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1. Bevezetés

Napjainkban Magyarorszagon az orofacialis malignus daganatok morbiditasi és
mortalitasi adatai folyamatosan romlé tendenciat mutatnak, egyre fiatalabb nemzedék
érintett a megbetegedésekben.

PhD dolgozatom kérdésfeltevése ebbdl a gondolatbdl fakadt: sziikség van egy

modszerre, ami a daganatok nagyon korai diagnosztikajara alkalmas.
1.1. Epidemioldgiai adatok

Vildgszerte évi 500 000 Uj megbetegedést mutatnak a szajlregi lapham eredetd
rakokrél szol6 statisztikai adatok, a WHO 2011 évben hozzaférheté adatai szerint a
vilagban az ajak és szajlregi daganatok incidenciaja 2008-ban 263.020 Gjonnan
felfedezett beteget (ASR 3.8), mortalitdsa pedig 127.654 esetszamot (ASR 1.9) jelent
(GLOBOCAN 2008 Section of Cancer Information).

Magyarorszagon napjainkban kb. 300 ezer daganatos beteg él (az Osszes
lokalizaciot tekintve) és kb. évente 30 ezer haldleset fordul el6 daganatos
megbetegedés miatt. Ez 10%-kal jobb az el6z6 éveknél, ez a nagyfoku javulas
azonban valoszind latszdlagos, az adatfeldolgozas automatizalasabol kovetkezhet.

A szervezet kilénb6z8d terilleteire lokalizal6dé malignomak kozll a szajiregi
daganatok - a gyomor, a tiidé, az emld, a vastagbél és a cervix carcinomak utan -
gyakorisagi sorrendben a fejlett orszagokban a hatodik, a fejlédé orszagokban a
harmadik helyen allnak. Eur6paban az 06sszes carcinomak 1-5 szazalékat, az
Amerikai Egyesilt Allamokban 4 szazalékat teszik ki, Magyarorszagon az dsszes
malignus tumorok mintegy 5 szazaléka a szajluregre lokalizalédik [4] . Egyéb
kutatasokban is fellelneté adatok szerint Magyarorszagon az elmult 32 évben a fej-

nyak tertleti rak miatti mortalitds 387%-kal emelkedett .
1.2. A korai diagnézis jelentésége

Mivel ismert tény, hogy korai diagndzis esetén a szajtumorok nagy része
gyogyithaté , és a tulélési arany jelentésen javithatd, indokolt a kérdés, hogyan
lehetne ezen a helyzeten valtoztatni .

Az orszag lakossaganak mintegy 5-10 szazaléka soha, 50 szazaléka csak erés
fogfajas esetén keresi fel a fogorvost . Ezaltal a szdjiureqi, illetve a maxillo-facialis
régido daganatainak korai diagnosztikdja nem val6sul meg, a tumoros esetek felét -

kétharmadat késén diagnosztizaltak, es észlelésik idején mar inoperabilis allapotban



voltak. A magyar lakossag szajhigiénéje és fogaszati egészségtudata igen alacsony
szintl, és éppen a carcinoma kialakulas szempontjabdl legveszélyeztetettebb rétegek
nem jutnak el évekig fogorvoshoz. A szaj-garatlregi daganatok rendkivil magas
hazai halandésaganak oka els ésorban a kés 6i diagndézis, melynek okait a
kovetkez 6kben kereshetjik:

- a személyi feltételek (kelléen jartas szakemberek) hianya,

- a rakmegel6z6 allapot megitélésének hianya ,

- a daganatok gyors névekedése (az évenkénti szlirévizsgalat nem elegend®),

- a veszeélyeztetett populécio tajékozatlansdga és megkozelitésének nehézsége,

- a fogorvosi szlrévizsgalatok hianya illetve nem kellé alapossaga (alapos szlrés

elmaradasa, fogorvoshoz nem-jaras)
1.3. Az etioldgiai faktorok jelentésége

1.3.1. Dohanyzas

Kiterjedt hazai és nemzetkdzi irodalma van a daganatos betegségek (ezen belll a
tudé és a szajireg daganatai) €s a dohanyzas kozotti 0sszefuggéseknek, de
valamennyi vizsgalat és mérés kozosen azt a konkluziot vonja le, hogy a
dohanyfogyasztads minden formaja alapveté kéroka az ordlis, és mas lokalizacidju
rakok kialakuldsanak .

1.3.2. Alkohol fogyasztas

Fontos az elfogyasztott alkohol mindésége: Magyarorszagon jellemzd a tomeény
szeszes italok és a soOr ivasa. Az ,egyszerre elfogyasztott mennyiség”
Magyarorszagon 0.47 dl/férfi és 0.25 dI/né.

Szembetlné korrelacié figyelheté meg a majcirrdzisos halalozas és a szajureqi
tumorok okozta halalozas magyarorszagi terileti megoszlasaban, feltételezhetjik,
hogy a két betegség kialakulasa hasonlé oki tényezékkel magyarazhato.

