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1 Bevezeto

A molekuléris jarvanytan olyan teriilet, amely integralja a molekularis biologiat és az
alapvetd epidemioldgiat. A biologiai utvonalban részt vevé biomarkereket és a
betegségek kockazataval kapcsolatos specifikus géneket vezeti be az epidemiologiaba,
hogy felismerje a betegségek okat, kockazati tényezoit, a megeldzését, sot a kezelését
is. Hangsulyt helyez a betegségek kialakuldsdhoz vezetd genetikai, kdrnyezeti és egyéb
tényezok kozotti kolcsonhatasokra. A rak, betegségek olyan csoportja, amelyet a
gyorsan ¢és ellendrizetlentil 1étrejovo és mas szervekre atterjedd koros sejtek okoznak.
A vildgon ez a masodik vezetd haldlozasi ok. A rdkot genetikai és kornyezeti tényezok

kombinaciodja okozza.

A molekularis epidemioldgia eszkdzoket biztosit e tényezdk kozotti kdlesonhatés
megértéséhez. A "hagyomanyos epidemiologiatol” eltérden, amely az ido, a hely ¢és a
személy koriil forog, a molekuldris epidemiologia figyelmet fordit a betegségekkel
kapcsolatos biomarkerek - példaul DNS, transzkripcids (atirasi) faktorok, RNS,
sejtfelszini receptorok, enzimek, s6t metabolitok - keresésére, majd ezeket felhasznélja
a betegségek populaciokon beliili mechanizmusainak magyarazatara. Egészen a rak
kialakuldsanak kockazatatdl kezdve, a rak molekuldris epidemiologiai kutatasaban
hasznalt biomarkerek csoportosithatok az alabbiak szerint: a kitettség jelei, belsé dozis
jelzdk, bioldgiailag hatékony dozis jelzdk, korai bioldgiai hatasjelz6k, megvaltozott
szerkezet/ funkcio jelei, progndzis biomarkerei, betegség jelei. Ezek a markerek fontos
szerepet  jatszanak a  betegségek korai  felismerésében, diagndzisdban,

stadiumbeosztasaban, kezelésében és prognozisaban.

Azonban Uj teriilet jellegébdl fakadoan tovabbra sem vilagos, hogy a molekularis
epidemiologiat hogyan hasznaljak fel a konkrét gyakorlati vizsgélatokban, és hogyan
segit az okok, valamint a kockdzati tényezOk feltarasdban és végsd soron a
védekezésben. Ezért e tanulmany célja, hogy két gyakorlati tanulmanyon keresztiil

mutassa be, a molekularis epidemioldgia jelenlegi allasat a rakkutatdsban: "Az



egynukleotid-polimorfizmusok ¢és a borrak-érzékenység kozotti kapcsolat" és "A

hidrogéngéz tiidérakra gyakorolt kezelési hatdsa" mentén.

2 A hidrogén gaz terapias hatasa tiidérak esetén -- Linc-PINT és LincCRNA-

p21 biomarkerekként

2.1 Hattér

A tiddérdk (LC), mint az egyik leggyakoribb rdkos megbetegedés, vildgszerte
megnodvekedett megbetegedési és haldlozasi aranyt okoz. A hosszu intergenikus nem
fehérje kodolé RNS p53-indukalt transzkriptum (LINC-PINT) és a LincRNS-p21
TP53-indukalt transzkriptumok. Megvizsgaltak, hogy a LINC-PINT és a lincRNS-P21
megjelenése csokken rosszindulati rak esetén. A molekuléris hidrogén (H2) egy 1j
orvosi gaz, amelyet szelektiv antioxidansként hasznalnak a gyulladéscsokkento és az
anti-apoptozis funkciok modulalasaban. A H2 szerepet jatszik az LC kezelésében is.
Ezért e tanulmany célja a H2 kezelési hatasanak feltarasa a tiidéraksejtekben a LINC-

PINT és a lincRNS-P21 megjelenésének azonositasaval.

2.2 Modszer

Az elektrokémiai vizkésziiléket hidrogéngdz eldallitdsara hasznaltam. qRT-PCR-t
alkalmaztam a LINC-PINT és a lincRNS-P21 megjelenésének meghatarozasara a
tildérakos sejtekben. Egyiranyu varianciaanalizist (ANOVA) és linedris regressziot

végeztlink a tobb csoport kozotti kiilonbségek és Osszefiiggések elemzésére.

2.3 Eredmények

2.3.1 Lehetséges befolyasolo tényezok vizsgalata

Annak érdekében, hogy a H2 géz aramlésa stabil legyen, megvizsgaltuk a H2 és az idd

kozotti kapesolatot. A termelt hidrogén térfogata linearis kapcsolatban 4llt az idovel



