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Bevezetés

Magyarorszagon a férfiak tiidérakos megbetegedési gyakorisaga vildgviszonylatban a
legmagasabbak kozott van, és a ndknél is magas, de ennek pontos okait még nem ismerjiik. A
tiildorak kialakulasanak elsédleges kockdzatnoveld tényezdje a dohanyzas. Magyarorszagon
az elszivott cigarettaszam magas, de nem tér el jelentdsen mas sokat dohanyz6 nemzetek
elszivott cigarettamennyiségétdl. Az azbeszt és a radon expozicidé szempontjabol nem soroljak
Magyarorszagot a kiemelten nagy kockézati orszagok kozé. Ezért a kiugréan magas hazai
tiidoérak megbetegedési gyakorisag okainak felderitésére, a betegség Osszetett molekularis

mechanizmusénak feltérképezéséhez tovabbi kutatasok sziikségesek.

A dohanyfiist kozel négyezer komponenst tartalmaz, ezek koziil szamos komponens DNS
karosité hatasu, koztiik policiklusos aromas szénhidrogének (PAH-0K), heterociklusos aromas
aminok, N-nitr6zaminok, aldehidek. A karcinogén vegyiiletek koziil néhany kozvetleniil fejti
ki DNS karositd hatasat, de a daganatkeltd vegyiiletek tobbsége kémiai atalakulason megy
keresztiil és valik biologiailag aktivva. A molekularis epidemiologidban hasznalt biologiai
markerek, masként biomarkerek, azok a biologiai anyagok, alkotok vagy folyamatok,
amelyek az emberi szervezetbol kimutathatdéak, mérhetéek, a szervezetben lejatszodo
folyamatokat tiikrozik és a betegség kimenetét befolyasoljak, vagy a betegség kialakulas
kockézatat jellemzik. Biomarkerek vizsgélataval nyert ismeretek segitségével lehetdség nyilik
a betegség gyakorisaganak, és a kornyezeti expozicid emberre gyakorolt egészségkarositd
hatasanak csokkentésére. A daganatképzddés tobblépesds folyamatat jellemzd f6 biomarker
csoportok: az expozicids biomarkerek, mint példaul a DNS-adduktok*; a hatasmarkerek, mint

példaul a génmutaciok; ¢€s a teljes folyamatot befolyasold genetikai fogékonysagi markerek.

A tiidédaganat kialakulds Osszetett molekularis folyamatainak a jellemzése lehetséges a
kiilonbdzd csoportokba tartozd egyes biomarkerek és azok Osszefliggéseinek az egyiittes
vizsgalataval. Doktori disszertaciomban az aromas DNS-adduktok és az O*-etiltimidin mint
expozicids biomarkerek, a TP53 génmutdcid spektrum mint hatdsmarker, és a betegség
kockazatat leginkdbb noveld kornyezeti expozicid, a dohdnyzas Osszefiiggéseit

tanulmanyoztam.

*Sajat korabbi magyar nyelvli publikacidink szohasznalatat kovetve, az angol ,,adduct” megfeleldjeként
disszertaciomban az ,,addukt” szot hasznilom egyes magyar szakszovegekben el6forduld ,,adduktum” szé
helvett.
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Célkitiizés

Tobbvégpontos molekularis epidemiologiai kutatdsaim célja a tiidérak kialakulds molekularis
hatterének jobb megismerése expozicio- és hatasbiomarkerek alkalmazéasaval hazai tiidorakos
betegpopulacioban. Kutatasaim alapjaul munkacsoportunk korabbi aromas DNS-addukt
vizsgalatai szolgaltak dohdnyzasi expozicidval Osszefliggésben. Az éabran a dohéanyfiist
rakkeltd hatdsanak vazlatos folyamatabraja lathatd, melybe bejeloltem az altalam vizsgalt

expozicios tényezd €s biomarkerek helyét a folyamatban.