1.3.3. Rossz szalhygiéne

A rossz szajhygiéne dnmagaban is mechanikai irritativ tényezd (karieszes fogak, torott
gyokerek, elégtelen fogmiivek, fogké és plakk akkumulacio). Ujabb kutatasok szerint a
plakk baktériumok képesek az alkoholbdl acetaldehid eldallitdsara, ami jelentés kémiai
karcinogén hatassal bir .

1.3.4. Virusok

Szignifikans 6sszeflggést mutattak ki a HPV virusok vagy virus ellenes antitestek
jelenléte és a szajuregi daganatok kifejlédése kozoétt . Mas tanulmanyok szerint a

HPV, az EBV ill. a JCV egyuttes vagy kulon jelenléte 6sszefliggésbe hozhatdé a ham
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eredet(i szajuregi daganatokkal. Tébb virus infekcio illetve a HIV pozitivitas fennéllasa
emeli a malignus szdjlregi daganatok kifejlédését.

1.3.5. Alultaplaltsag

A felszivédasi zavarok kb 10-15 %-ban lehetnek a szajiregi daganatok okai].

1.3.6. Immunszupressziv allapotok

Az immunrendszer karosodasa — akar betegség akar ,mellékhatas” miatt — okozhatja
a rosszindulatl szajuregi daganatok kifejlddését. Nagyszamu populaciokon végzett
vizsgalatokbdl kiolvashatd, hogy pl. a vesetranszplantacio utani allapot rizikéfaktora a
szajuregi daganatoknak

1.3.7. Gombés fert 6zések

Epidemiologiai vizsgalatban mutattak ki, hogy a Candida albicans mellett mas ritkabb
candida fajok, mint C. glabrata , C. tropicalis, C. krusei és C. parapsilosis is felelések
lehetnek az sz§jiregi daganatok kialakulasdban. Tapasztalatok mutattdk, hogy a
terbafine gombaellenes gydgyszer gatolja a szajlregi daganatok ndvekedését. .

1.4. A prevencio lehetdéségei

1.4.1. Primer prevencio: a rizikofaktorok kikiiszébd  lése

A nemzetkdzi irodalom tapasztalatai szerint a dohanyzas és az alkoholfogyasztas hatasa
nem egyszerden szummalodik, hanem kumulalodik, egylttes hatasuk ezért fokozottan
karositja a szajlregi és garatszoveteket.

1.4.2. Szekunder prevencié: a korai felismerést és  kezelésbe vételt jelenti.

A szekunder prevencio hatékony eszkozét képezhetik a megfeleléen alkalmazott
stomatoonkoldgiai szlrévizsgalatok. Ezeket a kdvetkezé mddokon lehet elvégezni:

teljes népességen

klinikak, korhazak fekvd és jard betegei

munkahely i

célcsoport

o bk 0N PE

mas sz lrévizsgalatokhoz

6. alkalmi, egyéni

A szirésre alkalmas laboratoriumi analitikai médszerek nagy elénye az abszolat
objektivitas, a mérések standardizalhatosaga, relativ alacsony kdltsége.

A proteomikai méréseknek jelentds elényei vannak:

1. Mindig non invaziv

2. A mintak feldolgozasanak egyszerlsége miatt a mérés pontos

3. A peptid analizis koéltségei joval alacsonyabbak, az ar/érték arany jobb.
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2. Elméleti hattér

2.1. A sejtciklus Iépései

A sejtosztdédas végétdl a kovetkezd sejtosztdodas vegeig tartd idészakot nevezzik

sejtciklusnak.
2.2. A sejtciklus szabalyozasa

A sejtciklus f6 szabdalyozéi olyan fehérjekomplexek, amelyek egy katalitikus hatasu,
€s egy regulator alegységbdl allnak. A katalitikus alegységek un. fehérjekinazok, a
regulator-alegységek (ciklinek) hozzajuk kotéddnek. Kialakulnak a ciklin-dependens-
kindzok (CDK). Kimutattak, hogy egyes emberi daganatokban a ciklin- és CDK-

molekuldk megndvekedett szintje jellemzé.
2.3. Progenitor és maturdlt sejtek kdzotti kilénbségek

2.3.1. Maturalt sejt:

Erett sejt, vagyis életfolyamatai kiegyensulyozottak. A fehérjeszintézis a sejt
életciklusatol fiiggéen jellemzd, meérhetd és prognosztizalhato.

2.3.2. Progenitor sejt:

A progenitor sejtek képesek specifikus differenciaciéra, ,elére meghatarozott”
céliranyos differenciadlodas a feladatuk. Osztodasi kepességuk limitalt. A progenitor
sejteket felndéttkori  6ssejteknek is nevezik, f6 feladatuk a reparacios
mechanizmusokban van.

