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Bevezetés

Magyarorszag az els6 helyen a8l daganatos haldozasban a férfiak kozott, és nok kozott a
harmadik helyen (52 adatszolgdltatd orszég kozil). Becsések szerint a fejlett orszagokban
2000-ben a korspecifikus haldlozas 13%-a csokkent a primer prevencio, és 6% -a a korai
diagnozis és a sziirés jovoltébol. A daganatbiol6gidban akalmazott molekularis genetikai -
bioldgiai modszerek egyre tobb lehetoséget adnak a daganatkeletkezés korai észlelésére, a
magas rizikdju egyének és populéciok azonositasara. A daganatok elsddleges megel 5zésének
(primer prevencio) alapfilozéfigja az, hogy elkerlljik a daganatkeltd égenssel vald expoziciot.
Biomarkerek jelezhetik az expoziciot (az expozicio biomarkerei) a betegség kialakulasa el6tt, és
segitségikkel felmérhetjik a biolégiai hatast (a biologia hatés biomarkerel). Biomarkerek
lehetnek az adott vegylletek és metabolitjailk, a DNS- és fehérje adduktok, a daganatok
kialakulasdban érintett (proto)onkogének, vagy a tumor szuppresszor gének mennyiségi és
minGségi valtozasai.

Kornyezetiinkben szamos kémiai karcinogén fordul el6. Kilondsen veszélyes, pluripotens
karcinogének a policiklusos aromés szénhidrogének (PAH), melyek foglalkozasi expoziciot
jelent koolgjszdrmazékokkal dolgozdk korében, de szdmos més foglalkozas esetében is, ahol
fat6olgjat, gazolgjat hasznanak, de sok van a dohanyflistben és a belsd égési motorok
kipufogdgazaiban is. Hatasukra mutéaciok érhetik a (proto)onkogéneket és tumor szuppresszor
géneket és ennek kovetkezményeként génexpresszid-valtozasokat is tapasztalhatunk. A
(proto)onkogének és tumor szuppresszor gének expresszidjanak valtozésal, és az azokat esetleg
okozd szomatikus genetikai eltérések (mutacid, amplifikacio, stb.) mér évekkel megel6zhetik a
manifeszt daganat kialakulasat, igy méar pretumoros, preblasztomat6zisos (premorbid) allapotban
is detektalhatok. Egyes gének expressziojanak vatozasa figyelmeztethet a veszélyre a betegség
megjelenése el6tt, vagy annak kezdetén, igy lehetéség nyilhat a veszélyeztetett csoportok
kiemelésére, a karos hatas megsziintetésére, miel6tt a betegség kialakulna. Példaul a Ha-ras
expressziG-emelkedése a kémia karcinogén expoziciét is jelezhet, a p53 pedig a DNS
karosodast, illetve a hibak javitasat. A policiklusos aromés szénhidrogénekkel valé expozicié és
a vérben mért addukt szintek illetve a vizeletben mért metabolitok mennyisége nem mindig ad
pontos egyezést az epidemiologial felmérések dtal gyidjtott adatokkal. Ezért is szikségesnek
la&tszik Uj biomarkerek bevezetése, melyekkel pontosabb képet kaphatunk az expoziciordl és a



korai biolégiai hatasrél. Ehhez a daganatképzédésben érintett gének alkalmazésa lehet az egyik
jérhat6 .

A megfelelé biologiai mintdhoz nem mindig kénnya hozzéférni, mert az embereket foleg
populécios szintii vizsgalatoknal, nem tehetjuk ki nagy invazivitassal jaro eljarasoknak. Az
dlatkisérletekben jol vizsgdlhato célszerveket igy mas mintaval kell helyettesiteni. Ilyen lehet
példaul aperiférias vér.



K érdések

Makroszkopos- és mikroszkopos daganat megjelenése elétt torténnek- e potencidlis, marker
értékii genexpresszi6-valtozasok karcinogén expozicio hatasara?

Az esetlegesen kordn meglévo elvéltozasok értékelhetdk-e a premalignus és malignus
stadiumban is?