DNS-adduktok:
Aromas DNS-addukt
O*-etiltimidin

Metabolizmus DNS hiba-

javité gének
Karcinogén Metabolizmus

DNS sérilés
expozicié

Onkogének

Tumorszupresszor gének:
TP53 gén

Rak

—Mutacio

»Progresszio

Metasztazis
gének

A dohanyfust rakkelté hatasanak vazlatos folyamatabraja

Munkamat nemzetkdzi egylittmiikodési projektek keretében kiterjesztettem egy alig ismert
DNS-sériilés, az O*-etiltimidin vizsgalatira, hogy az vajon alkalmazhato-e a dohanyzas
expoziciés biomarkereként. Munkam egyik célkitlizése tehdt az expozicidos biomarkerek
korének bovitése célszovetbdl, jelen munkdban human tiiddészovetbdl torténd meghatarozasra.
Kiilon-kiilon, majd korrelacioval elemeztem a két addukt tipus expoziciotdl vald fliggését és
elimindcidjat arra keresve a valaszt, hogy vajon mennyire kapcsolodnak a kétféle DNS sértilés
keletkezési és elimindcids folyamatai. Elséként vizsgaltam magyar tiidérakos
betegpopulacidoban a TP53 gén mutacido gyakorisdgot és mutdcid mintdzatot a dohanyzasi
statusszal és a szOvettani tipussal Osszefliggésben abbol a célbol, hogy dsszehasonlithassuk a
hazai jellemzOket a nemzetkdzi adatokkal, hogy vajon taldlunk-e lényeges eltérést.

Kutatdsaimnak nemzetkozi szinten is kiemelkedd tjdonsaga, hogy humén vizsgéalatban
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Osszefliggéseket kerestem a dohanyzas eredetii aromas DNS-addukt mint elsddleges DNS
sériilés és egyes specifikus TP53 tumorszupresszor gén mutéacioé tipusok, mint lehetséges
kovetkezmény kozott, hogy vajon humdn szovetben kimutathato-e a korabbi kisérletes

modellek alapjan feltételezett ok-okozati kapcsolat.

Anyagok és modszerek

A vizsgélati populacio leirdsa

A feldolgozott tiidészovet mintdk az Orszagos Koranyi TBC és Pulmonologiai Intézet
Mellkassebészeti Osztalydn (Budapest) tiidorezekalt 104 primér tiidordkos betegtol
szarmaztak. A miitét soran eltavolitott tiidélebenybdl makroszkoposan €p €s tumorszovet-
mintavétel tortént, majd a szovetekbol DNS-t izolaltunk. A vizsgalati populacié 37 laphdmrak

¢€s 67 adenokarcindma esetbdl allt. Az esetek 60% férfi (62 {6) és 40% nd (42 6) volt.

DNS kinyerés
A szovetmintakbol a DNS izolalds fenol — kloroform — izo-amilalkohol extrakcidos modszerrel

tortént.

Aromas DNS-addukt meghatarozas 32P-ut()jel('iléses modszerrel

Az aromas DNS-adduktszintek meghatarozdsa ¢ép tiidoszovetbol (n=104), illetve
tumorszdvetbdl (n=57) izolalt genomialis DNS felhaszndlasaval tortént nukleaz Pl
adduktdusitassal kombinalt **P-ut6jelléses modszerrel. A radioaktivan jelzett DNS-adduktok
szétvalasztasa tobb iranyt vékonyréteg kromatografiaval, az adduktmintazat kimutatasa és a

radioaktivitds-mérés elektronikus autoradiografiaval tortént.

O*-etiltimidin meghatérozas **P-HPLC médszerrel
Az O*-etT szint meghatérozast ép tiidészovetbdl (n=64) immunkémiai adduktdusitast kovetd
2p_ytojeloléses modszerrel, majd forditott fazisi HPLC-n gradiens elicioval torténé

szétvalasztassal és radioaktivitds méréssel végeztiik.

TP53 génmutécid vizsgalati modszerek
A TP53 mutacio elemzéseket tumorszovetb6l (n=104) az 5-9 és a 11-es exonokon végeztiik

el. A TP53 génszakasz sokszorozasa a DNS-b6l polimeraz lancreakcio (PCR) technikaval
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tortént. TP53 mutaciokra a mintdk elésziirését denaturald gradiens gélelektroforézis (DGGE)
¢s automatizalt egyszal konformdaci6 polimorfizmus vizsgalat (CE-SSCP) moédszerrel

végeztiik. A mutacidkat kozvetlen szekvendldssal azonositottuk.

Alkalmazott statisztikai modszerek

A statisztikai elemzéseket a GraphPad Prism 4.0 program alkalmazéasaval Fisher egzakt
teszttel, Mann-Whitney U-teszttel és Spearman korrelacid teszttel végeztiik. Kétoldali P
értékeket kozliink, ahol a statisztikai szignifikancia feltétele: P < 0,05 volt.

Az eredmények osszefoglalasa

PhD kutatomunkam célja az volt, hogy molekuléris epidemiolégiai vizsgalatban a dohanyzasi
status, két kiilonb6z6 DNS-addukttipus, az O*etT és az aromas DNS-adduktok, a TP53
tumorszupresszor génmutaciok ¢és a tiidordk Osszefliggéseit jobban feltarjam hazai

populacidban.