2.3.3. Tumorsejt:

Az ilyen sejtek ciklusa jelentésen révidil, szabalytalanna valik, megszinik a sejt addigi
életére jellemzé transzkripcié-transzlacid rend. Lényegesen kevesebb fehérjét
szintetizalnak, és a produkalt fehérjék eltérnek az addig jellemzd 6sszetételtdl.
Valamennyi tumorsejt k6zds tulajdonsdga, hogy az irregularis osztdédasok soran
néhany jellemz6 fehérjét tobb-kevesebb mennyiségben termelnek.

2.3.4. Tumormarkerek

A szervezetben eléfordulé rosszindulatu (differencialatlan és kontroll nélkil osztodo)
sejtek miikddését jelzik. Tobbnyire fehérje természetli anyagok, amelyek a sejtciklus
mas-mas idépontjaban termelédnek, és a kilonbdzé emberi testfolyadékokbol

valtozd mennyiségben és nagy idébeli szérasban kimutathatok.



2.4. A nyal, mint diagnosztikai rendszer

A nyal jelen pillanatban a szakirodalom szerint is az egyik legigéretesebb vizsgalati
anyag, éppen a gyljtés noninvaziv jellege miatt, bar a nyal gydjtése nem
standardizalt, a legtdbb tudomanyos meéréshez néhany (4-5) eddig leirt médszert
alkalmaznak a kutatok.

A nyalban taldlhat6 fehérjék, fehérje toredékek, és egyéb patolégias biomarkerek
analitikai vizsgélata igéretes. Napjainkban szamos olyan kutatas folyik, amely a
betegségekre jellemzd fehérjék és egyéb biomarkerek kimutatasat célozza meg.

2.4.1. A nyal 6sszetétele

99,3% vizet, és 0,7% szarazanyagot tartalmaz, fehérjékbdl és anorganikus sokbdl all,
pH-ja 6,4 és 7,0 kozo6tt valtozik. Egyéb 6sszetevéi a zsirok, hormonok, ndévekedési
faktorok, testidegen anyagok (gyogyszerek, jod) virusok. Az 6sszetétele dinamikusan

valtozik.

3. A dolgozat celkitlizésel

1. Egyszer(, konnyen, gyorsan és olcson kivitelezheté nyal mintavétel kidolgozasa,
0sszehasonlitasa a szakirodalomban leirt médszerekkel.

2. Human vizsgalati anyagbdl témegspektrometrias vizsgélattal egy vagy tobb marker
tipusu jelatviteli fehérjét identifikacidja, ami szajuregi, vagyis a tapcsatorna kezdetén
levé tumorokra jellemzé.

3. EgyszerUsitett proteomikai modszer kidolgozasa a sz(irévizsgalatok céljabdl.

4. A kivalasztott fehérjékre jellemzé peptidek kimutatdsanak validacioja nagyobb
egészséges kontroll és daganatos beteg populacion, az egyszerdsitett és roviditett

nyal mintavétellel és proteomikai médszerrel.

4. Anyagok és modszerek

4.1. A vizsgalatba bevont személyek

A vizsgalat kezdetén 25 f6 szajuregi daganatos beteget, és kontrollként 20 6, veluk
kor/nem relacidban hasonld, j6 egészségi allapotban Iévd, nem tumoros egyéneket
kerestlink, akik mindannyian 6nkeént vettek részt a felmérésben

A betegek nemek szerinti megoszlasa: 14/8 ffi/nd, életkori atlaga 61,6 év (46-77 év).

A férfiak atlag életkora 59,14 év, a nék atlag életkora 66 év.



A szovettani diagnoézis szerinti megoszlas: cc.planocellulare: 14 ffi és 6 né, lapham
metaplasia: 1 nd, mucoepidermoid cc: 1 n6 .
A vizsgalt nem tumoros csoport nemek szerinti megoszlasa: 12/8 ffilnd, a 46 és 74 év

kozotti paciensek életkori atlaga 58.1 év.
4.2 Mintavétel

Steril fecskendébe gydjtottink 1-1.5 ml nyalat. A mintakat Eppendorf csdvekbe
helyeztiik, és azonnal -80 °C hémérsékletre htottik, itt taroltuk a laboratériumi
vizsgalatig. A mintavételhez sziikséges idét mértuk.

A kontrollcsoportbdl masik ketté mintavételi médszerrel is gydjtéttink nyalmintat.
Minden esetben mértik az idét a stimulacié illetve a viaszragds megkezdésétdl a

minta fagyaszokonténerben vald elhelyezéséig.
4.3. A mintak feldolgozasahoz hasznalt modszerek
4.3.1. Elektroforézis

.Poliakrilamid géleket hasznaltunk, ahol a fehérjéket natrium-dodecil-szulfat (SDS)
jelenlétében denaturaljak, igy egymastdl elvalaszthatok lesznek tomegik alapjan A
fehérjek vizualizdlas (festés, autoradiogréafia) utdn foltokként jelennek meg a gél-
képen.

