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|. Bevezetés

l.1. A biolzemanyagok jelenésége

A Foldon jelenleg folyamatban l8vipari fejlédéssel parhuzamosan noévekszik az
emberek energiaigénye, mig a ma hasznalatos figseziergiaforrdsok mennyisége
csokken, ezért az alternativ energiaforrasok faiést elengedhetetlen a fenntarthato
fejlédés érdekében. A fosszilis energiahordozok hasAih ered lveghazhatasu
gazok kibocséatdsa a klimavaltozasiagdzesében is nagy szerepet jatszik, ily modon
mennyiségének exponencialis nbvekedése kornyeatis kir6fahoz is vezethet.

A fenntarthatd j6Ut megalapoz6 gazdasagi modellben az energiatakeséfp az
energiahatékonysag, a megujulé energiaforrasok agelmlasa meghatarozo
jelentbséggel birnak (1).

A megujulé energiaforras olyan kozeg, természelengeg, melydl oly mddon
nyerhed energia, hogy az kulondsebb emberi beavatkozadilndégfeljebb néhany
éven belul Ujratermédik. A megujuldé energiaforrasok, szemben a nem &gy
energiaforrasokkal, nem okoznak olyan halmozéddéokahatasokat, mint az
Uveghazhatas, a lewgszennyezés vagy a vizszennyezés. A megujulé- vagynaven
z6ld energia forrdsa négy nagy csoportra bonthaittimassza, geotermikus-, viz- és
szélenergia.

A fejlett orszagok egy részében, ahol az energigigéagy részét az lizemanyag teszi
ki, a fosszilis energiahordozéktol valo elhatar@ederdekében mar néhany évtizede
allitanak eb biolizemanyagot a biomasszabdl.

A biomassza, mint energiaforras alagest kilonbdzik a szédit fllggetlen megujuld
energiaforrasoktol, mivel a ¢ nyert energia és a kibocsatott gazok jellegemasa
fosszilis energiahordozok alkalmazasanal megszoboit azonban a bioldgiai
korforgasbol addddan a kibocséatott gazok semlegpesits megtorténik. A novényi
eredeli Uzemanyagok eégetésekor gyakorlatilag annyi sz&mtitermebdik, mint
amennyit a névény az olajédllitasahoz felhasznalt (2, 3).

A biomassza élelemforrasként, takarmany alapanydgé® ipari nyersanyagként valo
felhasznalasa szintén lényeges szempont, melyefefaggsullyal kell figyelembe



venni az energiacéll hasznositasnal, hogy az dsglzha maradjon a fenntarthatésag
elveivel.

Az Ugynevezett etgyeneracios biolizemanyagokatéslsrban az erre a célra termesztett
novenyekbBl allitjak elb. A masodik generacios biolzemanyagok alapanyduzt ke
mezgazdasagbdl, eédazdalkodasbdl és a kapcsol6dd iparagakbodl (plaskat)
szarmaz6 bioldgiai eredetermék, melléktermék, vagy akar a telepilési lidkamég
biologiailag lebonthatd része. A benzinmotorokbaaszmalhaté bioetanol gyartasa
lényegében az alkoholerjesztés évezredes techag@agalapul, mig a dizelmotorokba
szant biodizel névényi olajbdl, hasznaltéslhjbol vagy allati zsiradékbol allithatdoel
(2, 4).

A biolizemanyagok tisztan vagy hagyomanyos Uzemakyeg keverve kerulhetnek a
forgalomba. Az dallitas és felhasznalas gyakorlata kialakult, dgafmatosan zajlanak
azok a fejlesztések, kutatasok, melyek azbdlétas kornyezettudatossagat,
gazdasagossagat hivatottak vizsgalni. Az élelmezééira is felhasznalhat6
alapanyagokbol ééllithatd elgégeneraciés biolizemanyagok termelése nemcsak
kockazatossa valt, hanem mennyiségileg is behatérbliolizemanyaggyartas noveékv
alapanyagigénye miatt a teffildek egyre nagyobb aranyl bevonasa az lzemanyag
eléallitdsba jelertisen csokkenthetné az élelmiszergyartadsra haszaalieamékek
mennyiségét. Ennek elkerlilése érdekében szikséghs syabalyozni, hogy a
termsfoldek milyen aranyban vonhatok be az Gzemanyéaghébsba, illetve sziikséges
olyan alapanyagok felkutatasa, melyek felhasznaasalelmiszeriparbél nem von el
forrasokat.

Az Eurdpai Uni6 a megujuld energiaforrasbébadlitott energia felhasznalasanak
novelését mar tobb, mint egy évtizede célate ki, az energiahatékonysag fokozasaval
€s az uUveghazhatasu gazok kibocsatasanak csokkeritégyidelleg. Az Eurdpai
Parlament és Tanacs a megujuld energiaforrasbéélétott energia tamogatasaral,
valamint a 2001/77/EK és 2003/30/EK iranyelv madssirol és azt kovéthatalyon
kivil helyezéesét sz6lo 2009. aprilis 23-ai 2009/28/EK iranyében szabalyozza a
biolzemanyagokra és folyékony bio-energiahordozdkiamasszabol ééllitott, a
kozlekedeédil eltérs célokra energiaforrasként hasznalt folyékony Uzegragok, pl.
villamos energia, iftés, Hités) vonatkoz6 fenntarthatésagi kritériumokat. Aémyelv

amellett, hogy pontosan meghatarozza mely foldteeiden allithato élbiolizemanyag



eléirja azt is, hogy 2017-re a biolzemanyagok és kagg bioenergia-hordozok
hasznalatabdl erédiveghazhatasu gazkibocsatas-megtakaritas legat@lkell, hogy
legyen (5).

Magyarorszagon a biolzemanyagoloadlitasaval és felhasznalasaval kapcsolatos
kérdéséket megujuld energia kdzlekedési célu felhasznaldséimnozditasarol és a
kozlekedésben felhasznalt energia Uveghazhataskibgazatasanak csokkentéslér
sz0l6 2010.évi CXVII. torvénwalamint a fenntarthaté biolzemanyag-termelés
kovetelmeényeidfl és igazolasardl szold 343/2010. (X11.28.) Korrandeletszabalyozza
az Eurdpai Unios iranyelv mellett (6, 7).

A hazai szabalyozas az Eurdpai Unids elvarasoknegfeteben a biolizemanyagok
eléallitasat 6sztonzi, a fenntarthatosagi kritériumwdghatarozasa mellett.

A 2010. évi CXVII. térvéngrtelmében 2020. december 31-éig 6%-kal kell ositdni
az Uzemanyagokbdl és mas kozlekedési célu enarmgehbsl szarmazo
energiaegységre szamitott lveghazhatasu gazkibetsAt343/2010. (XI1.28) Korm.
rendelet értelmében pedig a dizelgazolaj esetében az atergilom 4,9%-at
biolzemanyaggal kell biztositani 2014. januar 1.2€45. december 31. kozotti
id6szakban.

A Nemzeti Fejlesztési Minisztérium 2010-ben kiadofMagyarorszag Megujuld
Energia Hasznositasi Cselekvési Terve 2010-2020i ciokumentuméban foglaltak
szerint az els generacios biolzemanyagokbol — az élelmezésikéasni@nyozasi célok
biztositasaval egyidéleg — 2020. évi becsilt felhasznalas 10%-ot megdidala
mennyiség is ékllithatd, a masodik generacids biolizemanyagok elteggse — az
alapanyagkor &vilésével — ezt a volument a nigazdasagi termékmennyiség

szezonalitdsanak fliggvényében tovabb novelheti (8).

|.2. Biodizel eballitasa

A fejl6dé orszagokban az étkezési célra nem hasznéalhathyidekjok energiacéll
hasznalata sokkal elterjedtebb a hasznalt etolbjek jelledi alkalmazasanal.
A nem étkezési célu termények nem befolyasoljakélemiszerpiaci keresletet és

kinalatot, azonban a féfl6 orszagokban a kulonb&zZak altal termelt olaj (palma,



kokusz, makadamdid) versenyt gerjeszt az élelmismerés a biolizemanyag-piac

kozott, és ez emeli a nbvényi olajok arét.

[.2.1. Biodizel afallitasa nyers néveényi olajbol

Magyarorszag termeészeti adottsagai kivaldan alksdiwaa novénytermesztésre és a
stagnalé népességszamnak koszdmmetz élelmiszeripar igénye évek ota allandd. A
jelenleg kihasznalatlan foldteriletek bevonaseaodilzel alapanyagu névénytermelésébe
nem befolyasolja negativan az élelmiszeripari ig&ny, tovabba nemcsak energetikai
szempontbdl lehet kedwé&z de munkahelyteremtéssel a lakossag életszinvonala
kozvetlendl is noveli (2, 9).

A novényi olaj triglicerid, azaz 3 azonos vagy Kiboz zsirsavnak glicerinnel alkotott
észtere, nyers formaban is hasznalhaté lenne Uz@mként, azonban magas
trigliceridtartalma szamos motortechnikai és t&bpla@roblémat okoz. A ndveényi
olajokbdl atészterezéssel a hagyomanyos motorokbhaasznalhaté biodizel allithaté
el (2, 10, 11).

A gyartas a novények olajos magjanak tisztitasdvajtalanitasaval keadik, majd
ovatos préselés soran nyerik ki a nyers novényjt.okz ezt koveb észterezést
katalizator jelenlétében alkohollal, &ra miattéetsrban metanollal végzik. A triglicerid
metanollal zajlé reakcioja soran a glicerin felsalldsa mellett zsirsav-metilészter

kepadik, mely a biodizel nyers alapja (1.abra).

C|:H2-O-CO- (CH)niCHs CllH »-OH CH-O-CO- (CH)niCHs

CH -0O-CO-(CH),,CH; + 3 CH;-OH = CH-OH + CH;-O-CO- (CH)nCHs

| |

CH,-O-CO-(CH))n3CHs CH>-OH CH:-O-CO- (CH)nsCHs
triglicerid + metanol = glicerin + zsirsaviéseterek keveréke

1. abra: Biodizel eballitasa nyers névényi olajbol

A biodizel eballitas koltséghatékonysagat ndveli azadlitas soran keletkezett
melléktermékek tovabbi felhasznalasa, mely nemasaiiodizel fogyasztéi aranak
csokkenését eredményezi, hanem a kornyezettudgtissa noveli, hiszen igy a

melléktermékek is visszakerulnek a bioldgiai kigtsba.



A melléktermékek élelmiszeriparban torderfelhasznaldsat medelben azonban
szliikséges kizarni egészségkarositd hatasukat.

[.2.2. Biodizel afallitasa allati zsiradékbol vagy hasznalt névényajbol
A biodizel allati zsiradékbdl, hasznalt étkezésajakbol is ebdllithatd (12). Az

egészséges életmadra torekvés napjainkban egyyebitagnennyiségben szabadit fel
allati zsiradékot ipari hasznositasra. A husfeldofis soran keletkezett allati zsiradéek
az el$dleges allati zsiradék, mig a konyhatechnologiavaetetek melléktermékekeént,
hulladékaként keletkéz zsir a masodlagos Aallati zsiradék. Az Aallati zika
felhasznalasat medelben azokat el kell valasztani az allati téétbzarmazd egyéb
szovetekil, vertl illetve a szennyezanyagoktol.

A hasznalt olajban, zsiradékban a sutétt anyagt#hsazo elszenesedett részecskék, az
izesitésre hozzaadottiszerek, és azok lebontasi termékei valtozé menglyese
maradnak vissza. Ebbadodoan 6sszetételik folyamatosan valtozik, aefmeriti az
Uzemanyag éHllitasat.