(Y=32,78+1,55X, R2=97,60%, P<0,05). Emellett az ANOVA eredmény azt mutatta,
hogy a doboz harom rétegének H2-koncentracidja kozott nem volt statisztikai

kiilonbség (F=0,589, P>0,05). igy megerbsitettiik, hogy a petri csésze kozépsé és felsd

ey

2.3.2 A H:2 koncentracio hatasai a lincRNS-k kifejezédésére

A tiiddrakos sejteket 3 kiilonb6zd koncentracioja (0%, 5% és 10%) H2 gazzal kezelték
harom kiilonb6z0 idétartamban (2H, 3H és 3H30). A LINC-PINT kifejezddési szintje
szignifikansan korrelalt a névekvé H2-koncentracioval, a 0%-t6l (kontrollcsoport) az
5%-0s ¢és 10%-os koncentracidig a 2H30 és 3H iddcsoportokban (R22H30=0,52,
R23H=0,57, mindkettd P<0,05). A kifejezddési szintek és a H2-koncentraciok kozotti
pozitiv kapcsolat a lincRNS-P21 kifejezddése esetében is megfigyelhetd volt a 2H30
idécsoportban  (R2=0,88, P<0,01). Ezzel szemben a LINC-PINT expresszidja
szignifikans negativ korreldciot mutatott a H2-koncentracidéval a 3H40 idécsoportban

(R2=0,81, P<0,01).
2.3.3 A kezelés idejének hatasa a linc-RNA kifejezddésre

A LINC-PINT kifejezddési szintje az 5%-0s H2 és a 10%-o0s H2 csoportban ellentétes
tendenciat kovetett a kiillonbozd hosszisagl kezelés utan, azonban egyik tendencia sem
volt statisztikailag szignifikdns (F5%H2=1,60 és R25%H2=0,78, F10%H2=3,64 és
R210%H2=0,34, mindegyik P>0,05). A 1lincRNS-P21 expresszidja az id6 mulasaval
csokkent (F5%H2=13,54 és R25%H2=0,66, F10%H2=28,94 ¢és R210%H2=0,81,

cre

24 Eredmények

Tudomasunk szerint ez az elsd olyan tanulmany, amely azonositja az IncRNS-ek
lehetséges szerepét biomarkerként a tiidordkos sejtekben a hidrogéngaz hasznalatat
kovetden. Eredményeink azt mutattdk, hogy a hidrogén nemcsak a sejtek funkcioit

befolyasolta DNS- és fehérjeszinten, hanem az IncRNS-expresszidjukat is. Tovabba azt
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crer

6ra harminc perc ¢€s harom ora elteltével. Tovabba, a LINC-PINT-hez hasonloan a
lincRNS-P21 expresszidjat 5%-os H2 gaz haszndlata utdn talaltuk a legalacsonyabbnak,

amelyet a 10%-0s , majd a 0%-os H2 kdvetett, 2 6ra és 30 perc id6tartamban.

A TP53 altal indukalt LINC-PINT transzkriptumot tobbféle emberi szovetben is
kimutattdk (1). A LINC-PINT autoregulativ moédon negativan modulalja a TP53-at
azaltal, hogy a sejtciklus leallasdnak szabalyozdjaként és DNS-kéarosodas esetén
tulélést eldsegitd molekulaként miikodik. A LincRNS-P21 szintén tumorszuppresszor
(2), amelyrdl kimutattdk, hogy kompetitiv médon ko6tdédik a Mouse double minute 2-
h6z (MDM2), hogy névelje a TP53 transzkripcios aktivitasat (3). fgy a LINC-PINT és
a lincRNS-P21 kozvetleniil és kozvetve szabalyozza a sejtproliferaciot, a migraciot, az
apoptozist €és a Warburg-effektust (4), és a sejtnovekedéshez és a proliferacidhoz is

elengedhetetlen (5).

Eredményeink tehat azt mutatjak, hogy a H2-gaz felfelé szabalyozta a LINC-PINT és
a lincRNS-P21 expresszigjat a tiidoraksejtekben, amirdl kordbban szintén beszamoltak
(6). Példaul egy LC-betegek bevonasaval végzett paciens alapu vizsgalat azt jelezte,
hogy a normalis szovetekhez képest a lincRNS-P21 expresszidja csokkent a
tumorszdvetben (7). A lincRNS-P21 ezen lefelé szabalyzasat az NSCL-ben Samaneh
Talebi tanulmanyéban is leirta (8). Dongchang Wang és munkatarsai arrol szamoltak
be, hogy a H2 gazzal torténd kezelés gatolta az A549 ¢és H1975 sejtek novekedését,
migraciojat, invaziojat ¢és apoptozisait a kromoszoéma-kondenzéicid egyik

szabalyozojanak lefelé torténd szabalyozasaval (9).

Erdekes médon azonban azt talaltuk, hogy a leghosszabb ideig (3 6ra 40 perc) H2
gazzal kezelt sejtekben a LINC-PINT expresszios szint csokkent. Vizsgalatunk azt is
kimutatta, hogy a lincRNS-P21 expresszidja az 5%-0s és 10%-os H2 kezelési
csoportokban az i1d6 muléasaval csokkent. Eredményeinket alatdmasztjak Castellano és
munkatarsai. Tanulmanyuk arr6l szdmolt be, hogy a rosszabb prognozist tiidérakos

betegeknél magasabb lincRNS-P21-szintek voltak, mint a jobb prognozisuaknal (7).