4.3.2. Tomegspekrometrias vizsgalat

A tomegspektrometria (mass spectrometry, MS) szerves és szervetlen
komponensekbdl képz6édott ionok tomeg/toltés (m/z) aranyanak mérésén alapuld
nagyhatékonysagu szerkezetvizsgalo és analitikai modszer. A moédszer azon alapul,
hogy az elemzett anyag részecskeéibél a gép ionokat allit eld, majd ezeket relativ
tomeguk és toltésik hanyadosa szerint az analitikus rendszere szétvalasztja.

4.3.2.1. A tdmegspektrométer felépitése és m  Gkddése

A tdmegspektrométer részei: mintael6készité-bevivé rendszer, ionforras, analizator és
detektor, valamint az ezekhez kapcsolodoé szamitégépes adatfeldolgozd és iranyito
rendszer.

4.3.2.2. Mintael 6készités

Tomegspektrometriaval elméletileg barmilyen halmazallapott sokkomponensi
rendszer vizsgalhatd, azonban ezt nagyban befolyasolja az alkalmazott mintabeviteli
és ionizacios technika. lllekony vegyuleteket (példaul: gazok, konnyen parolgo

anyagok) kozvetlenill be lehet vezetni a forrdsba, ahol az ionizacié megtorténik.



4.3.2.3. lonforrasok

A méréshez sziikség van a vizsgalt részecskék ionizalasara. Az ionizacios technika
megvalasztasat foként a vizsgalandé molekula és az azt kérllvevé matrix hatarozza
meg. Mivel univerzalisan alkalmazhatd ionizaciés technika nincs, igy a készulékek
fejlédésénél meghatarozé szerepl a killéonbdzé ionforrasok cseréjének gyorsasaga €s
egyszerlsége.

4.3.2.4. Analizator

Az analizatorban a képzédott ionok szétvalasztasa torténik a tomegik és a toltésik
hadnyadosa szerint. Minél kisebb az ion témege és minél nagyobb a tdltése, annal
nagyobb sebességre képes szert tenni egy adott gyorsitéfesziltség hatasara.
Minéségi analizist végezhetiink, a gép alkalmas a nagy ateresztéképességet igényld
meérésekre (high throughput tipus), hiszen akar napi 6500 mérést is képes elvégezni
automatizalt tizemmaodban.

4.3.3 Fehérjék elvalasztasa

Négy, szbvettanilag reprezentativ tumoros beteg, és 5 kontroll paciens fagyasztott
nyalmintajabol SDS gélen elektroforézist végeztink.

4.3.4. Triptikus emésztés és MALDI TOF/TOF MS

Az elektroforetikus futtatds utdn az extra savokat, amelyek a betegek mintaiban
keletkeztek, szikével kimetszettik. Minden oszlopbdl a 10mm, 22,5mm és a 36,5mm
magassagban tortént a sav kiemelése. A kimetszett savokat festekmentesitettik,
majd tripszin oldattal inkubaltuk, mintatarté lemezre vittik fel. A témegspektrometrias
méréshez Autoflex Il TOF/TOF tipusu készlléket hasznaltuk. A MALDI TOF PMF
elkészitésére a LIFT mode for PSD (post source decay) é€s CID (collision-induced
decay) fragmentaciot alkalmaztuk automatizalt Gzemmodban, FlexControl 2.4
szamitogépes program vezeérlésével. A mérések soran m/z 800 és 5000 kozott
detektaltuk a tomegspektrumokat.

A fehérjegk PMF azonositisa MSDB és NCBInr adatbazisok alkalmazésaval, majd
MASCOT adatbazis keres6 motor és Bruker BioTools 3.0 software segitségével
tortént. A MALDI-TOF/TOF tomegspektrometria felhasznalasaval azonositottuk azokat
a fehérjéket, melyek jelenléte kimutathaté a betegségek manifesztacioja soran, illetve
amik diagnosztikai értékliek lehetnek. A meghatarozas soran rogzitettik az elsédleges
tomegspektrumot, majd ezt kdvetéen a nagyobb intenzitasu, vagy diagnosztikailag
jelentés peptideket tovabb bontottuk. igy tudtuk meghatarozni a peptidek pontos
elsédleges szerkezetét és annak mdédosulasait.



4.3.5 A spektrogram értékelése

Minden mintabol készilt gorbe segitségével leolvashatd, hogy milyen moltémegl
peptid milyen megoszlasban volt jelen. Ennek a grafikonnak, és az adatbazisban
hozzaférhetd fehérjek spektrogramjanak dsszehasonlitdsaval azonosithatjuk a
mintaban |évé fehérjéket.

