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Bevezetés

A kornyezetszennyezd testidegen vegyliletek emberi szervezetre gyakorolt
hatdsa szamos ponton kdvethetd a kitettség (expozicid) mértékétdl a kifejlodott
egészségkarositd hatdsig. Egy adott vegyiilet okozta expozicid mértékét vizsgalni
lehet a biologiai mintakbol az expozicid biomarkereivel, a korai és kés6i hatasokat az
ugynevezett hatds markerekkel. Egy kornyezetszennyezd potencidlis daganatkeltd
vegylilet bioldgiailag hatasos dozisat a DNS ¢és a genotoxikus agens kozott kovalens
kotddéssel kialakulo6 DNS-adduktok™ mennyiségével jellemezhetjiik egy adott

szOvetben.

A DNS-addukt biomarkerként tiikkrozi az egyedi expoziciot és sokkal
pontosabb expozicidbecslést tesz lehetévé, mint a potencialis daganatkeltd
vegyliletnek a koOrnyezeti mintdkban 1évé koncentracidja, ezzel javitja az
epidemioldgiai vizsgalatok hatékonysagat és pontossagat. Szamos DNS-addukt pre-
karcinogén DNS-modosulas, igy human DNS-bd] torténd kimutatasa nagy jelentdségii
a potencidlis daganatkeltd kornyezeti agensek hatdsmechanizmusa felderitése
szempontjabol. A DNS-addukt meghatarozast szamos expozicid tipus kimutatisara
alkalmazzak, igy kornyezeti expoziciondl, taplalkozasi expozicional, egészségligyi

expozicional, munkahelyi expozicional.

A DNS-adduktok mérésére szolgaldo vizsgalati modszerek jelentOsen
kiilonboznek  érzékenységiikben ¢és az alkalmazasukhoz sziikséges DNS-
mennyiségben. A  policiklusos aromas szénhidrogén (PAH)-DNS-adduktok
kimutatasdra a leggyakrabban a 32P-utéjelt')léses modszert €s az immunkémiai
modszereket hasznaljak, amelyek szemi-kvantitativ addukt meghatarozast tesznek
lehetévé. A ¥P-utdjeldléses modszer széles szubsztratspecifitisa és  nagy
érzékenysége miatt kiilondsen alkalmas a human molekularis epidemioldgiai
vizsgéalatokban  Osszetett kornyezeti expozicio, elsésorban PAH-expozicid
kimutatasara. A **P-utojeldléses modszernél a DNS-adduktokat egy nagy specifikus
radioaktivitast izotoppal — **foszforral — jeléljiik, és a radioaktiv bomlast mérjiik. Az

32p.utojeldléses modszer kimutatasi hatara 10 pg DNS-nél 1 addukt/10™° nukleotid. A

" Sajat kordbbi magyar nyelvii publikaciéink szohasznalatat kévetve, az angol ,,adduct”
megfeleldjeként disszertaciomban az ,,addukt” szot hasznalom egyes magyar szakszdvegekben
eléforduld ,,adduktum” sz6 helyett.



PAH-DNS-adduktok meghatarozasara szolgald benz[a]pirén-7,8-diol-9,10-epoxid
(BPDE)-DNS immunkémiai méodszerekben BPDE-vel in vitro médositott DNS ellen
termelt antiszérumot/antitestet alkalmaznak. Az antitest nemcsak a BPDE-DNS-
adduktot ismeri fel, hanem az antitest keresztreaktivitasa kovetkeztében kémiailag
rokon szerkezeti mas PAH-DNS-adduktokat is. Az ELISA, DELFIA és CIA
kompetitiv immunkémiai modszereknél a mérendo jel az adduktokhoz van kapcsolva.
A kompetitiv immunkémiai moédszerek érzékenysége 1-10 addukt/10® nukleotid

tartomanyban van 10-35 pg DNS mintédval.