A lincRNS-p21-r6l kimutattdk, hogy hipoxiara reagalé IncRNS, amely hipoxias
koriilmények kozott a HIF-1a-hoz és a VHL-hez kotddve fontos szerepet jatszik a
glikolizisben (10). A Warburg-effektus a gliikoz-anyagcsere zavart formajaként
definidlhatd, amely oxigén jelenléte ellenére fokozott gliikozfogyasztassal ¢és
laktattermeléssel jar, ami a daganatokra ¢és a rosszindulatu fejlédésre jellemzé (11). Ez
a metabolikus jellemz0 a Warburg-hatas, amelyrdl kimutattdk, hogy hozzéjarul a
(12,13). Korabbi vizsgalatokban a LINC-PINT negativ korrelacidjat mutattak ki a HIF-
lo-val, egy oxigénérzékeld transzkripcios faktorral a gyomorraksejtekben (14). igy
nagy valdszintiséggel a LINC-PINT és a lincRNS-P21 is részt vesz a tiidoraksejtek
glilkkézanyagcseréjének zavaraban (15). Ezen adatok alapjan tehat azt feltételezziik,
hogy a hidrogénnel torténd kezelés a tiidoraksejtekben Warburg-effektust idézhetett eld,
ami viszont a LINC-PINT és a lincRNS-P21 csokkent expressziojat eredményezte.

Hipotézisiink ellendrzéséhez azonban tovabbi kutatdsok indokoltak.
2.5 Kovetkeztetés

Osszefoglalva - bar a LINC-PINT és a lincRNS-P21 szintje csdkkent a viszonylag

hosszu H2 csoportokban - vizsgalatunk azt mutatta, hogy a LINC-PINT és a lincRNS-

kétoras, mind a harminc perces, mind a haromoéras kezelés utan.
gy megéllapithato, hogy a hidrogéngaz viszonylag révid hasznalati id3 utén felfelé

szabalyozta a LINC-PINT és a lincRNS-P21 kifejezédését a nem kissejtes

tiildoraksejtekben.
2.6 Vizsgalati korlatok

Bér minden kisérletet hdromszor ismételtiink meg, az ismétlések szama tovabbra is a
vizsgalat egyik f0 korlatjat jelentheti. Masodszor, a H2 kezelési id6 2 ora 30 perc és 3

ora 40 perc kozott mozgott, ami nem tekintheté hosszii idSintervallumnak. gy



eredményeink eltérhettek volna, ha hosszabb kezelési iddt alkalmazunk.

3 Példa a rak kockazatanak értékelésére: kapcsolat a single és nukleotid

polimorfizmusok és a borrakra valé hajlam kozott

3.1 Bevezetés

A kockézatfelmérés a rakos megbetegedésekkel nem rendelkezd személyeknél a rak
kialakuldsanak legkorabbi bizonyitéka. Az egynukleotid-polimorfizmusok (SNP-k)
beavatkoznak bizonyos gének mikodésébe, és igy befolyasolhatjdk a borrak
kialakuldsanak valoszinliségét. Az SNP-k és a bdrrak kozotti dsszefliggésnek azonban
nincs statisztikai ereje. Ezért e tanulméany célja az volt, hogy haldzati metaanalizis
segitségével  azonositsa a  bdrrdkra vald  hajlamban  szerepet  jatszo
génpolimorfizmusokat, és meghatdrozza az SNP-k ¢és az SC-kockazat kozotti

kapcsolatot.

3.2 Modszer

A PubMed, Embase és Web of Science adatbazisokban olyan cikkeket kerestem,
amelyek kulcsszoként az "SNP" és a kiilonbozd tipusi SC-ket tartalmazzak, 2005
januarja €s 2022 majusa kozott. Az elfogultsag megitélésének értekelésére a Newcastle-
Ottawa-skalat hasznaltuk. A vizsgéalatokon beliili és a vizsgalatok kozotti heterogenitas
becslésére esélyhanyadosokat (OR) ¢és azok 95%-os konfidenciaintervallumait (CI)
hatdroztuk meg. Metaanalizist és halézati metaanalizist végeztink az SC-vel
Osszefliggd SNP-k azonositasara. Az egyes SNP-k P-pontszdmat 6sszehasonlitottuk,
hogy megkapjuk a valdsziniiségi rangsort. A rak tipusa szerint alcsoportelemzéseket

végeztem el.

3.3 Eredmények

3.3.1 [Irodalomkutatas eredményei



Az irodalomkutatéas kezdetben 3575 tanulmanyt azonositott a PubMed, Embase ¢s Web
of Science adatbazisokbol. A keresést 2022. majus 2-4n fejeztem be. A cimek és
Osszefoglalok alapjan 368 tanulmanyt és 232 teljes szovegli kéziratot szlirtem at. A
befogadasi kritériumoknak 59 tanulmany felelt meg, és bekeriilt a halozati
metaanalizisbe. Egy cikket elfogultsdg miatt kizartam, az aldbbiakban kifejtettek

eredményeképpen.

3.3.2 A tanulmanyok jellemzdi és elfogultsagai

2005 és 2022 kozott 60 tanulméanyt tettek kozzé. A kaukazusi vagy mongoloid
etnikumokat vizsgél6 tanulmanyok bevonasra keriiltek. Az 6t csillagnal alacsonyabb
NOS-pontszdmmal rendelkezd tanulmanyokat kizartam. Végiil 59 cikket vontam be a

szisztematikus attekintésbe és metaanalizisbe.

