb karcinogén inaktivitassal rendelkez6 UGT1A1*28 allélre
homozigéta betegek el6forduldsa szignifikdnsan nagyobb volt (24,65%) az egészséges csoporthoz
képest (10,65%) (p=0,002). Ennek alapjan kijelenthetjik, hogy az UGT1A1*28 kockazati tényezéként

hat a fej- nyaki daganatok kialakuldsara.

A tuléléseket elemezve megallapitottuk, hogy a homozigdta vad genotipus tulélése a leghosszabb, az
UGT1A1*28-ra homozigdta és heterozigdta paciensek tulélése szignifikdnsan rovidebb. Ezen

eredmények szerint az UGT1A1*28 allél negativ irdanyban befolyasolja a tulélést.

A két un. high-risk allél (CYP1A1 lle/Val, UGT1A1*28) tulélésre gyakorolt hatdsanak ismeretében
kézenfekvd volt, hogy megvizsgaljuk a két allél egylittes hordozdsa milyen mértékben valtoztatja meg
a tulélést. ElGzetes feltételezéseinknek megfelelGen szignifikdnsan kisebb atlagos tulélése volt a két
allélt egyszerre hordozd betegeknek, Osszehasonlitva a csak egy, vagy high risk alléllel nem
rendelkez6kkel. Ez az eredmény is megerGsiti a két metabolikus enzim szoros egylittmiikodését,

hiszen a két high-risk allél egylttes hordozasa a tulélést tovabb rontja.

Bar a CYP1A1l és az UGT1A1 genetikai polimorfizmusok és a fiil-orr-gégészeti teriileten kialakuld
daganatok kozti kapcsolat tovdbbi nagyobb elemszamu vizsgdlattal torténdé tanulmanyozasa
sziikséges, eredményeink mégis elérevetitik, hogy a CYP1A1 Ille/Val ill. Val/Val varidansok, valamint az
UGT1A1*28 biomarkerként vald felhaszndldsa hasznos segitséget nyujthat a prevencidban és

prognosztikai tényezéként alkalmazhatd az egyénre szabott terdpia kialakitasaban.

Amennyiben a fenti, vagy a fentiekhez hasonlé molekularis prediktiv epidemiolégiai biomarker
vizsgalatokkal egyéni rizikbbecslést végziink, megismerjik az egyén érzékenységét, a primer
prevencio egyik hatékony eszkézéhez, a kemoprevencidhoz is fordulhatunk segitségért. A primer
prevencio specidlis formaja a kemoprevencio, amikor is kifejezetten betegségmegelGzési célzattal
olyan gyogyszert, illetve természetes vagy mesterségesen elGallitott vegyiiletet vagy vegylileteket
fogyasztunk, amelynek hatasat e téren mar bizonyitottak. Mint emlitettik, Plotnikov és orosz
munkacsoportja irta le el6szor a bemitil (2-mercaptobenzimidazol) vegyiiletet, mely egy Uj
gyogyszercsoporthoz, az actoprotectorokhoz tartozik, er6s antimutagén hatast mutatva. Az aktiv
bemitil szarmazékok, igy pl. az afobazol antimutagén hatdsat el6zetes in vivo vizsgalatok mar
igazoltak. Mivel egy kemopreventiv szer antimutagén és rdkellenes hatdsa kozotti atfedés csaknem

90 %, igy az el6zetes in vitro vizsgdlatok eredményei alapjan megvizsgaltuk mint lehetséges

17



kemopreventiv szer, az afobazol DMBA indukélta onkogén (Ha-ras)/ szuppresszor gén (p53)
overexpressziora gyakorolt hatdsat. Az afobazol hatdsa a DMBA indukdlta Ha-ras és p53 gének
overexpresszidjara id6fiiggd volt. A leger6sebb szuppresszor hatast 48 draval az afobazol kezelés
utan figyeltiink meg. 72 drdaval a kezelést kovetGen azonban a két gén kisfoku expresszidé ndvekedése
volt Ujra lathaté, mely az afobazol kemopreventiv hatasanak csokkenését jelzi. A kemopreventiv
hatds az afobazol és a DMBA kezelés beaddsi idejétdl is fliggott. A legjelent6sebb DMBA indukalta
overexpresszié csokkenést az afobazol és a DMBA egyidGben toérténé adasanal lattunk, amikor

mindkét gén overexpresszidja minden szovetben csdkkent.

Eredményeink azt sugalljak, hogy az afobazol hatadssal lehet a DMBA metabolikus aktivacidjara,
felel6s lehet a vegyllet mutagen aktivitasaért. Megfigyeléseink tovabb erdsitik korabbi in vitro
eredményeken alapuld feltételezésiinket, miszerint az afobazol in vivo kemopreventiv hatdssal

rendelkezik.

