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BEVEZETES

A vOrdsiszap az aluminiumgyartas mellékterméke, a Bayer eljaras soran képzodik,
mikozben bauxitbol timféldet gyartanak. Az iszap mintegy 60%-a vas(lll)oxid, mely
az anyag jellegzetes vords szinéért is felelds. Ezen kiviill még szilikatok, maradék
aluminiumvegyiiletek és titan-oxid is meghatarozé komponensei a keveréknek. A
vorosiszap kémhatasa erésen alkalikus (pH: 10-13). A képz6d6 iszap tarolasa az ipar
egyik nehezen megoldhat6 problémdja, tobbnyire nyitott tarolokban helyezik el. 2010
oktoberében az Ajka térségében fekvé kolontari tarozd fala atszakadt, aminek
kovetkeztében mintegy 1.5 milli6 m® folyékony iszap ontott el 40 km? teriiletet a
kornyeken, tiz ember ¢életét kioltva. A kérelhdritast iranyitd team igyekezett a
katasztrofa okozta egészségkockazatokat megbecsiilni. Mérés szerint az elontott teriilet
nehézfém-kontaminacidja a ,,B” szennyezettségi szintet meghaladta. Citogenetikai
vizsgalat soran 17 sériilt valamint 35 potencialis expozicionak kitett személy mintait
vetették 0ssze nem exponalt kontrollokkal. A vizsgalat nem mutatott ki szignifikans
kiilonbséget, tehat a vordsiszap esetében genotoxikus hatast nem igazolt. Hasonlo
eredménnyel zarultak az MTT és Ames tesztek is.

Mindezidaig nem képezte vizsgalat targyat a vorosiszap expozicid 0nko/szupresszor
gének- valamint mikroRNS-ek expresszidira gyakorolt esetleges hatasa. Intézetiink
kollektivaja altal kordbban publikélt eredményeket alapul véve, az experimentalis
vOrosiszap-expozicio kulcs onko/szupresszor gének (c-myc, K-ras, p53, Bcl2),
valamint mikroRNS-ek (miR-21, miR-27a, miR-93, miR-221) expresszidjara
gyakorolt hatasait tartottam érdekesnek megvizsgalni.

CELKITUZESEK

1. Onko/szupresszor gének expresszids mintazatanak vizsgalata:

- kimutathato-e experimentalis vorosiszap expozicié hatasara onko/szupresszor
gének expresszio valtozasa

2. Célzott mikroRNS expresszios profil vizsgalata:

- tapasztalhato-e experimentdlis vorosiszap expozicio hatasara valtozas a vizsgalt
mMiRNS-ek expresszidjaban

3. Az onko/szupresszor gének és mikroRNS-ek expresszidinak ismeretében:

- milyen kovetkeztetések vonhatoak le a vordsiszap expozicio jelentette
egészségkockazat tekintetében

- az eredmények hogyan viszonyulnak a havéridval kapcsolatosan a
korabbiakban elvégzett vizsgalatok eredményeihez



4. A tapasztalt eredmények alapjan milyen kovetkeztetések vonhatoéak le az
onko/szupresszor gének, valamint mikroRNS-ek expresszidinak korai
biomarkerként vald felhasznalhatosagarol

ANYAGOK ES MODSZEREK

Vizsgalati minta

A vizsgalathoz hasznalt vorosiszap mintat kozvetleniil a karhelyrdl gyiijtottiik be. A
havaria napjan, az ar atcsapasat kovet6en, a Torna patak volgyében megrekedt
anyagbol vettiink mintat. Az anyagot tovabbi felhasznalasig légmentesen lezart
tartdlyokban taroltuk, temperalt, fényt6l védett helyen. Felhasznaléas eldtt az iszapot
60°C-on 24 6ran keresztiil szaritottuk, majd desztillalt vizzel higitottuk a vizsgalat altal
megkivant koncentraciora.

Experimentalis tesztrendszer

A vizsgalathoz CBA/Ca H2* haplotipusu egereket hasznaltunk. A kisérlethez ot
vizsgalati csoportot alakitottunk ki, himnemi, 20+4 g sulyu, 6 hetes allatokbol. A
kisérleti allatok a vizsgalat folyaman normal ragcsalotapot és csapvizet korlatozas
nélkiil fogyaszthattak.

Az egerek négy csoportjat intraperitonealisan 25 mg/ttkg, kiszaritott, desztillalt vizben
oldott vorosiszappal exponaltuk (0,5 mg/0,1 ml desztillalt vizben oldva), az 6todik
(kontroll) csoport allatait desztillalt vizzel kezeltiik. A kezelést koveto 1, 3, 6 és 24 ora
elteltével az allatokat cervikalis diszlokacioval eldltiik, majd felboncoltuk. Valamennyi
allat tetemébdl a majat, Iépet, tiidot, vesét és nyirokcsomokat kiemeltiik, ¢és
feldolgoztuk.