Mindkét modszer tipus nagy érzékenysége miatt human mintdk vizsgélatira
alkalmas. Azonban technikai Osszetettségiik, csekély automatizalasi lehet6ségiik, és
ezért nagyfokl emberi munkaerd igénylik miatt tobb szdz vagy tobb ezer vizsgalati
alanyt magéba foglalé6 molekularis epidemioldgiai projektekben csak korlatozottan
hasznalhatok. Ezért kiilondsen nagy sziikség van nagy érzékenységli és nagy minta

kapacitasu gazdasagos modszerek kidolgozasara.
Célkitiizés

PhD munkam f§ célkitiizése kornyezeti PAH expozicié kimutatésara alkalmas *2P-

utdjeloléses és immunkémiai DNS-addukt modszer fejlesztése és validalasa volt.

A *2P-utéjelslési metodika tovabbfejlesztésének célja:

e a modszerhez sziikséges radioizotop felhasznalds novelése nélkiil
szamottevéen fokozni lehessen a minta feldolgozasi kapacitast a vizsgald
laboratoriumokban ugy, hogy a laboratoriumi személyzet sugarvédelme ne
sériiljon;

e olyan metodika kidolgozéasa, mely kiilonb6z6é eredeti DNS-mintdk DNS-

adduktszintjeinek meghatarozéasara altalanosan alkalmas.

Az tjonnan kifejlesztett nagy mintakapacitasi PAH-DNS direkt szendvics
kemilumineszcens immunkémiai médszer (BPDE-DNS SCIA) validalasa:
e kiilonbozd tipust DNS-mintdkbol dsszehasonlito6 DNS-addukt vizsgalatok az

immunkémiai modszer és a 32P-ut6jeléléses modszer kozott;



o akét modszer kdzotti korrelacio vizsgalata.

A biologiai mintdk elOkészitése (tarolas, DNS izolalas) hatdsanak a vizsgalata a DNS-
addukt mennyiségi meghatarozasra a *’P-utdjeldlés és a SCIA §j immunkémiai

modszer esetében.

Anyagok és Modszerek

DNS-mintak:

i) BPDE-DNS-addukt standard,;

i) Sejtkultra — MCF-7 sejtvonal - aliquotonként 2 x 107 sejt 1 pM benz [a]pirénnel
(B[a]P) 37 °C-on 24 oraig kezelve;

iii) Kezelt egerek: CD2F1 egerek intraperitonealisan kezelve B[a]P-vel (100 és 200
mg/testsuly kg), benz[b]fluoranténnal (200 ¢és 400 mg/testsuly kg) és
dibenz[a,h]antracénnal (2,5; 5 és 10 mg/testsuly kg). A Qiagen Midi kittel izolalt
DNS-mintakat Dr. Soterios Kyrtopoulostol (NHRF, Athén, Gorogorszag) kaptuk;

iv) Human tiidészovet és periférias vér limfocita;

V) Egészséges anyai periférias vér és 0jsziilott koldokzsinor vér Osszfehérvérsejt

frakcioja (bufty coat).

DNS kinyerés:
A DNS izolalas az MCF-7 sejtmintakbol és @ human biologiai mintakbol fenol
— kloroform - izo-amilalkohol extrakcios modszerrel, modositott Qiagen Midi kittel és

kis6zasos modszerrel tortént.

DNS-addukt meghatarozas a hagyomanyos *2P-utéjeloléses modszerrel:

A DNS mintat (4 pg) mikrokokkusz nukleaz és 1ép foszfodiészteraz enzim
keverékével mononukleotidokra emésztettiikk, ezt kovetéen az emésztett DNS
adduktjainak dusitasa tortént nukleaz P1 enzimmel, majd az addukt(ok) izotopos
jelolését 50 puCi [y-2P]JATP-vel és T4 polinukleotid kinazzal végeztik. A DNS-
adduktokat tobblépéses vékonyréteg kromatografiaval valasztottuk el. A radioaktiv

mintdzatot elektronikus autoradiograffal jelenitettiik meg és mértiik egyidejlileg. Az



adduktértékeket teriilet-aranyosan korrigaltuk a kromatografias lemez hattér

radioaktivitasanak a levonasaval.