Az individualis kockazat ismeretében bizonyos betegségek megjelenése a primer és szekunder
prevencid eszkozeivel megel6zhets lenne. A genetikai rizikdtényez6k nem vdéltoztathaték meg, de
segitséglkkel azonosithatok a fokozottan veszélyeztetett csoportok, akiknél kilénosen fontos a
kornyezeti kockazati tényez6k elkeriilése, és a rendszeres kovetés, immun- és kemoprevencid
alkalmazasa. A jovGbeni daganatmegelGzés egyik legfontosabb feladata olyan biomarkerek kutatdsa,
amelyek a mutagénekkel szembeni altaldanos érzékenység mellett az egyén genetikai polimorfizmusat
is mérik, ezaltal segitve a személyre szabott terapia hatasossaganak novelését. Az egyén pontos
genetikai hajlamosité tényezéit figyelembe véve a terapia hatékonysdaga el6re felbecsiilhetd, illetve
ennek ismeretében a kezelés eredményessége novelheté. JO prognosztikai faktorok esetén a
mellékhatdsok tekintetbe vételével tudunk donteni a kezelésrél, vagy kedvez6tlen esetben

agresszivebb, hatékonyabb terdpia tervezhetd.
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VI. Uj eredmények 6sszefoglaldsa

Jelen értekezésben kimutattuk, hogy a c-myc, Ha-ras és p53 gének expresszidja a malignus fej-
nyaki tumorokban szenvedd betegeknél szignifikdnsan magasabbak volt, mint a
kontrollcsoportban. A definitiv kezelést kévet6en a recidivdval nem rendelkezé betegeknél
csokkent a c-myc, Ha-ras és p53 gének expresszidja, recidiva esetén emelkedett. A leirt eljards
hasznos lehet a definitiv terdpia utan kialakuld, klinikailag még tiinetmentes tumor recidivak
felismerésére.

El6szor alkalmaztunk malignus gége-garat tumorok monitorozasara periférids fehérvérsejtbdl
nyert RNS-t, mint molekuldris és prediktiv epidemiolégiai biomarkert. A kidolgozott mdodszer
megbizhato, a jov6ben a klinikai gyakorlatban is konnyen alkalmazhato lehet.

Szignifikans Gsszefliggést talaltunk a CYP1A1 lle/Val ill. Val/Val allél és az UGT1A1*28 allél
gyakorisaga és a fej- nyaki daganatok fokozott kockdzata kozott.

Els6ként vizsgdaltuk a CYP1A1 lle/Val valamint az UGT1A1 allél-polimorfizmusok fej-nyak rakok
tulélésére gyakorolt hatdsat, s eredményeink szerint a CYP1A1l lle/Val és a Val/Val allél
variansok, valamint az UGT1A1*28 allél varians a malignus fej-nyaki daganatos betegek tulélési
idejét szignifikansan csokkentik.

Az afobazol csokkentette a DMBA indukalta onkogén (Ha-ras )/ szuppresszor gén (p53)
overexpressziot in vivo, mely hatas id6dependens volt. Az afobazol hatassal lehet a DMBA
metabolikus aktivacidjara, felelGs lehet a vegyllet mutagén aktivitasaért. Megfigyeléseink
tovabb erdsitik korabbi in vitro eredményeken alapuld feltételezéslinket, miszerint az afobazol

potencialis in vivo kemopreventiv hatassal rendelkezik.

X. Kdszonetnyilvanitas

Eziton szeretnék koszonetet mondani Ember Istvdn Professzor Urnak, hogy doktori
iskoldjdba befogadott, kdszonetet mondok munkdmban nyudjtott folyamatos segitségéért,
lelkesité szavaiért. Haldsan koszondm témavezetémnek, Kiss Istvan Tanar Urnak munkdmhoz
nyudjtott Onzetlen segitségét, tiirelmét. Kdszonetet mondok Gerlinger Imre Professzor Urnak
Osztonzéséért, sok segitségéért. Kilon kdszonettel tartozom a PTE AOK Orvosi Népegészségtani
Intézet dolgozdinak a munkam alapjaul szolgald kivalod labormunkakért, nevezetesen Brunnerné
Bayer Zsuzsanak, Herczeg Mdnikanak, Déri Tibornénak. S nem utolsé sorban halasan koszoném

csalddomnak a sok tiirelmet, segitségliket.
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l. Introduction

I.1. Epidemiology of head and neck cancers

Hungary is one of the leaders in malignant diseases worldwide. According to the international
and great European mortality data Hungarian man takes the first, Hungarian women takes the
second place. Among the malignancies the morbidity and mortality statistics of head and neck
tumors are outstanding. Head and neck squamous cell carcinomas with worldwide yearly diagnosed
540 000 new cases and a significant lethality above 50% report a serious public health problem.
Based upon the data of Hungarian Central Statistical Office (HCSO) the number of deaths caused by
the upper airway and alimentary duct tumors has been increased greatly from the 1970-ies until
now, particularly lip and oral cavity malignant tumors which increased threefold. Data of Demografic
yearbook 2005 of HCSO showed that the mortality of malignant lip, oral cavity-and pharyngeal

cancers’ is as high as 15.5/100 000 person.

