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|.Bevezetés

I.1. A ciganysag, a romak f6bb csoportjai, etnografia, demografia

Eurdpa legnagyobb, 10-12 millié f6t magaba foglald etnikai kisebbségét a roma / cigany
populdcié képezi (Kalaydjieva, 2001). A kettds elnevezés abbdl ered, hogy a ,cigany” sz6 a
kilénboz8 nyelvekben gyakran elditéletet hordoz és diszkriminativ kifejezésnek mindsil, ezért az
1971-ben, Londonban megrendezésre kerlilt els6 Roma Vilagkongresszuson a szdmos orszag altal
delegalt szervezetek képvisel6inek dontése alapjan a nép neve egységesen ,roma” (romani) lett
(http://romediafoundation.wordpress.com). A romdak Eszak-, illetve Eszaknyugat-Indiabdl
szdrmaznak, ahonnan hosszi vandorlds utdn, mintegy 1000 évvel ezel6tt érhették el Eurdpat
(Gresham, 2001). Attol fuggetlenil, hogy a tobbségi tarsadalom szamdara a romak egy etnikai
csoportot jelentenek, meg kell jegyezni, hogy az ebbe a kozOsségbe tartozék valdjaban nem
alkotnak egységes csoportot. A cigdny kozosségekbe tartozdk egyik legmarkansabb sajatossdga az
altaluk beszélt nyelv. Ezek alapjan, Magyarorszagon ma harom nagyobb, egymdssal nem szivesen
kevered6 roma kozosség kiilonithetd el. A legnépesebb csoportot (kb. 70%) az un. magyar cigdnyok
(,romungrd” vagy muzsikus ciganyok) alkotjak, akik ma mar csak a magyar nyelvet beszélik. A hazai
ciganysag korulbellil 20%-at az ,,0lah” (vlax) cigdnyok (kolomparok) képezik. Tulnyomo részik az
olah cigany nyelv lovdri valtozatat beszéli a magyar mellett. A lovari nyelv, mint hivatalos cigany
nyelv, élénken él e kozOsség tagjai kozott. Joval kisebb csoportot képeznek a roman teriletekrél
érkezG ,beds” ciganyok, akik a roman nyelv archaikus dialektusat hasznaljak. F6ként a Dunantulon
él6 bedsokra jellemz8, hogy a tradicionadlisan a csaladi kornyezetben hasznadlt beds nyelvet az Gjabb
generacidk egyre kevésbé beszélik, igy azt a kihalas veszélyezteti.

2011-ben a népszamlalaskor 315.583 f6 vallotta magat ebbe az etnikai csoportba
tartozonak, ez Magyarorszag lakossdganak 3,2%-at tette ki. Probléma, hogy nem konny( definialni,
hogy ki a cigany. Jogilag csak azokat a személyeket tekinthetjlik romanak aki, annak vallja magat, de
a ciganyoknak mondott tarsadalmi csoportok tagjait ér6 szamtalan el6itélet miatt sokan egyre
kevésbé vdllaljak fel szarmazdasukat (Ladanyi, 2004; Tomka, 1991). A tarsadalomkutatdok és
szociolégusok egyetértenek abban, hogy a ciganysdg valds szama joval magasabb, mint amit az
Onbevallason alapuld népszamldlasi adatok mutatnak (Kemény, 2004; Puporka, 1999). Speciadlis
becslés-sorozatok alapjan a romak valés szdma 2009-ben mintegy 640.000 f6 volt (6sszlakossag 6-
7%-a, Hablicsek, 2007). A roma kozosségek demografiai jellemz&i erdteljesen eltérnek a
magyarorszagi nem roma populaciotél, természetes népmozgalmi mutatéik (pl. fiatal kordsszetétel,
magas termékenység, magas halanddsag, alacsony sziiletéskor varhatd élettartam) a demogréfiai
atmenet stddiumaban |év6 populacidkra jellemz6k (Hablicsek, 2007). Az elkovetkez6 id6szakban a
roma populacié minden korcsoportjaban jelentds létszamnovekedés varhato.

I.2. A romak egészségi allapota

Bar a romak nem képeznek egységes csoportot, a publikdlt eredmények megegyeznek
abban, hogy egészségi mutatdik egységesen és jelentfsen eltérnek a tobbségi tarsadalomhoz
tartozd, nem roma populdciotol. A sziletéskor varhato atlagos élettartam koriilbeliil 10-15 évvel a



tobbségi tarsadalomban mért életkor alatt marad (Bogdanovi¢, 2007; Késa, 2002; Koupilova, 2001).
Az iparilag fejlett orszagokban a mortalitas f6 okat a nem fert6z6 betegségek képezik. Daganatokra
vonatkozdlag a Delphoi Consulting 2004-es vizsgala szerint a magyarorszagi cigdnyok korében a
daganatos haldlozasok 1,8-szer gyakoribbak a nem romakéndl (Delphoi Consulting, 2004; Babusik,

2005).