Total RNS izolalas

A szovetmintakbol 100 mg-t TRIZOL (Invitrogen, Paisley, UK) oldatban
homogenizaltuk és a gyartd utasitasainak megfeleléen total RNS-t izolaltunk. Az
izolalt RN'S mindségét abszorpcios fotometriaval ellendriztiik.

Messenger RNS-ek expressziojanak vizsgalata

A messenger RNS-ek kifejezodését dot blot technikaval vizsgaltuk. Valamennyi
mintabol Hoefer slot-blotter segitségével 10 pg nukleinsavat vittiink Hybond N+
(Amersham) nitrocellul6z membranra, majd kemilumineszcensen jeldlt c-myc, pS3,
Bcl2, K-ras probakkal (ECL™ Direkt Nucleic acid Labelling and Detection System,
Amersham) 42 °C-on, egy éjszakan at hibridizaltuk, a gyarté altal megadott
protokoll szerint. A kemilumineszcens jelet rontgenfilmen regisztraltuk, digitalizaltuk,



majd a Quantiscan 2.0 (Biosoft) programmal értékeltiik. A vizsgalt gének expresszidjat
szazal¢kosan, B-aktin kontrollhoz viszonyitva adjuk meg.

MikroRNS-ek expresszidjanak vizsgalata

A mikroRNS expresszid analizisét quantitativ valds idejiit PCR modszerrel végeztiik el.
Az izolalt teljes RNS-t RNAse mentes DNAse emésztésnek vetettik ala, majd
Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche, Mannheim) segitségével cDNS-
t szintetizaltunk. A 20 pl végtérfogat reakcié mix a kdvetkezoket tartalmazta: 5 pl
cDNS templat, 3ul desztillalt viz, 2 pl primer, 10 pl Master mix. Az amplifikaciot
LightCycler 480 rendszerben (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) végeztiik,
szekvencia specifikus primerek felhasznalasaval (TIB Molbiol, ADR Logistics, Roche
Warehouse, Budapest). A felhasznalt primerek az alabbiak:

miR-21 forward: 5°- GCTTATCAGACTGATGTTGACTG -3,

reverse: 5’- CAGCCCATCGACTGGTG -37;

miR-27a forward: 5’- GCAGGGCTTAGCTGCTTG -3°,

reverse: 5’- GGCGGAACTTAGCCACTGT-3;

MiR-93 forward: 5°- AAGTGCTGTTCGTGCAGGT -3°,

reverse: 5’- CTCGGGAAGTGCTAGCTCA -3,

miR-221 forward: 5’- CCTGGCATACAATGTAGATTTCTG -3°,

reverse: 5°- AAACCCAGCAGACAATGTAGCT -3°.

A polimeraz lancreakcié paraméterei: 5 perc kezdeti denaturacio 95°C-on, amit 55,
harom 1épcs6s amplifikacios ciklus kovet. Egy ciklus beallitasai: 95 C° 10 s, 55 C° 20
s,72C° 15 s.

A vizsgalt miRNS expressziokat abszolut quantifikacioval Light Cycler 480 szoftver
segitségével hataroztuk meg (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim).

Statisztikai analizis

Az eredmények statisztikai analizisét a Statistical Program for Social Science 19.0
(SPSS) szoftverrel (IBM, Armonk, NY, USA) végeztiik. A szignifikanciat Student féle
t-probaval vizsgaltuk, az irodalomban altaldnos p < 0.05 értékeit fogadva el
szignifikansnak.

EREDMENYEK

A vizsgélat sordan az experimentalis vordsiszap expozicidt kovetden a kivalasztott
onko/szupresszor gének (c-Myc, p53, Bcl2, K-ras) és mikroRNS-ek (miR-21, miR-
27a, miR-93, miR-221) kifejez6dését vizsgaltuk CBA/Ca egerek célszerveiben (maj,
Iép, tiido, vese, nyirokcsomo) 1, 3, 6 és 24 oraval az expozicié utan. Az eredményeket
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a 1-10 abrak mutatjdk be. A statisztikailag szignifikans eltéréseket az abrakon csillag
(*) jeldli (p < 0.05).
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Egy oraval a kezelés utdn, a kontrollhoz képest a c-Myc expresszio-emelkedése
tapasztalhatd a maj, és 1ép mintaknal (1-2 abra). Ugyanekkor p53 expresszio-
csokkenés detektalhato tiidoben, vesében, nyirokcsomonal (3-5 abra).