1.2. Etiology and risk factors of head and neck cancers

Similarly as for other tumours, the risk of development of tumours in the head and neck region
is determined by the interaction of exogenous (environmental) and endogenous (genetic) factors.
Exogenous factors such as smoking, alcohol consumption and environmental carcinogens have clear
effects on the risk of development of head and neck cancers. Hereditary, high-penetrating genetic
factors are well known, though the roles of low-penetrating, individual sensitivity factors have not

yet been elucidated in many tumour types, including head and neck tumours.

1.3. Prevention-predictive epidemiology

Although radiotherapeutic, chemotherapeutic and surgical protocols have been developed, the
survival of patients suffering from head and neck malignancies has not improved significantly in
recent decades. Despite the simplicity of physical examinations in the head and neck region and the
fact that manifest mutations can be diagnosed relatively early, general screening is not performed in
Hungary at present. One of the cardinal causes of the unfavourable mortality is that the majority of
the patients turn to the doctor when the condition is at an advanced stage, regional or distant
metastases are present and curative therapy is out of the question. Improvements in morbidity and
mortality of head and neck cancers can be achieved by the primary and secondary prevention. The
primary prevention concentrates on the avoidance of the carcinogenic agents in cases of the head

and neck cancers e.g. alcohol consumption and smoking. The secondary prevention (screening) helps
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for the recognition of the disease in the early, premorbid stage. At border of the primary and
secondary prevention molecular and predictive epidemiology with the recognition of early
biomarkers plays an important role in cancer prevention. By the aid of these early biomarkers the
exposure—>disease process can be recognised before the positivity of the diagnostic markers of the
definitive disease. So that identification of exposed population or persons even though in stage of
the exposure or the early biological effect before the appearance of the manifest tumors, primary
preventive intervention can be followed. Moreover this method may be a reliable biomarker for
monitoring the tumor development and the efficiency of therapy in malignant head and neck cancers

from the view of tertiary prevention.

Expression of oncogen and tumor suppressor gene

With the recognition of early biomarkers, such as changes in oncogene and tumor suppressor
gene expression, tumor development and the efficiency of therapy (e.g.”minimal residual disease”)
can be monitored. Since oncogenes and tumor suppressor genes play a crucial role in carcinogenesis,
analysis of oncogene and tumor suppressor gene expressions is an appropriate method for the early
detection of carcinogen exposure. The onco-/suppressor gene expressions (c-myc, Ha-ras, p53) on
RNA origined from peripheral white blood cells of patients suffered from head and neck cancers were
investigated before and after the definitive treatment. The genes which were investigated in this
study play an important role in carcinogenesis, Ha-ras in the initiation of carcinogenesis and p53 in
response to DNA damage, c-myc exerts its effect in the proliferation and immortalization processes.
In this study the changes in expression of the c-myc and Ha-ras oncogenes and the p53 tumour
suppressor gene were investigated in cases of head and neck cancers in different stages and
involving different primary sites, before and after the definitive therapy. We hypothetized that,
similarly to the findings of Ember et al., who detected increased oncogen and suppressor gene
expressions as biomarkers for ethylene-oxide exposure and the appearance of certain cancers, the
expressions of these genes would be elevated in our cancer population, too. Our aim, therefore, was
to prove that cancers localized in the head and neck region can cause elevation expressions of the c-

myc, Ha-ras and p53 genes

Allelic polymorphisms of metabolizing enzymes

Similarly as for other tumours, the risk of development of tumours in the head and neck region is
determined by the interaction of exogenous (environmental) and endogenous (genetic) factors.
Exogenous factors such as smoking, alcohol consumption and environmental carcinogens have clear