A modositott 32P-utc')j eloléses modszer:

A DNS-mintat (4 pg) emésztettiik, majd addukt dusitast végeztiink a
hagyoményos mddszernél leirtak szerint. Az addukt dusitési 1épést kovetden szarazra
paroltuk az emésztett DNS-mintat a 32P-ut(’)jelt')lés elott. A [7-32P]ATP radioizotopot
50 pCi/4 png DNS-minta mennyiségréol 10 uCi/4 pg DNS minta mennyiségig
csokkentettiik le. Az izotop jeldlési 1épéshez a reakcidelegy végsd térfogatat 5 pl-re
allitottuk be. A kromatografids elvélasztas, a radioaktiv mintazat megjelenitése,
valamint a hattér radioaktivitassal valo korrigalds megegyezett a hagyoméanyos >2P-

utojeloléses modszernél alkalmazott eljarassal.

DNS-addukt meghatarozas az ijonnan kifejlesztett BPDE-DNS SCIA modszerrel:

Az adduktot hordoz6 DNS-t egyszali DNS-sé denaturaltuk, majd restrikcios
enzimes emésztéssel megfeleldé méreti fragmentumokra hasitottuk (2000
bp/fragmentum). Az adduktot hordozé DNS-fragmentumokat szelektiven kotottiik
BPDE-DNS standard ellen termelt specifikus nyul-antiszérummal egy szilard feliiletre
(mikrotiter lemezre). A DNS fragmentumok normal nukleotidjaihoz kapcsoltuk a
mérendd jelet, ehhez monoklonalis DNS-antitestet és kemilumineszcens végpontot
alkalmaztunk. A PAH-DNS-adduktszinteket BPDE-DNS standard goérbe alapjan

szamoltuk.

Statisztikai elemzések:

A mintikat a *P-utéjelléses modszernél kétszer, a BPDE-DNS SCIA
modszernél haromszor mértiik. A statisztikai elemzéseket a GraphPad Prism 4.0
programmal végeztiik Mann-Whitney, Wilcoxon és paros t teszttel. A korrelacids
elemzést Spearman korrelacios teszttel végeztiik. Kétoldali p értékeket adtunk meg. P

<0,05 esetén az értékek statisztikailag szignifikdnsak voltak.



Eredmények osszefoglalasa

A 32p-utojeldléses modszerfejlesztést célzod kutatdsaim arra irnyultak, hogy a
mérési hatdsfok megtartasa mellett lecsokkentsem a mintankénti radioizotdp
felhasznalast, hogy ezen Kkeresztil meg tudjuk ndvelni a laboratoriumi

mintafeldolgozé kapacitast.

BPDE-DNS-addukt standard, B[a]P-vel kezelt MCF-7 sejtvonalbol izolalt
DNS-mintdk, human periférids tiidészovetbdl izolalt DNS-mintdk, periférids vér
limfocitabdl és buffy coat frakciobol izolalt DNS-mintdk hagyomanyos és modositott
¥2p_ytojeldléses modszerrel mért DNS-adduktszintjeinek osszehasonlitasat végeztem.
A hagyoményos *’P-utdjeldléses modszerhez képest egy beparlasi miivelet
beiktatasaval harmadéara lecsokkentettem az izotdpjeldlési reakcidelegy térfogatat,
mely mellett le lehetett csokkenteni a DNS mintanként felhasznalt [7-32P]ATP
szubsztrat mennyiségét 50 pCi-rol — a DNS-izolalasara alkalmazott moddszertdl
fliggden, - Qiagen kittel torténd izolalas soran a felére (25 uCi), illetve fenolos
extrakciot alkalmazva az egyo6todére (10 pCi), kisérletes és human eredetii DNS-

mintaknal egyarant.