4.3.6. Célzott peptid analizis

A célzott peptid analizishez 50 pl mennyiségi nyalat higitottunk 100 pl 50 mM

“ s

illetve a MALDI TOF/TOF MS analizist a kordbbiakban leirtaknak megfeleléen.

5. Eredmények

5.1. A mintavétel egyszer(sitése

Kimutattuk, hogy az altalunk hasznalt mintavételi eljaras kevesebb eszkdzt igényel,

rovidebb id6 alatt elvégezhetd..

stimulacios viaszragasos sajat ,taktilis”
modszer modszer modszerink
idéigény atlag 6 perc 7 perc 1 perc

fogkefe, fogkrém,
fogkefe, fogkrém, |oblitépohar, fogaszati | 6blitépohar,

Oblitépohar, steril |viasz, steril egyszerhasznalatos
kopbcsésze, kopbcsésze, Eppendorf | fecskendd,
eszkozigény Eppendorf csd csO Eppendorf csé

5.2. Reprezentativ mintak vizsgalata

A szovettanilag csoportositott mintakbdl reprezentativ médon (a szévettani tipusok
szerint) kivalasztott 4 tumoros és 5 egészséges péaciens nyalmintajanak fehérjéit
elektroforézissel elvalasztottuk, majd megfestettik. A kimetszett savokban 1évd
peptidekrél készilt témegspektrometrias vizsgalatban fehérjéket identifikaltunk, és
megallapitottuk, hogy van két olyan fehérje, amely minden, itt vizsgalt daganatos
beteg nyalaban egyittesen megtalalhato.

5.2.1 A tumor marker fehérjék kijelolése

- Szekvencia . . o les . -
Fehérje neve tartomény Peptidszekvencia Elméleti méltémeg(Daylért moltémeg (Da
Annexin 1 [99-113] | ALTGHLEEVVLALLK 1605.957 1605.96
Peroxiredoxin-2 | [92-108] | EGGLGPLNIPLLADVTR 1734.862 1734.86




5.2.2. A vizsgalatokban identifikalt fehérjék tomeg  spektrumai
5.2.3. A vizsgalatban identifikalt fehérjék leirasa

5.2.3.1. Annexin csoport

5.2.3.2. Cornulin csoport

5.2.3.3. Peroxiredoxin csoport

5.2.3.4. A thioredoxin rendszer

5.3. Nativ nyal triptikus emésztese

A célzott peptid analizishez 50 pl mennyiségl nativ nyalat higitottunk 100 pul 50 mM
illetve a MALDI TOF/TOF MS analizist a korabbiakban leirtaknak megfeleléen. Az
el6z6 fazisban kimutatott fehérjéket ezzel a feldolgozasi modszerrel is ki tudtuk

mutatni.
5.4. A teljes mintakollekcio vizsgalata célzott peptid analizissel

Valamennyi tumoros beteg nyalmintajaban, kilonb6zé aranyban megtalaltuk mindkét
keresett fehérje peptidfragmentumait, mig a kontroll mintdkban ugyanazon két peptid
koncentracidja a detektélasi hatar (100 ppm, illetve 1 kihagyott triptikus hasitasi hely)

alatt volt.

6. Megbeszeles

Méréseinkkel kimutattuk, hogy létezik olyan, relative egyszer(i és nagy populacion is
konnyen elvégezhetd vizsgalati moédszer, ami képes kimutatni azokat a proteomikai
véltozasokat, amelyek tumoros transzformacié jelenlétét jelzik. Ezen dolgozat
vezérgondolata a Klinikailag is alkalmazhaté vizsgalatok és modszerek logikus
egyszerlsitése volt. Tobb iranyban kerestik az egyszerisités atjat: a mintavételi
technikat valtoztattuk, és kimutattuk, hogy ezzel a metdédussal is értékelhetd mintat
nyerink.  Magét a proteomikai proceddrat is roéviditettik: mindkét eljarasnal
bebizonyosodott, hogy az egyszerlsités nem jart informacidveszteséggel, az
elézéekban alkalmazott id6- és anyagigényes, bonyolult modszer ugyanazt az

eredményt mutatta.
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7. Az eredmények dsszefoglalasa

1. Egyszerl, koénnyen Kkivitelezheté nyal mintavételi modszert dolgoztunk ki,
alkalmaztuk és vizsgalatainkkal bizonyitottuk, hogy a modszer révidebb idét, kevesebb

anyagot igényel, mint a korabbiak.

2. A tumoros betegek mintaibdl tomegspektrometrias vizsgalattal ketté marker tipusu
jelatviteli fehérjét identifikaltunk, ami szajuregi, vagyis a tapcsatorna kezdetén lévd

tumorokra jellemzé.

3. Kidolgoztunk, és elséként alkalmaztunk egy tripszines emésztési modszert a nativ

daganatos nyalmintaban.

4. A nativ mintdk vizsgalata sordn a daganatos mintdkbol kimutattuk ugyanazokat a

fehérjéket, mint az ELFO szeparalas utan.