effects on the risk of development of head and neck cancers. Hereditary, high-penetrating genetic
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factors are well known, though the roles of low-penetrating, individual sensitivity factors have not
yet been elucidated in many tumour types, including head and neck tumours. The gene
polymorphisms which belong in this latter group increase the individual sensitivity to only a small
degree, but in consequence of their high prevalence they have a grater influence on the overall risk
of the population than that of the rare, high-penetrating alleles. The largest group of low-penetrating
genetic factors is comprised of the gene polymorphisms of metabolizing enzymes. The phase |
enzymes activate the procarcinogens to electrophilic carcinogens, after which the phase Il enzymes
inactivate these metabolites by conjugation, thereby promoting their elimination from the organism.
Thus, besides the environmental carcinogenes, the activity of metabolizing enzymes also influences
the concentration and impacting time of carcinogens in the organism and the risk of the
development of tumours. One of the most important factors on which the activity of metabolizing
enzymes depends is the genotype of the enzyme. Most metabolizing enzymes are genetically
polymorphic. The allelic variants vary slightly from each other in gene structure and base sequences,
but may do so significantly in gene expression and enzyme activity. The cytochrome P450 (CYP)
system, a well-known and well-studied enzyme system, is the most important component in the first
phase of biotransformation. It hydroxylates and activates the polycyclic aromatic hydrocarbons and
nitrosamines (for example, benzopyrene in cigarette smoke) into effective carcinogenes through the
utilization of molecular oxygen and NADPH. The glucuronidating enzyme system then steps into the
process as part of the second phase of biotransformation. It binds glucose to carcinogenic
metabolites and facilitates their excretion from the organism in water-soluble form. In the present
study, we carried out an analysis of the phase | enzyme CYP1A1, which belongs in the CYP system,
and the phase Il  enzyme uridine-diphosphate-glucuronosyltransferase  1A1  (UDP-
glucuronosyltransferase 1A1 or UGT1A1), which belongs in the glucuronidating system, as low-

penetrating genetic factors.
CYP1A1

CYP1A1 belongs in the phase | metabolizing enzyme group. Since its product, aryl-hydrocarbon-
hydroxylase (AHH), plays an important role in the metabolism of polycyclic aromatic hydrocarbons, it
is closely related to the risk of cancer development. The best-known substrate of the enzyme is
benzopyrene, which occurs in cigarette smoke, exhaust fumes and by-products of further burning
processes. The gene is located on chromosome 15 and one of its genetic polymorphisms is an A-G
polymorphism on exon 7, which results in the protein in Ile/Val polymorphism. In the event of this
polymorphism, the alleles lle and Val are named after the encoded aminoacids. In Caucasian
populations the /le homozygous genotype is the most common, while the Val homozygotes occur

rarely. The AHH activity of the enzyme encoded by the allele Val is greater than that of the lle
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enzyme, which results in faster and more enhanced metabolic activation of the procarcinogens. This
allelic polymorphism has been brought into connection with the risk of certain tumors, including

head and neck cancers.

UGT1A1

UGT1A1l is an enzyme that catalyses the second phase of the biotransformation, i.e. the
glucuronidation. During this process, the binding of glucose to the lipophilic toxic materials leads to
the production of more polar, water-soluble, less toxic and more easily excretable components. One
of the main metabolites of group UGT1A1 is benzopyrene in cigarette smoke, which are risk factors
for the majority of head and neck cancers. The UGT1A1 gene is located on the 2937 chromosome
locus and its promoter region has a number of genetic variants. One of the most common genetic
polymorphisms is found in the TATA box region of the gene promoter region, and results in changes
in the number of thymine-adenine (TA) repeats. The wild-type (UGT1A1*1) normally contains 6 TA
repeats ((TA)6/(TA)6; 6/6), while in 10-16% of the population 7 TA repeats (UGT1A1*28; 7/7) occur in
the homozygous form. In the event of the insertion of the extra TA dinucleotide, the transcriptic

activity decreases to 30% of the activity of the wild-type (UGT1A1*1) allele.

Chemoprevention

Identification of exposed population or persons primary preventive intervention can be followed. As
a part of primary prevention our aim was to study reliable chemo-and immunopreventive drugs in
head and neck cancers. Chemoprevention is a successful method of primary prevention, but
potential chemopreventive drugs must be evaluated prior to administration. A test system has
already been developed in our institute to assess the potential chemopreventive effect of bioactive
compounds by analysing the changes in the expression of an oncogene and a tumor suppressor gene.
Plotnikov et al have reported that a compound, bemitil (2-mercaptobenzimidazole), showed a strong
antimutagenic effect. In in vivo investigations bemitil reduced the 7,12-dimethylbenz[a]anthracene
(DMBA)as a polycyclic aromatic hydrocarbon, genotoxic carcinogen-induced overexpression of
oncogenes and tumor suppressor genes in a short-term test. Pharmacologically active 2-
mercaptobenzimidazole (bemitil, tomerzole, afobazole) derivates are able to reduce the mutagenic
effects of chemical prooxidants by inhibition of free radical oxidation-induced endogenous mutagen
formation. The coincidence between the antimutagenic and anticancer effects of a chemopreventive
agent is almost 90 %. Based on this fact and also on the results of previous in vitro studies the in vivo

effect of afobazole on DMBA-induced oncogene (Ha-ras)/suppressor (p53) gene expression was
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investigated in a short-term test. DMBA is hich can act as an initiator causing point mutations of

oncogenes and tumor suppressor genes.