A bonyolult tisztitasi miveletek ellenére - a gazdasagoskidés kényszere miatt - a
biodizel Uzemek jeleis részét alkalmassa tették az éttermi olajok, dékak
feldolgozasara, tekintettel arra, hogy ezen alapgoly sok esetben téritésmentesen
allnak rendelkezésére.

A hulladékgazdalkodasrol szold 2000. évi XLIlL.vany32. § (5) bekezdése szerint ,a
héztartasban, illéteg intézményi fogyasztasbdl, felhasznélasbdl vapyigéltatasbol
keletkezett veszélyes hulladékot a terdrigdteles a 20. § (3) bekezdésnek meghelel
elkllénitve, a kérnyezet szennyezését vagy kasaitkizar6 modon diteni és az
annak begfjtésére és szallitasara, ietg artalmatlanitasara engedéllyel rendelkez
hulladékkezdl részére atadni, valamint a szolgaltatasért jgai diegfizetni”. Azaz a
hazai éttermek még fizetnek is a hulladéknak szérhésznalt sdblaj, zsiradék
elszallitasaert (2, 13).

Mindezek alapjan fontos azon termékek felkutatasalyek élelmiszeripari
felhasznalasa koérnyezet-egészségligyi szemponthdl bietonsagos, igy biodizel
alapanyagként tortén alkalmazasuk direkt és indirekt mddon is csoOkkeati
kornyezetszennyezest, tekintettel arra, hogy nemakahulladékka, és energia ceéla

felhasznalasuk csokkenti a felhasznalt fosszilergiahordozok mennyiségeét.



1.3. Nyers néveényi olajbol tortéri biodizelgyartds melléktermékekeént
keletkezett glicerinnel végzett vizsgalatok, irodahi attekintés

A nyers biodizel és a glicerin (G-fazis) elvalasatailepitéssel torténik. A glicerin
nagyobb fajlagos tdmegének kdszoleeata gravitacio hatasara az olaj ala tlepszik, ily
mabdon konnyedén elvalaszthatdak egymastél. A ngedizel és az Ulepitett glicerin
azonban szennyezett maradhat az észterezés smamalhakatalizatorokkal, sékkal,
metanollal, illetve a reakcié soran keletkezetpgamokkal (2).

A G-fazis tisztitdsa savakkal és desztillaciovaiéik, melynek eredményeként akar 80
-90%-o0s tisztasagu biodizel-glicerin is nyethet

A tiszta glicerin szintelen, szagtalan, viszkézogag, ize édeskés, a lipidek vazat adja.
Elelmiszerekben E422 néven talalkozhatunk vele, iatasalom meg§rzésére,
oldészerként, édesizerként alkalmazzak. A gydgyszer- és a kozmeplaiiis
alkalmazza termékeik stabilizalasara, allagjavitaazonban a biodizeléglllitas soran
keletked nagy mennyiséget ezen iparagak méar neweigyfelhasznalni. Becslések
szerint 1 liter biodizel é&llithsa soran 80-100 gramm glicerin keletkezik (14

A (glicerin értékes, energiadus anyag, igy felmerbibgy akar allati takarmany
dusitasara is alkalmas lehet. Az é&llatok enerditmtisaguktol figéen a glicerint
glukéz ebéllitasdra vagy zsirtermelésre, illetve energiagdésre egyarant
felhasznalhatjak.

Tobb tanulmany igazolta, hogy a biodizel-glicerinmh@sitott allati takarmany noveli az
allatok hushozaméatCerrate és munkatarsai 2, 5 és 10%-ban biodizel-glicetinne
dusitott tappal csirkéket etettek 52 napon at. §élatuk soran azt figyelték meg, hogy
az 5%-ban alkalmazott glicerin nem befolyasoltaletok sulyat, taplalékfogyasztasat,
illetve megbetegedési vagy halalozasi mutatoiteftévazonban hiushozamukat. A 10%-
ban dusitott tappal tortérestetés 35. napjatdl azonban az allatok testsukgatrollhoz
képest csokkenést mutatott. A testsulycsokkenékéokefeltételezik, hogy a glicerin
telitette az allatokat, igy csokkent a taplaléldedlik (15).

Lammers és munkatarsai hasonld vizsgalataikat disznokkaext&k. Szdjaolajbol
szarmaz® 86,95%-0s tisztasagi foku biodizel-gliveri dusitottak az allatok
takarmanyat 5, 10 és 20%-ban. Eredményeik hasomlfaigazoltdk, hogy a magasabb
koncentracidéban alkalmazott glicerin nem noveléa mértékben a hushozamot (16).
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A Dbiodizel-glicerin  kdrnyezet-egészségugyi kockamak vizsgalatara irdnyulo

tanulméanyok mindezidaig nem torténtek.

I.4. Nyers novényi olajbol edallitott biodizel melléktermékeivel,
tovabba a biodizelgyartasra szant egyeb anyagokkalvégzett
vizsgalatok

1.4.1. Biodizel-glicerin

A Nyugat-magyarorszagi Egyetem, Meazdasagi €s Elelmiszer-tudomanyi Kar,
Allattudomanyi Intézetének munkatarsai takarmangpzdzsgalatokat végeztek a
kukorica alapu biodizelgyartds soran keletkezeiteghnel. A vizsgélat soran a
standard takarmany kisérletenként meghatarozotoricghanyadat helyettesitettek
glicerinnel. Eredményeik szerint a takarmanyozasiosedi (glicerin tartalom: 86,3%)
glicerin emészthésége j6, a nyersfehérje, a nyerszsir, a nyersmsa &l-mentes
kivonhaté anyagok emésztliségére nem volt hatassal, nem befolyasolja tovabba
sertések N-visszatartasat. Vizsgalatuk szerint atések sulygyarapodasa és
takarmanyhasznositasa nem tért el szignifikansastaadard takarmanyt fogyaszto
allatokétdl, a sertészsir zsirsavosszetétele peshlg minimalisan valtozott, egy-egy
zsirsav mennyisége ugyardth de a 8bb zsirsavcsoportok aranya nem valtozott.
Osszességében a hizlalasi eredmények alapjan amit@#ak, hogy a vagott aru
minésége nem romlik, ha a kukoricat 5%-ban glicerinmelyettesitik a hizosertések
takarmanyaban (17).

A hizésertések mellett vizsgaltdk a biodizel-giicehatasat a pecsenyecsirke
sulygyarapodasara, takarmany-, energia- és felaégebsitasara. A csirkék tapjanak
kukoricahanyadat 5, 10 illetve 15%-ban helyettégike glicerinnel. Eredményeik
szerint az 5 és 10%-ban dusitott tap a 42 napésddiivégére szignifikAnsan novelte az
allatok hizlalasi sulyat a kontroll, standard tafomyaszto csirkékhez képest. A 15%-
ban glicerinnel dusitott csirkék sulya az etetéiszak elején (ets 3 hét) szintén
sulygyarapodast mutatott, azonban ezt késmt sulyndvekedésik oly meértékben
lassult, hogy a kisérlet befejezésekor sulyuk arkdirallatokénal is alacsonyabb volt.
Ennek oka, hogy kisebb volt a takarmanyfogyasztasilletve a 15%-0s
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glicerintartalmu tapbol a glicerin mar nem haszitosljes mértékben. A takarmany-,
energia és fehérjehasznositas tekintetében az S@tieesintartalmi tapot fogyaszto
csirkék mutattak a legjobb eredményeket. A glicesircsirkek esetében sem volt
hatassal a nyersfehérje, a nyerszsir, a nyersrostzheaiségére, a N-mentes kivonhato
anyagok emészthietége pedig javult. Osszességében tehat a 86,3fastisgi G-fazis
takarmany-komponensként tortémlkalmazasa a csirkék hushozamara nincs negativ
hatassal (18).

A Pécsi Tudoméanyegyetem Altalanos Orvostudomanyi ®avosi Népegészségtan
Intézetében (tovabbiakban: Intézet) a biodizelegiic genotoxikus és mutagén
hatdsanak felderitésére iranyuld tesztek végzeskeetbdtek meg a kornyezet-
egészséqgugyi vizsgalato8zendies munkatarsai rovidtavu kisérletlik soréstany és
him Long Evans patkanyok részére 2000 mg/ttkg b@djlicerint adagoltak
gyomorszondan keresztll, egyszeri alkalommal. Apoeiciét koveben 24 Oras
vizeletgyijtést végeztek. A vizeletmintaban Salmonella Aneszttel a mutagén hatast,
mig a 24. oraban vett vérmintaval végzett Ustokéistmforézissel a genotoxikus hatast
zartak ki mindkét nemben (19).

A genotoxicitds vizsgalatédra iranyuldé szubkronikuigzsgalatokat Gerencseér és
munkatarsaia veszélyes anyagok és a veszélyes készitménggitorishgainak
vizsgélati modszereit és vizsgalatok eredményeinek értékeldséroldé 54/2003.
(IX.1.) ESZCSM-KvVM-BMgyittes rendeletbend@itak szerint végezték,o6stény és
him Long-Evans patkanyokkal. A biodizel-glicerirdgténte egy alkalommal adagoltak
gyomorszondan keresztll a vizsgalatba bevont &ltata 2000 mg/ttkg mennyiségben.
A 90. napon az allatok tulaltatasat kdvdioncolasa sordn a patkdnyok szervein
makroszkopos eltérést nem észleltek, az elvégzettesA teszt, és az Ustokos

elektroforézis mutagén vagy genotoxikus hatastéainem igazolt (20, 21).

1.4.2. Szappanos viz
A nyers biodizel tisztithsa vizes és szaraz mok&%ténhet. A vizes mosas soran, a

vizben jél oldédé alkohol, natrium- és kaliumsoékdiithatok el. Amennyiben a mosast
enyhén savas, lagyitott meleg vizzel végezzik, aggzappanok kicsapddasa is
elkerulhed és a kalcium-, illetve magnéziumszennyezés elidhaibd. igy keletkezik a
gyartas ugynevezett ,szappanos viz” melléktermékely tartalmazhat glicerint,

zsirsavakat, zsirsav- metilésztert, valamint kiiiilsokat.
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A szappanos viz Osszetétele révén fontos nyomeltmedolgaltathat a talajban6él
mikroorganizmusok részére, igy felmerilt, hogy jtaiaéség javitd anyagként
hasznosithaté Ujra. A szappanos viz zsirsav édalaia ugyan alacsony, de magasabb
a hagyomanyos ontéeizénél, igy elésorban a mitragyazas hatasanak fokozasara lehet
alkalmas, amennyiben kizarhatd6 a noévény és alagral kifejtett kornyezet-
egészséqgugyi kockazata. A talajbar éhikroorganizmusok képesek a metanol
bontasara, illetve mivel a metanol 6gen illékony anyag, a szappanos vizben
esetlegesen marado metanol jedentésze el is parolog, még a biologiai bontdt.el
Mikola és munkatéarsai altal végzett gazkromatografiasgétatok eredményei alapjan
szappanos vizzel kezelt talaj metanol tartalmaalataitt tdbb, mint 40%-kal csdkken,
igy feltételezhdét, hogy néhany ora elteltével a parolgas és biologiamlas
kovetkeztében mar nem is mérhattalajban (22).