A PAH-DNS adduktok kimutatdsara ujonnan kifejlesztett BPDE-DNS
szendvics kemilumineszcens immunkémiai médszert (BPDE-DNS SCIA) 2012-ben
publikaltuk. Mig a régebbi kompetitiv immunkémiai modszereknél a mérendd jel az
adduktokhoz van kapcsolva, a SCIA modszernél a normal nukleotidokhoz. Az
adduktot hordozé nukleotidok mennyiségéhez viszonyitva a nagysagrendekkel tobb
normal nukleotidhoz kapcsolt szignal eredményezi a nagy jelerésséget. A modszer
kimutatasi hatira ~ 1,5 addukt/10° nukleotid 5 pg DNS-sel. A BPDE-DNS SCIA
validalasa céljabol Osszehasonlitd vizsgdlatokat végeztem az 1 immunkémiai
modszer és a P-utojeldléses modszer kozott. A DNS-minték B[a]P-vel kezelt MCF-
7 sejtvonalbol, B[a]P-vel, benzo[b]fluoranténnel (B[b]F), illetve
dibenz[a,h]antracénnel (DB[a,h]A) tobb doézisban kezelt egerek majabol, valamint
anyai periférias és 0jsziilott koldokzsinorvér mintakbol szarmaztak. Az MCF-7
sejtekb8l mért B[a]P—-DNS-adduktszintekben a SCIA/*?P-utojeldlés mérési ardnya kb.
0,5 volt. Az allatkisérletes mintakbol az immunkémiai modszerrel sokszorosan kisebb
DNS-adduktértékeket kaptunk, mint a 32P-ut(’)jeléléssel (= 1:5 B[a]P-re, = 1:30 B[b]F-
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re és =~ 1.5 DB[ah]A-ra). A dozisfiiggésre nagyon szoros, szignifikans pozitiv

korrelacio volt a két modszer kozott (r= 0,87-0,99). A human mintdknal atlagosan kb.

1:10 volt az arany a SCIA/**P-utojelslés kozott, de nem volt korrelacié a SCIA/P-

utojelolés adatparok kozott. A human mintdkndal a korrelacidé hidnya a két modszer

kozott az Osszetett huméan kornyezeti expozicidbol szdrmazod kiillonbozo szerkezetli

DNS-adduktok eltérd hatasfoka kimutathatdésagara vezethetd vissza.

Uj tudomanyos eredmények és hasznositasuk

A 32p-utdjeldléses modszernél az altalam kidolgozott modszermoddositassal 2-
5-szOrosére lehet novelni a DNS-addukt meghatdrozasra egyidejiileg
feldolgozhatd bioldgiai mintdk szamat a DNS izoldlasara alkalmazott
modszertdl fliggden, kisérletes és human eredetli DNS-mintaknal egyarant, az
adduktok optimalis izotop jelolési hatdsfokdnak a megoOrzése mellett, és a

sugarvédelmi biztonsdg megdrzésével.

A fenti el6nyok alapjan kiilonosen ajanlom a mddositott modszert
nagymintaszdmi  molekularis  epidemioldgiai  vizsgéalatokban  valo

alkalmazasra kornyezeti PAH-expozici6 kimutatasara.

Bevezettem a moédositott 32P-ut(')jeliiléses modszert a nemzetk6zi molekularis
epidemiologiai kutatasokba, és alkalmaztam a NewGeneris EU FP6 Nr.
016320 Integralt Projektben (konzorciumvezetd: Prof. Dr. J. Kleinjans,
Maastricht University, Hollandia) kornyezeti és taplalkozasi eredetii PAH-
expozicid6 kimutatdsira eurdpai anya-ujsziilott gyermek kohorszokbol

szarmazo ~ 600 fos populacidban.