Il. Objectives

=

Investigations of that the malignant head and neck tumors lead to increasing of expressions
c-myc, Ha-ras and p53 genes, so with aid of that tumor development and the efficiency of
therapy (e.g.”minimal residual disease”) can be recognised in early stage.

2. Preparing of the method from peripheral blood of these gene expression investigation which
can be reliable even in the clinical practice.

3. We set out to investigate that of CYP1A1l lle/Val and the UGT1A1 *1/*28 allelic
polymorphism as factors influencing the risk of the development of head and neck cancers.

4. We set out to investigate that of CYP1Al lle/Val and the UGT1A1 *1/*28 allelic
polymorphism as factors influencing the overall survival of head and neck cancers separately
and together.

5. Proof of in vivo chemopreventive effect of afobazol as even one of the possible future

chemopreventive drugs of head and neck cancers.

I1l. Materials and methods

I1l.1 Investigations of changes in expressions of c-myc, Ha-ras oncogenes and p53 tumor

suppressor gene

Between February 2003 — January 2007 116 patients (95 males and 21 females) treated in our
Institute with malignant head and neck cancers were involved into study. The onco-/supressor gene
expressions were investigated before and if it was possible, after the definitive treatment. Their
results were compared with that of a cohort of a control group which consists of 33 healthy, non
smoker and non drinker patients (14 males and 19 females) suffered from not tumorous diseases.
Peripheral blood samples were taken from every patients. From peripheral white blood cells the total
RNA was isolated according to the acid guanidinium thyocianate-phenol-chloroform method. RNA
was dot-blotted onto Hybond N+ nitrocellulose membrane and hybridized with chemiluminescently

labelled c-myc, p53 and Ha-ras gene specific probes. The signals were detected on X-ray film and
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dots were evaluated by using Quantiscan software. The results were expressed as the percentage of

B-actin (constitutively expressed endogenous control).

111.2. Investigations of CYP 1A1 and UGT 1A1 allelic polymorphisms

Study groups for the allelic polymorphism investigation of CYP1A1 lle/Val and UGT1A1

The tumour group consisted of 142 patients (48 with laryngeal, 42 with hypopharyngeal and 52 with
mesopharyngeal tumours), all of them participating in care in the Department of Otolaryngology and
Head and Neck Surgery. The control group (150 subjects) consisted of volunteers without malignant
tumours. There was no statistically significant difference in age, sex distribution or smoking habits
between the two groups. The DNA for the investigation was gained from peripheral blood in the
control group, and from the histological biopsy samples, on which the definitive diagnosis (paraffin

block) was based with deparaffination followed by phenol-chloroform method in the tumour group.
Investigation of UGT1A1 allelic polymorphism

In the PCR investigations of the UGT1A1 allelic polymorphism, the increased numbers of TA repeats
resulted in a DNA fragment longer by two base pairs in the promoter region of the UGT1A1 gene. The
primers were C = 5-GTCACGTGACACAGTCAAAC-3’ and D = 5'-TTTGCTCCTGCCAGAGGTT-3". The
separated products were classified into three different genotypes on the basis of the length of the
developed gene section of UGT1A1: homozygous variant (TA)7/(TA)7, heterozygous (TA)6/(TA)7 and
wild-type homozygous (TA)6/(TA)6.

Investigation of CYP1A1 Ille/Val allelic polymorphism

The lle/Val polymorphism located in exon 7 was investigated by means of allele-specific PCR which is
a frequently used method for lle/Val genotyping. This was performed simultaneously in two tubes,
where the upstream primers were same, whereas the downstream primers differed in the last base.
The product was developed in the tube where the downstream primer was totally complementary

with the DNA template sequence.

The sequences of the primers:

upstream: GAAAGGCTGGGTCCACCCTCT

downstream: AAGACCTCCCAGCGGGCAAT
AAGACCTCCCAGCGGGCAAC

The end-products were visualized by means of electrophoresis in a 1.8% agarose gel.
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Statistical analysis

The survivals were compared through the log rank test. The allelic frequencies were compared by
logistic regression using the odds ratio (OR) and 95% confidence interval (Cl) and were also tested
with the x* probe. The analysis was performed with the statistical program SPSS 19.0 (SPSS Inc.,
Chicago, USA).