A daganatok etioldgidjaban mind a kornyezeti, mind a genetikai tényez6k nagy szereppel
birnak. A cigdnysag vonatkozasaban hidnyoznak azok a vizsgdlatok, amelyek a daganatok
kialakuldsaban népegészségligyi szempontbdl fontos genetikai tényez6k szerepét kutatndk. A
kifejezetten orokletes betegségeket okozd, magas penetrancidju genetikai tényez6k altal okozott
populdcids jarulékos kockazati tobblet alacsony, e tényez6k viszonylag ritka el6forduldsanak
kovetkezményeképp. Ha a populdcidés szintl incidenciat illetve mortalitdast komolyabban
befolyasold tényezGket szeretnénk vizsgalni, akkor az ugynevezett ,egyéni érzékenység” jellegl
faktorokat kell tanulmdnyoznunk, amelyek tipikusan a daganatok kockazatat kisebb mértékben
befolyasold, de altaldnosan jelen levé allélpolimorfizmusok. Vizsgdlatunkban a ritka, orokletes
szindrémak, illetve ezekért felel6s mutacidk vizsgalata helyett azokat a magas jarulékos populacids
kockazattal biré génpolimorfizmusokat tanulmdanyoztuk, amelyek d&ltaldnosan elterjedtek a
populacidban. Igyekeztiink a korai karcinogenezis folyamatat legpontosabban modellezni, a
xenobiotikumok biotranszformaciéjadban, a DNS hibajavitd mechanizmusdban és a sejtproliferacid
szabalyozasaban részt vevé gének bevondsdval. A kivalasztott allélpolimorfizmusok bizonyitottan
befolydsoljdk a daganatok iranti egyéni érzékenységet, de tudomdsunk szerint ezidaig a roma
populdciéra vonatkozéan még nem vizsgdltdk azokat. Vizsgalati alanyként a roma identitdst
leginkdbb megd&rz6 és relative nagy lélekszamu oldh cigany populdciét valasztottuk. Az alabbi dbran
osszefoglalva szemléltetjiik a korai karcinogenezis folyamatat, az abban kulcsfontossagu szereppel
bird géneket, majd réviden ismertetjik az altalunk kivalasztott allélpolimorfizmusokat.
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1. dbra: A karcinogenezis korai szakasza, illetve az azokban résztvevd és altalunk vizsgalni
kivant gének polimorfizmusai.



1.3. A vizsgalt genetikai tényezdk
1.3.1. Citokrom P450 1A1 (CYP1A1) - ile/Val polimorfizmus

A CYP1A1 — mint I-fazisi metabolizalé enzim — a szervezetbe kerilt kémiai vegylletek atalakitasa
soran gyakran az eredeti komponensnél joval toxikusabb metabolitokat hoz létre (Nelson, 1996).
Szubsztratjai kozott szamos kilsé — potencialisan karcinogén — kémiai vegyiilet (pl. benzpirén és
mas policiklusos aromas szénhidrogének) illetve tobb endogén szubsztrat (pl. szteroid hormonok,
zsirsavak) is megtalalhato. A CYP1A1 gén funkcionalis lle/Val polimorfizusardl akkor beszélink,
amikor a 7-es exon teriiletén egy A->G szubsztitucid kdvetkeztében a vad tipusrdl atirédé izoleucin
aminosav (lle allél) helyett valin (Val allél) keletkezik. A Val allél altal kédolt fehérje enzimaktivitasa
fokozott, tehat hatékonyabban, gyorsabban aktivalja a szervezetbe kerilt potencialis
karcinogéneket (Kawajiri, 1993; Hayashi, 1991).

1.3.2. Glutation-S-transzferaz M1 (GSTM1), Glutation-S-transzferdz T1 (GSTT1) —
inszercids/delécios polimorfizmus

A biotranszformacié sordn a xenobiotikumok reaktiv metabolitjai illetve az oxidativ stressz altal
keletkezett reakcidtermékek intracelluldris szintje a ll-es fazisi metabolizdlé enzimeknek
kdszonhetéen csokken. E detoxikdlé folyamatok legjobban ismert képvisel6i a glutation-S-
transzferaz (GST) enzim-szupercsalad tagjai kdzé tartoznak. A kiils6 kémiai karcinogének, mint
példaul a policiklikus aromas szénhidrogének, 4-(metilnitrozamino)-1-(3-piridil)-1-butanon, dimetil-
benzantracén, metil-kolantrén, benzpirén illetve az epoxidok tobbségének detoxikaldsdért a GST
enzimcsalad p (GSTM) és 8 (GSTT) enzimjei felel6sek (Hayes, 2005; Ketterer, 1988). Mind a GSTM1,
mind a GSTT1 gének legjelentGsebb polimorfizmusa az inszercids/deléciés (0/+) polimorfizmus.
Ebben az esetben a GSTM1 illetve GSTT1 gén egy szakasza hianyozhat, aminek kovetkeztében a rdla
atirédo fehérje nem képes a glutationnal torténé konjugacidra. Null genotipus esetén mind a két
szulGi allélrdl funkcidképtelen enzim irddik at.

1.3.3. N-acetiltranszferaz 2 (NAT2) — lassu és gyors acetildlé polimorfizmus

Az N-acetiltranszferazok csoportjaba tartozé NAT2 enzim a konkrét szubsztrattol fliggéen akar I-es
akar ll-es fazisu reakcidkat is katalizalhat. A NAT2 részt vesz az aromas aminok és hidrazidok
aktivitasa eltérd (Borlak, 2006). A vad tipusu (NAT2*4) allél gyors acetildlo képességgel rendelkezé
enzimet kddol. A nagyszamu polimorfizmus a fenotipusban harom formaban jelenik meg. Gyors
acetilaléknak nevezzik azokat, akik homozigétdk a vad tipusu allélek tekintetében, mig lassu
acetildléknak nevezziik azokat, akik a varidns allélekre homozigétak. A harmadik fenotipust a
kozepes acetildlok képezik, naluk az egyik NAT2-allél vad tipusud, a masik pedig egy varians allél.
LeegyszerUsitve gyakran csak két kategoriat szoktak megkiilonboztetni: a rapid acetilalok akik
hordozzak a vad tipusu allélt, mig a lassu acetildloknak csak varians alléljeik vannak (Seow, 1999).



1.3.4. Az X-ray repair cross complementing 1 (XRCC1) DNS repardcios gén —
Arg194Trp, Arg280His, Arg399Gin polimorfizmusok

A szervezetbe keriilt karcinogének intracelluldris koncentracidja a metabolizdlé enzimek
aktivitasanak, illetve inaktivitasanak fliggvénye. A hatékony detoxikdld enzimek ellenére is reaktiv
metabolitok maradnak a sejtben, amelyek reakcidba lépve a makromolekulakkal, adduktokat
képeznek. Az ionizalé sugdrzasok, a dohanyzds, az alkohol, az oxidativ stressz okozta
sejtkarosodasok leggyakrabban egyes szalu lanctoréseket és bazis-sériiléseket okoznak. Ezen DNS-
|ézidk els6dleges javitasa a bazisexcizidés repair mechanizmus segitségével torténik. A BER
mechanizmusban az XRCC1 gén kulcsszerepl6. A DNS reparaciéos mechanizmusban résztvevd gének
genetikai polimorfizmusai bizonyitottan befolyasoljak a daganatok iranti egyéni érzékenységet (Wu,
2011; Engin, 2011).