Milyen Osszefliggés van a korai és a késsi elvatozasok kozott (diagnosztika, prevencio
szempontjabol)?

A célszervek mellett a periférias vérbol nyert fehérvérsejtek alkamasak-e a karcinogén hatés
jelzésére, hasonl 6 értékeket mutatnak-e a cél szervekben mért génexpresszi6-valtozasokkal ?
A kémia karcinogén indukdlta génexpresszié-valtozast mennyiben lehet befolyasolni
potencidlis daganatmegel 6z6 szerrel?

Alkalmas |ehet-e az dtalunk feldlitott in vivo tesztrendszer kemopreventivumok tesztel ésére
is?

A kérdések megvalaszolasara Ph.D. dolgozat kisérletes tematikaja négy részre oszthato:

1

2.

A kémial karcinogen expoziciot kdveto korai genexpresszi6-vatozasokat - mint potencidlis
korai biomarkerek - vizsgalata kilonb6z6 szervekben.

A kémiai karcinogén expoziciot kdveté hosszl tavl génexpresszio-valtozasok vizsgaata
kilonboz6 szervekben.

Karcinogénnel  indukdlt génexpresszié-vatozasok egyidejii vizsgaata konnyen
hozzéférhet6 biolbgiai mintaban és a feltételezett célszervekben.

Karcinogénnel indukalt génexpresszid-valtozasok vizsgdata feltétélezetten daganatellenes

hatasll szer hatasara kiilonbdzd szervekben.



Anyag és modszer

A szoveti karosodés és a toxikus hatds megdllapitasara elektronmikroszkokos vizsgélatnak
vetettik ald CBA/Caegerek mga DMBA (7,12-dimetil-benz(a)antracén) és 1-NP (1-nitropirén)
kezelés utan 48 draval.

A DMBA és az 1-NP méllett az avas olg hatésat vizsgaltuk. A kilonbozo szervekben
megfigyelt korai (24-48 Orés) és késbbbi (1, 3, 6 és 12 hbénap) génexpresszid-vatozasokat
egybevetettik a kilonbdzo idopontokban észlelt génexpressziG-valtozasokkal és az irodalomban
taldlt, illetve sajét Kisérleti rendszeriinkben megfigyelt karcinogén indukdlta génexpresszio és
daganatok eléfordulasaval. A kovetéses vizsgdlatban egy évig figyeltik a karcinogén expoziciora
adott genexpresszié-valaszt. Az eredmények elemzése utdn kovetkeztettiink arra, hogy mely
gének expresszio-vatozésa alkalmas leginkdbb behatarold biomarkernek. A dot blot technikét
egyszerii kezelhetdsége és jO kvantifikal hatdsaga miatt val asztottuk.

A korai, manifeszt daganatot megel6z6 génexpresszié vizsgdlat human diagnosztikaban
potencidlis biomarkerként torténd felhaszndlasanak lehetoségét allatkisérletekben teszteltik. A
kisérleteket kémiai karcinogénekre érzékeny CBA/Ca egerekkel és Long-Evans patkanyokkal
végeztik. Feltétélezetten daganatellenes hatastl szerek kozil egy kalkon szarmazékot, az E-2-(4' -
metoxi-benzilidén)-1-benzoszuberont (MBB) vélasztottuk.

Felvetodott a megfelel6 olddszer kivalasztasanak szilkségessege is. Az apolaros policiklusos
aromas vegylletek jol oldédnak DMSO-ban és olgjban. Ordlis és i.p. (intraperitonedlisan -
haslregbe oltva) bejuttatva is aktiv a DMBA a mikronukleusz teszt szerint. Més-mas idépontban
taldhatd a legtoébb mikronukleusz ha kukorica olgjban, vagy DMSO-ban oldjuk a DMBA-t.
Kukorica olgjban oldva 24 6ra koértl van a cstcs, mig DM SO-ban oldva 48 éra korll figyelhet6
meg, az eritropoezis drdmal csiikkenése mellett. A fenti eredményeket megfontolva a kukorica
olg hasznélata mellett dontottink.