111.3 Investigation of in vivo chemopreventive effect of afobazole

Chemicals: Afobazole was kindly provided by Professor Sergey Seredenin (State Zakusov Research

Institute of Pharmacology, Russian Academy of Medical Sciences, Moscow, Russia).

Six groups of six conventionally kept, 6-8 week-old female CBA/Ca (sensitive H-2 haplotype) mice
were used. Four groups were treated intraperitoneally (i.p.) with DMBA dissolved in corn oil. Three of
the four groups were additionally treated i.p. with afobazole dissolved in distilled water. The first
group of animals was administered afobazole 24 hours after, the second group parallel with, and the
third group 24 hours prior to the DMBA treatment. The fifth group was administered corn oil and the
sixth group was treated with afobazole in a corn oil solution. The animals were autopsied 24, 48 and
72 hours after the final treatment. The thymus, spleen, liver, kidney, lung, bone marrow and lymph
nodes were removed. The total RNA was isolated according to the acid guanidinium thyocianate-
phenol-chloroform method. The RNA was dot-blotted and hybridized with chemiluminiscently
labelled p53 and Ha-ras gene specific probes. The signals were detected on X-ray film and dots were
evaluated by using Quantiscan software. The results were expressed as the percentage of B-actin

(constitutively expressed endogenous control).
IV. Results

IV.1. Results of the investigations of C-myc, Ha-ras and p53 gene expressions

The cancer group showed significantly higher gene expression levels of c-myc (39.3 %, p<0.01), Ha-
ras (48.4 %, p<0.05) és p53 (28.4 %, p<0.05) than the healthy controls ( 17,6 %, 32,8 % and 16,6 %).
The onco/tumor suppressor gene expression levels of head and neck cancer patients before and after
the definitive treatment were also investigated. The follow-up time was 2 years. After two years in
patients having no recurrence of tumor the expression of c-myc (36.9 %—>30.6 % No S), Ha-ras (54.8
%—>39.4 %, p<0.05) és a p53 (33 %—>24.9 %, p<0.05) was decreased. Reduction of the gene

expression was significant in case of Ha-ras and p53. In only one case with recurrent tumor, all of the
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investigated expressions were increased (c-myc 21.7 %->48.9 %, Ha-ras 32.7 %—>65.7 %, p53 19.9.%
-53.6 %).

IV.2. Results of investigations of the CYP1A1 and UGT1A1 allelic polymorphism

The CYP1A1l lle heterozygous and Val homozygous genotypes occured with significantly higher
frequency in the tumour group (total: 30.99%, OR: 1.72, 95% Cl: 1.02-2.96, p=0.044), and particularly
in the subgroup of mesopharyngeal tumours (36.50%, OR: 2.21, 95% Cl: 1.18-4.38, p=0.022), than in
the control group (20.67%). The lle heterozygous and Val homozygous genotypes reflect elevated
enzyme activity, and a higher risk of head and neck tumour formation. The homozygous UGT1A1*28
allele [TA(7)/TA(7)], which enhances the risk of the development of head and neck cancer, was
significantly more frequent in the tumour group than in the control group. It was identified in 10.65%
in the control group, in contrast with 20-30% in the different tumour subgroups, its overall frequency
in the tumour group proving significantly higher than that in the control group (OR: 2.74, 95% Cl:
1.45-5.18, p=0.002). In the case of CYP1Al, the presence of the homozygous lle/lle allele was
accompanied by a significantly longer survival (mean 26.69 months), than in the case of the
heterozygous allele (mean 18.02 months, p=0.018). The only patient with the homozygous Val allele
displayed the worst survival (11 months). As concerns the survival rates relating to UGT1A1, the
homozygous wild types (UGT1A1*1) demonstrates the longest mean survival (31.6 months), as
compared with 20.2 months for the homozygous UGT1A1*28 variants, which barely differed from
that for the heterozygous (19.9 months). Patients with a homozygous wild-type allele survived
significantly longer than the heterozygous individuals (p=0.009) or the homozygous UGT1A1%*28
carriers (p=0.006). Finally, the effect on the survival of bearing both high-risk alleles (CYP1A1 /le/Val +
UGT1A1*28) was investigated in the tumour group. 29 of the 142 patients had both high-risk alleles.
Their mean survival was 14.62 months, which was significantly less than the 26.35-month mean

survival for the patients with only one high-risk allele (p=0.001).