1.3.5. TP53 tumorszuppresszor gén — Arg72Pro polimorfizmus

A 393 aminosavbdl 3llg, igen konzervativ p53 fehérje szamos olyan regulacios folyamatban vesz
részt, amelyek a sejt integritasat igyekeznek megérizni. A p53 protein G1 fazisban megallitja a
sejtciklust, ezaltal akaddlyozva meg a kdrosodott sejt proliferacidjat. Ekkor a reparacids
folyamatokban részt vevé enzimek kijavithatjak a keletkezett hibdkat. Ha a DNS-ben |étrejott hibak
kijavitdsa nem lehetséges, akkor a p53 apoptozist indukal, igy jarulva hozza a szervezet védelméhez.
A human daganatok mintegy 50%-ban figyelhet6 meg a TP53 gén mutacidja (Bennett, 1999). A
génnek azonban allélpolimorfizmusai is ismeretesek, legjelentGsebb a 72-es kodon teriletén
taldlhaté Arg/Pro polimorfizmus, amikor a génben egy G—->C szubsztiticié miatt arginin helyett
prolin irédik at. Ez az aminosavcsere a p53 fehérje transzaktivaciés doménjének teriletére esik, az
igy expresszalédd p53 fehérje apoptotikus és transzkripcios aktivitasa eltér a vad tipusu alléltél
(Dumont, 2003). Az Arg72Pro polimorfizmus allélgyakorisagai széles variabilitast mutatnak a
kilbnb6z6 rasszok/etnikai csoportok kozott, igy felelGssé tehetd a daganatok iranti érzékenységben
tapasztalt egyéni, illetve az interetnikai kiilonbségek kialakulasaért is (Wu, 2002).

1.3.6. mikroRNS-ek — mikroRNS-146a (miR-146a) polimorfizmus

A human genom jelent6s része mikroRNS reguldcid alatt all (Friedman, 2009), igy a daganatok
kialakulasaban fontos gének is. A funkciondlis génekhez hasonléan, a mikroRNS-eket kodold
génekben is |éteznek polimorfizmusok, amelyek kihatdssal vannak az érés folyamatara vagy az érett
mikroRNS funkcidjara. Ezek az allélpolimorfizmusok még abban az esetben is befolyasolhatjak a pre-
mikroRNS érését, stabilitdsat, ha a polimorfizmus az érés soran kivagddd teriletekre esik. A miR-
146a target génjei kozott megtaldljuk a human karcinogenezis folyamataban igen fontos regulacids
szereppel bird géneket is, igy a miR-146a polimorfizmus ugyancsak befolyasolhatja a daganatok
kialakulasanak kockazatat. Az emlitett sajat pilot tanulmanyban a miR-146a rs2910164
polimorfizmus fej-nyaki daganatos kockazatra gyakorolt hatasat elemeztik, eset-kontroll
vizsgalatban.



1.4. A fej-nyaki daganatok

Eurdpaban 2012-ben a fej-nyaki daganatok tekintetében a legmagasabb mortalitds
Magyarorszagon volt tapasztalhaté. A fej-nyaki daganatok legjobban ismert kockazati tényezdje a
dohdnyzas és az alkoholtartalmu italok tulzott fogyasztdsa. Hatdsuk kiilon-kilon is jelent6s, de
egylttes jelenlétiik esetén az ajak- és szdjluregrak kialakuldsanak esélye megtobbszorozédik. A
kockazati tényez6k kozil ki kell emelniink a rossz- vagy nem megfelel§ szdjhigiénét. A magas
rizikéju HPV-tipusok (pl. 16, 18) etioldgiai szerepe ma mar a fej-nyaki daganatok laphamrak esetén
is jol ismert (Kreimer, 2005). A hatranyos helyzetben Iév6 személyek kozott a fej-nyaki daganatok
incidencidja |ényegesen magasabb, hiszen a fent emlitett kockazati tényez6k e kozosségek tagjai
kozott halmozottan fordulnak el6. A magas fej-nyaki daganatos haldlozasok, ill. a romak fokozott
veszélyeztetettsége miatt, Onalld, kulon vizsgalatként iktattuk be — a PhD-munka f6
gondolatmenetét lényegében megszakitva — a pre-miR-146a rs2910164 allélpolimorfizmus fej-nyaki
daganatok kockazatdra gyakorolt hatasanak tesztelését. Ezt a vizsgalatot tehat etnikai alapon nem
szelektdlt, ,daltaldnos” magyar népességben végeztiik; el6nye, hogy a kérdéses genetikai tényez6
szerepét a teljes magyar népesség vonatkozasaban adja meg.

Il. Célkitlizések

A magyarorszagi oldh cigany populacié allélgyakorisaganak felmérése néhany, a
karcinogenezis folyamatdban kulcsfontossdgu metabolizalé enzim (CYP1A1, GSTM1, GSTT1,
NAT2) allélpolimorfizmusa tekintetében.

e A magyarorszagi oldh cigdny populacid allélgyakorisdganak felmérése a karcinogenezis
folyamataban kulcsfontossag XRCC1 DNS reparacids gén allélpolimorfizmusai
vonatkozasaban.

e A magyarorszagi olah cigany populacié allélgyakorisaganak felmérése a karcinogenezis
folyamataban kulcsfontossagl TP53 tumorszuppresszor gén Arg72Pro allélpolimorfizmusat
illetéen.

o A pre-miR-146a rs2910164 polimorfizmus hatasanak vizsgdlata a fej-nyaki daganatok
kialakuldsanak kockazatara.

e A magyarorszagi oldh cigdny populdcidé allélgyakorisaganak felmérése a pre-miR-146a
rs2910164 allélpolimorfizmusa tekintetében.