5. Az automatizalhaté modszer valid eredményeket hozott. Valamennyi tumoros beteg
nyalmintajaban megjelent az elézetesen identifikalt fehérje, és valamennyi nem

tumoros paciens mintaja negativ volt. Ez elérevetiti a szlirévizsgalatok lehetéségét.
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1. Introduction

The incidency and mortality data of orofacial malignant cancer in Hungary show
continously increasing tendency, these facts drive researchers and clinitians in this
field to do they task urgently. These serious diseases are caused by hevy smoking,
bad oral hygiene and a huge alcohol consumption, mainly the summation of these
effects.

The aim of this PhD work is necessary to find a method which is simple, low cost, and

available for early diagnosis of the cancers.
1.1. Ethiology

Wordwidwe 500 000 new patients are registered in statistical data of epithelium
originated oral cancers. In the list of the first 6 most common group of mortality the
second is the cancer mortality directly behind the cardiovascular lethality. The
frequency of cancer death increased permanently, between 1965 and 1990 the
worldwide data show 3 times increasing of cancer mortality.

Among the different regions of human body the oral malignomas - next to stomach,
lung, breast, colon and cervix carcinomas — are in the 6th place in the frequency list of
developed countries , and the 3rd place in the 3rd world. Oral cancers are 1-5% of all
carcinomas in Europe, 4% in the USA, and 5 % in Hungary, it means 2500 death
cases yearly.

New publicated european epidemiological data show that the morbidity and mortality
of oral cancer of the both gender is the highest in Hungary among the measured 38
european countries. The death rate and the number of newly diagnosed patients are
higher than any other East-European countries.

1.2. The importance of early diagnosis

The main reason of this high mortality of oral cancers, that patients are detected,
diagnosed and treated in late stadium of the cancer development, but it is a fact, that
the chance of the 5-years-survive is relatively high, if the cancer is localized,
histologically carcinoma in situ. After the National Cancer Institut of USA statistics the
ratio of 5-years-survive is 82% in cases of localized tumors, 45% in cases of regional

methastasises and 21% in cases of distant methasatasises.
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Because these facts mentioned above are well known, the early detected tumors are
mainly curable, the ratio of survive is higly controllable, we have a question, how we
can change the nowadays sensed bad situation?

The 5-10% of hungrian population never, the 50 % of people have visited the dentist in
case of serious tooth ache. Though the early diagnosis of the oral and maxillo-facial
tumors are not available, the half or two-third of the cancer cases are detected to late,
in incurable stadium. The dental education and the oral hygienic culture of hungarian
population is very low, and the people in highest cancer risk have not been examined
by dentist for a long years ago. The main reason of extremly high mortality of oro-
pharyngeal cancers in Hungary is the late diagnosis. The reasons of the late dagnosis
are the followes:

- alack of highly educated medical personell

- a lack of perfect diagnosis of precancerous lesion

- the rapid progression of tumors

- the non informed risk patients

- the lack of regular screening
1.3. The importance of ethiologic factors
1.3.1. Smoking

We have a worldwide known scientific data of the correlation between cancer
diseases (lung, oral region) and smoking, but all researches show the conclusion that
all the forms of tobacco consumption is the basic of tumor development in any
localisation..

1.3.2. Alcoholic drink consumption

In all cases very important the quality and quantity of drinks: tipical costume in
Hungary the high concentrated alcholic beverages and beer consumption.The data of
one-time-consumpted amount is 0.47 dl/male and 0.25 dl/female.

We can see a correlation of geographic localisation between the mortality of liver
fibrotic chirrhosis and oral tumor death cases. May be the ethiologic factors are the
same int he both diseases.

1.3.3. Bad oral hygiene

The bad oral hygiene is an irritative agent itself, (caries teeth, radices, old-fashioned
dentures, calculus or plaque accumulation). After some new scientific research we can
see, that plaque bacteria are able to create acetaldehide which is an important

chemical carcinogen agent.
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1.3.4. Viruses

There is a significant correlation between the presence of HPV viruses or antibodies
and the development of oral tumors.More virus infection and HIV positivity increases
the development of oral tumors.

1.3.5. Malnutrition

1.3.6. Immunosupressed condition

Sometimes caused by medication side effect.

1.3.7. Fungal infections

Some Candida species are responsible of the development of oral tumors.
1.4. The opportunities of prevention

1.4.1. Primary prevention: to eliminate the risk f  actors

According to the literature the effect of smoking and alcohlic drinks not only summated,
but also cumulated, their combinated impairment completely destroy the oral tissues.
1.4.2. Secondary prevention: early diagnose and tre  atment

The best tool of secondary prevention is the annual stomato-oncologic screening. The
following methods are suggested:

total population

patients of clinics and hospitals

workplaces

risk patients

connected to other screenings

o ok 0N PE

individual

The analytical laboratory methods, which are available for screening are absolute
objective, standardizable and relatively low cost.