Gerencsérés munkatarsai a talajhoz kulonbdzncentracioban kevert szappanos viz
Okotoxikolégiai hataséat vizsgaltdk két kiulonBotesztrendszerben. Blent az akut
toxicitas kizarasa céljabol fehér mustar (Sinapibaja gyokérndvekedeési tesztet
alkalmaztak, mely soran a kicsirazott magok sz&wa, kép&dott gyokerek hosszanak
tekintetében a szappanos vizzel kezelt talajon ménttkek egyik vizsgélt
koncentraciéban sem mutatattak eltérést a kontatdiban mérthez képest. Kronikus
vizsgélat Eisenia teszttel tortént, mely soran yagiisztdkat telepitettek a vizsgalt
talajra. A vizsgalt talajokon ugyanolyan meériékllatelhullast tapasztaltak, mint a
szappanos vizzel kezelt talajon, igy okotoxikugisiamem igazoltak (23).

Tekintettel arra, hogy a szappanos vizzel kez&ljaia termelt ndvények kozvetlendl,
vagy kozvetve emberi fogyasztasra is kerllnek, ladgadsanak megkezdését

megebzbéen a karcinogenezisre gyakorolt hatas vizsgalatageldhetetlen.

1.4.3. Kukoricaolaj és sargazsir

“ sz

A biodizel ebélliths technologidjanak fejlesztése soran vizagalla hasznalt
kukoricaolaj (tovabbiakban: kukoricaola)) illetvehasznalt sigolaj, vagy mas néven
sargazsir alapanyagként todéalkalmazasanak kornyezeti és gazdasagi hatasait.
Szendiés munkatarsai mutagenitasi €s okoldgiai tesztakiéeték, hogy a hulladéknak
szamité alapanyagok mutatnak-e mutagén vagy Okatexiatast. Ames teszttel egyik
anyagnal sem igazolodott mutagén hatas, mig a fehétar gyokérndvekedeési teszt a

két anyag oOkotoxikus hatasat igazolta, feltébet magas olajtartalmuk miatt. A
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munkacsoport vizsgalata alapjan ezen termékek rlemnezhatdk talaj midségének
javitasara, takarmanykomponensként tdrtéielhasznaldsuk azonban mutagenitasi

szempontbdl nem zarhat6 ki (24).

I.5. Molekularis epidemiolégiai vizsgalatok a noévéw alapu
biodizelgyartds  melléktermékeivel és  biodizelgyar®a egyéb
alapanyagaival

A ndvényi olajbdl ebdllitott biodizel melléktermékeinek és a biodizElpanyagnak
szant kukoricaolaj és sargazsir biotranszformagclk@ecinogenezisre kifejtett hatdsanak
meéréseére iranyulo vizsgalatok mindezidaig nem tbeté

A molekularis epidemiologia az utdbbi évek egyikgdmamikusabban fejto
tudomanyaga. A betegségek kialakulasahoz és tegbhdeé vezétokok felderitése az
epidemiologia tudomanyteriletébe tartozik. A molékis biologiai modszerek
alkalmazasa az epidemiolégiai kutatasok teriletdretiséget teremtett a betegségek
genetikai/genomikai mechanizmusanak megismerésése,ily modon a primer
prevencios eszkdzok szélesitésére.

A betegségek kialakulasa &ltalaban nem egyetlekdoketkezménye, hanem szamos
tényed egylttes hatasanak eredménye. A genetikai téhyezellett a kornyezeti
hatasoknak tulajdonithatd a legnagyobb szerep. iayieieti expoziciora a genetikai
tényedk szinte minden esetben reagalnak valamilyen médaaz kdlcsdnhatdsban
vannak egymassal (25).

A karosodott sejtek tulélése, szaporodasa, azaganadtsejtek progresszioja a sejtben
bekovetkezett valtozasok kévetkezménye. A karcineges el§ |épc$je az expozicio,
melynek soran a prokarcinogének, vagy direkt kagémek a szervezetbe kerllnek. Az
iniciacio soran az ezekbkialakult vég$ karcinogének véaltozast okoznak a DNS-ben,
majd az inicialt sejt a promdcid soranpreneoplésstisejtté alakul. A preneoplasztikus
sejt invazio soran alakitja ki a tumoros szOveteglynek progresszidoja vezet a

Klinikailag is felismerhet daganat kialakulasahoz (2. abra).
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expozicié

iniciacio promomo konver2|o ‘2}‘ @ progresszu metasztazis
@ @ nw‘ g

normal sejt inicialt sejt preneoplakas neoplasztlkus klinikai
sejt sejt daganat

2. abra: A karcinogenezis tobblépcés folyamata(25)

A karcinogenezis tobblépgés folyamatdban szerepet jatszd kornyezeti hatasok
felderitése napjainkban a tudomanyos kutatdsok ppix#jaba kerilt. A kornyezeti
karositd anyagok feltarasa mellett szamos kutat@syul a daganatkéefdés korai
fazisat jeld sejtszinti valtozasok megismerésére. A klasszikus tumormekkex
betegség diagnosztizdlasara alkalmasak, azaz kigasd szekunder vagy a tercier
prevencio eszkozei lehetnek (26).

A molekularis epidemioldgiai vizsgalatok egyik ehz egészséges sejtek karosodasat
legkorabban jek, an. korai biomarkerek felderitése, melyek expiéssltozasukkal a
primer prevencié eszkdzeként még az invaziv dagéraalakulasat megétoen jelzik

a megvaltozott allapotot (27).

1.5.1. Apoptozis/antiapoptézis szabalyozasa

A korai biomarkerek k6zé tartoznak a jelatviteliygimatok szabalyozasaban szerepet
jatsz6 gének. A kémiai hatasok stressz reakcidtanak ki a sejtben, melynek
kovetkeztében kulonbdzjelatviteli folyamatok indulnak be. A jelatvitelolyamatban
részt vev fehérjék egy kaszpazrendszer proteolitikus fehérgktivaljak vagy
inaktivaljak célfehérjéik hasitasaval. Az apoptéaisan a jelatviteli folyamatok kdzott
kialakulé egyensuly kovetkeztéberdl cel, hogy adott hatast kovetn a sejt életben
marad-e vagy elpusztul. A genetikailag megvaltgzokarosodott sejtek a
kaszpazrendszer aktivalédasat kdévetfolyamatok veégeredményeként olyan
irreverzibilis valtozasokon mennek keresztill (da@mavesztés, kromatinkondenzacio,
stb), melyek kdvetkeztében elhalnak (28).

A jelatviteli folyamatok szabdalyozasaban szerepatszp gének megvaltozott
kifejezodésélbl kovetkeztetni lehet a kiils agens sejttulélésre, vagy sejtciklusra

gyakorolt hatasara.
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[.5.2. A sejtben zajl6 biotranszformacié szabalysaa
A kornyezeti expozicido hatasa a sejtekben zajldrémszformacioban bekdvetkezett

valtozasban is megfigyelliet A biotranszforméaciéban szerepet jatszé enziméigik
nagy csoportba bonthatok, l-es és Il. fazisi mdizdlo enzimek. Az I-es fazisu
metabolizalé enzimek a szervezetbe kerult karoagokhoz funkcids csoportot kétnek.
Ezt a reakcidt eissorban a citokrom P450 enzimrendszer tagjai védxik-es fazisu
metabolizal6 enzimek ezen vegyileteket konjugaoi@rs vizoldékonnya teszik, igy
elésegitve kivalasztasukat.

A metabolizal6 enzimeknek kiemelkedzerepik van a daganatok kialakulasaban. A
szervezetbe kerllt prokarcinogének az l-es fazisdineek hatasara karcinogénneé
valhatnak, mig a ll-es fazisu enzimek semlegesikikt. A metabolizalé enzimek
aktivitdsanak valtozasa a korai biologiai hatas jehet (26).

A citokrobm P450 enzimrendszer kozel 100 enziméreggyakoribb szubsztratjai a
xenobiotikumok, a lipid peroxidacio termékei, aiptdusos aromas szénvegyiletek és
a reaktiv oxigéngyokok. A biotranszformacio éellgépése a csalad minden tagjaban
ugyanugy megy végbe. A szubsztrat megkotését &émedz enzim aktiv helyén lév
vas-trioxid (Fe(lll)) redukalddik (3. abra).

SH > SOH
® DI

pa

CYP (Fe*) - SH CYP (Fe*) - SOH
A F
NAD(P)H /’ H,0
)@ @
NAD®)+H< j
H+
W h 4

CYP (Fe**) - SH CYP (Fe**) - SH - O,

® 2 ®

CYP (Fe?") - O,-SH

3. abra: A citokrémok hatasmechanizmusa(l. szubsztrat kétés, 2. redukcid, 3. oxigén
kotés, 4. elektron transzfer, 5. hidrogén atomszéer, 6. transzformécid, S: szubsztréat) (30)

A redukcio soran a nicotinamide adenine dinucleoptosphate-oxidaserdl (NADPH)
az elektronok a NADPH- citokrom P450 reduktazoneketil jutnak el a citokrom
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P450-hez. A redukalé enzim két koenzimet tartalnfin adenine mononucleotid
(FMN) és flavin adenine dinucleotid (FAD). A rediltk@as dioxidot (Fe(ll)) tartalmazo
citokrom enzim képes megkotni a molekularis oxigerg egy Ujabb elektron
felvételével stabilizaloédik. Az elektron két enzéihts szarmazhat: NADPH-citokrom
P450 reduktaztdl és a NADH-citokrom B5 reduktazedkeletkezett komplex oxigén-
oxigén kotése felhasad, egy molekula viz kilépésakidv intermedier jon Iétre, amely
elvégzi a szubsztrat oxidaciojat. Végil az oxidadittabolit disszocial az enzitir(29,
30, 31).

[.5.3. Onkogének és tumorszuppresszor gének

Az onkogének a human genom proto-onkogénjefinkcionyeréssel jaré mutaciok
kovetkeztében kialakulé gének. A mutacié hatasdekuinak ki a daganatsejtek
legjellemzbb tulajdonsagai, mint a szabalyozastol flggetlevdlé sejtszaporodas, a
halhatatlansag, a gatolt differencialédas, (] edebpzése, szoveti invazio és
attéetképadés, valamint az apoptozis elkerilése. Az onkogénekllett a
tumorszuppresszor gének funkciévesztéssel jard aiditarévén vesznek részt a
daganatképidésben (32).

Az onkogének és tumorszuppresszor gének expresdmpasai szintén a korai
biomarkerek kdzeé tartoznak.

Korabban ugy gondoltuk, hogy a daganatkélgst kizardlag az onkogének és a
tumorszuppresszor gének képesek kdzvetlenil besfollyd Megvaltozott kifeje@désiik
valéban még az invaziv daganat kialakulasat néegeh jelzi a sejtkarosodast, azonban
a napjainkban zajlé kutatasok bizonyitottak, hogyoakogének és tumorszuppresszor
gének kifejeddését is befolyasolhatjagk a molekularis epidemi@idgkutatasok
fokuszaba kerllt, a DNS fehérjét nem kbédol6 szakiedlz atirodd6 mikroRNS-ek
(MiRNS).

[.5.4. A miRNS-ek
A miRNS-ek az RNS alapu génregulacioban jatszana#repet. A kornyezeti

karcinogenezis korai biomarkereinek, a koérnyezgpoeicié hatasanak becslésében,

elérejelzésében lehet szerepik. A miRNS-eket nyilvéihtadatbazis jelenleg is tdébb
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mint 24 500 mMiRNS-t szdmol, meklbkdzel 4 500 huméan eredet Nemcsak a
szovetekben, hanem a szérumban és a testnedvekbmeegialalhatok. A miRNS-ek
szama az organizmus fejlettségi szintjével parhwzsam 16 (33-36).