o A fenti allélmegoszlasok leirdsa a hazai nem roma népességben és ezek Osszevetése a
romdakban taldlt gyakorisagokkal, valamint a romadk indiai eredete okan irodalmi adatokbdl
szarmazo indiai adatokkal.



lll. Anyag és modszer

lll.1. Résztvevdk, vizsgalati elrendezés

ll.1.1. Roma és nem roma allélmegoszldsok 6sszehasonlitdsa

PhD munkdmban 195 oldh cigany személy genotipizalasat végeztik el. A roma résztvevik
felkutatdsa, valamint a vérvétel a Johan Béla Orszagos Epidémioldgiai Kozpont roma projektje
keretében tortént, a mintakat dr. Béres Judit bocsatotta rendelkezésiinkre. A mintavétel, illetve a
vizsgalatok a sziikséges etikai engedélyek és a résztvev6k irdsos hozzdjarulasanak birtokdban
zajlottak, a részvétel onkéntes volt. Kontrollként 547, magyarorszagi nem roma populaciébol
szarmazo személy periféridas vérébdl izolaltunk DNS-t és végeztik el ugyanazon gének
allélgyakorisaganak vizsgalatat. A roma illetve a tobbségi tarsadalombdl szarmazé nem roma
allélgyakorisagokat a ciganysdg indiai eredete okdn, az irodalombdl szdrmazé indiai populdcidkban
mért allélgyakorisagokkal is Osszevetettik (Mittal, 2011; Majumder, 2005; Buch, 2002; Tandle,
2001; Zhao, 1995). A lehet6&ségeken beliil torekedtiink arra, hogy észak-indiai népességeken végzett
vizsgalati eredményeket vegylink az 6sszehasonlitas alapjaul.

111.1.2. A fej-nyaki daganatok kockazata és a pre-miR-146a rs2910164

polimorfizmus koézotti kapcsolat vizsgdlata

Ezt az eset-kontroll vizsgdlatot a roma/nem roma allléimegoszlasok Gsszehasonlitasatol
teljesen fliggetlenil végeztiik, célja a pre-miR-146a rs2910164 polimorfizmus fej-nyaki daganatos
kockdzatra gyakorolt hatdsdnak tisztdzdsa volt, magyar népességben. A résztvevék etnikai
hovatartozdsat nem ismertlik, illetve nem regisztraltuk, és ilyen szelekciét nem végeztiink. A beteg
és a kontroll csoport is 468 f6bdl allt. A kontroll csoport tagjait egyéni szinten illesztettiik a
betegekhez, életkor (5 év), nem és dohanyzasi szokdsok alapjan.

l1l.2. Genotipizalas

A periférias véreket 0,84%-0s NH,4Cl-oldattal valo ismételt centrifugaldssal vvt-mentesitettiik, majd
a fehérvérsejtekbdl GenomicPrep (Pharmacia, Uppsala, Svédorszdg) DNS-izoldld kittel, az ott leirt
reagensekkel és protokoll alapjan DNS-t izolaltunk. A genotipizalasokat az aldabbiakban részletezett
metodika szerint végeztik.

111.2.1. CYP1A1 lle/Val polimorfizmus

Allélspecifikus polimeraz lancreakcid (PCR) segitségével a 7-es exonban lévé lle/Val polimorfizmus
genotipusa meghatarozhaté (Hirvonen, 1992). Ekkor a reakcié parhuzamosan zajlik két cs6ben, amelyben az
upstream primer azonos, de a downstream primerek az utolsé bazisban eltérnek egymastdl. Az upstream
primer  szekvencidja: GAAAGGCTGGGTCCACCCTCT, a downstream  primerek  szekvencidja:
AAGACCTCCCAGCGGGCAAT AAGACCTCCCAGCGGGCAAC. Amplifikacio abban a cs6ben torténik, amelynek
downstream primere teljesen komplementer az adott DNS-szakasszal.



111.2.2. GSTM1 — GSTT1 szimultdn genotipizalas

A reakcidelegyben mind a GSTM1, mind a GSTT1 specifikus primerek, valamint kontrollként a -globin gén
egy szakaszdra specifikus primerek voltak jelen, (Pool-Zobel, 1998). GSTM1-F: GAACTCCCTGAAAAGCTAAAGC,
GSTM1-R: GTTGGGCTCAAATATACGGTGG, GSTT1-F: TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC, GSTT1-R:
TCACCGGATCATGGCCAGCA, B-globin-F: CAACTTCATCCACGTTCACC, B-globin-R: GAAGAGCCAAGGACAGGTAC.
+ genotipus esetén az adott fragment amplifikalédik, 0 genotipusnal nincs amplifikacié.

111.2.3. NAT2 rapid/lassu acetilalo polimorfizmus

A PCR amplifikaciéd utan kapott terméket 3 részre osztva 3 kiilonb6z6 restrikcidés enzimmel emésztettik
(Kpnl, Taql, és BamHI), a leggyakoribb lassu acetilaléd genotipusok azonositasara. Az esetek 95%-aban ezen
allélek /M1 (Kpnl), M2 (Tagl), M3 (BamHI)/ jelenléte felelGs a NAT2 alacsony aktivitasaért (lassu acetilaldk).
Lassu acetildlonak tekintettiik a vizsgalt személyt, ha a vad tipusu allél nem volt jelen, tehat mindkét allélje
»lassu” allél volt (Okkels, 1997). Primerek: GGAACAAATTGCACTTGG, TCTAGCATGAATCACTCTGC.

111.2.4. XRCC1-DNS repardcios enzim polimorfizmusai

Az XRCC1 gén variansait restrikcidés fragment hosszlsag-polimorfizmus (RFLP) mddszerével vizsgaltuk (Xing,
2002, Lee, 2001b, Lunn, 1999).194-es kodon primerek: 5'-GCC AGG GCC CCT CCT TCA A -3', 3'-TAC CCT CAG
ACC CAC GAG T -5', emésztés: Pvull, 280-as kodon primerek: ~ 5-TTG ACC CCC AGT GGT GCT AA-3’, 3'-
GGC TGG GAC CACCTG TGT T -5’, emésztés: Rsal, 399-es kodon primerek:5'- TTG TGC TTT CTC TGT GTC CA -
3',3-TCCTCCAGC CTTTTC TGA TA -5', emésztés Mspl.