IV.3. Results of investigation of the in vivo chemopreventive effect of afobazole

DMBA increased the expression of Ha-ras and p53 in the liver, spleen, lung, lymph nodes and bone
marrow. Coadministration of afobazole and DMBA resulted in a decrease of DMBA-induced
overexpression of both Ha-ras and p53. Reduction of the DMBA-induced gene expression was most
striking when afobazole was given in parallel with DMBA, the expression of both genes in all the
investigated tissues was reduced. A decrease in the reduction of DMBA-induced gene expression

levels was observed after 48 hours in four tissues: the liver, spleen, lung and lymph nodes. A slight
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increase of the expression of both genes was also observed 72 hours after the treatment. This could

be explained as a time-dependent effect of afobazole.

V. Discussion

In spite of the modern diagnostic processes and up-to-date therapy, the survival of head-and neck
tumors shows a sad picture. The 5 year survival, from the definitive diagnosis is below 50% but it also
can be 25% in certain types of cancers. Though the present examining methods such as physical
examination, ultrasound, CT, MRI, histology lead to an early diagnosis, they can only detect the
presence of manifest tumors. The absence of screening gives a further problem in cases of head and
neck cancers. Thus the late recognition greatly restricts the success of therapy. Early signs of the
exposure and tumor development could be detected by the molecular biological markers even
before the phenotypical changes. Since oncogenes and tumor suppressor genes play a crucial role in
carcinogenesis, analysis of oncogene and tumor suppressor gene expressions is an appropriate
method for the early detection of carcinogen exposure. In earlier studies a significant overexpression
of these oncogenes and suppressor genes was detected in white blood cells of exposed patients
without any malignant disease and in patients suffering from various types of tumors, suggesting that
they could be used as biomarkers of an early biological response. Our results demonstrate the
expressions of detected genes (c-myc, Ha-ras and p53) on RNA origined from patient’s peripheral
white blood cells suffered from malignant head and neck cancers were significantly higher than in
the healthy control group. As we know this was the first approach to monitor pharyngolaryngeal
tumors using RNA expression from peripheral white blood cells as a biomarker. After the definitive
treatment, in patients having no recurrence of tumor the expression of c-myc, Ha-ras and p53 was
decreased, but in the only one recurrent case the expression was significantly increased. The clinical
manifestation of the tumour was presumably preceded by increased expressions of the investigated
genes in this group too, as verified by screening investigations in other tumorous group. The
described method might be useful to detect tumour recurrence without clinical signs after definitive

cancer treatment.

Besides the exogenous risk, the likelihood of tumour development is influenced by endogenous and
genetic factors. Although the majority of hereditary, high-penetrancy genetic factors have been
identified, the low-penetrancy genetic factors remain relatively less well known. The polymorphisms
of metabolizing enzymes that detoxify the environmental carcinogens belong in this low-penetrancy

group. In the present study, the roles of the allelic polymorphisms of the phase | and phase Il
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metabolizing enzymes CYP1A1 and UGT1A1 respectively, in the risk of development of head and neck
cancers and in the duration of survival were analysed. The changes in activity of these enzymes may
have a significant impact on the development of head and neck tumours. This activity is greatly
dependent on the allelic polymorphisms of their coding genes. The isoleucine/valine (lle/Val) allelic
polymorphism of the CYP1A1l gene is well known: the AHH activity of the enzyme carrying the
homozygous Val or heterozygous genotype is higher than that of the enzyme of homozygous lle
genotype. This results in the quicker and more intense metabolic activation of the carcinogens.
Several genetic variants of the gene of the UGT1A1 enzyme are known, of which UGT1A1*28 is of
high importance: although it posseses only one-third of the activity of the wild type (UGT1A1*1) and

a weaker carcinogen inactivation capacity, it plays a role in the development of numerous diseases.

We found that the rare heterozygous and the Val homozygous genotypes, which increase the risk of
development of head and neck tumours and exhibit enhanced activity levels, were present
significantly more frequently in the tumour group (30.99%), and especially in the mesopharyngeal
tumour subgroup (36.50%), than in the controls (20.67%). Thus, it can be concluded that the /le/Val
and Val/Val allelic polymorphisms of CYP1A1 are risk factors for the development of head and neck

tumours, as reported ealier by other authors.

The impact of the Ile/Val allelic polymorphism of CYP1A1 on the prognosis and survival of patients
with head and neck malignancies has not been studied previously. The effect of each genotype on
the duration of survival could be assessed in the present study. Not suprisingly, in accord with the
different levels of enzyme activity, the longest survival period was observed for the individuals with
the homozygous genotype as regards the lle/lle allele. The heterozygous genotype was associated
with a significantly shorter mean survival (p=0.018). The results reveal that the rare, but
metabolically comparatively active CYP1A1 lle/Val and Val/Val genotypes were associated with a

shorter survival in head and neck cancers.