3.3.3 Paros metaanalizis

Kozvetlen metaanalizist végeztem a 275 SNP és az SC kockazata kozotti 6sszefiiggés
meghatarozasara. A 47 vizsgalatbol szarmazd 72 SNP szoros Osszefliggést mutatott az
SC-vel az allélmodellt alkalmaz6 vizsgalatokban (A vs. B), mig a dominans modellt
alkalmaz6 31 vizsgalatbol szarmazo6 52 SNP esetében szignifikans dsszefliggést talaltak
(AA+AB vs. BB). Tovabba a recessziv modell (AA vs. AB+BB) alapjan 35
tanulmanybdl szarmazo 77 SNP allt kapcsolatban az SC-vel. A kimutatott SNP-ket

tovabb elemeztem a diagnosztikai pontossag szempontjabol.

A SUCRA szerint az allélmodell alkalmazhatéo a dominancia feltarasara. Ezutan a
dominans modellt valasztottam az SC diagnosztizaldsira szolgdld genotipizalasi

modellnek.

3.3.4 Azallélmodell (A vs. B)

Az allél modellben az rs16891982 (G vs. C, kombinalt OR [cOR]=2,74, 95% CI [2,20,
3,401), 15885479 (G vs. A, cOR=1,46, 95% CI [1. 06, 2,01]), rs1544410 (G vs. A,



cOR=1,19, 95% CI [1,06, 1,34]), rs731236 (T vs. C, cOR=1,11, 95% CI [1,00, 1,23]),
¢s az rs25487 kisebb alléljai (G vs. C, cOR=1,11, 95% CI [1,00, 1,23]), valamint az
rs25487 kisebb alléljai (G vs. A, cOR=1,19, 95% CI [1,06, 1,34]). A, cOR=0,92, 95%
CI [0,85, 0,99]), rs4911414 (G vs. T, cOR=0,85, 95% CI [0,75, 0,96]), rs1695 (W vs.
M, cOR=0,79, 95% CI [0,65, 0. 95]) és rs2228570 (vad tipusu all¢l vs. mutans allél,
cOR=0,79, 95% CI [0,71, 0,88]) legalabb két vizsgalatban szignifikdnsan 0sszefliggott

az SC-vel. Az Osszesitett P-érték minden SNP esetében kisebb volt, mint 0,05.

3.3.5 A dominans modell (AA+AB vs. BB)

Az eredmények azt mutatjak, hogy azok, akik homozigdtak és heterozigotak voltak a
{6 allélokra: rs16891982 (GG+GC vs. CC, cOR=3,72, 95% CI [1,66, 8,35]), rs494379
(TT+TC vs. CC, cOR=2,62, 95% CI [1,96, 3,49]), rs514921 (AA+AG vs. GG,
cOR=2,14, 95% CI [1,67, 2. 75]), rs1144393 (AA+AG vs. GG, cOR=1,48, 95% CI
[1,19, 1,84]), rs11615 (AA+AG vs. GG, cOR=1,41, 95% CI [1,02, 1,95]) és rs498186
(TT+TG vs. GG, cOR=1,35, 95% CI [1,10, 1,65]) esetében magasabb volt a SC
kialakulasanak kockazata, mint a kisebbségi allélokra homozigota személyeknél. Ezzel
szemben az rs25487 (GG+GA vs. AA, cOR=0,85, 95% CI[0,72, 1,00]) és azrs1805007
(CCHCT vs. TT, cOR=0,42, 95% CI [0,19, 0,91]) kisebbségi allélra homozigbdta
egyének szignifikdnsan Osszefiiggésbe hozhatok az SC-re valdo fokozott

fogékonysaggal.

3.3.6  Alcsoport elemzés

A harom genotipus mindegyikére vonatkozoan elvégeztiikk a kovaridns regresszios
elemzést. Az eredmények azt mutattadk, hogy a rék tipusa nem volt a heterogenitas

forrasa a vizsgalt modellekben.

3.3.7 Halozati bizonyiték



3.3.7.1 Azallélmodell

A hélozati diagram az egyes SNP-parok durva 6sszehasonlitdsat mutatja (1. dbra). A
csomopont egy SNP-t jelol, a mérete pedig a tanulményok szamat. A csomépontok
kozotti kapesolatok egy par 6sszehasonlitast jelentenek, vastagsaguk pedig a kdzvetlen
Osszehasonlitdsok szamat jelzi. Amint az la. abran lathatd, harom olyan alcsoport volt,
amelyek k6zott nem volt kapcsolat. Emellett a redundancia elkeriilése érdekében az egy
tanulméanybol szarmazé SNP-k halozatat tanulmanyunkban toroltiik. gy az allélmodell
NMA-jat két csoportra osztottuk: alcsoport (beleértve az rs1544410, rs2228570 ¢és
rs731236) és a masodik alcsoport (beleértve az rs1042522, rs1136410, rs11615,
rs13181, rs1695, rs1799793, rs1805006, rs1805007, rs1805008, rs25487, rs25489,
154911414 és rs885479) (1b. abra).
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Abra 1 A hélozati bizonyiték &bra az allél modellben 1évé egyedi nukleotid

polimorfizmusokrol (A vs. B).

Az elsé alcsoportban az rs731236 vs. rs2228570 SNP-k mutattak a legerdsebb negativ
korrelaciot az SC kockdzataval (standardizalt atlagos kiilonbség (SMD) OR=-0,08, 95%
CI [-0,18, 0,02]). Az SNP-k kozotti korrelaciok P-értékei azonban az egyes
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alcsoportban 0,05 felett voltak.