Feltételezések szerint a gének kifégzsét exogén miRNS-ek is befolyasolhatjak.
Zhangés munkatérsai igazoltak, hogy a rizsben nagy mséglyen jelen |& névényi
eredelt miR-168felfedezhet a kinai emberek szérumaban is. Kdvetkeztetéseilnsz
mint exogén mIRNS a taplalékkal kerll a szervezetd®l - in vitro €sin vivo
vizsgalataik alapjan kotédik a human/egér low-density lipoprotein receptdeger
protein 1 (LDLRAP1) mRNS-éhez, és gatolja annalejkifydését a majban, ezzel
csokkenti a plazma LDL szintjét. (37).

Az egyes szovetekben eldémiRNS expresszids profil mérléetilletve ugyanazon
MIRNS kilonbod szovetekben eltérviselkedést mutathat. Az expresszios mintazat
valtozaséat tapasztaltak a fiziologias allapot Asa kapcsan, pl. terhesség, illetve
fertézé vagy nem fefizé akut és kronikus betegségben. igy nemcsak a dégaaihs
kozéppontjaba kertlhetnek a miRNS-ek, hanem a si&int eltérések alkalmasak
lehetnek gyulladasos folyamatok, a cukorbetegségy val. a szivinfarktus korai
diagnosztizdlasara. A miRNS-ek és a kulortbdoanegbetegedések kozotti
osszefliggéseket a Human miRNA-associated disedabada (HMDD) elnevezés
adatbazis rogizti (38). A szérumban talalhaté miRdKSellenallébbnak bizonyultak,
mint a szoveti miRNS-ek adémérséklet, a hosszu tarolas, a tobbszori fagyasztas
olvasztasi ciklus és az endogén RNaz aktivitaselle a szoveti miRNS-ek ugyanagy
alkalmasak a betegségek azonositasara, szovetspe@kpressziés mintazatuk alapjan
(39, 40).

A mMiRNS-ek rovid, 18-29 nukleotidbol all6 RNS-ek. enhyiségik jeleidsen
befolyasolja a kulonbdzfehérjéket kodold messengerRNS-ek (MRNS) menngiség
DNS 06ndllé transzkripcidés egysédkrvagy a gének fehérjét nem kodold intronjérol
(mirtron) irédnak at, de é&ordul, hogy néhdny miRNS szekvencia 1-5 kb tavgisa
belul talalhaté - ezeket mIRNS klaszternek nevezzilés egy policisztronos
transzkriptumma irédnak at. A miRNS gének tébb nigle olyan kromoszoma
régibban van, melyek daganatok esetében eérinteftakilis I6kuszokon, gyakori
torésponton, delécios, amplifikacios régidban (41).
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4. dbra: A miRNS-ek kép@dése(42)

A mIiRNS transzkripciot az RNS polimeraz Il enzirégzi. A transzkripcidé soran egy
tébb szaztdl ezer bazisparig tefguri-miRNS jon létre. A pri-miRNS modifikacidjat a
sejtmagban a DROSHA vagy az RNaz Il enzim végalymek eredményeként egy 70-
100 nukleotid hosszusagu pre-miRNS-sé alakul. Apkejmaba tortéh transzport az

exportin 5- RAS-like nuclear protein - guanosinghosphaton (RAN-GTP) keresztl

torténik, ahol a Dicer ribonukleaz hasitasa sogn1®-23 nukleotid hosszusagu kett
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szalu termék keletkezik. A szélak szeparacitjaekian a vezét szal a RNA induced
silencing complexbe (RISC) inkorporalédik, ahol@rguta és egyéb fehérjékkel alkot
komplexet. A target mMRNS komplementer, altaldbaruXranslated region (3’'UTR)
szakaszahoz kédik, és hatasat a mRNS transzlacio teljes vagylegsg gatlasaval
fejti ki. lly modon a fehérjeszintézist poszttrakpcios szinten befolyasolja. A
gatlashoz elegedrészleges komplementaritds is, igy ugyanazon miRX&mos
MRNS-hez kapcsolodhat (4. abra).

Normal és tumoros szovetek vizsgalata soran a miBRNPatogenetikai szerepét
szamos daganatos elvaltozasban igazoltak, viseatiteek onkogénként (onkomir) vagy
tumorszuppresszor génként egyarant. A kilodb&zdvetekben, vagy ugyanazon
szOvetben mas-mas expozicid hatadsara ezen tulaglasseltéd lehet. A miRNS
expresszidja alapjan nemcsak a daganatidgs, de a kiujulas, a terjedés és az
attétképadés tendencidi is josolhatok (41, 43, 44).

1.5.5. Vizsgalt gének
A biodizel alapanyagokkal és melléktermékekkel efigzvizsgalataink soran a

sejtciklus szabalyozasaban szerepet jatsz6 génell kdnuclear factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B-cells Hifkbl), a growth arrest and DNA-damage-
inducible protein 45 alphaG@add45a és a mitogen-activated protein kinasadv&pk8
JNK1) expressziovaltozasat mertik.

A sejt stressz valaszanak egyik leggyakoribb themszios fehérjéje az NFKB
komplex. A komplexNfkbl(p50) alegysége elsorban proapoptotikus szereppel bir, a
Gadd45aindukalasaval a mitogen-activated protein kinasease 4/ c-Jun NH(2)-
terminal kinase (MKK4/JNK) kaszkadon keresztul &kJulatviteli ttvonalat aktivalja,
ily médon a daganatos sejtek elpusztulasat fok(¥za46).

Vizsgalataink soran a biotranszformaciora gyakdnaliast, a cytochrome P450, family
1, subfamily a, polypeptide IC¢plald, és a cytochrome P450, family 2, subfamily e,
polypeptide 1 Cyp2e) gének kifejeadéseének mérésével végeztik.

A v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene h@ogo(K-ras) mint klasszikus
onkogén jelzi a daganatos elfajulas kezdetét, eAdmsztottuk a vizsgalt gének kozé.

A mMIRNS expressziovaltozasat majban vizsgaltuk,nBogénként iiR-21, miR-27a,
miR-93, miR-148a, miR-155, miR-196a, miR-205, n2B-8s 5 tumorszuppresszorként
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(miR-34a, miR-143, miR-146a, miR-203, miR)22&elked gén expressziojanak

mérésével.

1.6. Allatkisérletek
A kisérletes daganatkutatasbanéstgban entlsdket, és ezen bellblég ragcsalokat

alkalmaznak, altalaban beltenyésztett (inbred)stket, melyek legalabb hlisz egymast
kovetb nemzedéken at tortérédestestvér paroztatassal jottek létre. Az igjakidt
térzsek hajlamot mutatnak a spontan daganatidgsze (pl.: AKR/J, BALB/c,
CBA/Ca).

Az allatkisérletek alkalmasak arra, hogy kilénb&2miai anyagok karcinogenezisben
betdltbtt szerepét vizsgaljuk. A kisérleti anyagogjuttatasa az éallat szervezetébe
adagoljuk megfelél koncentracidban (47).

Intézetiinkben alkalmazott egyedilallé révidtaviatiilsérletes tesztrendszer kertlt
kidolgozasra, mely szamos kémiai karcinogén esetébgyon korai fazisban jelezte a

karcinogén hatast (48).
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Il. Célkit tzések

Célunk a kukorica alapu biodizelgyartas melléktemigek és a biodizel alapanyagnak
szant kukoricaolaj és sargazsir karcinogenezisakayplt hatdsanak vizsgalata az

Intézetben alkalmazott rovidtavu allatkisérletesipliben.

II.1. Biodizel-glicerin hatasanak vizsgalata

Célunk a biodizel-glicerin kdrnyezet-egészségugygkidzatanak felmérése:

» 60%-0s tisztasagu biodizel-glicerin apoptézis folgsara gyakorolt
hatasanak gén szinvizsgalataval,

* 86,3%-0s tisztasagu biodizel-glicerin apoptozisydolatara gyakorolt
hatasanak gén szinvizsgalataval,

* 86,3%-0s tisztasdgu biodizel-glicerin biotranszfaciara gyakorolt
hatasanak gén szinvizsgalataval,

» 86,3%-0s tisztasagu biodizel-gliceriikK-ras onkogén kifejeédésére
gyakorolt hatasanak gén sZintizsgalataval,

» 86,3%-0s tisztasagu biodizel-glicerin miRNS-ek jeit8désére gyakorolt

hatasanak gén szinvizsgalataval.

I1.2. Szappanos viz hatdsanak vizsgalata

Célunk a szappanos vizzel kulonBdoncentracioban kezelt talajrol betakaritott buza
kornyezet-egészségugyi kockazatanak felmérése:
1000 I/ha szappanos vizzel kezelt talajrol betéddariblza apoptozis
folyamatéra gyakorolt hatdsdnak gén srinzsgélataval,
e 1000 I/ha szappanos Vvizzel kezelt talajrol betéddri baza
biotranszformécidra gyakorolt hatasdnak gén éziitsgéalataval,
e 1000 I/ha szappanos vizzel kezelt talajrol betéddaribliza miRNS-ek
kifejezodésére gyakorolt hatasdnak gén szuizsgalataval,
« 500 l/ha szappanos vizzel kezelt talajrol betaftiriblza apoptozis

folyamatéra gyakorolt hatasdnak gén srinzsgélataval,
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e 500 I/ha szappanos Vvizzel Kkezelt talajrol betas@rit baza
biotranszformaciora gyakorolt hatasanak gén szirsgalataval,

* 500 I/ha szappanos vizzel kezelt talajrél betadtiribiza miRNS-ek
kifejezodésére gyakorolt hatasdnak gén szuizsgalataval,

» 250 l/ha szappanos vizzel kezelt talajrol betastriblza apoptozis
folyamatéra gyakorolt hatasdnak gén srinzsgélataval,

e 250 I/ha szappanos vizzel Kkezelt talajrol betas@rit baza
biotranszformécidra gyakorolt hatasdnak gén éziitsgélataval,

250 l/ha szappanos vizzel kezelt talajrél betadtiribiza miRNS-ek
kifejezodésére gyakorolt hatasdnak gén szuizsgalataval,

125 l/ha szappanos vizzel kezelt talajrol betasdriblza apoptozis
folyamatéra gyakorolt hatasdnak gén srinzsgélataval,

« 125 I/ha szappanos vizzel kezelt talajrol betasdrit buza
biotranszformécidra gyakorolt hatasdnak gén éziitsgélataval,

125 I/ha szappanos vizzel kezelt talajrol betadtiribiza miRNS-ek
kifejezodésére gyakorolt hatasdnak gén sizuizsgalataval.

[1.3. Kukoricaolaj és sargazsir hatdsanak vizsgalat

Célunk a biodizel alapanyagnak szant kukoricadagargazsir kornyezet-egészsegugyi
kockazatanak felmérése
* a kukoricaolaj apoptézis folyamatara gyakorolt batak gén szifit
vizsgéalataval,
* a kukoricaolajK-ras onkogén kifejegdésere gyakorolt hatdsanak gén szint
vizsgéalataval,
* a kukoricaolaj miRNS-ek kifejéziésére gyakorolt hatasanak gén szint
vizsgéalataval,
e a sargazsir apoptézis folyamatara gyakorolt hatksagén szirt
vizsgéalataval,
* a séargazsiK-ras onkogén kifejeéddésére gyakorolt hatdsanak gén sint
vizsgéalataval,
* a sargazsir miRNS-ek kifejgdésére gyakorolt hatdsanak gén swzint

vizsgalataval.
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A kukorica alapu biodizelgyartas melléktermékeldésittkezett, kilonbd tisztasagi
foka, éllati takarmany  kiegészitésére szant giicerifrakciok  allati
takarmanykomponensként, szerves anyagokban ésavailmn dus szappanos viz
talajjavitoként tortéh alkalmazasat mediedéen a kornyezet-egészségigyi hatasanak
vizsgalata élelmiszerbiztonsagi szempontbdl szidség

A kukoricaolaj és sargazsir karcinogenezisre gyakohatasa alapjan kivanjuk
meghatarozni, hogy biodizel alapanyagként valoafethalasuk megfetelmaodja-e
kornyezettudatossag fokozasanak, illetve Osszétételalapjan biztonsaggal
alkalmazhat6ak-e az élelmiszerlancban, az allairtaany dasitasara vagy talajjavitd
komponensként.