In the second part of the study, the allelic polymorphism of the phase Il UGT1A1 gene was examined.
In contrast with the CYP1A1 gene, far fewer studies have been reported on the UGT1A1 gene. The
allelic polymorphism of the promoter region of the UGT1A1 gene as a risk factor in head and neck
malignancies, and its impact on the survival rate, were investigated by the present study. In our
study, the incidence of patients with the homozygous variant genotype (UGT1A1%*28), which has a
decreased enzyme activity and a decreased carcinogen inactivation function, was significantly higher
(24.65%) among the the tumour patients than in the control group (10.65%) (p=0.002). It may
therefore be stated that UGT1A1*28 can act as a risk factor for the development of head and neck

tumours.
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Survival analysis indicated that the subjects with the homozygous wild genotype survived longest,
the duration of survival of the UGT1A1*28 homozygous and heterozygous patients proving
significantly shorter. This demonstrates that the UGT1A1*28 allele exerts a negative influence on the
survival. For a more exact risk assessment of the effect of the UGT1A1*28 allele on the development
of head and neck cancers, further investigations including more factors and larger case numbers are

clearly necessary.

In the knowledge of the effects of the two high-risk alleles (CYP1A1 lle/Val and UGT1A1*28) on the
duration of survival, it appeared obvious to investigate their joint effect. As expected the survival of
the patients carrying the two alleles together proved to be significantly shorter than those of the
patients without or with only one high-risk allele. This result might suggest a possible co-operation of
the two enzymes, since the survival was more strongly reduced in the case of the combined allelic
polymorphism. Investigations of the connection between the CYP1Al and the UGT1Al genetic
polymorphisms and the development of head and neck cancers on higher case numbers are
necessary, but our results already suggest that use of the CYP1A1 lle/Val and Val/Val variants and
UGT1A1*28 as biomarkers can provide help in the prevention while their prognostic value can
promote planning of the individual therapy. When the individual risks are known, the appearance of
certain diseases may be blocked by means of primary and secondary prevention. One of the effective

tools of primary prevention is the chemoprevention.

Pharmacologically active 2-mercaptobenzimidazole, the afobazole has previously shown a tendency
to decrease reactive oxygen species (ROS) accumulation and induce an increase in catalase
(antioxidative) activity in rats. The antimutagenic activity determined by its antioxidant properties
was dependent on the dose and treatment schedule. The coincidence between the antimutagenic

and anticancer effects of a chemopreventive agent is almost 90 %.

In the present study with the effect of DMBA on the expression of Ha-ras oncogene was in
agreement with previous results and the effect of afobazole on the DMBA-induced expression of the
Ha-ras and p53 genes was time dependent. The most effective suppressor effect was observed 48
hour after afobazole treatment. In contrast, a slight increase of expression of the two genes was
evident again 72 hours after administration indicating a decrease of the chemopreventive effect of
afobazole. The chemopreventive effect also depended on the administration schedule. The most
striking reduction of DMBA-induced overexpressions were seen with parallel administration of

afobazole and DMBA when the overexpression of both Ha-ras and p53 was reduced in all tissues.
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Our findings suggest that afobazole might have an influence on the metabolic activation of DMBA,
responsible for the mutagenic activity of the compound. These observations further strengthen our

previous assumption, based on in vitro results, that afobazole has an in vivo chemopreventive effect.

VI. Summary of the new findings

. We demonstrated that the expression of the Ha-ras and c-myc oncogenes and the p53 tumor
suppressor gene was significantly higher in patients with head and neck cancer than in the
control group. Decreased expression of c-myc, Ha-ras and p53 was demonstrated in patients
with no tumor recurrence after definitive treatment, whereas overexpression was found in
case of recurrence. The described method might be useful to detect tumor recurrence without
clinical signs after definitive cancer treatment.

. This was the first approach to the monitoring of pharyngolaryngeal tumors by using the
expression of RNA from peripheral WBCs as a molecular and predictive biomarker. This could
be a reliable and applicable method of the clinical practice in future.

. Our study has revealed a significant connection between the incidence of the CYP1A1 lle/Val,
Val/Val and UGT1A1*28 alleles and an increased risk of head and neck cancers.

. This was the first approach on the effects of the allelic polyporphisms of CYP1A1 /le/Val and
UGT1Al on the survival of head and neck tumour patients; the survival duration was
decreased significantly for subjects carrying the CYP1A1 lle/Val and Val/Val and UGT1A1*28
allelic variants.

. The afobazole reduced the DMBA-induced overexpression of the Ha-ras and p53 genes in vivo,
which was time dependent effect. The afobazole might have an influence on the metabolic
activation of DMBA, responsible for the mutagenic activity of the compound. These
observations further strengthen our previous assumption, based on in vitro results, that

afobazole has an in vivo chemopreventive effect.
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