Hasonloképpen, a legnagyobb kozvetlen 0Osszevont hatasmérettel rendelkezd
Osszehasonlitas a kettes alcsoportban az rs4911414 vs. rs1805006 (SMD OR=-2,94, 95%
CI[-2,48,-3,40]) volt, amelyet azrs13181 vs. rs25489 (SMD OR=-2,35, 95% CI [-2,54,

-2,16]) osszehasonlitas kovetett.

Tovabba, a masodik alcsoportban a kozvetlen és kdzvetett bizonyitékok negativ
korrelaciot mutattak az rs1042522 vs. rs25487, rs1136410 vs. rs25489, rs11615 vs.
rs13181, rs11615 vs. rs25487, rs13181 vs. rs1799793, rs13181 vs. rs25487, rs1805007
vs. 151805006 és rs1805007 vs. rs885479. Mivel azonban az egyes Osszehasonlitdsok
kozvetett bizonyitottsdgi aranya (azaz az egyes becslilt Osszehasonlitasok atlagos
utvonalhossza) kisebb volt, mint 2 (16) , a fent emlitett 6sszehasonlitdsok mindegyike

a kozvetlen bizonyitottsag irdnyat kovette.

A borrakkal valo szignifikans Osszefliggés legnagyobb esélyével rendelkezé6 SNP-k
kivalasztasahoz a P-értékeket rangsoroltam ami az 1. tdblazatban lathato. Az SNP
1s2228570 (P-érték=0,85) az elsd helyen allt az els6 alcsoportban az allélmodellben, az
SNP rs13181 pedig a legmagasabb P-értéket kapta a méasodik alcsoportban (P-
értek=0,94).

Tablazat 1 Az SNP-k P-értékének rangsora az allél modellben minden alcsoportban

Rangsor  Alcsoport 1 P-érték Alcsoport 2 P-érték
1 rs2228570 0.85 rs13181 0.94
2 rs1544410 0.47 rs1799793 0.90
3 rs731236 0.18 rs25487 0.88
4 rs11615 0.77
5 rs1042522 0.64
6 rs1695 0.57
7 rs4911414 0.54
8 rs1136410 0.41

9 rs1805007 0.33




10 rs1805008 0.24

11 1s25489 0.19
12 rs885479 0.08
13 rs1805006 0.00

3.3.7.2 A dominans modell

A 2a. abran csak két alcsoport felelt meg az NMA kovetelményeinek. Az elsd
alcsoportba az rs1051121, rs11225426, rs1144393, rs1729376, rs2071230, rs2071231,
rs3213460, rs470215, rs470358, rs475007, rs491152, rs494379, rs498186, rs5031036,
rs514921 tartozott, rs71250626, rs7945189 ¢és rs996999 (2b. abra), mig a kettes
alcsoportba az rs1051740, rs11615, rs2228001, rs238406, rs25487, rs25489, rs3212948

€s 1s3212950 (2c. abra) tartozott.
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a. Az 0sszes alcsoportban talalhatdé SNP-k halozati abraja



4.{\31144393

. 511225426

rs222800 rs1051740

rs3212950

rs3212948

b. Az SNP-k halézati abraja az 1. alcsoportban c. Az SNP-k halozati dbraja a 2.

alcsoportban

Abra 2 Az egynukleotid-polimorfizmusok (SNP-k) hélozati evidencia abraja a
dominans modellben (AA+AB vs. BB). a. halozati térkép 47 SNP-vel; b. Az elso
alcsoport halozati térképe 18 SNP-vel; c. A masodik alcsoport halézati térképe 8 SNP-

vel.

Az elsd csoportban nem volt ellentmondas a kdzvetlen és kozvetett bizonyitékok kozott.
A legerdsebb pozitiv 0sszefiiggések ebben az alcsoportban az rs475007 vs. rs1729376
€s az1s475007 vs. rs2071231 6sszehasonlitasa volt (mindketté SMD halozati OR=4,23,
95% CI [ 2,19, 6,25]). Ezeket kovette az rs475007 vs rs491152 Gsszehasonlitas, amely
SNP-k negativan korrelaltak az SC kockazataval (SMD of network OR=-4,21, 95% CI
[-6,24, -2,18]). Az 15494379 és az rs514921 Gsszehasonlitdsa mutatta a legerésebb
kozvetett korrelaciot (az indirekt OR SMD=11,52, 95% CI [-9,40, 32,44]).

A kozvetlen és az indirekt bizonyitékok irdnya eltérd volt az rs1144393 vs rs1051121,
rs11225426 vs rs1144393, rs1144393 vs rs1729376, rs1144393 vs rs2071230,
rs1144393 vs 152071231, rs1144393 vs 1s3213460, rs1144393 vs rs470215
Osszehasonlitasokban, rs1144393 vs rs470358, rs1144393 vs rs491152, rs1144393 vs
rs5031036, rs1144393 vs rs71250626, rs1144393 vs rs7945189, rs1144393 vs 1996999,
rs470215 vs rs514921, rs470358 vs rs498186, rs475007 vs rs514921, rs498186 vs
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rs514921, rs514921 vs rs71250626. Mivel azonban az egyes Osszehasonlitdsok

kozvetett bizonyitékaik ardnya kisebb volt, a kozvetlen bizonyitékok irdnyat kovették.