Az ujonnan kifejlesztett BPDE-DNS SCIA direkt szendvics kemilumineszcens
immunkémiai modszer validalasa sordn megallapitottam, hogy ez az 1j
immunkémiai modszer a 32P-ut(’)jelé')léses eljarassal megegyez6 moédon mutatja
ki a PAH-expoziciobeli kiilonbségeket expozicios csoportok kozott. Ebbol a
mindségi szempontbol a SCIA a 32P-ut(')jelt')léses modszerrel egyenértékil,
kisérletes  rendszerekben ¢és  molekularis  kornyezet-epidemiologiai

vizsgalatokban kivaléan alkalmazhat6. Az egyedi mintdknal a kétféle
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adduktérték kozotti korrelacid hianya megerdsiti ismereteinket a két modszer

szubsztratspektruma kozotti részleges atfedésrol/eltérésrol.

Jelen doktori értekezésem irasakor a BPDE-DNS SCIA modszerrel mar
mintegy 2000 anyai és 0jsziilott vérminta elemzése tortént meg eurdpai
kohorszokbol magzati PAH expozicidé kimutatasa céljabol a NewGeneris EU
FP6 Nr. 016320 Integralt Projektben.-Az eredmények statisztikai elemzése és

a konzorciumi publikéciok eldkészitése folyamatban van.

Megallapitottam, hogy a mintaelOkészités soran alkalmazott DNS-izolalasi
modszer és a DNS-mintak tarolasi modja kritikus hatassal van a DNS-addukt
mennyiségi kimutatasra. Erre kiilonds figyelemmel kell lenni archiv DNS-
mintak molekularis epidemiologiai célu felhasznalasanal és jovobeni DNS-

mintabankok tervezésénél.
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Koszonettel tartozom munkatarsaimnak, a Molekularis Kornyezet-
epidemiologiai Osztaly jelenlegi és volt tagjainak: Anna Lividnak, Dr. GyOrffy
Erikanak, Bodnar Laszlonénak, Papp Istvannénak, Karacsonyi Gabornénak és Lévay
Katalinnak szakmai és emberi segitOkészségiikeért.

Koszonom Dr. Soterios Kyrtopoulosnak ¢€s Dr. Panagiotis Georgiadisnak a
National Hellenic Research Foundationban, Athénban, szakmai utmutatasukat,
tanacsaikat harom honapos ECNIS tanulmanyi 6sztondijam alatt 2008-ban, mely
megalapozta tovabbi tudomdényos egyiittmiikddésiinket a SCIA immunkémiai
modszer kifejlesztésében és validalasdban. Koszonom Stella Kailanak és Paraskevi
Makedonopoulounak a technikai segitséget.

K6szonom Dr. David H. Phillips professzor urnak, a DNS-addukt kutatas és a
2putojeldlés nemzetkdzi szaktekintélyének, hogy az Institute of Cancer Research,
UK, suttoni laboratériumaban az ECNIS altal szponzoralt tanulményi 0sztondij
keretein beliil 2007-ben 6sszehasonlitd laboratoriumi vizsgalatokat végezhettem a 2p_
utojeloléses modszerrel. Koszondm James Evansnek €s Kathy Colenak a technikai
segitséget.

Ko6szonom csalddomnak és baridtaimnak, hogy a tudomanyos munkamban
nagy szeretettel és megértéssel timogattak és batoritottak.

A PhD munkamat az alabbi projektek tamogatasaval készitettem, amelyért
eziton mondok koszonetet: ECNIS (Environmental cancer risk, nutrition and
individual susceptibility) EU FP6 K+F Network of Excellence (szerzédésszam:
513943). ECNIS® (Towards ECNIS Centre for Research and Education on Cancer,
Environment and Food) EU FP7 (szerzddésszam: 266198). NewGeneris (Newborns
and Genotoxic exposure risks: Development and application of biomarkers of dietary
exposure to genotoxic and immunotoxic chemicals and of biomarkers of early effects,
using mother-child birth cohorts and biobanks) EU FP6 K+F Integrated Projekt
(szerzédésszam: 016320-2).
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Introduction

Influence of environmental xenobiotic compounds to the human body can be
followed up at several points along the pathway from the exposure to the adverse
health effects. From biological samples, the level of exposure to a given compound
can be investigated by using biomarkers of exposure, and the early and late effects are
measureable by the biomarkers of effects. The biologically effective dose of a
potential carcinogen in a given tissue can be characterised by the amount of DNA
adducts, that are formed with covalent binding between the genotoxic agent and the
DNA.