111.2.5. TP53 Arg72Pro polimorfizmus

Az allélspecifikus amplifikacié két cs6ben parhuzamosan, ugyanazzal a 3’ primerrel, és az utolsé bazisukban
kilonb6z6 5’ primerekkel tértént (Murata, 1996). 3’ primer:  GCAACTGACCGTGCAAGTCA, 5 primerek:
ATGCCAGAGGCTGCTCCCCG, ATGCCAGAGGCTGCTCCCCC.

111.2.6. pre-miR-146a rs2910164 polimorfizmus

A miR-146a genotipizalds a konfrontalédd primer-parok modszerével tortént (Hishida, 2011; Hamajima,
2000). A két primer-par lgy lett megtervezve, hogy az 1. parnal a reverz primer utolsé bazisa, mig a masik
primer parnal pedig a forward primer essen a vizsgalt SNP helyére. Az els6 primer az egyik, a masodik primer
a masik alléllel teljesen komplementer, igy jelen esetben az aldbbi amplifikaciés valtozatokat kapjuk:
Mindenképpen keletkezik egy kozos, 261 bp hosszusagu fragmentum (1. par forward és 2. par reverz
primere), a C allélt hordozdknal emellett egy 128 bp fragmentum is jelen lesz (1. primer par), mig a G allél
pedig egy 182 bp hosszusagu terméket general (2. primer par). Primerek: F1: AAGCAGCTGCATTGGATT, R1:
CAGCTGAAGAACTGAATTTCAC, F2: GTTGTGTCAGTGTCAGACCTC, és R2: CAAGCTCTTCAGCAGACTGA.

111.3. Statisztikai modszerek

Az allélgyakorisagok 6sszehasonlitasa esély-hanyados (OR) és 95%-os megbizhatdsagi tartomdany
(95% Cl) szamitasaval tortént, illetve p-értéket is szamoltunk a Pearson-féle x>-prébaval. A Hardy-
Weinberg egyensulytdl valo eltérést x*-probaval vizsgaltuk. Az eset-kontroll vizsgalatban az életkort
Student-féle kétmintas t-probéval, a gyakorisagi valtozdkat pedig x*-prébaval hasonlitottuk dssze. A
rizikéfaktorok és a fej-nyaki daganatos kockazat kozotti  kapcsolatot logisztikus
regresszidoszamitassal elemeztiik, életkor-, képzettség- és kronikus szajliregi betegségek fennallasa
szerint igazitva.



IV. Eredmények

A hazai nem roma populdciéban taldlt allélmegoszlasokat &sszevetettiik irodalmi adatok
alapjan, mas eurdpai vagy amerikai populdcidkon tortént vizsgalatok eredményeivel, és azt talaltuk,
hogy a hazai allélgyakorisagok jél illeszkednek ezekhez az aranyokhoz (Piacentini, 2011; Borlak,
2006; Matullo, 2001; Matthias, 1998; Sjalander, 1995). A miR-146a polimorfizmusnal sajat
eredményeink valamelyest eltértek az USA-ban publikalt allélmegoszlasoktdl, de nem kiilonboztek
statisztikailag szignifikdnsan a torok népességben taldlt allélgyakorisagoktdl (Permuth-Wey, 2011;
Akkiz, 2011). A vizsgalt allélmegoszlasok vonatkozdsdban a Hardy-Weinberg egyensulytél egyik
polimorfizmus esetében sem tapasztaltunk statisztikailag szignifikans eltérést.

IV.1. Metabolizalé enzimekre vonatkozo eredmények

A CYP1A1 allélmegoszlasai és a GSTT1 genotipusok esetében mindhdarom populdcié hasonlé képet
mutatott. A GSTM1 0 genotipus prevalencidjat illetéen a hazai oldh cigany populacioé szignifikdnsan
kiilonb6z6tt a magyarorszagi nem roma populaciétél (OR: 0,49, 95% Cl: 0.34-0.70, p<0,001). A roma
népesség ezen gyakorisagok tekintetében az indiai megoszldasok képét mutatta és attdl
statisztikailag szignifikdnsan nem tért el. A NAT2 rapid acetildldk aranyat illetéen a hazai roma
populdcidban talalt allélgyakorisdg a —jelentds kiilonbséget mutatd — hazai nem roma és az indiai
népességek kozott helyezkedett el, de kicsit kdzelebb az indiai népesség gyakorisagaihoz. A roma
genotpius-gyakorisagok statisztikailag szignifikdnsan eltértek a nem romakétél (OR: 1,42, 95% Cl:
1,00-2,00, p=0,039), mig borderline kiilonbséget talaltunk az indiai népességtél (OR: 0,64, 95% Cl:
0,41-1,02, p=0,048), (2 A,B. dbra).

IV.2. Az XRCC1 DNS reparacids enzimre vonatkozdé eredmények

Az XRCC1 Argl194Trp polimorfizmus tekintetében a hazai roma/nem roma megoszlasok szignifikans
kiilonbséget mutattak, a minor allél (Trp) gyakoribb volt romak kozott, mint a tobbségi
populaciéban (OR: 1,75, 95% Cl:1,19-2,57, p=0,003). A hazai nem roma ardnyok viszont nem
mutattak statisztikailag szignifikans eltérést az indiai megoszlastdl, vagyis a hazai roma népesség kis
mértékben ugyan, de még az indiainal is ,tavolabb” allt a hazai nem roma populdciétél. Az
Arg280GIn polimorfizmusnal a minor allél (GIn) Ugyszintén gyakoribb volt romak k6z6tt, mint nem
romakban (20. dbra), az allélgyakorisdgok kozotti kiilonbség ezuttal is statisztikailag szignifikansnak
bizonyult (OR: 1,68, 95% Cl:1,15-2,46, p=0,003). Az Arg399GIn polimorfizmus esetében a minor allél
(GIn) volt ritkdbb az oldh cigdny népességben, és a kilonbség borderline szignifikancidt mutatott
(OR: 0,78, 95% Cl:0,60-1,01, p=0,048) (2 C, D, E abra).