A masodik alcsoportban az rs2228001 vs. rs25487 ¢és az rs2228001 vs. rs25489
Osszehasonlitdsdban  kozvetlen és  kozvetett  bizonyitékokkal kapcsolatos
ellentmondasokat taldltam. Mig a kozvetlen bizonyitékok aranya mind a két
Osszehasonlitds esetében nagyobb volt, mint az indirekt bizonyitékoké. Ezért mind az
rs25487, mind az rs25489 negativan korrelalt az rs2228001-gyel a hal6zatelemzés utan.
Az 15238406 vs. 1525489 0sszehasonlitasban volt a legerdsebb kapcsolat (a haldzati OR
SMD értéke=-2,17, 95% CI [-2,72, -1,61]).

Ahogy a 2. tdblazatban lathato, az rs475007-nek az els6 alcsoportban a legmagasabb a
P-érteke (0,97), az rs238406-nak pedig a masodik alcsoportban a legmagasabb a P-
értéke (0,97). Ezért a bérrakkal legnagyobb valoszintiséggel dsszefiiggésbe hozhato 6t
SNP csokkend sorrendben az elsé alcsoportban a kovetkezd: rs475007, rs470358,
rs498186, rs1144393, rs470215, a masodik alcsoportban pedig : 152384006, rs2228001,
rs25487, rs11615, rs3212950.

Tablazat 2 Az SNP-k P-értékének rangsora minden alcsoportban

Rangsor  Alcsoport 1 P-érték Alcsoport 2 P-érték
1 rs475007 0.97 1rs238406 0.97
2 rs470358 0.92 rs2228001 0.87
3 rs498186 0.89 rs25487 0.62
4 rs1144393 0.84 rs11615 0.50
5 rs470215 0.79 rs3212950 0.41
6 rs514921 0.68 rs3212948 0.41
7 rs71250626 0.62 rs1051740 0.21
8 rs494379 0.59 rs25489 0.02
9 rs996999 0.58

10 rs3213460 0.42




11 rs2071230 0.27

12 rs7945189 0.27
13 rs11225426 0.26
14 rs5031036 0.26
15 rs1051121 0.17
16 rs491152 0.16
17 rs1729376 0.16
18 rs2071231 0.16

3.4 Eredmények

A paros meta-analizis kozvetlen Osszehasonlitdsai ¢és a hozzaadott kozvetett
Osszehasonlitdsok alapjan tanulmanyunk halézati meta-analizist alkalmazott az
egynukleotid-polimorfizmusok és a borrak kozotti sszefiiggések dsszehasonlitasara az
allélmodell és a domindns modell segitségével. Haldzati metaanalizisiink két
alcsoportot azonositott az egyes genetikai modellekben. Az SNP-ket a P-pontszamuk
alapjan rangsoroltuk, hogy kivalasszuk a legmegfelelobb SNP-ket. Eredményeink azt
mutattak, hogy az rs2228570 (FoklI) kisebbségi allélja (T) és az rs13181(ERCC2) (C) a
legmagasabb rangi SNP-k voltak, mind az elsd, mind a mésodik alcsoportban, az
allélmodellben. Masrészt, a domindns modellt hasznalva, az rs475007 vad tipusu és
heterozigota alléljai (AA+AT) az egyes alcsoportban és az rs238406 mutdns
homozigota allélja (AA) a kettes alcsoportban a legnagyobb valdszinliséggel a

borrakkal allt kapcsolatban.

Az1s2228570 (Fokl) egynukleotid-polimorfizmus a D-vitamin-receptor (VDR) génben
talalhatd. Ez az egyik leggyakoribb emberi VDR SNP az rs1544410(Bsml), rs7975232
(Apal) és rs731236 (Taql) mellett. A D-vitamin az ultraibolya B (UVB) sugarzas
hatasara D-vitaminna: 1,25(OH)2D3.1 metabolizalodik. Ez a metabolit a VDR ligandja,
amely viszont a DNS-ben taldlhaté D-vitamin-véalaszelemekhez kotédve egy sor
biologiai valaszt indit el a csontanyagcserében, az immunitasban, a sejtproliferacioban
¢s a differencidlodadsban (17). Ezért az 1s2228570-et nemcsak kiilonb6zo
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borbetegségekkel, példaul kronikus spontan csalankiiitéssel (CSU) (18), atopias
dermatitisszel (AD) (19) és lepraval (20) hoztak Osszefiiggésbe, hanem kiilonb6z6
rakos megbetegedések, példaul emlorak (21), petefészekrak (22), gyomorrak (23),
majsejtes karcinoma (24), pajzsmirigyrak (25), hasnyalmirigyrdk (26) és melanoma
fokozott eldfordulasi kockazataval €s rosszabb prognozisaval is. Eredményeink
Osszhangban vannak a korabbi, assay moddszereket alkalmazé vizsgalatokkal (27).
Példaul az assay-modszert alkalmazo Zeljic és munkatarsai vizsgalati eredményei azt
mutattak, hogy az rs2228570 mutalt genotipusa a vad tipusi genotipushoz képest
fokozott melanoma-kockdzattal allt 6sszefiiggésben a kaukdzusi populdcioban (27).
Ebben a biosystem assay modszerrel végzett vizsgalatban azonban nem észleltek

Osszefiiggést az 152228570 és a melanoma kozott (28).