Az O%-etT és az aromas DNS-addukt szintek szignifikinsan magasabbak voltak a miitétig
dohanyzok ¢és a dohanyzast a mutét eldtt egy éven beliil abbahagyok csoportjaban, mint a
dohanyzast tobb mint egy évvel a miitét elott abbahagydk és a sohasem dohanyzok
csoportjgban. Az O%etT hosszi életidejii DNS sériilésnek mutatkozott. Nem volt

statisztikailag szignifikans korrelacié az O%-etT és az aromas DNS-addukt szintek kozott.

A vizsgalati populacidban nagyobb TP53 mutacid gyakorisag és tobbféle mutacio tipus
fordult el6 az IARC 0Osszesitett adatbazisaval Gsszevetve. A mintak 45%-a hordozott TP53
mutaciot. Szignifikansan tobb mutacié fordult elé laphdmrakban, mint adenokarcindmaban, €s
a tobb mint 20 évig dohanyzoknal. A leggyakoribb mutacio tipusok a G—A (19%), G—T
(19%) és G—C (16%) voltak. A mutacids mintdzatot befolydsolta a dohdnyzasi status. G—T
transzverzid csak a dohanyzoknal fordult eld, és tobbségében magas aromas DNS-

adduktszinttel parosult.

Eredményeim meger6sitik, hogy az O%etT szint tiidSben a dohanyzis kovetkeztében
emelkedik. Human tiidében az O-etT hosszii életidejii, és az O*etT és az aromas DNS-

adduktok aktivacids és elimindcids Gtvonala nem szorosan kapcsolt. Alkalmasnak itélem az
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O*-etT-t dohanyzési expozicié biomarkereként expozicids csoportok kozotti dsszehasonlitasra

molekuléris epidemiologiai vizsgalatokban.

A nemzetkozi szakirodalomban elséként mutattam ki szoros Osszefliggést a TP53 G—T
mutacidja és a magas aromas DNS-adduktszint kozott huméan vizsgéalatban, ami jelentds
tudomanyos eldrelépés a kisérletes modellektdl a karcinogén DNS-addukt és a génmutécid

kozotti ok-okozati kapcsolat feltarasaban.

Kiemelt Gj tudomanyos eredmények

1. Eredményeim alapjan arra kovetkeztetek, hogy a dohanyzas az O*-etT képz6dés 6 forrasa.
Az O%etT addukt a dohanyzasi expozici6 biomarkereként alkalmazhaté molekularis

epidemioldgiai vizsgalatokban.

2. Eredményeim azt bizonyitjdk, hogy az O%-etT adduktok human tid8ben tartdsan
megmaradnak a dohanyzéas abbahagydsa utdn sok éven keresztiill, az aromas DNS-

adduktokkal ellentétben.

3. Bar a dohanyzas a £ forrasa az O*-etT és az aromas DNS-addukt képzédésnek tiidSben, a
két addukttipus metabolikus utvonalai és DNS hibajavité folyamatai nagy valdszinliséggel

nem kapcsoldédnak szorosan egymashoz.

4. A vizsgalt magyar tiidérdkos betegpopulacioban a TP53 mutacié gyakorisag magasabb
szamos kaukdzusi, dél-amerikai ¢és &zsiai tiidorakos populacidban kimutatott mutacio

gyakorisaghoz képest, és magasabb értékekrol alig szdmolnak be a szakirodalomban.

5. Osszefiiggést talaltam a TP53 mutaci6 gyakorisdg a nem, dohanyzési dozis, a dohdnyzasi

1d0 ¢és a tiidédaganat szdvettani tipusa kozott.

6. Hasonlosadgot mutattam ki a sohasem dohdnyzok, és a tobb mint egy éve nem dohanyzok

TP53 mutacios mintazata kozott.



7. A nemzetkozi szakirodalomban els6ként mutattam ki 0sszefliggést a magas aromas DNS-
adduktszint és a tiidétumorban 1évé G—T transzverzid tipusu mutdcid, mint a dohdnyzasra

jellemzé TP53 génmutacio kozott.
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Koszonetnyilvanitas

Doktori kutatdsaimat az Orszadgos Kornyezetegészségiigyi Intézet (OKI) biologus
munkatarsaként végeztem. Szeretném megkOszonni Dr. Dura Gyuldnak, az Orszagos
Kornyezetegészségligyi Intézet megbizott foigazgatdjanak és Dr. Rudnai Péternek, az Intézet
Kornyezetegészségligyi Hatasvizsgalati Féosztalyanak vezetdjének és 2008 ota a Molekularis
Kornyezet-epidemiologiai Osztaly vezetdjének tamogatisat és nagyvonalil segitokészségét,
amely lehetévé tette, hogy kutatasaim soran az intézmény szellemi és technikai lehetoségeit
igénybe vehettem, és doktori fokozatszerzésre felkésziilhettem.