A biodizel alapanyagok, melléktermékek Ujrahaszaeaval kapcsolatos vizsgalatok
népegészségugyi szempontbdl elengedhetetlenelgtattkl arra, hogy a biodizel-
glicerint fogyaszto, illetve szappanos vizzel kezalajrél szarmazo buzéval hizlalt
allatok emberi fogyasztasra kerilhetnek.

A karcinogén hatas vizsgalata az Intézetben kidmlgorovidtava allatkisérletes

modellben tortént, mely a hosszu tavu vizsgélate&hja ki (49).
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lll. Anyagok és mddszerek

[11.1. Kisérleti allatok

A vizsgalatainkat egy konzorcium tagjaként végezfiilkonzorcium célja volt, hogy a
biodizelgyartas melléktermékéib - a vegyipari niveleti, allattenyésztési,
k6zegészsegugyi és technoldgiai kutatasi feladatidszehangolva -alakitson ki olyan
anyagokat melyek biztonsaggal Gjrahasznosithatéaén multi-diszplinaris projektben
Intézetlink feladata a kornyezetegészségugyi viasgaklvégzése volt.

Kisérleteinket kdzel 4 év alatt folytattuk le, a#téizetben kifejlesztett allatkisérletes
modellben az allatok védelmét és kiméletefl szold 1998. évi XXVIII. tdrvény
rendelkezései, a Pécsi Tudomanyegyetem Munkaheliitkfsérleti Bizottsaganak
etikai kddexe és az Intézet vonatkozé engedélygdalaengedély szama: BA02/2000-
24/2006 (50).

Munkacsoportunk a konzorcium altalééllitott anyagokkal végzett kisérletekbe az
adott évben Intézetlinkben rendelkezésre all6 hedsaett egértdrzset vonta be. A 4 év
alatt 6sszesen harom kulonbBémeértdrzzsel dolgoztunk: CBA/Ca, BALB/c és AKR/J.
A CBA/Ca egértorzsek hajlamot mutatnak a kilordbgzarkémak, rabdomioszarkéma
és epidermoid karcinoma kialakulasara. Szamos &iasggazolta, hogy mind aateny
mind a him egerekben joindulati hepatoma alaka kor ebrehaladtaval.A BALB/c
egerekben, ets alkalommal az asvanyi olajjal tori@€rkezelést kovéen kialakuld
plazmocitomat figyelték meg, kéisb igazolodott, hogy ebben az egértdrzsben szamos
egyeb tumor indukalhatdé kornyezeti agensekkelpésatan tumorkégiési hajlamuk is
magas. Az AKR/J egerek széles kérben hasznalatasd&ganatkutatasban, akut T-
sejtes leukemiara magas a hajlamuk, de szamos etydébr is indukalhaté a
szerveikben (51).

Az alkalmazott harom egértdrzs mindegyike fokozotiajlamot mutat a
daganatképidésre, a kulonb@z karcinogén hatasokra gyakorlatilag egyforman
erzekenyek, igy az eredményeket az alkalmazotttggseek kozotti kalénbség nem
befolyasolja. A kilonb&z egértipusokban mas-mas anyag hatasat mértiuk. @gged
magasabb tisztasagi foku biodizel-glicerin esetébégeztik el a méréseinket két
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kilonbd® egértipusban is, itt az eredmények 6sszevitbge céljabdl, egyes gének
expressziojat mindkét egértipus esetében meghatéroz
A kisérleti allatok az expozici6 idejében 6 hetegeltak, sulyuk 20-24 g kdzoétt volt, a

kisérlet soran humanus banasmodban részesiiltek.

l1l.2. Vizsgalt anyagok

A vizsgalt anyagokat Intézetiink részére a KUKK KK (Budapest) biztositotta. Az
exponalt allatok esetében az egerek a vizsgéaltganyaagy a vizsgalt anyaggal dusitott
standard ragcsalotapot fogyasztottdk 3, 6 vagy &h &eresztiul. A standard tap

Osszetétele az I. tAblazatban lathato.

I. tAblazat: A standard ragcsalétap 6sszetétel@-orras: Szinbad Kft, Goddéll Eu reg. szam:
HU13100039)

Energia 11MJ/kg
szaraz anyag 86%
tiszta fehérje 20%
enzim fehérje 18,2%
lizin 0,97%
metionin 0,30%
cisztein 0,64%
tiszta zsir 4%
rostanyag 4,30%
kalcium 1,08%
foszfor 0,85%
natrium 0,20%
A-vitamin 18000 NE/kg
D-vitamin 1000 NE/kg
E-vitamin 75 mg/kg

Kisérleteinket két kulonbdz tisztasagi fokd biodizel-glicerinnel kezdtik. Az
0sszetételre vonatkozé méréseket a Solum Zrt. we@dHdztablazat). Az ets vizsgalat
eredményei alapjan a tovabbi kisérleteket csak gasabb tisztasagi foku biodizel-

glicerinnel végeztik
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. tAbl4zat: Biodizel-glicerin 0sszetételéForras: KUKK K&F Kft., Budapest)

alacsony glicerin tartalmu | magas glicerin tartalmu
biodizel-glicerin biodizel-glicerin

glicerin 60% 86,3%

névenyi olaj 20% 5%

foszfor 4% 2%

natrium 1% 1%

kalium 5% 2%

metanol 0,04% 0,04%

Viz, egyéb asvanyi anyagok| 9,96% 3,66%

A biodizel melléktermékek kozil a talajkezelésrantzszappanos viz dsszetétele .
tablazatban lathaté. A szappanos viz hatasat apamap vizzel kilénbéz

koncentricidéban kezelt talajrél sza&rmazo6 buzavgt et expozicidt kovéen mértik.

[ll. tAbldzat: A szappanos viz dsszetétel@-orras: KUKK K&F Kift.)

glicerin < 0,06 m/m%
zsirsav-metilészterek (palmitinsav-, sztearingav-,

olajsav-, linolsav-metilészter) <O.1 m/m?%
klorid 36,7 mg/l
foszfat 71,7 mg/l
szulfat 38,5 mg/l
nitrit 0,3 mg/l
nitrat 29,2 mg/l

A biodizel alapanyagnak szant sargazsir és kuladaradsszetétele folyamatosan

valtozik, vizsgalatainkhoz az anyagokat a QS Bieldkft. biztositotta (Newton, USA).
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111.3. Expozicio

Az expozicid6 minden esetben az egerek tapanyaghexé tortént. A vizsgalt
anyagokat (biodizel-glicerin, kukoricaolaj, sargaz40%-ban kevertilk az 0sszetort
standard ragcsalotaphoz, melyet manualisan Ujrelpiég az etetést medgeben. A
szappanos vizzel kezelt talajrél szarmazo6 buzéwvadrit kisérlet soran az egerek 100%-
ban a buzét fogyasztottak.

A Kkisérletet megéké 6 Ordban a standard tapot az allatoktol megvonhagy a
révidtava expozicio soran megfeéleinennyiségben fogyasszak az expoziciés anyagot.
Az egerek tapanyagbeviteléet 3g/24 Ora mennyiségb@taroztuk meg, a
tapfogyasztasaban szignifikans eltérést nem teglaiwzk (52). A rovid expozicios éde
tekintettel az allatok sulyvaltozasat nem regisiatkd A szilard tdp mellett az egerek
csapvizet fogyasztottak.

Az expoziciot kdveien valamennyi vizsgalt allat életben maradt. Aatéhkat nyaki
diszloké&cidval oltuk el, boncolds soran eltavot@édkertlt majuk, lépik, csontvelejik,
tudejik és mindkét veséjuk. Az eltvolitott szehdkaz izoladlashoz szikséges

mennyiséget metszettiink. A szervek tobbi részétC8on lefagyasztottuk.

l1l.4. Kisérleti csoportok (Al, A2, A3, B, C)

Az egyes vizsgalati anyagokkal végzett kisérletetifiarom & csoportra bontottuk A,

B és C, az A csoporton bellll 3 alcsoportot hozieire Al, A2, A3.

Az A és C kisérlet soran a kontroll csoportba tastegerek a standard ragcsalétapot
fogyasztottak, a B kisérlet soran szappanos vizzel&sben nem részesilt talajrol
szarmazo buzét.

Az Al kisérlet soran a biodizel-glicerin karcinogeisre gyakorolt hatasat vizsgaltuk
ket mRNS Nfkbl, Gadd45p génexpresszid-valtozasanak mérésével CBA/Ca
egerekben. Az expozicids anyag €s az expozicide iddppjan 14 csoportot
kilonitettiink el, 7 csoportéstény és 7 csoport him egeréklbevodédott dssze. Az
exponalt csoportok 3, 6 vagy 24 oOran keresztll dsgiottak az alacsony vagy a
magasabb glicerin tartalmu G-fazissal 10%-ban dtisstandard tapot. Az expoziciot

koveten a vizsgalt gének expressziojat a majban, a tepba csontvében mertik.
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Az Al kisérletben kapott eredmények alapjan az ASérletsorozatot a 86,3%-0s
tisztasdgu biodizel-glicerinnel folytattuk, és avébbiakban a vizsgélt gének
expressziojat csak a majban mertik (lasd 1V.1X.&sl.).

Az A2 kisérletben a 86,3%-0s tisztasagu biodizekghnel tortéd 3, 6 és 24 oras
expoziciot koveten mértik a biotranszformaciéban szerepet jatst@de, aCyplal

és aCyp2elkifejezodését szintén CBA/Ca egerek majaban.

Az A3 kisérletetben az Al és A2 kisérletben kampoedmeények alapjan a vizsgalt
szOvet sikitéséen tul az expozicios ddtekintetében is csokkentettik a vizsgalati
csoportok szamat, és csak 24 0rés etetést d&@vanertiik a karcinogenezisben szerepet
jatsz6 gének expresszidjat a majban, ugy niifikbl, Gadd45a, K-ras, miR-21, miR-
27a, miR-34a, miR-93, miR-143, miR-146a, MiR-148&-155, miR-196a, miR-203,
miR-205, miR-221 Az A3 kisérlelet BALB/c egérrel végeztik, ezeértkarabban
CBA/Ca egerekben vizsgalt gének kdzulNfkb1 gén expresszidvaltozasanak mérését
ismételten elvégeztik (lasd 1V.1.2.).

A B kisérlet soran a biodizelgyartas szappanosnéltektermékének karcinogenezisre
gyakorolt hatasat meértik AKR/J egértdérzsben. Azelg8 csoportja a szappanos vizzel
kilénb6d koncentracibban kezelt talajrél betakaritott busdgyasztotta 24 6ran
keresztll, mig a két kontroll csoportogtény, him) kezeletlen talajrol szarmazo6 buzat
kapott ugyanennyi ith keresztil. Az expozicid hatdsat a majban 11 ddikb(,
Mapk8, Gadd45a, CyplaCyp2el, miR-21, miR-27a, miR-146a, miR-221, miR-223
kifejezodésének elemzésével mértuk.