Azrs13181 ésrs238406 SNP-k az els6 és masodik helyen alltak a masodik alcsoportban
mind az allél, mind a domindns modellben. Mindkét SNP allélja az ERCC2 (korabbi
nevén XPD) génben talalhat6. Az ERCC2 polimorfizmusok ATP-fiiggé DNS-helikaz
aktivitassal rendelkeznek, ami hatdssal lehet a DNS-javito funkcidkra. Az ERCC2
hidnya xeroderma pigmentosum (XP), trichothiodystrophia (TTD) ¢és Cockayne-
szindroma (CS) kialakulasahoz vezet (29). Ez a megfigyelés magyarazhatja, hogy az
rs13181 és az rs238406 miért hozhato dsszefliggésbe rakos megbetegedésekkel, példaul
tiidorakkal (30), méhnyakrdkkal (31), emldrakkal, a fej és nyak laphdmsejtes
karcinomajaval (32) és holyagrakkal (33). Ezekkel az eredményekkel 6sszhangban
eredményeink azt mutattdk, hogy az rs13181 minor allélja (C) és az rs238406 mutans
homozigoéta allélja (AA) szignifikdnsan Osszefliggésbe hozhaté az SC kockazataval.
Kertatbs és munkatarsai tanulmanya az rs13181 vad tipusu alléljanak magas
gyakorisagarol szamolt be elérehaladott melanomaban (34). Ugyanakkor egy
microarray chip modszerrel végzett vizsgalat, amely 1391 NMSC esetet és 2586
rakmentes kontrollt foglalt magéban, nem talalt szignifikdnsan megnovekedett NMSC
kockazatot a vad tipusa rs13181 esetében (35). Tovabba egy metaanalizis
megallapitotta, hogy az rs238406 mutans homozigdta allélja (AA) pozitivan tarsult az

idegrendszeri, az emésztérendszeri , a genito-urindlis és a 1égzérendszeri rakok fokozott
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kockazataval, de a bazalsejtes rakok nélkiil (36).

A matrix metalloproteindzok (MMP-k) a proteolitikus enzimek csalddja, amelyek az
extracellularis fehérjék lebontdsa révén részt vesznek a sejtek mobilitasdban,

crer

szekretalt enzim, amely fibrillaris kollagént hasit at, osszefliggésbe hozhaté a rakos
megbetegedésekkel, mivel eldsegiti a radkos sejtek proliferdcidjat, a tumor
angiogenezisét ¢s a vaszkulogenezist (38). Kutatdsunk domindns modelljében az elsd
alcsoport 0sszes SNP-je az MMP1 génben helyezkedett el, és az SNP, amely a
legnagyobb valoszinliséggel kapcsolatba hozhat6 az SC-vel, az rs475007 volt. Tovabba
az 15475007 minor alléljanak homozigozitasa csokkentette a borrak kockazatat.
Hasonl6é eredményeket talaltak Hongliang Liu vizsgalatdban, amely arrol szamolt be,

hogy az rs475007 f6 alléljara homozigdta vagy heterozigota betegeknél nagyobb

valdszinliséggel fordult el nagyobb bérdaganat (39).

3.5 Vizsgalati korlatok

A technikai kiilonbségek és az érzékenységbeli kiilonbségek miatt elemzésiink csak a
PCR genotipus kimutatasi modszert alkalmazo tanulményokat vette figyelembe, és
kizarta a microarray kimutatasokat vagy a genom-széles korli asszocidciods
vizsgalatokat (GWAS). A GWAS-ok azonban sokkal nagyobb mintaméretet tesznek
lehetévé, mint a PCR-vizsgéalatok. Ezenkiviil az RStudio és a StataSE szoftverek
korlatai és a tobbszalu vizsgalatok Osszetettsége miatt a csak egyetlen cikkben kozolt

SNP-ket nem vettiik be a végleges haldzati metaanalizisbe.

3.6 Jovobeli lehetéségek

Cikkiink szerint a Fokl (rs2228570), ERCC2 (rs13181), MMP1(rs475007) és ERCC2
(rs238406) génekben mutécioval rendelkez6knél nagyobb valoszinliséggel alakult ki
borrak. A diszplazias naevusok (mas néven atipikus anyajegyek) a rosszindulata

melanoma eldfutdrai és rizikofaktorai (40). Nehéz azonban megkiilonbdztetni dket a



melanomaktol az atfedé jellemzOk ¢és a prediktiv markerek hianya miatt(41).
Eredményeink tehat lehetdséget nyujthatnak a tiinetmentes borrak korai felismerésére,
ha a jovoben rutinszeri genetikai sziirést vezetnek be az altalanos populacioban.
Emellett vizsgalatunk eredményei értékes informaciokkal szolgalhatnak a
dontéshozatalhoz is, amikor egy betegnél meghatarozzuk a SC legjobb terapias modjat.
Mivel példaul a Fokl egy D-vitamin-receptor gén, és a D-vitamint véddfaktornak
tekintik bizonyos rédkos megbetegedések, példaul a borrak esetében (42,43), a D-
vitamin-pétlas adjuvans terdpiaként alkalmazhatd a rakos betegeknél. Ezért fontos a
FokI gén (rs2228570) mutacidval rendelkezd SC betegek azonositsa, mivel ezek a

betegek nem részesiilnének adjuvans D-vitamin-terapiaban.