Kiemelten kdszondm témavezetdmnek, Dr. Schoket Bernadettenek, 2008-ig az Intézet
Molekularis Kornyezet-epidemiologiai Osztalya, korabban Alkalmazott Biokémiai Osztalya
vezetdjének munkdm tudomanyos iranyitasat a kezdetektdl a befejezésig. A kutatasokat az 6
koncepcidi alapjan, az altala sikeresen megpalyazott hazai és nemzetkozi palyazatok
keretében, €s azok anyagi tamogatasaval végeztem. Kiilon koszonom a publikaciok és az
értekezés elkészitésében nyujtott odaadod szakmai és emberi segitségét.

K6szonom a Pécsi Tudoméanyegyetem Altalanos Orvostudomanyi Kardn Professzor
Dr. Ember Istvannak, az Orvosi Népegészségtani Intézet intézetvezetd egyetemi tanaranak az
értekezés elkészitése soran €s a fokozatszerzés folyamataban nyujtott értékes segitséget.

Az O%etiltimidin  méréseket a Német Rakkutatdé Kozpontban (Deutsches
Krebsforschungszentrum, DKFZ), Heidelbergben végeztem néhai Dr. Jagadeesan Nair
vezetésével. Az altala nyuajtott szakmai tamogatasért koszonettel adozom emlékének.

Koszonetet mondok Dr. Roger Godschalknak (Maastricht University, Maastricht) €s
Dr. Helmut Bartschnak (Deutsches Krebsforschungszentrum, DKFZ) az O*-etiltimidin
vizsgalati eredményekbdl készitett cikk elkészitéséhez nyujtott szakmai tanacsaiért.

Koszonettel tartozom Dr. Kirsti Husgafvel-Pursiainennek a Finn Munkaegészségligyi
Intézet (Finnish Institute of Occupational Health, FIOH, Helsinki, Finnorszag) professzoranak
a TP53 mutacid vizsgalatok szakmai iranyitasaért és Dr. Reetta Holmilanak a TP53 mutacios
vizsgalatok végzésében nyujtott értékes segitségért. Koszondm tovabba kozremitkdodésiiket az
eredményekbdl késziilt cikk megirasaban.

Megkszondom munkacsoportunk minden tagjanak az OKI-ban az egylittmiikodésiiket
a kutatasi projektek végrehajtasa soran. Kiemelten koszondm Dr. Gyorffy Erikanak, Kovacs
Katalinnak, Lévay Katalinnak, Papp Istvannénak és Karacsonyi Gabornénak mindennemii
tamogatasat ¢s segitseget.

Ko6szonom Dr. Kosti¢ Szilardnak, Dr. Cseked Attilanak, Dr. Soltész Ibolyanak és
Fleischer Gabriellanak (Orszagos Koranyi TBC és Pulmonologiai Intézet, Budapest),
valamint Dr. Minarovits Janosnak, Dr. Gy6ri Zoltannak és Dr. Segesdi Juditnak (Orszagos
Epidemiologiai Kozpont, Budapest) a mintagytijtésben végzett aktiv kdzremiikodésiiket.

K6szonom Tuula Suitiala-nak (Helsinki, FIOH) és Mayura Meerang-nak (Heidelberg,
DKFZ) kiilfoldi tanulmdnyutjaim soran nyujtott értékes technikai kozremiikddésiiket.

A kutatast tamogatta az EU FP6 ECNIS (Environmental Cancer Risk, Nutrition and
Individual Susceptibility; Network of Excellence operating within the European Union 6th
Framework Program, Priority 5: ‘Food Quality and Safety’, Contract No 513943), az OTKA
(Orszagos Tudomanyos Kutatasi Alap, T034616) és a magyar-finn TéT (Tudomany és
Technologia Alap, SF-02/01, SF-14/03) palyazatok. Az O*-etiltimidin méréseket ECNIS
tanulmanyi 6sztondij nyerteseként végeztem a DKFZ-ben.

Koszondm csalddomnak és barataimnak, hogy a tudoméanyos munkamban nagy
szeretettel és megértéssel tamogattak és batoritottak.

10