Harom oraval az expozicié utan emelkedett K-ras expresszio regisztralhaté a majban,
tidében, és vesében (1, 3, 4 abra). Ugyanebben az iddpillanatban a Bcl2 gén
emelkedett expresszioja tapasztalhatd a Iépben, tiidoben ¢és vesében (2-4 abra).
Ugyanekkor a c-myc csokkent expresszidja mutathatd ki majban és nyirokcsoméban
(1, 5 abra).

Hat oraval az iszap-expozicid utan tiidé mintanal valamennyi vizsgalt gén expresszidja
emelkedett (3 abra), mig nyirokcsomoknal ugyanebben az idépillanatban valamennyi
gén expresszioja csokkent (5 abra). 24 o6raval a kezelés utan expresszid- emelkedés
regisztralhatd majban ¢és 1épben (1, 2, 4abra) valamint expresszio-csokkenés
nyirokcsomokban (5 abra).

A mikroRNS-ek expresszidjaval kapcsolatosan tapasztaltakat a 6-10 4bra
demonstralja. Az expozicio utani elsd oraban a miR-93 expresszidja megnovekszik
maj mintanal. Ugyancsak maj esetében, a miR-21 szintje 1, 3, 6 és 24 Ooranal is



megemelkedett (6 abra). Vesében expresszio- csokkenést mutatott a miR-27a egy
6ranal és a miR-221 huszonnégy oranal (9 abra). Nyirokcsomd mintanal a miR-93
expresszid- novekedése detektalhato 3 oras és 24 6ras mintanal (10 abra).

MEGBESZELES

A vizsgalatok eredménye szerint az intraperitonealis voOrdsiszap kezelés korai
geénexpresszid-valtozasokat indukal kisérleti allatoknal. A kezelés kovetkeztében olyan
MRNS-ek és miRNS-ek expresszio-valtozasat detektaltuk, melyek kulcsszerepet
jatszanak a sejtproliferacios, differenciacios, jelatviteli és apoptotikus folyamatokban.
Az eredmények alapjan felvetddik, hogy a voOrdsiszapnak lehetnek késéi, human
egészségkdrositd hatasai is. Mivel a ,,short term” vizsgélat idétartama huszonnégy
orara korlatozodott, indokolt tovabbi, ,long term” tesztek elvégzése, tisztdzandd a
kronikus expozicio hatasait. Ugyanigy felvetddik a kronikus (por) expozicionak Kitett
személyek esetében a késébbi monitoring vizsgalatok elvégzésének esetleges
sziikségessége.

Az onko/szupresszor gének és a mikroRNS-ek biomarkerként vald hasznositasa
komoly reményekkel kecsegtet a jovoben, mert olyan korai, a karcinogenezis
szempontjabol nagy fontossagii mechanizmusokba nyujtanak betekintést, melyek
klasszikus citogenetikai modszerekkel nem monitorozhatoak.

A megfeleld célgéneket, valamint az adekvat miRNS-eket kivalasztva, az mRNS ¢és
miRNS expressziol igéretes biomarkerei lehetnek a karcinogén expozicionak.
Elényiik, hogy nem agensspecifikusak, valamint a genotoxikus és nem genotoxikus
noxak okozta karcinogén hatast is jelzik.

UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

A kolontari vordsiszap-katasztrofa soran kiomlott anyag hatdsainak vizsgalata ,,short
term” tesztrendszerben az alabbi eredményekre vezettek:
1) igazoldodott, hogy a vorosiszap-expozicid szignifikans expresszio-valtozast okoz
egyes vizsgalt onko/szupresszor géneknél allatkisérletes tesztrendszerben.
2) igazolodott, hogy a vordsiszap-expozicid szignifikans expresszio-valtozast okoz
egyes vizsgalt mikroRNS-ek korében allatkisérletes tesztrendszerben.
3) az expresszid-valtozasok 24 oran beliil megmutatkoznak.
4) az eredmények alapjan nem erGsithetd meg az a feltételezés, miszerint a
vorosiszap-expozicionak nincs egészségkarositd hatdsa.



5) az eredmények értelmében a vOrdsiszap expozicid altal okozott
egészségkockazat becslésére a hagyomanyos citogenetikai modszerek csak
korlatozottan alkalmasak.

6) az eredmények alapjan az onko/szupresszor gének illetve a mikroRNS-ek
expresszio valtozasai olyan potencialis, jovObeli biomarkerek lehetnek, melyek

- non genotoxikus dgensek expoziciojat is jelzik,

- rovid latenciaidovel jelzik az expoziciot,

- a rovid latenciaidejli valasz miatt az expozicid indukélta hatasok
pillanatnyi valtozasait is kovethetoveé teszik,

- konnyen hozzaférhetd biologiai mintakbol izolalhatodak,

- kevert expozicidk bioldgiai hatdsait is monitorizalhatova teszik.
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