The proteomic measurement has benefits as followes:

1. Non invasive

2. Exact measurement because the method is simple

3. The costs of peptid analysis are relatively low, the cost/benefit ratio is good
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2. Theoretical background

2.1. The steps of cell cycle
The cell cycle is a period from the end of replication till the end of the next replication.
2.2. The regulation of cell cycle

The main regulatory agents are protein complexes which contain two
subcomplements: one catalytic and one regulatory part. The catalytic part is a so-
called protein-kinases, the regulatory parts are the cyclines binding to each other, and
creating a new molecula, the cyclin-dependent-kinases (CDK). It is shown that the

level of cyclines and CDK moleculas are higher in some human cancers.
2.3. The odds between progenitor and matured cells

2.3.1. Matured cell:

Mellow cell, the biologic procedures are balanced. The protein synthesis according to
the location of the cell cycle is typical, measurable and should be prognosthised.

2.3.2. Progenitor cell:

The progenitor cells are able to do a specific differenciation, their task is the
.predisponated” targeted differentiation. The capacity of duplication is limited. The
progenitor cells are the so-called adult stem cells, their main functions are in the
reparation and healing mechanisms.

2.3.3.Tumor cell:

The cycle of these cells are shortened remarkable, become irregulative and stops the
typical order of transcription-translation. They synthetise substantially less proteins,
and the properties of the produced peptides are different. The common property of all
tumor cells , that during the irregular duplications they product more-or-less typical
proteins.

2.3.4. Tumor markers

This sign moleculas show the activity of malignant (non differenciated and no controll
replicated) cells. These moleculas are mainly proteins, which are produced in different

position of cell cycle, and detectable from any body fluids.
2.4. The saliva, as a diagniostic material

The saliva is one of the most promising examination fluid, because the collection is
non-invasive. The collection is not standardized, the most scientific research uses the

common 4-5 methods written int he scientific papers.
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The analitical examinations of proteins, peptides and any other pathologic biomarkers
of saliva is promising.

2.4.1. The composition of saliva

The saliva contains 99,3% water, and 0,7% dry material (mainly proteins and
anorganic salts). The pH is between 6,4 and 7,0. Other components are fats,
hormones, growing factors, bodystranger materialstes (medicaments, viruses). The

composition changes dinamically.

3. The aims of this study

1. To create and standardize a simple, fast easy-to-do saliva collection method which
can shorten and cheapen the examination.

2. To identify a marker protein from hysologically different tumor samples using the
mass spectrometry method.

3. To create a simple proteomical method.

4. The validation of this previous results in a greater tumor patient’'s and heathy
patient’s population. We made this measuring with a simple and fast protemic method

called mass spectometry after tryptic digestion for high throughput screening.

4. Materials and methods

1. The patients

We started the examinations in 25 persons with clinically oral cancer and 20 non
cancer persons int he same age/sex relation, and in good oral condition, as
volunteers.

According to the hystopathological diagnosis following the operation three patients
removed, because the clinically seems tumor didn’t show malignant signs.

In the oral cancer group we had 14/8 male/female, main age was 61,6 years (46-77
years). Average age of males: 59,14 years, females: 66 years.

According to the hystological results we had: cc.planocellulare: 14 males and 6
females, epitelial metaplasia: 1 female, mucoepidermoid cc: 1 female .

The non-cancer patients were: 12/8 male/female, the age was 58,1 years(46-74

years).
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4.2 Sample collection

We collected 1-1.5 ml saliva to a disposable syringe using the tactile method. The
samples were taken to an Eppendorf tube, and were frozen to -80 °C urgently, than
were stored until the laboratory process. The time of collection was measured.

The controll patients were asked to give a sample according to the tactile method,

and with two different methods too. The time was also measured.
4.3. The methods of the laboratory process

4.3.1. Electrophoresis

.Polyacrilamid gel was used. The proteins were denaturated with sodium-dodecil-
sulphate (SDS) , so they will be separable according to their mass. After visualisation
(staining, autoradiography) the proteins will show a spot int he picture of gel.

4.3.2. Mass spectrometry

The mass spectrometry (MS) is an effective analitical method based on the measure
of mass/charge ratio of organic and anorganic ions. The basic of the measure, that the
machine creates ions of the examined material, than separates the ions according to
the ratio of mass and charge. The given data are analised with computer databases.
4.3.2.1. The parts and function of MS machine

The parts: sample-preparation-lifting system, source of ions, analisator and detector,
combined with the data analising and controlling system.

4.3.2.2. Sample preparation

Any kind of materials are monitorable using the MS, but it is limited because of the
aggregate, than the ionosation technique. Volatile compounds (gaseous moleculas)
could be driven to the space of ionisation, solide or liquide compounds must be
transformed to gas phase.