A harmadik, C kisérletsorozatot BALB/c egerekkajegik, és mivel az egértorzs és a
vizsgélt gének megegyeztek az A3 kisérlet sorasgaitakkal, igy kiloén kontroll
csoportot nem alakitottunk ki. Egy him és edygtény csoport expozicioja 10%-ban
sargazsirral dusitott tappal tortént, mig a masik dsoport 10%-ban kukoricaolajjal
dusitott tapot fogyasztott 24 éran keresztil. Asgédt génekNfkbl, Gadd45a, K-ras,
miR-21, miR-27a, miR-34a, miR-93, miR-143, miR-1468r-148a, miR-155, miR-
196a, miR-203, miR-205, miR-2&xpresszidjat szintén majban hataroztuk meg.

Az egyes Kkisérleti csoportokban hasznalt egértiéreseaz expoziciés anyagra, az
expozicios idre, a vizsgalt szbvetekre és génekre vonatkozdetészadatokat a IV.

tablazat tartalmazza.
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IV. tablazat: Kisérleti csoportok
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l11.5. Génexpresszid vizsgalata

A génexpresszi6 meghatarozasa soran a Roche (Bétlmetorszag) cég altal
biztositott berendezéseket és kiteket hasznaltukizégalt gének kivalasztasa az adott
évben Intézetliinkben rendelkezésre alld MRNS és RighinerekBl tortént.

A vizsgalt szervekdl kimetszett szovetdarabokat homogenizaltuk. TERBES izolalast
nukleinsav izolal6 automata (Magna Pure Compadtegyssegitségével végeztik el.

Az izolalt RNS mennyiségét és misegét mind a miRNS, mind a mRNS esetében
abszorpciés fotometriaval ell@nztik 260/280 nm-en, az A>1,9 mintdkat hasznaluk
tovabbi vizsgalathoz.

Az igy nyert RNS-t reverz transzkripcid sordn DMNS{rtuk &t, majd polimeraz
lancreakcié (PCR) sordn a vizsgalt DNS szakasz zsoksitasat végeztik el,
LightCycler 2.0 PCR Carousel alapu, vagy a Light€yd80 PCR készilékben.

A mRNS-ek génexpresszidjat hypoxanthine guaninespiharibosyl transzferase
(Hprt), a miRNS-ekét az 5S RNS alegységhez, mintébktmtrollhoz viszonyitva
hatéroztuk meg.

A génexpresszio szintjét a b&lkontrollra normalizalt értékek alapjan hataroztnig

relativ quantifikacioval, ¥ szamitasaval, Exor 4 szoftver segitségével.

[11.5.1. Az Al és az A2 kisérletben alkalmazott nsadrek
A 60% és 86,3%-0s biodizel-glicerinnel végzett it kisérletliink soran (Al és A2)

ugyanazon kiteket alkalmaztunk, ugyanazon PCR ibéstkkal.

A telles RNS izoldlashoz Magna Pure Compact Nucléicid Isolation Kitet

alkalmaztuk. A vizsgalt szovet 1Q0-ehez pipetazassal 3Q0 MagNa Pure LC DNA

Isolation-Kit-Lysis/Binding Buffer Refil oldatot kertink. A mintat az izolalo
automatédba helyeztik, a 12 lyukd reakcios patroanptotokoll szerint végeztik az
RNS izolalast.

Ezt kdveten LightCycler RNA Amplification Kit SYBR Green lasznalataval egy
lépésben végeztik a reverz transzkripciot és a BERBIifikacidt, mely a vizsgéalat
megbizhatbésagat nagymértékben novelte.

A felhasznal6i Utmutatoé szerint dl minta RNS-hez 2ul primer mixet (forward és
reverz) kevertink, a PCR reakciés elegy tovabbidigsele: LightCycler RT-PCR
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Reaction Mix SYBR Green: dl; LightCyler RT-PCR Enzyme Mix: 0,4l; Resolution
solution: 3ul; MgCly: 1,6 ul; viz: 8 ul.
A PCR reakcio LightCycler Carousel-alapu rendszerbieegkapillarisokban tortént, az
alabbi beallitasokkal:
1. Reverz transzkripcio: 1 ciklus, 55°C, 10 perc
2. Denaturécié: 1 ciklus 95°C, 30 masodperc
* Amplifik4cid: 45 ciklusdenaturacio: 95°C, 10 mésedp
* annealing: 55°C, 15 masodperc
» extenzio: 72°C, 4 masodperc, egycsatornas detsktatid
3. Olvadési gorbék: 1 ciklus
* denaturacio: 95°C
* annealing: 65°C, 30 masodperc
» olvadas: 95°C, folyamatos detektalasi méd
A detektalas a SYBR Green fluoreszcens nukleotidganyaghoz igazitva 530 nm-en

tortént.

[11.5.2. Az A3 és a C kisérletben alkalmazott moelszk
A 86,3%-0s biodizel-glicerinnel, a kukoricaolajgd a sérgazsirral tortént expoziciét

kovetben a miRNS-ek és a velik parhuzamosan vizsgélt m&8N&olalasa soran
ugyanazt a protokollt kovettuk.

A MagNa Pure Compact nukleinsav izolalé rendszerké&nkit segitségével a teljes
RNS izolalast kovélen a cDNS-re torténatiras is megtortént.

A High Pure miRNA Isolation Kit segitségével 1hDBinding Bufferrel és Binding
Enhancerrel lizalt mintabdl tdbbsz6ri mosas, cérgélast kéveien Elution Bufferrel
teljes RNS-t izolaltunk, a kit ,,egy elucios oszlepprotokollra” vonatkozo utmutatdja
szerint. A cDNA Synthesis System AMV reverz tranfidzanak segitségével a teljes
RNS-t cDNS-re irtuk at.

A PCR reakciét a miRNS-ek génexpresszio merésensarghtCycler 480 PCR
rendszerben, 96 lyukd panellel végeztik. Az izel&aran Sul minta cDNS-hez 1l

forward és lul reverz primert adtunk, az elegy tartalmazott tié 10ul LightCycler
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480 SYBR Green | Master Mixet éqiBvizet. A PCR beallitasai a minta és a primerek
érzékenységéhez igazodva az alabbiak voltak:
1. Preinkubacio: 1 ciklus 95°C, 10 perc
2. Amplifikacio: 65 ciklus
* denaturacio: 95°C, 10 masodperc
» annealing: 52°C, 20 masodperc
e extenzid: 72°C, 15 masodperc, egycsatornas dedskralbd
3. Olvadasi gorbeék: 1 ciklus
» denaturacio: 95°C, 5 masodperc
e annealing: 65°C, 30 masodperc

» olvadas: 97°C, folyamatos detektalasi méd

Az Nfkbl, Mapk8 és K-ras gének expressziojat LightCycler Carousel-alapu
rendszerben, Uvegkapillarisokban végzett PCR réadarian mértik.
A PCR reakcios elegybenid minta cDNS-t, 1ul forward és 1ul reverz primert, lul
UPL prébat és 4l LightCycler 480 SYBR Green | Master Mixet keverkiiossze Qu
vizzel.
A PCR bedllitasai a kovetkéz voltak:
1. Preinkubécid: 1 ciklus 95°C, 10 perc
2. Amplifikacié: 45 ciklus
» denaturacio: 95°C, 10 mésodperc
* annealing: 55°C, 40 masodperc
» extenzio: 72°C, 1 masodperc, egycsatornas detsktatid
3. Olvadasi gorbék: 1 ciklus
» denaturacio: 95°C, 1 masodperc
* annealing: 65°C, 30 masodperc

» olvadas: 97°C, folyamatos detektalasi méd

A detektalas a miRNS-ek és mRNS-ek esetében is SG&fen fluoreszcens nukleotid

jeléléanyaggal tortént, 530 nm hulldamhosszon.

33



[11.5.3. A B kisérletben alkalmazott modszerek
A bazaval végzett kisérleteink soran az RNS izekkiz diz6ekben irtakhoz hasonloan

High Pure miRNA Isolation Kit egy oszlopos protdimlszerint tortént, a cDNS-re
irashoz a Transcriptor First Strand cDNA Synthdsitet hasznaltuk, melyben az
atirtast a transkriptor reverz transzkriptazinemzim végezte.
Ebben a kisérletsorozatban a miRNS és a mRNS gearssgos profiljat is LightCycler
480 PCR rendszerben végzett PCR reakcio segitdépgataoztuk meg, a reakcios
elegy 0sszetétele megegyezett, csak a PCR beglitamétereiben voltak eltérések.
A reakcios elegyben az @ minta cDNS és a 21l primer mix (forward és reverz)
mellett 10ul LightCycler 480 SYBR Green | Master Mix €g1Bviz volt.
A PCR beallitasai az alabbiak voltak a miRNS gérieggalata soran:
1. Preinkubécid: 1 ciklus 95°C, 10 perc
2. Amplifikacié: 45 ciklus
» denaturacio: 95°C, 10 mésodperc
* annealing: 60°C, 1 perc
» extenzio: 72°C, 1 masodperc, egycsatornas detsktatid
3. Olvadési gorbék: 1 ciklus
» denaturacio: 95°C, 5 masodperc
* annealing: 65°C, 30 masodperc

» olvadas: 97°C, 30 masodperc, folyamatos detektalas

A PCR bedllitAsok néhanystok tekintetében aiNfkbl, Mapk8és Gadd45agének
expresszios profil meghatarozasa soran eltértek:
1. Preinkubacio: 1 ciklus 95°C, 10 perc
2. Amplifikacio: 45 ciklus
* denaturacio: 95°C, 10 masodperc
» annealing: 55°C, 20 masodperc
e extenzid: 72°C, 1 masodperc, egycsatornas detsktatid
3. Olvadasi gorbék: 1 ciklus
» denaturacio: 95°C, 5 masodperc
e annealing: 65°C, 30 masodperc

e olvadas: 95°C, 30 masodperc, folyamatos detektaiésdi
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A detektalas itt is 530 nm hullamhosszon tortéMBR Green fluoreszcens nukleotid
jeléléanyaggal.

