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Hoofd-hals kanker is in Nederland de zesde meest voorkomende
maligniteit. Van de ruim 81.000 nieuwe gevallen van kanker in 2005 waren
het er 2650 in het hoofd-halsgebied. In vergelijking met andere landen
zoals Duitsland en Frankrijk komt er in Nederland onder mannen minder
vaak mond- keelholte en strottenhoofdkanker voor. Opvallend genoeg is
dit verschil bij vrouwen minder groot. Na hart- en vaatziekten is kanker in
Nederland de belangrijkste doodsoorzaak en is er net als bij longkanker,
maagkanker, blaaskanker en enkele andere vormen een sterke relatie tussen
het ontstaan van hoofd-hals kanker en roken.

In het lichaam is er een strikt gereguleerd evenwicht tussen het
aantal cellen dat er bijkomt en het aantal cellen dat doodgaat. Door middel
van apoptose — geprogrammeerde celdood — wordt dit evenwicht nauwgezet
gereguleerd. Kanker ontstaat als dit evenwicht ontregeld is en er meer cellen
bijkomen dan dat er georganiseerd doodgaan. Cellen kunnen door signalen
uit de omgeving of door interne signalen overgaan tot apoptose. Een cel die
niet functioneel is gaat onder normale omstandigheden in apoptose doordat
het controle mechanisme de cel dwingt tot geprogrammeerde celdood.
Bij kanker faalt dit mechanisme en resulteert dit in een ongecontroleerde
celdeling, een eigenschap die frequent voorkomt bij de vorming van kanker.

Patiénten met hoofd-hals kanker worden of chirurgisch 6f met
chemotherapie 6f met radiotherapie 6f met een combinatie hiervan behandeld.
Deze behandeling is meestal sterk mutilerend en geeft nog steeds ondanks
de verbeterde toepassing van de therapeutische opties een teleurstellende
overlevings kans. Ter verbetering van de overleving van kankerpatiénten
en behoud van de organen bij deze patiént wordt er onderzoek gedaan naar
nieuwe therapieén zoals gentherapie. Gentherapie is het introduceren van
genetisch materiaal om zieke cellen te kunnen behandelen. Het is aan te
nemen dat verschillende aandoeningen zoals stofwisselingsziekten, kanker,
spierziekten en degeneratieve ziekten zoals Alzheimer en Parkinson in
aanmerking komen voor gentherapie. Bij gentherapie wordt het gen dat

codeert voor het therapeutische eiwit met behulp van een vector de cel



ingebracht. Meestal wordt er gebruik gemaakt van een virale vector. Dit virus
is zo ontworpen dat het genetisch materiaal in de cel kan brengen en in te
bouwen in het genoom van de gastheer cel waarna het tot expressie komt in
de cel. Verschillende vormen van gentherapie worden momenteel in zowel
Kklinische als preklinische stadia onderzocht en toegepast.

Apoptin, het van het ‘chicken anemia virus’ afkomstige eiwit is in
staat om verschillende soorten tumorcellen over te laten gaan tot apoptose.
Opmerkelijk genoeg gaan gezonde cellen, niet in apoptose. De verklaring
voor deze tumorspecifieke eigenschap lijkt te liggen in het feit dat apoptin
in tumorcellen in de celkern zit én gefosforyleerd is. Dit in tegenstelling tot
normale cellen waarbij apoptin in het cytoplasma zit en niet gefosforyleerd
is (hoofdstuk 1).

Hoofdstuk 2 beschrijft het effect van apoptin in een matig
gedifferentieerd mondbodem plaveiselcelcarcinoom cellijn met een
gemuteerd niet-functioneel p53. Nadere analyse laat zien dat behandeling
met apoptin resulteert in caspase-3 activatie en afgifte van cytochroom cuit de
mitochondria. Behandeling van de cellen met p53 is evenals apoptin effectief
in het induceren van celdood in de tumorcellen. Echter indien Bel-xL wordt
toegevoegd aan de behandeling van p53 en apoptin dan neemt het effect van
p53 af, maar niet dat van apoptin. De cytochroom c afgifte na gelijktijdige
behandeling met p53 en Bcl-xL was sterk verminderd. Daarentegen gaf de
co-expressie van apoptin en Bcl-xL in de tumorcellen nog steeds afgifte van
cytochroom c. Bel-xL is een anti-apoptose element dat verantwoordelijk kan
zijn voor het falen van conventionele therapieén zoals chemotherapie en
bestraling. In hoofdstuk 3 wordt in een tweetal hoofd-hals tumorcellijnen,
de één gevoelig en de ander minder gevoelig voor bestraling, gekeken naar
het effect van de combinatie van apoptin en bestraling. Het resultaat van
de toevoeging van apoptin aan de bestraling was dat er meer cellen dood
gingen. Echter gaf het toevoegen van het controle middel LacZ geen additief
resultaat. Ook bij deze cellen was er sprake van celdood na activatie van

caspase-3 én cytochroom c afgifte.
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De eerste stappen van een (nieuw) geneesmiddel onderzoek zijn in-
vitro en in-vivo laboratoriumproeven. De huidige proeven in reageerbuizen
en de proefdiermodellen met naakte muizen en hamsters hebben alle hun
beperkingen. In hoofdstuk 4 wordt het muizenmodel onderzocht waarin
met behulp van het carcinogeen 4-nitroquinoline-1-oxide (4NQO) orale
plaveiselcel carcinomen geinduceerd kunnen worden. Gedurende 16 weken
werd er 3 maal per week 4NQO in de mond aangebracht en ontstonden na
verloop van tijd representatieve tumoren die immunohistochemisch sterke
overeenkomsten hebben met die van de mens. Veertig weken na het starten
van het aanbrengen van de 4NQO hadden de tumoren voldoende volume
om tijdens laboratoriumonderzoek met geneesmiddelen gebruikt te worden.
In het 4NQO tumormodel ontstaan er voorafgaand aan de plaveiselcel
carcinomen pre-maligne dysplastische afwijkingen. Deze afwijkingen vragen
een andere benadering en behandeling dan de kwaadaardige plaveiselcel
carcinomen.

In hoofdstuk 5 worden de dysplastische afwijkingen die in het begin
van het experiment ontstaan nader bekeken. Op basis van architectonische
en cytologische kenmerken worden de afwijkingen ingedeeld in milde, matige
en ernstige dysplasie. Alle 3 de opeenvolgende stadia van dysplasie werden
gezien en de afwijkingen hadden sterke overeenkomsten met afwijkingen die
gezien worden in de mens.

In hoofdstuk 6 wordt het in-vivo effect van apoptin bestudeerd in
het 4NQO model. Nadat er representatieve tumoren waren ontstaan werden
deze intratumoraal behandeld met een adenovirus vector die apoptin tot
expressie brengt (AdMLP.apoptin). Een aanzienlijk deel van de tumorcellen
die apoptin bevatten ging in apoptose. De tumoren behandeld met het
controle AACMV.LacZ dat -galactosidase tot expressie brengt, ondergingen
nauwelijks apoptose. Cellen afgenomen van de tumoren die in-vitro in kweek
werden genomen werden eveneens behandeld met apoptin. Ook deze cellen
ondergingen apoptose en activeerden caspase-3, hetgeen ook in-vivo in het
4NQO model gezien werd.