4.3.2.3. Sources of ions

We need the ionisation of detectable particles. To choose the best ionisation
technique is determinated according to the measurable molecula on surrounding
matrix. No universal technique of ionisation, though the speed and severity of change
the ion sources is deteminative in the quality of the machine.

4.3.2.4. Analisator

The analisator separates the ions according to their mass/charge ratio. As the smaller
the mass and as the bigger the charge of the ion, as higher speed could be fastened
in the flying tube.
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We can do qualitative analisis, the machine is available to do the high throughput
measuring. Daily 6500 measuring is possible in automatised way.

4.3.3. The separation of proteines

SDS gel electrophoresis

4.3.4. Tryptic digestion and MALDI TOF/TOF MS

After the electrophoretic procedure the extra bands were seen in the samples of the
tumor patients, we sectioned. Every columns were sectioned in the 10mm, 22,5mm
and 36,5mm height. The band were destained, an incubated in trypsine solution and
after some laboratory procedure were dropped to the target plate. To MS analisis we
used Autoflex Il TOF/TOF type machine. To make the MALDI TOF PMF we used a
LIFT mode for PSD (post source decay) and CID (collision-induced decay)
fragmentation in automatised way with controlling of FlexControl 2.4 software. We
detected the spectra between m/z 800 and 5000.

The PMF of proteins were detected with MSDB and NCBInr databases, and MASCOT
and Bruker BioTools 3.0 software. With MALDI-TOF/TOF MS we identified the
proteins, which were detectable in case of tumor manifestation, or which would have
diagnostic benefits. During the identiication at first we made a primary mass spectra,
following this procedure we dissociated towards the diagnostic important or high
intensity peptides. we could determinate the perfect primary structure and variations
of peptides.

4.3.5. The valuation of spectra

The mass and the apportionment of the peptides are detectable on the curves. With
the comparison of these spectra and the database of the used software we could
identify the proteins of the saliva samples.

4.3.6. Targeted peptide analisis

We diluted 50 pl of saliva samples in 100 pl, 50 mM concentrated NH4HCO3 solution,
than we made the trypsine digestion, and MALDI TOF/TOF MS analisis according to

written above.
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5. Results

5.1. The simplifying of collection

We presented, that our sample collection needs shorter time and less equipment:

Stimulation Wax method Tlactile method
Average time 6 min 7 min 1 min
toothbrush, toothbrush, toothpaste,

Equipment which is

necessary

toothpaste, mug,
sterile container
for collection,
Eppendorf tube

tube

dental wax, mug,
sterile container for Mug, disposable
collection, Eppendorf syringe, Eppendorf

tube

5.2. The examination of representative samples

According to the hystological groups we made ELFO and staining of proteins of 4

tumor and 5 healthy patient’'s samples. There was a difference of pattern between

healthy and tumor patients. We cut this bands using simple blades, and made the

mass spectrometry. We found the proteines (Annexin 1, Peroxiredoxin-2) which were

seen in all tumor samples, and were absent from all non-tumor samples.

5.2.1. The appointed tumor marker proteins

After identification we collected the results of tumor and controll samples in a chart.

This chart is the evidence, that there were two proteins, which were seen in all tumor

samples, and were absent from all non-tumor samples. The both proteins have

operative role in tumorgenesis and tumor progression.

name Control patientsl| Tumorpatients
Annexin 1 XXX 0/5 4/4
Peroxiredoxin-2 XXX 0/5 4/4

5.2.2. The identified proteins
5.2. 3.1. Annexin group

5.2.3.2. Cornulin group

5.2.3.3. Peroxiredoxin group

5.2.3.4. A thioredoxin system
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5.3. Triptic digestion of native saliva
We diluted the 50 uL of saliva with NH4HCO3 solution, than digested.

5.4. The examination of the total sample collection with targeted
peptide analisis

The third aim of this study was a targeted analisis of the choosen peptides in all
samples. We asked that is it possible to detect the peptide sequence from native
samples, only following a simple, easy-to-automatise triptic digestion using MALDI-
TOF. We focused to the tipical peptide fragments of the two previously detected

proteins. We found the peptides in all tumor samples, and the occurence of the same

peptides in controll samples were under the sensitivity of detection.

6. Discussion

7. The summary of the results

1. We elaborated a simple, low cost collection method, and demonstrated that this
method is available to collect the saliva samples of numerous patients.

2. We identified two tipical oral cancer proteins from tumor patients samples using the
mass spectometry.

3. We elaborated and used at first a direct triptic digestion method in native saliva
examination.

4. To compare the results of the native and preparated samples, we presented the
same proteins.

5. We validated the representative results in numerous oral cancer and healthy
population. On behalf of the high throughput screening this measuring was made with
a simplified and shorten proteomic method, and the spectra were analisad in blind
method. According to our examinations this automatisable method added valuable
results and these outcomes project the possibilities of simple and low cost screening

method..
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