The DNA adduct biomarker reflects the individual exposure, and allows for
more accurate exposure assessment than the concentration of the potential cancer-
causing compound in the environmental samples, thereby improves the efficiency and
the accuracy of the epidemiology studies. A number of DNA adducts are pre-
carcinogenic DNA alterations, therefore their measurement from human DNA is of
great importance in the research of the mechanism of action of potential cancer-
causing environmental agents. DNA adducts are applied for the detection of various
types of exposure including environmental, dietary, medical, and occupational

exposures.

The methods for the determination of DNA adducts vary in their sensitivity
and in the required amount of DNA substantially. The most widely used methods for
the measurement of polycyclic aromatic hydrocarbon (PAH)-DNA adducts, are **P-
postlabelling and immunoassays that provide semi-quantitative determination. The
%2p_postlabelling technique has wide substrate specificity and high sensitivity,
therefore it is especially advantageous in molecular epidemiological studies for the
detection of complex environmental exposures, particularly PAH exposure. In the P-
postlabelling method, the DNA adducts are labelled with a radioactive isotope —
phosphorus-32 of high specific radioactivity — and the radioactive decay is detected.
The detection limit of 32P-postlabelling is about 1 adduct in 10*° nucleotides from 10
ug DNA. For the determination of PAH-DNA adducts, benzo[a]pyrene-7,8-diol-9,10-

epoxide (BPDE)-DNA immunochemical methods are wused, in which an



antiserum/antibody elicited against DNA modified in vitro with BPDE is applied. The
antibody recognises not only the BPDE-DNA adducts, but due to cross-reactivity of
the antibody, also chemically-related other PAH-DNA structures. In the ELISA,
DELFIA and CIA competitive immunoassays the measured signal is bound to the
DNA adducts. The detection limit of the competitive immunoassays is 1 to 10 adducts
in 10% nucleotides in 10 to 35 pg of DNA.

Both types of these high-sensitivity methods are suitable for the investigation
of human samples. However, their technical complexity, limited automation
opportunities, and demanding manpower and skill are limiting factors for the analysis
of several hundred or several thousand human biological samples in large-scale
molecular epidemiological projects. Therefore there is a great demand of development

of high-sensitivity and high sample-capacity economical biomarker methods.
Aims

The main objective of my PhD work was the further development and validation of
the 3*P-postlabelling method and an immunochemical assay for the detection of

environmental PAH exposure by the measurement of DNA adducts.

Further development of the 32P-postlabelling method in order to:

« increase the through-put of the 32P-postlabelling method substantially
without increasing the total radioisotope requirement, whilst maintaining
radio-safety of the laboratory personnel;

» elaborate a method that is generally applicable for the DNA adduct

analysis of various types of DNA samples.

Validation of the newly developed high through-put direct sandwich
chemiluminescence immunoassay (BPDE-DNS SCIA) for the determination of PAH-
DNA adducts by:
« comparisons of DNA adduct quantification by the immunoassay and the
%2p_postlabelling method from different types of DNA samples;
» the investigation of the correlation of the DNA adduct levels between the
two methods.



Investigation of the impact of the preparation of the biological samples (storage, DNA
isolation) to the quantification of DNA adducts by the **P-postlabelling method and
the new SCIA.