Ezen tulmenden az SNP-parok kozott kozvetlen és kozvetett bizonyitékokat kaptunk a
halézatelemzés segitségével, ami bizonyos génmutaciok kozotti, eddig feltaratlan
kapcsolatok lehetdségét vetette fel. Példaul az ERCC2 génmutaciokrol kimutattak,
hogy kozvetve novelik a SC kockazatat (44,45), €s a melanocortin receptor 1 (MCIR),
amely a melanocita-stimulalé hormon (MSH) receptorat kédolja, szintén a bdrrak
kockazati tényezdjének bizonyult (46). Halozati metaanalizislink kdzvetett bizonyitékai
azonban meglepd mddon azt mutattak, hogy az ERCC2 (rs13181) negativ kapcsolatban
all az MCI1R-rel (1805006, 1805007, 1805008 és rs885479). Ezért az ERCC2 és az
MCIR kozotti kapesolat tovabbi kutatdsokat tesz sziikségessé, hogy meghatarozzuk a

SC fejlodésében betdltott szerepliket.

Végiil - hozzaadott tudomanyos értékként - innovativ kutatasi tervet alkalmaztunk az
eset-kontroll vizsgalatok haldzati elemzésének elvégzésével, igy 1) perspektivat
nyUjtva az NMA modszerhez. Elemzésiink arra utal, hogy a metaanalizis soran minden,
genetikailag Osszefiiggd betegségekkel foglalkoz6 tanulmany, legyen az kohorsz- vagy
eset-kontroll tanulmany, felhasznalhaté egy halézat felépitésére, amely értékes
informaciokkal szolgalhat a betegségek korai felismeréséhez, diagnosztizalasdhoz,

stadiumbeosztasdhoz, kezeléséhez és prognozisahoz.
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4 Uj eredmények

1) A LINC-PINT ¢és a lincRNS-P21 kifejezodésének felfelé szabalyozdsa a H2 gaz

crer

2) A LINC-PINT kifejez6dése viszonylag hosszi H2-felhasznalasi id6 alatt csokkent.
3) A lincRNS-P21 expresszioja csokkent a H2 koncentracioval.

4) Az 152228570 (Fokl) és az rs13181(ERCC2) minor alléljai dsszefiiggésbe hozhatok
a borrakkal.

5) Az rs475007 (MMP1) vad tipusu és heterozigota genotipusa és az rs238406 (ERCC2)
mutans homozigoéta genotipusa allt a legnagyobb valdszinliséggel kapcsolatban a

bérrakkal.

5 Kovetkeztetések

A LINC-PINT ¢és a lincRNS-P21 kifejezddése a H2 gazzal torténd kezelés utan felfelé
szabalyozodott. Az SNP rs2228570 (FoklI), rs13181(ERCC2), rs475007 (MMP1) és
15238406 (ERCC2) pedig a bdrrak korai biomarkereként alkalmazhato.

6 Koszonetnyilvanitas

Szavakkal nem tudom kifejezni halamat témavezetomnek, Kiss Istvan professzor tirnak
felbecsiilhetetlen értékii tandcsaiért és hatartalan tlirelméért. Kutatdsom utja nem volt
konnyli. Kiilonb6zd varatlan okok miatt kellett 4tdllnom az livegharcsa melanoma
modell épitéépitésrél a tiidérdkos sejtvonalra. Prof. Kiss Istvan azonban minden
alkalommal minden tdle telhetét megtett, hogy tdmogasson! Sok munkaja kozepette
minden héten segitett a kutatdsomban, a cikkeimben, a folydirat beadvanyaimban és a

karriertervemben, néha még a privat pihend idejét is felhaszndlva. A kutatasaimhoz
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sokszor palyazott kiilonbozo iskoldknal tdmogatds érdekében ¢és kiilonbozo
egyetemektdl kért segitséget sejtvonalakkal és berendezésekkel kapcsolatban.

Rengeteg mindenben segitett nekem, amit nem tudok viszonozni.

Emellett rendkiviil halds vagyok tars-témavezetdmnek, Hongbo Liu professzornak a
Kinai Orvosi Egyetemrdl. Az ¢ segitsége nélkiil én sem tudnam befejezni a PhD-
képzésemet. Koszondm neki a kutatdsom modszertani, elemzési és szoftveres
tamogatasat. Semmi fizetést nem kapott, de minden tudasat és készségét fenntartas
nélkiil megosztotta velem. K6szondm neki, hogy az elmult négy évben meghallgatott,
tdmogatott, inspiralt és hatdssal volt ram az életemben, tanulmanyaimban, karrieremben

¢és almaimban.

Halas vagyok tovabba kollégaimnak, Szabo Istvannak, Brunnerné Bayer Zsuzsannanak,
Szenczi Agnesnek, Varjas Timeanak és Pozsgai Evéanak a felszereléssel, sejtvonallal,
PCR-rel ¢és eredményekkel kapcsolatos szives segitségiikért. Tiirelmetlenség nélkiil

segitettek Ujra és jra. Az 6 segitségiik nélkiil én sem vallalkozhattam volna erre az Utra.

Nem tudom kifejezni a sziileim, csaladdom és barataim irdnti haldmat és
megbecsiilésemet. Mindezek egyike sem valosulhatott volna meg az 6 anyagi és
érzelmi tadmogatasuk nélkiil. A belém vetett hitiik tartotta bennem a lelket és a

motivaciot.

Végiil koszonetet kell mondanom a bizottsdg elndkeinek a felbecsiilhetetlen

tiirelmiikért és visszajelzéseikért. Koszondom nagylelkli tudasukat és szakértelmiiket.
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