[11.5.4. A vizsgalt gének primerei
A mRNS izoldlashoz felhasznalt probak és primer&oahe adatbazis (www.applied-
science.roche.com) alapjan illetve a TIB MolbiolDR Logistics, Roche Warehouse

(Budapest) adatai alapjan a kovetkexoltak:

Cyplal forward: 5-CTACAGGACATTTGAGAAGGGC-Z

reverz: 5-AGGTCCAAAACAATCGTGATGAC-3
Cyp2el forward: 5-CGTTGCCTTGCTTGTCTGGA-3

reverz: 5'-AAGAAAGGAATTGGGAAAGGTCC-3
Gadd45a  forward: 5-CTGCCTCCTGGTCACGAA-3

reverz: 5-TTGCCTCTGCTCTCTTCACA-3’
Hprt forward: 5-TCCTCCTCAGACCGCTTTT-3

reverz: 5-CCTGGTTCATCATCGCTAATC-3' Upl 95
K-ras forward: S-TGTGGATGAGTATGACCCTACG-3

reverz: 5-CCCTCATTGCACTGTACTCCT-3' Upl 62
Mapk8 forward: 5-AACTGTTCCCCGATGTGCT-3'

reverz: 5-TCTCTTGCCTGACTGGCTTT-3' Upl 33
Nfxbl forward: 5-CACTGCTCAGGTCCACTGTC-3

reverz: 5-CTGTCACTATCCCGGAGT-3’ Upl 10
miR-21 forward: 5-GCTTATCAGACTGATGTTGACTG-3’

reverz: 5'-CAGCCCATCGACTGGTG-3’
miR-27a forward: 5-GCAGGGCTTAGCTGCTTG-3

reverz: 5-GGCGGAACTTAGCCACTGT-3
miR-34a forward: 5-TGGCAGTGTCTTAGCTGGTTG-3’

reverz: 5-GGCAGTATACTTGCTGATTGCTT-3
miR-93 forward: 5-AAGTGCTGTTCGTGCAGGT-3’

reverz: 5-CTCGGGAAGTGCTAGCTCA-3
miR-143 forward: 5-TGAGGTGCAGTGCTGCATC-3'

reverz: 5-GCTACAGTGCTTCATCTCAGACTC-3’
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miR-146a  forward: 5-TTGAGAACTGAATTCCATGG-3’

reverz: 5-GCTGAAGAACTGAATTTCAGAG-3’
miR-148a  forward: 5'-GAGGAAGACAGCACGTTTGGT-3’
reverz: 5-AAAGGCGCAGCGACGT-3
miR-155 forward: S-TTAATGCTAATCGTGATAGGG-3’
reverz: 5-GCTAATATGTAGGAGTCAGTTGGA-3
miR-196a  forward: S-TAGGTAGTTTCATGTTGTTGGG-3’
reverz: 5-ATCGGGTGGTTTAATGTTG-3’
miR-203 forward: 5-TCCAGTGGTTCTTAACAGTTCA-3
reverz: 5-GGTCTAGTGGTCCTAAACATTTC-3’
miR-205 forward: 5-CCTTCATTCCACCGGAGT-3
reverz: 5-GAACTTCACTCCACTGAAATCTG-3
miR-221 forward: 5'-CCTGGCATACAATGTAGATTTCTG-3’
reverz: 5-AAACCCAGCAGACAATGTAGCT-3’
miR-223 forward: 5-CCGTGTATTTGACAAGCTGAGT-3
reverz: 5-TGGGGTATTTGACAAACTGACA-3

[11.6. Eredmények értékelésének statisztikai médszei

Minden PCR reakciot harom kulon futasi ciklusbarge#ink el, az igy kapott
technikai replikatumokat atlagoltuk.

A statisztikai vizsgalatokat STATA IC 11 szoftveegitségével, ANOVA analizissel,
vagy két mintas t-probaval végeztik, szignifikanszantet minden esetbep:< 0,05-
ben hataroztuk meg.

A miRNS expresszi6 mérések eredményének interpsgtalsoran, a fals pozitiv
eredmények elkeriilése érdekeben a kutatok kul@nbtadszereket alkalmaznak.
Egyesek kiszobszintet hataroznak meg, melyet a ®iRkpresszionak el kell érnie
ahhoz, hogy az adott vizsgalatban figyelembevétkgiljon, mig masok a mért
kopiaszamhoz meghatarozott egység hozzaadasavaloddlk ki az alacsony
expresszios ertékkel végzett statisztikai vizspdlabdodo esetleges fals eredmeényt
(53). A mar jol ismert onkomirek, tumorszupresseoRNS-ek esetében a normal és

tumoros szovetek kozott tobbszords expresszio kskgeket irtak le. Ez egyes
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MIRNS-ek esetében csak kétszeres, de sok esetlertcdib tizszeres eltérést jelent
(54-57).

A fals pozitiv eredmények elkertlése érdekébengategainkban a miRNS-ek esetében
p<0,05 szignifikancia szintet mutaté eltérések kozil legalabb haromszoros

expressziovaltozast értékeltik a karcinogeneziga&ayolt jelends hataskeént.
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V. Eredmények

IV.1. Biodizel-glicerinnel végzett vizsgalatok ereahényei

IV.1.1. Az apoptozis/antiapoptozis folyamatara ggeddt hatas biodizel-glicerinnel
tortént expoziciot kovéen (Al kisérlet)

Kllonb6d tisztasagi foku glicerin frakciok fogyasztasat &ben az apoptozis
szabalyozasaban részt veyenek expresszidja a vizsgalt csoportokban sz&@setben
mutatott eltérést a kontroll allatokban mért értdlez képest (5. és 6. abra).

A folyamatosan standard ragcsalétapot fogyasztée&ben mért expressziohoz képest
a 60% glicerin tartalma biodizel-glicerinnel dusitapot fogyaszto dstény egereknél
az Nfkb1 szignifikans expressziocsokkenését tapasztaltuméjhan és a csontwden

3, 6 és 24 oOras expoziciot kosen, mig a lépben a 6 érasmbntban mért expresszio
eltérés nem bizonyult szignifikansnak, de a 3 €é8r24 etetést kovétn itt is cstkkent
expressziot mértiink. A him egerekberNdkb1 szintje valamennyi szévetben cstkkent
expressziot mutatott, valamennyi expozicidg kdbveten.

A Gadd45anéstény egereknél kevesebb esetben mutatott expvesékkenést 60%-0s
biodizel-glicerin diéta utdn, mint akfkbl: a Iépben kifejegdése nem tért el
szignifikansan a kontroll csoportban mérthez képeshajban csak 24 6ras expozicio
utdn mertink csokkent expresszidt. A csoritveh az Nfkblel parhuzamosan a
Gadd45aszintje is alacsonyabb volt minden expozicidg idvebten.

Himekben aGadd45aszintje - az Nfkbl expressziojaval megegy&en - csokkent
valamennyi vizsgalt szovetben, egyetlen kilonbségtatkozott 60%-0s biodizel-
glicerinnel dusitott tap fogyasztasat kdet: a lépben 6 Oras etetést kdeet a
génexpresszio @add45aesetében nem mutatott eltérést a kontrollhoz vighem mig
azNfkblszintje itt is szignifikansan csokkent.

A 86,3%-0s tisztasagu biodizel-glicerinnel dusitdjpot fogyasztdé egércsoportokban
mar nemcsak csokkent expressziot figyelhettink md@t vizsgalt gén tekintetében,
hanem egy-egy esetben szintjik novekedett isNAb1 szintje csokkent expressziot
mutatott stények méajaban 3 és 6 0Oras, lépében 24 dras eidiokbveten. A
Gadd45a szintje szignifikdnsan csokkent a kontrollhoz Isipea csontvélben
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valamennyi idpontban és a |épben 24 6ras etetést kivetmig 3 6ras expozicié utan
a lépben fokozott expressziot mutatott.

Nfkb1 (nGstény)
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L1 kontroll : biodizel-glicerin (60%) B : biodizel-glicerin (86,3%) *:p< 0,05

5. abra: Nfkbl gén kifejeadése réstény és him egerek kilonbdi szerveiben,Hprt belss
kontrollhoz viszonyitva két kuloénbd# tisztaséagi foku biodizel-glicerinnel dusitott tapgl
végzett 3, 6 illetve 24 6ras expozicidt kouin.

Him egerekben alklfkbl mennyisége ndvekedett a |épben és a csdifterl 24 oras, a

majban 6 és 24 oras expoziciot kdest. A Gadd45aszintje cstkkent a |épben és a
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csontvebben 3 és 6 Oras expoziciot késet, mig 24 ora elteltével ugyanezen

szovetekben fokozott expressziot mutatott. A majimainden idpontban fokozott
expressziot talaltunk.

Gadd45a (nGstény)
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6. Abra: Gadd45agén kifejezidése réstény és him egerek kulonbdizszerveibenHprt belss
kontrollhoz viszonyitva két kulonboz tisztasagi foka biodizel-glicerinnel dusitott tappal
végzett 3, 6 illetve 24 Oras expoziciot kouin.
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Eredményeink szerint a him és&tény egerek majaban és Iépében a 60%-0s biodizel-
glicerin fogyasztasat kouen kilénbségek voltak aGadd45a expresszidjdnak
valtozasaban. Himek majaban valamennyi vizsgéjpadtban csokkent a szintje, mig
néstenyeknél csak 24 oras expoziciot kéeetfigyeltink meg csdkkent expressziot.
Nostények 1épében nem valtozotGadd45akifejezodése, mig himeknél 3 és 24 Oras
expoziciot kdveten is csokkent.

A 86,3%-0s biodizel-glicerin fogyasztasat kdest a két nemben ennél joval tébb
eltérés mutatkozott. ANfkb1l nostények majaban és Iépében expresszidcstkkenést
mutatott, himeknél kifejédése Btt a hosszabb expoziciésétdkdvetien mindkét
szervben. AGadd45aszintje réstények lIépében révidebb expozicidé utan emelkedett,
majd a kontroll allatokban meért szintre esett \as6z0ras expoziciot kovien, 24 oras
etetés utan szintje szignifikansan csokkent, migeknél 3 és 6 ora utan csokkent és 24
ora elteltével fokozott expressziot mutatott. Ardselbben 24 éras etetés utan mutatott
eltérést a5add45aexpresszidja a nemek kdzotstenyekben csdkkent, himekbesttn

a szintje.

Az Nkfbl és a Gadd45a expresszidvaltozasa parhuzamossagot mutatott a080%
biodizel-glicerin fogyasztasat kovenh rostények csontvéjében, és a himek
valamennyi szdvetében. A 86,3%-0s biodizel-glicezindusitott tdp fogyasztasat
kovetben a génexpresszid-valtozasaban a parhuzamossagsalara himekben volt

megfigyelheb.

Az Al vizsgélat sordn kapott eredményeink alapj&9%-os biodizel-glicerinnel nem

folytattunk tovabbi vizsgéalatot, mivel karos hatas@&m tudtuk kizarni. A dolgozat

tovabbi részében amennyiben kilon jel6lése nenertibit biodizel-glicerin alatt a

magasabb tisztasagi foku G-fazis értend

Az el kisérletsorozatban kapott eredmények alapjan aekgéxpressziojanak

valtozasa a majat jellemezte leginkabb, igy tovéatibérleteinkben a génexpresszio
méréseket a majban végeztik el, mint a metanol boktanusaban legfontosabb

szerepet jatsz6 szervben (58).
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IV.1.2. A biotranszforméciora gyakorolt hatas biadl-glicerin fogyasztasat kowggn
(A2 kisérlet)

A biodizel-glicerinnel dusitott tapot fogyaszté elemajaban mind €yplal mind a
Cyp2elgén expresszidja szignifikhnsan emelkedett mindkében 3 6ras expoziciot

kdveten a kontroll egerekben meért ertékekhez képest.

Cyplal
15
néstény him
12
9 *
*
6
3 ' ' )
0
kontroll 36ra 606ra 24 6ra kontroll 36ra 606ra 24 6ra
Cyp2el
15 -
néstény him
12 !
*
9
6
3 1 I -
0 , l
kontroll 36ra 606ra 24 6ra kontroll 36ra 606ra 24 6ra
[1: kontroll [ : biodizel-glicerin (86,3%) *: p< 0,05

8. dbra: CyplalésCyp2elgének kifejedidése rstény és him egerek majabartiprt belss
kontrollhoz viszonyitva, biodizel-glicerinnel dusibtt tappal végzett 3, 6 illetve 24 6Orés
expoziciot koveten.
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A Cyp2el expresszié fokozdédas jelésebb volt mindkét nemben, négyszeres
emelkedést mértiinkéstény egerekben, és hdromszoros emelkedést a lémekie
oras expoziciot kévéen a Cyplal kifejezodése megegyezett a kontroll allatokban
mérttel, a Cyp2el kifejezédése is csokkén tendenciat mutatott, de még mindig
szignifikans expresszio fokozédas volt lathatdé mandstény, mind a him egerekben.
Ahogyan az a 8. 4bran is lathatd a gének kitejégze 24 6ra utan nem tért el a standard
ragcsalotapot fogyaszto egeréletA biotranszformacioban szerepet jatszo genek
expresszioja parhuzamosan valtozott, bar kilodl&Eizékenységet mutattak, a nemek
kozo6tt nem figyeltink meg kilénbséget.