Materials and Methods

DNA samples:

i) BPDE-DNA adduct standard;

ii) Cell culture — MCF-7 cell line treated in aliquots of 2 x 10" cells with 1 pM
benzo[a]pyrene (B[a]P) at 37 °C for 24 hours;

iii) Treated mice: CD2F1 mice treated with intra-peritoneal injections of B[a]P (100
and 200 mg/kg), benzo[b]fluoranthene (B[b]F) (200 and 400 mg/kg), and
dibenzo[a,h]anthracene (DB[a,h]A) (2,5; 5 and 10 mg/ kg), respectively. The DNA
samples isolated with Qiagen Midi Kit were provided by Dr. Soterios Kyrtopoulos
(NHRF, Athen, Greece);

iv) DNA samples from human peripheral blood lymphocytes and non-tumorous
peripheral lung tissue samples;

v) Buffy coat fractions from healthy human maternal peripheral blood and newborn

cord blood.

DNA isolation:

DNA was isolated from aliquots of the treated MCF-7 cells and from human
biological samples with the traditional phenol — chloroform - iso-amyl alcohol
extraction procedure, a modified Qiagen Midi kit procedure and the salting out

procedure.

DNA adduct determination by the regular *P-postlabelling method:

DNA (4 pg) was digested with micrococcal nuclease and spleen
phosphodiesterase to mononucleotides, followed by adduct enrichment with nuclease
P1, then the radio-labelling of the adducts occurred with 50 uCi [y-32P]ATP and T4
polynucleotide kinase. Separation of DNA adducts was performed by multi-

directional thin-layer chromatography. Radioactivity patterns were detected and



quantified by electronic autoradiograph. Background radioactivity in the blank area,
corrected for the size of the adduct areas was subtracted from the radioactivity of the

adduct areas.

The modified **P-postlabelling method:

DNA digestion (4 pg) and the adduct enrichment were the same as in the
regular method. An evaporation-to-dryness step of the DNA digest was introduced
before the 3?P-radiolabelling step. The amount of the radioisotope was decreased from
the regular 50 uCi per 4 ug DNA in a range down to 10 puCi per 4 g DNA sample.
The final reaction volume in the radio-labelling step was set to 5 ul. The
chromatographic separation, the detection of the radioactivity patterns and correction

for the background radioactivity was the same as in the regular method.

DNA adduct determination by the newly developed BPDE-DNA SCIA method:

The DNA sample was denatured to single stranded DNA and fragmented to
specific-size fragments (2000 bp/fragment) by restriction enzyme. The adducted DNA
fragments were selectively bound to a solid surface (microtiter plate) by a specific
rabbit antiserum elicited against BPDE-DNA standard. The chemiluminescent signal
to be measured was coupled to the non-adducted mononucleotides by a monoclonal
DNA-antibody. BPDE-DNA standard curve was used for the calculation of the levels
of PAH-DNA adducts.

Statistical analyses:

DNA samples were analysed in two replicates by the *2P-postlabelling
method and in three replicates by BPDE-DNA SCIA. The statistical analyses were
performed with GraphPad Prism 4.0 software, using Mann-Whitney, Wilcoxon and
paired t tests. The correlation analyses were performed with Spearman correlation

test. Two-tailed p values were given. P< 0.05 was considered statistically significant.



Summary of results

My research aimed at the further development of the **P-postlabelling method
by which, whilst maintaining the adduct-labelling efficiency, the amount of the
radioisotope per sample can be reduced, and thereby the sample processing capacity

of the laboratory is increased.

The regular and the modified *2P-postlabelling methods were used for
comparative determinations of the levels of DNA adducts from various types of DNA
samples, i.e. BPDE-DNA adduct standard, DNA samples from MCF-7 cell line
treated with B[a]P, DNA samples from human non-tumorous peripheral lung tissue,
human peripheral blood lymphocytes and human buffy coat samples. In the modified
%2p_postlabelling method, the final reaction volume of the radio-labelling was reduced
with an evaporation-to-dryness step to one-third of the volume that was used in the
regular method. This facilitated the reduction of the amount of [y-*P]ATP substrate
from 50 uCi per sample — depending on the DNS isolation method — by 50% for the
Qiagen-isolated samples (i.e., 25 pCi per sample) and by 80% for the DNA samples
isolated with the classic phenol extraction procedure (i.e.,10 pCi) for both

experimental and human samples.