IV.3. A TP53 tumorszuppresszor génre vonatkozo eredmények
Az indiai és a hazai nem roma populacido kozott a TP53 Arg72Pro polimorfizmusa mutatta a
legfeltlin6bb kulonbséget. Mig példaul az Arg/Arg homozigétdk aranya a hazai nem roma
populacidban 64,9% volt, addig ez Indidban csak 14,4%. A magyarorszagi roma populacidban az
indiai populaciékban mért allélmegoszlasok tiikroz6dtek, a hazai nem roma populdciétdl jelentSsen,
statisztikailag szignifikansan eltérve (OR: 4,36, 95% Cl: 3,38-5,63, p<0,001), (22. abra).
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EGSTM1 + 52,5 69,2 73,4 M Lassu acetildlok 73,3 54,9 43,9
BGSTM10 47,4 30,8 26,6 M Rapid acetildlék 36,8 45,1 56,1
C % 90,0 D % 90,0
80,0 80,0
70,0 70,0
60,0 60,0
50,0 50,0
40,0 40,0
30,0 30,0
20,0 20,0
10,0 10,0
0,0 N 0,0 N
em roma . em roma o
(ne547) Roma (n=195) | Indiai (348) s Roma (n=195) | Indiai (n=348)
M Arg/Arg 85,0 77,2 81,9 B Arg/Arg 84,0 74,8 75,8
HArg/Trp 14,4 20,4 16,4 H Arg/GIn 15,7 24,0 23,3
Trp/Trp 0,6 2,4 1,7 H GIn/GIn 0,3 1,2 0,9
E % 600 F % 700
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(n=547) ( ( ) (n=547) Roma (n=195) Indiai (n=153)
H Arg/Arg 43,3 50,3 45,4 W Arg/Arg 64,9 15,9 14,4
H Arg/Gln 45,5 42,5 46,8 H Arg/Pro 30,4 64,1 65,4
M GIn/GIn 11,2 7,2 7,8 EPro/Pro 4,8 20,0 20,3

2. dbra: GSTM1, NAT2 genotipusok, az XRCC1 194, 280 és a 399 allélek illetve a TP53 allélek
el6forduldsi gyakorisaga magyarorszagi nem roma, roma, és indiai populdcidkban. (%)

IV.4. A pre-miR146a mikroRNS polimorfizmusa és a fej-nyaki

laphamrakok kozotti kapcsolat

A pre-miR-146a genotipusok megoszlasa az aldbbi volt (beteg — kontroll): GG 60,7% vs.
69,0%, GC 35,9% vs. 29,1%, és CC 3,4% vs. 1,9%. A vizsgalt allélgyakorisagok mindkét csoportban
megfeleltek a Hardy-Weinberg egyensulynak. A tobbvaltozds logisztikus regresszidszamitds
kapcsolatot mutatott ki a vizsgalt pre-miR-146a allélpolimorfizmus és a fej-nyaki laphamrakok
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kialakulasa kozott. A GG homozigdétakhoz viszonyitva mind a heterozigétak (OR: 1,46, 95% Cl: 1,10-
1,95, p=0,009), mind a CC homozigdétak (OR: 2,37, 95% Cl: 1,01-5,60, p=0,048) aranya statisztikailag
szignifikdnsan magasabb volt a betegek k6zott, mint a kontroll csoportban. A kapcsolat akkor is
szignifikdns volt, ha a heterozigétakat és CC homozigotakat kozos csoportba vontuk 6ssze (OR: 1,52,
95% Cl: 1,15-2,01, p=0,004). Bar jelen vizsgdlatunk f6 célja nem az alkoholfogyasztas és a fej-nyaki
daganatok kozotti kapcsolat tanulmdnyozasa volt, elemzésiink szignifikans, dézisfliggd kapcsolatot
taldlt az alkoholfogyasztas és a fej-nyaki daganatok el6forduldsa kozott (erés alkoholfogyasztas: OR:
3,35, 95% Cl: 2,18-5,17, p<0,001). A kronikus szajuregi betegségek fennallasa ugyszintén kockazati
tényezének bizonyult (OR: 1,87, 95% Cl: 1,43-2.45, p<0,001), mig az iskolai végzettséggel nem
taldltunk kapcsolatot. Rétegzett analizist is végeztlink, amelyben a nem hatdsmddositd tényezének
bizonyult: az alkoholfogyasztassal (er6s alkoholfogyasztas: OR: 4,26 vs. OR: 5,60), a szijiregi
rendellenességekkel (OR: 1,75 vs. OR: 2,52) és a pre-miR-146a C alléllel (OR: 1,44 vs. OR: 1,84)
egyarant erdsebb volt a kapcsolat nék korében, mint férfiak kozott. A rétegzett analizisben
ugyancsak kolcsonhatdst taldltunk a pre-miR-146a allélpolimorfizmus és a dohdnyzds kozott. A
dohanyzds, akar a naponta elszivott cigarettdak szamat, akar a dohdnyzas id6tartamat elemeztiik,
fokozta a pre-miR-146a C allél kockazatnovel6 hatdsat: ez a hatds csak a hosszabb ideje
dohdnyzékban vagy a naponta legaldbb 20 cigarettat szivokban volt kifejezetten erés és
statisztikailag szignifikans.

IV.5. A pre-miR146a mikroRNS-alléimegoszlasok a roma népességben

A hazai tobbségi népesség allélgyakorisagai statisztikailag szignifikdnsan kilonboztek mind
az oldh cigdny populdcié (OR: 1,39, 95% ClI: 1,04-1,86, p=0,025), mind az indiai népesség
megoszlasaitdl (OR: 1,48, 95% Cl: 1,14-1,93, p=0,003). Romak kozo6tt, illetve az indiai népességben a
C allél gyakrabban fordult el6, mint a magyarorszagi nem roma populaciéban. A roma megoszlasok
nem kiildnb6znek szignifikdnsan az irodalmi adatokbdl kapott indiai aranyoktdl (3. adbra).
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3. dbra: A miR-146a genotipusok megoszlasa hazai nem roma, roma és indiai populdcidékban (%).