Elektronmikroszkopos vizsgalat

Szdvettani elokészités a vér kimosdsaval kezdddott a szervekbol foszfa pufferrel (0,1 M, pH
7,4), mad perfazios fixdas kovetkezett (4% paraformaldehid + 1% glutéraldehid foszfat
pufferben oldva). Az utofixdlas (kivett szerv) 1 gelen & tartott (4% paraformaldehid + 1%

glutdraldehid, foszfat pufferben — immerzios fixdlass modszerrel), ezt mosas foszfat pufferrel



(0,1 M, pH 7,4), fixdlds OsO4-a (2% OsO, 0,2 M foszfét pufferben oldva) 1 6ran at 4 °C-on és
ismét mosas foszfét pufferrel (0,1 M, pH 7,4) kovette. A viztelenités felszall6 alkoholsorral (50-,
70-, 90-, 96%0-0s és abszol it alkohol) tortént, kdzben kontrasztozas volt blokkban 10-10 percig, a
70%-0s akoholnad uranil acetattal. Ezt mosas telitett alkohollal (2x20 perc) és propilén-oxidban
(2x5 perc) kovette, majd kezelés miigyanta (Durcupan): propilén-oxid 1:1 ardnyu keverékével 30
percig és miigyantaval (Durcupan) 1 éelen &t. Blokk készités (zselatin kapszulaba kertl a minta)
és polimerizéacio (48 6rén & 56 °C-on) zérta az el Okészitést.

Félvékony metszet készitése (festés toluidin oldattal) és ultravékony metszet készitése utén
kovetkezett az el ektronmikroszkopos vizsgalat.

RNSizoldés

A cervikdlis diszlokacidval eolt dlatokbdl szarmazd szervek mosasa fizioldgias sdoldattal,
homogenizdds (100 mg szovet/1 ml TRIZOL (GIBCO) oldatban). Az izoldéast 1 ml
homogenizatumbdl kiindulva a gyartdo (GIBCO) d&ta leirt modon végeztik. A minta
nukleinsav/fehérje ardnyat ellendriztik fotometralassal (A 2e0/A2s0>1,8).

Az RNS blottol ésa:

A blottert bedztatjuk DEPC-vizbe (DEPC: dietil-pirokarbonét), legaldbb 1 6réra, majd fllke alatt
megszéaritottuk, a membrant (Hybond+, Amersham) beaztattuk 5X SSC-be (DEPC-es), 15 percre,
majd a membrant réhelyeztik a blotterre (Hoefer), bekapcsolt szivasna szeretjik Ossze a
készlléket. 50 pl 20x SSC-t (DEPC-es) aszivattunk minden lyukon, majd a mintakat és a
pozitiv-negativ kontrollokat tartalmazé oldatokat (50-50 pl), ezt kovette 50 pl 20x SSC-t
(DEPC-es) étszivatdsa minden lyukon. Szivas aatt szétszedtik a késziléket, a membrant
aztattuk DEPC-es 0,4 n NaOH-ban 2 percig és mosastuk DEPC-es 5x SSC-ben 1 percig. A
nukleinsav fixalést UV fénnyel (10 percig) végeztik.

Hibridizalas

A préba fluoreszcens jeldlését ECL kittel (Amersham) végeztik a gyartdé Utmutatésa szerint. A
hibridizalas ugyancsak a fenti gyartd ajanlasa szerint tortént 42 °C-os inkubalassal egy éjszakan
a. Folpack folidba csomagolt membrant rontgen kazettdba helyeztik, majd a filmet eléhivtuk
0,5-2 dramulva. A kapott eredmeényt Quantiscan szoftver segitsegével ertékeltik ki.