The newly-developed BPDE-DNA direct sandwich chemiluminescence
immunoassay (BPDE-DNA SCIA) for the determination of PAH-DNA adducts has
been published in 2012. Whereas in the earlier competitive immunoassays the signal
to be measured is coupled to the DNA adducts, in the SCIA the chemiluminescent
signal is coupled to the non-adducted nucleotides. In SCIA, the strong end-point
signal derives from the many orders of magnitude difference between the number of
the non-adducted and the adducted mononucleotides. The limit of detection of the
method is ~ 1.5 adducts/10° nucleotides from 5 pg DNA sample. For the validation of
BPDE-DNA SCIA, | performed comparative measurements between the
immunoassay and the *2P-postlabelling method. The DNA samples were obtained
from MCF 7 cells treated with B[a]P, from the liver of mice, which were treated in
vivo with several doses of B[a]P, B[b]F, and DB[a,h]A, respectively, and from
human maternal peripheral blood and newborn cord blood samples. For the B[a]P-
DNA adduct levels measured by SCIA and *2P-postlabelling from the MCF 7 cells,
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the ratio between the adduct values was about 0.5. For the animal samples, the adduct
levels were several times lower by the immunoassay than by the *2P-postlabelling
method (the ratios were =1:5 for B[a]P, ~ 1:30 for B[b]F and = 1:5 for DB[a,h]A). All
the same, there was a very strong, highly significant positive correlation between the
DNA adduct measurements of the dose-response curves by SCIA and 32P-
postlabelling for each PAH compound (r = 0.87-0.99). For the human samples, the
ratio between the SCIA and *P-postlabelling values was approximately 1:10, but
there was not correlation between the data-pairs measured by the two methods. For
the human samples, the lack of correlation between the two methods may be
explained by the different efficiency of detection of different structural types of DNA

adducts that are derived from complex human environmental exposure.

New scientific achievements and their application

e With the modification of the *’P-postlabelling method, | increased the
through-put of the process — the number of DNA samples that can be worked
up in one session — 2 to 5-fold — depending on the method that had been used
for the isolation of the DNA. The modified *P-postlabelling method is
generally applicable for experimental and human samples, provides
unchanged optimal adduct-labelling efficiency and radio-safety of the

personnel.

e Based on the above advantages, | particularly recommend the modified
method for use in large-scale molecular epidemiological studies for the

detection of environmental PAH exposure.

e | introduced the modified **P-postlabelling method into the international
molecular epidemiological research, and | employed it in NewGeneris EU FP6
Integrated Project No. 016320 (Consortium leader: Prof. Dr. J. Kleinjans,
Maastricht University, the Netherlands), for the detection of environmental
and dietary PAH exposures in European mother-newborn child cohorts for
about 600 samples.



In the validation of the newly developed direct sandwich chemiluminescence
immunoassay, BPDE-DNA SCIA, | demonstrated that this method, similarly
to the **P-poslabelling method, recognises the differences of PAH exposure
among the exposure groups. From this qualitative point of view, the SCIA is
equivalent to the *2P-postlabelling method, and is suitable for experimental
and molecular environmental epidemiological studies. For the individual
samples, the lack of correlation between the two methods confirms our
knowledge of the partial difference/overlapping of the substrate spectra of the

two methods.

When writing this doctoral dissertation, the BPDE-DNA SCIA has already
been employed for about 2,000 maternal and newborn blood samples from
European cohorts in the NewGeneris EU FP6 Integrated Project No. 016320,
for the detection of maternal and fetal PAH exposure. The results of the
statistical analyses and the consortium publications are currently being

prepared.

| showed that in the sample preparation process, the isolation methods and the
storage conditions of the DNA samples exert a critical impact on the
quantitative determination of DNA adducts. Therefore, a special attention
should be placed to this factor when archived DNA samples are used in
molecular epidemiological studies, and also when DNA biorepository banks

are established for future studies.
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