V. Megbeszélés

A masodik legfontosabb haldlokot képez6 betegségcsoport Magyarorszagon a daganatos
betegségek csoportja. Jelen PhD munka f6é célkitlizése az volt, hogy megprébaljunk valaszt adni a
kérdésre, vajon a magas hazai roma daganatos haldlozdsok hatterében allhatnak-e (és ha igen,
akkor milyen mértékben) genetikai tényezdk. Arra torekedtiink, hogy a kivalasztott gének a
daganatkialakulds korai l|épéseit befolyasoldé molekuldris szintl torténések minél szélesebb
spektrumat reprezentdljdk. Csak olyan allélpolimorfizmusokat valasztottunk, amelyekre
vonatkozdan korabban mar intézetlinkben is torténtek vizsgalatok valamilyen daganat kockdzatdra
nézve, magyar népességben.

Mivel a miR-146a vonatkozasaban hazai adat nem allt rendelkezésre, itt szlikségesnek
tartottunk egy sajat vizsgalatot elvégezni, egyrészt a hazai allélmegoszldasok megismerése céljabdl,
masrészt pedig a daganatos kockazatra gyakorolt hatast megitélendd. Ehhez a vizsgalathoz fej-nyaki
daganatos betegeket valasztottunk. A miR-146a rs2910164 polimorfizmusnak a fej-nyaki
daganatokkal valé kapcsolatat eddig minddssze egyetlen vizsgalat tanulmanyozta (Liu, 2010). Ez a
vizsgdlat nem taldlt Osszefliggést az rs2910164 allélpolimorfizmus és a fej-nyaki daganatok
kockazata kozott, de kissé ellentmonddsos mddon ugyanez a polimorfizmus mas genetikai
tényez6kkel egyltt, azokkal kolcsonhatdsban mar kockdzati tényezének bizonyult. Sajat
vizsgalatunkban arra torekedtiink, hogy Liu és mtsai vizsgalatdnak esetleges hibalehetGségeit
kikliszoboljuk, ezért valasztottuk az illesztett eset-kontroll vizsgalati elrendezést (nem, életkor,
dohanyzasi szokdsok tekintetében), amivel a potencialis zavard tényez6k hatasat megfelel6en
kikliszobolhettik (Orsds, 2013). Eltérés mutatkozott tovabba a két vizsgalat kozott a dohanyosok
aranyat illetéen, ami Liu és mtsai vizsgdlatanal alacsonyabb volt a fejlett orszagokban jelenleg
meglevé atlagos prevalencianal. Tébbek kozott a fentiek alapjan is Ugy gondoljuk, hogy sajat
eredményeink mindenképpen pontosabbak és elfogadhatdk a hazai, de az eurdpai népességekre is,
mint az egyébként az USA-ban végzett masik vizsgalaté.

Az rs2910164 polimorfizmus feltételezhet6 kockazatmddosité hatdsa azon alapulhat, hogy
befolyasolja az érett mir-146a mennyiségét a sejtben. A miR-146a pedig sokrétl szabdlyozo funkcidi
révén befolydsol egyes sejtdifferencidcios folyamatokat, amirdl pedig tudjuk, hogy potencialisan
kapcsolatba hozhaté a daganatkialakuldssal (Rusca, 2011). Az egyetlen eddigi vizsgalat, ami a mir-
146a expresszidjat tanulmanyozta szajlregi daganatokban, Ugy taldlta, hogy rosszabb a prognézis
fokozott miR-146a-expresszié esetén (Hung, 2012). Ez, bar nem etioldgiai, hanem prognosztikus
vizsgalat, de annyiban mindenképpen aldtdmasztja sajat eredményeinket, hogy megerGsiti a miR-
146a és a fej-nyaki daganatok kozotti kapcsolat fennallasat. Az altalunk vizsgalt polimorfizmus egy
G:U->C:U baziscsere kapcsan parhibahoz (mismatch) vezet, és csokken az érett mikroRNS
mennyisége, amint ezt Jazdzewski és mtsai expresszids vektorral végzett kisérletekkel igazoltak
(Jazdzewski, 2008). Ezen kiviil a miR-146a feltételezett tumor szuppresszor funkciojat alatamasztja
tovabba, hogy az emlitett, human daganatokban torténé expresszidjat vizsgalé tanulmanyok
tobbsége csokkent expressziot talalt. Az esetleges overexpresszié (Hung, 2012; Lavon, 2010) talan a

12



daganatos transzformacié soran megzavart regulaciés mechanizmusok hatasanak ellensulyozasara,
,feed-back” reakcidként alakul ki.

A vizsgalat |ényegi részét képezte a roma-nem roma allélmegoszlasok 0sszevetése. A vizsgalt
9 polimorfizmus koziil egyedil a CYP1A1 lle/Val polimorfizmus nem mutatott eltérést semmilyen
0sszehasonlitasban sem, vagyis itt az allélgyakorisagok lényegében megegyeztek mindharom
vizsgalt népességben. Ezen kivlil még csupan a GSTT1 esetében nem kilonbdzott szignifikansan a
hazai nem roma és roma népesség. Itt statisztikailag szignifikans kilonbség volt a magyarorszagi
nem roma és az indiai népesség kdzott, a roma genotipus-gyakorisagok viszont mintegy , k6zépen”
helyezkedtek el, és egyikt6l sem mutattak szignifikdns eltérést.

A tovabbi hét allélpolimorfizmus (TP53, GSTM1, NAT2, pre-miR-146a, XRCC1 194-es kodon,
280-as kodon és 399-es kodon) mindegyikénél statisztikailag szignifikdns kilonbség volt a hazai
roma és nem roma népesség allél- vagy genotipus-gyakorisagai kozott.