Eredmények

A kisérletek eredményel szerint elsbsorban a ras és a p53 gének expresszidjanak emelkedése
(mRNS szinten vizsgdlt) mutatja a karcinogén expoziciot. A c-myc mRNS-e gyorsan lebomlik,
igy feltehetdleg metodikai okokbdl nem adott értékelhetd eredményt. A karcinogén anyag adéasat
kovetd 24. és 48. oraban (ekkor még viszonylag magas a karcinogén anyag koncentracidja a
szervezetben) a ras és a p53 gének expresszid-emelkedése jelezte a karcinogén expoziciét. A
karcinogén anyagok kozil a DMBA-val kezelt dlatok esetében magasabb expresszios értékeket
meértiink amint az 1-nitropirénnel kezelteknél. Az 1-nitropirénnel végzett hosszu tévua kisérletben
nem kaptunk egyértelml dsszefliggést a karcinogén koncentrécio és a génexpresszio-valtozas
kozott. Osszességében megdllapithatd, hogy - karcinogén anyagtdl fiiggd mértékben - egyes
gének expresszio-vatozésa jelezheti a karcinogén expoziciét. A dolgozatban aras és p53 genek
kilonbdzd szervekben mért expresszid-emelkedése korreldt - az expoziciét kdvetd két napon
belll - expozicidval.

A periférias vérbdl szarmazo fehérvérsejtekben mért genexpresszi6-emelkedés - a kil onbdzo
szervekben mért értékekhez hasonldan - kimutathat6 volt és az 1-nitropirén esetében kevésbé, a
DMBA esetében kifejezettebben utalt a Ha-ras és a p53 expresszio-emelkedés a karcinogén
expozicidra.

A karcinogén anyaggal (DMBA) indukdlt révid tava génexpresszid-emelkedést csokkenteni
tudtuk potencidlis daganatellenes szer (E-2-(4'-metoxi-benzilidén)-1-benzoszuberon (MBB))
egyidej0 adasaval ras és a p53 gének esetében. Ez utdbbi eredmény megerdsiti azt, hogy e két

gén expresszi 6-emelkedése a karcinogén hatast jelzi.



M egbeszélés

A feltett kérdésekre a kovetkezd valaszokat kaptuk:

A c-myc, ras és a p53 gének kozil aras és a p53 genek képesek voltak jelezni karcinogén
anyagok (1-nitropirén, DMBA, és az avas olg) expozicidjanak korai hatasat, expressziojuk
emelkedésével 24 és48 orava akezelés utén az dlatok szerveiben.

Az expoziciot koveté késobbi idopontokban (1, 3, 6 és 12 hénappal a kezelés utén) azonban
az 1-nitropirén esetében nem tudtunk kimutatni a karcinogén expozicidra utald expresszio-
véltozast a vizsgalt szervekben és génekben. A karcinogén anyag hatésara bekovetkezo
génexpresszio-emelkedés tehat &menetinek mondhaté kisérleti rendszerinkben (korai,
behatarol 6 biomarker).

A periférids vérbol szarmazd fehérvérsejtekben mért génexpresszié-emelkedés az esetek
zOmében j6 dsszefliggést mutat a célszervekben mértekkel. Az 1-nitropirén esetében kevéshé,
aDMBA esetében kifejezettebben utalt a Ha-ras és a p53 expresszi 6-emelkedés a karcinogén
expoziciora fehérvérsejtekben.

A karcinogén anyagga (DMBA) indukalt rovid tavi génexpresszio-emelkedést csokkenteni
tudtuk potencidlis daganatellenes szer (MBB) egyidejti adasaval ras és a p53 gének esetében.
Ez utébbi eredmény megerésiti azt, hogy e két gen expresszié-emelkedése a karcinogén
hatast jelzi, mivel az MBB a reaktiv karcinogén metabolitok kialakuldsanak gatlasaval
csokkenti az aktiv karcinogén formak mennyiségét, igy az azok indukdlta génexpresszio
kovetkezetesen alacsonyabb volt.

A dolgozat eredményei bizonyitottak a felhasznalt allatmodell alkalmazhatoségét karcinogén

expozicid és kemopreventiv szer hatdsdnak kimutatésara és elOrevetitik az mMRNS-szint(

génexpresszi6-valtozés késdbbi humén alkalmazhatdsaganak |ehetBségét.
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