A NAT2 esetében a helyzet hasonld a GSTT1-nél tapasztalthoz, vagyis az indiai és a
magyarorszagi nem roma népesség genotipus-gyakorisaga szignifikdnsan kilonbozott egymastdl
(OR: 2,20, 95% CI: 1,48-3,27, p<0,001), és a roma népesség a kettd kozott, ,féliton” helyezkedett
el. A két alappopulacido kozotti eltérés egyébként igen jelent6s volt: mig a hazai nem roma
népességben a rapid acetildlok voltak tobbségben (73,3%), addig Indidban a lassu acetilalok
(56,1%). Ehhez hasonld jelenséget irtak le Sipeky és mtsai az MDR1 gén vizsgalatanal, a C1236T
polimorfizmusra vonatkozdan (Sipeky, 2011). A NAT2 polimorfizmus volt tehat az egyetlen, ahol a
magyarorszagi roma népesség szignifikans kiilonbséget mutatott az indiai populaciéhoz képest, ami
taldn azzal magyarazhatd, hogy ez a gén szdmos polimorfizmust tartalmaz, a kilonb6z6 allélek
szama tébb, mint 60, ami az adott régié fokozottabb variabilitdsara utalhat.

Kévetkez6ként a TP53 tumor szuppresszor gén polimorfizmusat kell kiemelni, ahol a NAT2-
hoz hasonldan igen jelent6s kiilénbség volt az allélmegoszlasok tekintetében a magyarorszagi nem
roma és az indiai népesség kozott. Az allélgyakorisagok itt is ellentétes iranyt mutatnak a két
populaciéban: mig Magyarorszagon az Arg allél a gyakoribb, addig Indidban a Pro allél. A roma
gyakorisagok szinte teljesen az indiai megoszlassal egyeztek meg.

A TP53-hoz hasonldan a pre-miR146a allélmegoszlasok is szignifikdnsan kiilonboztek a hazai
nem roma és az indiai népességben, a roma megoszlas pedig szintén az indiaihoz volt nagyon
hasonlé. Ugyanezt a tendenciat lattuk a GSTM1 polimorfizmust illetéen is: szignifikans kiilonbség a
hazai nem roma és az indiai népesség kozott, és a roma megoszlasok az indiai aranyokhoz voltak
kozel.

Az XRCC1 gén vizsgalt mindharom polimorfizmusanal statisztikailag szignifikans kilonbséget
taldltunk a hazai roma és nem roma népesség kozott. Erdekes, hogy mindharom allélmegoszlasnal
sajatos mdédon a roma aranyok még kissé az indiai aranyoknal is tdvolabb alltak a hazai nem roma
népességtdl. Ez a jelenség sem egyediilallé az irodalomban (Sipeky, 2011).
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Annak ellenére tehat, hogy a roma népesség az altalunk vizsgalt polimorfizmusok majdnem
mindegyikének tekintetében kilonbozott a tobbségi magyar populdciotdl, az eredmények azt
mutatjdk, hogy ezek a tényez6k nem felel6sek a romak magasabb daganatos haldlozasaiért. Az
eltér6 allélmegoszlasok ugyanis egymas esetleges kockazatemel6/kockazatcsokkent6 hatdsat
ellensulyozni latszanak (egyes polimorfizmusoknal a high-risk, masokndl pedig a low-risk allélek
voltak gyakoribbak romdk kozott). Természetesen a kérdés biztonsaggal nem valaszolhaté meg 7
gén 9 allélpolimorfizmusdnak elemzése alapjan, ezért jelen vizsgalatunk lényegében pilot studynak
tekinthet6, és remélhet6leg hasonld munkdk sora fogja majd kovetni, szamba véve az Gsszes,
daganatkialakulas szempontjabol fontos genetikai tényez6t. A roma népesség halalozasi mutatdinak
csokkentése tehat a kilsé tényez6k befolydsolasan keresztll lehetséges, vagyis els6dleges cél a
gazdasagi-szocialis egyenl6tlenségek megsziintetése. Természetesen az egészségmagatartas
befolyasolasat csak a roma népesség kulturdlis sajatossagainak megértésével és figyelembe
vételével kidolgozott programokkal lehet elérni.

VI. Uj eredmények dsszefoglalasa

e A magyarorszagi oldh cigany populacidban a felsorolt polimorfizmusok tekintetében az alabbi
allélmegoszlasokat talaltuk:
CYP1A1: lle/lle 75,9%, lle/Val: 23,1%, Val/Val: 1,0%
GSTM1: + genotipus 69,2%, 0 genotipus 30,8%
GSTT1: + genotipus 82,1%, 0 genotipus 18,0%
NAT2: lassu acetilaldk 54,9% rapid acetildlok 45,1%
XRCC1:
»  Argl94Trp: Arg/Arg 77,2%, Arg/Trp 20,4%, Trp/Trp 2,4%
=  Arg280GIn: Arg/Arg 74,8%, Arg/Gln 24,0%, GIn/GIn 1,2%
=  Arg399Gin: Arg/Arg 50,3%, Arg/Gln 42,5%, GIn/GIn 7,2%
o TP53: Arg/Arg 15,9%, Arg/Pro 64,1%, 20,0%
o pre-miR-146ars2910164: G/G 55,9%, G/C 41,5%, C/C 2,6%
o A fenti allélmegoszlasok koziil 8-nal nem volt statisztikailag szignifikdns kiilonbség az indiai

o O O O

népességbdl szarmazé adatokkal Osszehasonlitva. Borderline szintl kilonbség volt a NAT2
allélmegoszlasok tekintetében. Eredményeink alapjan tehat a roma populdcié megbrizte az Gsi
genetikai jellemzdit.

e A hazai nem roma tobbségi populacidoval 6sszevetve az oldh cigany allélgyakorisagok
szignifikansan eltéréek voltak a GSTM1, NAT2, TP53, XRCC1 Argl194Trp, Arg280GIn és Arg399GlIn
(borderline), valamint a pre-miR-146a rs2910164 polimorfizmusoknal.

o A fentiektdl fliggetlen eset-kontroll vizsgalatban igazoltuk, hogy a hazai népességben a pre-miR-
146a rs2910164 C allél statisztikailag szignifikdnsan fokozza a fej-nyaki daganatok kialakulasanak
kockazatat.
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