Az expozicios id szempontjabdl az Al és A2 kisérletben kapott eéeghek alapjan a
vizsgalati csoportok szamat cstkkentettik. Kiséiétszerint a kontroll €s az exponalt
allatokban a génexpresszio eltérés 24 oras expokidvetien nem volt észlelhét igy
feltételezhed, hogy a 3 és 6 éras expoziciot kdert mért génexpresszio-eltérések az
anyag biotranszforméciora gyakorolt atmeneti haidsaulajdonithatdak. Az anyag
tartds expoziciot kovéthatasa tehat a 24 oras eredményekkel korellalt 8z 6 6ras

expozicios csoportokat a tovabbiakban nem alalrtktki.

IV.1.3. Az onkogén és tumorszuppresszor miRNS-ekn#&BNS-ek kifejeddésére
gyakorolt hatas biodizel-glicerin fogyasztasat ktifen (A3 kisérlet)

Az A2 kisérletben kapott eredmények mas oldalréieté megedsitése céljabdl - a
munkacsoport technoldgiai féfése soran - tovabbi vizsgalatok elvégzését taktott
szikségesnek, ezért a molekularis epidemioldgidatésok fokuszpontjaban kv
MiRNS-ek vizsgalatat végeztik el.

A miRNS-ek kifejeddését a mRNS-ek kifejédésevel kivantuk 6ésszehasonlitani, ezért
az expoziciot kovéen azNfkblexpresszidjat megmértiik ezen kisérletben alkalmhazot
egerek majaban is. Az ismételt mérés célja tovédntrdak vizsgélata is volt, hogy
expressziojuk a kuldonbézegértdorzsekben ugyanazon expoziciét kéemt mutat-e
eltérést. A kisérletbe bevontunk egy onkogénxtds) is, az eredmények alatamasztasa
érdekében.

A Dbiodizel-glicerinnel dusitott tapot fogyaszté emden vizsgalt 12 miRNS

tekintetében az expresszidvaltozasok nemenkémdekt&oltak (9. abra).
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miR-21 miR-27a miR-34a

500 — - 50 — » 150 s -
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*
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IS SN B = |
0 0 0 I:l .
iR- iR miR-146a
100 . r,an 93 25 ; n/uR 143 15 s
nostény him nostény him nostény him
80 — 20 1,2
60 15 0,9
40 10 06 —T Ba
20 5 H 0,3
0 0 0,0
miR-148a iR- o
0,025 — 50— MIR-155 100 . miR-196a
néstény him néstény him néstény him
0,020 I 40 80
0,015 T 30 = 60 x
0,010 20 * 40
0,000 0 0
15 : n,1|R-203 15 i rr,1|R-205 1s i n,1|R-221
nostény him nostény him nostény him
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i T
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1 x
0,6 0,6 6
0,3 0,3 3 H
0,0 0,0 0
[1: kontroll I : biodizel-glicerin (86,3%)
*: p< 0,05 @ > hdromszoros génexpresszid eltérés

9. abra: miRNS-ek kifejezsdése him és éstény egerek majaban, 5S RNS bdls
kontrollhoz viszonyitva, biodizel-glicerinnel dusibtt tappal végzett 24 6ras expoziciot
kovetéen.

A néstényeknél aniR-27acstkkent, amiR-34aés amiR-221emelkedett kifejeidést
mutatott. AmiR-221expresszidja him egerekben szintén fokozott eoltjstényeknél
valtozé expressziot mutatdé masik két miRNS tekéiieh azonban himeknél nem
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mértink szignifikans eltérést a kontroll egerekimeértekhez képest. 3t azonban a
miR-93és amiR-203mennyisége, mig csokkentn@R-155és amiR-196aszintje him
egerekben a 24 éras expozicio utan.

Egyik nemben sem észleltink szignifikans expressitiérést aniR-21, amiR-143 a
miR-146a amiR-148aés amiR-205expresszidjaban a kontroll és az exponalt csokorto
kozott. A miRNS-ek expresszidés mintazata igy agaitsgének felében volt eli@r
valamelyik nemben.

Az expressziocsokkenés vagy novekedés a miRNSdektdeeben azonban egyik
nemben sem érte el a haromszoros szintet, egyikggiében sem.

A mMRNS-ek tekintetében a nemek kdzott egyediNfkblesetében tapasztaltunk eftér
expressziovaltozast. A him egerekben nem tért edxgresszios szintje a kontrollhoz
képest, fistényekben viszont szignifikansan csokkenMapk8és aK-ras expresszibja

mindkét nemben cstkkent a biodizel-glicerinnel whistap fogyasztasat kdwven (10.

abra).
Mapk -
250 — Nfkbl 150 2P 8 250 Kras
néstény him néstény him néstény him
200 120 200
150 - T — £ 150
* *
100 60 100
0 0 0
] kontroll B : biodizel-glicerin (86,3%) *: p< 0,05

10. abra: Nfkb1, Mapk8, K-rasgének kifejedidése réstény és him egerek majabanprt
belss kontrollhoz viszonyitva, biodizel-glicerinnel dudiott tappal végzett 24 Oras
expoziciot koveben.

Az Nfkbl néstényekben parhuzamos expresszidvaltozast mutaldepk8 és aK-ras
génekkel és aniR-27avaltozdsaval, mig aniR-34aés amiR-221az Nfkb1 cstkkent
kifejezodésével ellentétesen névékexpressziot mutatott.

A himekben aaNfkb1l szintje ugyan nem valtozott, deMapk8 és aK-ras cstkkent
expresszidjaval miR-155ésmiR-196aszintje parhuzamosan csdkkent, migik-93,a
miR-203és amiR-221szintje ellentétesertt.
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IV.2. Szappanos vizzel kezelt talajon termelt bzl tértént expozicio
hathsa az apoptézis/antiapoptdzis szabalyozasaraz aonkogén és
tumorszuppresszor miRNS-ek kifejeddésére és a biotranszformacioéra
(B kisérlet)

A biodizel szappanos viz melléktermékével végzetsgalatok soran az esetleges
szennyeékeént visszamaradt metanol apoptdzisra, biotrasziorna gyakorolt hatasat
kivantuk meghatarozni a valasztott mMRNS-ek és miek 8xpresszio eltérése alapjan.
A szappanos vizzel kilonb®koncentracioban kezelt talajrol betakaritott bRdadras
fogyasztasat kovéen rostény és him egerek majaban a vizsgalt miRNS-ekRNS-
ek expresszioja csak néhany esetben mutatott ®ité@réontroll allatokban meérthez
képest (11. és 12. &bra).

A kezeletlen talajrol szarmazé buzat fogyasztdé eldezz képest azon egerekben
figyelhettik meg a legtobb expresszidvaltozast,ysielaz 1000 I/ha (liter/hektar)
szappanos vizzel kezelt talajon termelt buzat fegymtak. Itt a vizsgalt 6t mMiIRNSSb
harom mutatott eltérést.

Himekben szignifikans novekedést mutatott maR-21 kifejezodése, azonban az
expressziovaltozas nem érte el a haromszoros sziataniR-146a szignifikans
expressziocsokkenést mutatott, de a csokkenés dddvesint 50%-o0s volt. MiR-221
szintje azonban tobb mint harmadara csokkent mindigmben. Nem valtozott
szignifikansan aniR-27aés amiR-223expresszios mintazata egyik nemben sem.

Az 500 I/ha szappanos vizzel tortént talajkezeldgivetben a mIRNS-ek
kifejezodésében aniR-221szintje himekben szignifikAnsan csokkent, de &lasies
alig 60%-o0s volt.

A miR-21 szintje szignifikAnsan emelkedett voléstényekben 500 I/ha és 250 I/ha
szappanos Vvizzel tortént talajkezelést koeet is, az emelkedés nem érte el a
haromszoros szintet.

A miRNS-ek szintje nem tért el egy esetben sem nffdignsan a 125 lI/ha
koncentriciéban kezelt talajrél szarmazdé bulzavaténd expoziciét kovéen a

kezeletlen talajrol szarmazo6 buza fogyasztasattkémemertekhez képest.

46



miR-21 miR-27a
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[1: kezeletlen [ : 1000 I/ha @m:5001/ha [3:2501/ha [J: 125 I/ha

*:p< 0,05 @ > hdromszoros génexpresszio eltérés

11. abra: miRNS-ek kifejefidése réstény és him egerek majdban, 5S RNS béls
kontrollhoz viszonyitva, kilonb6z mennyisédi szappanos vizzel kezelt talajrol szarmazo
buzaval végzett 24 6ras expozicidt koven.

A jelatviteli folyamatokat szabalyoz6 mRNS-ek tadbérést mutattak, mint a miRNS-
ek. Az Nfkb1kifejezett expressziondvekedése volt megfigy€lH€t00 I/ha és 500 I/ha
szappanos vizes talajkezelést kéeet mindkét nemben, astényeknél még 250 I/ha

koncentracio esetében is.
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*: p< 0,05

12. abra: Nfkbl, Gadd45a, Mapk8, Cyplal, Cyp2¢gének kifejedidése réstény és him
egerek méjaban,Hprt belss kontrollhoz viszonyitva, kilonb6# mennyisédi szappanos
vizzel kezelt talajrol szarmazo blazéval végzett 28rds expoziciot kdvelken.

A Gadd45aexpresszio csakostényekben mutatott szignifikans eltérést, az 1)

az 500 I/ha és a 250 l/ha szappanos vizzel kezddjrGl szarmazd bulza is

szignifikansan emelte a szintjét.

A Mapk8mind nsstény, mind him egerek majaban csdkkent expressuittott 1000

I/ha, 500 I/h és 250 I/ha szappanos vizzel totaajjavitast koveten.
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Az Nfkblexpresszicltérés Bstényekben parhuzamossagot mutatdbaald45aval és
mindkét nemben amiR-2%el, ellentétesen valtozott @apk8al. A miR-221
néstenyekben azNfkbl fokozott expressziojaval szemben csokkent Kkit&jést
mutatott, himekben miR-146aviselkedett alNfkbl-el ellentétesen.

A biotranszforméaciéban szerepet jate2gplalszintje rdstényekben, mig &€yp2el
szintje himekben csdkkent 1000 I/ha szappanosddagaasat kovéen.
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IV.3.  Kukoricaolaj és  sargazsir expozici6 hatasa az
apoptoézis/antiapoptdzis szabalyozasara, az onkogén és

tumorszuppresszor miRNS-ek és a K-ras onkogén kifeggdésére (C

kisérlet)

A haszndlt kukoricaolaj és a séargazsir takarmarnykémtért felhasznélasanak
kockazatelemzése soran a mar bizonyitottan takaoémpoziciora alkalmas biodizel-
glicerin hatadsat mér expresszios vizsgalatainkat kivantuk megismételivel a
vizsgélat idpontjdban BALB/c egerek alltak rendelkezésre, az WKi3érletben
alkalmazott gének expresszié mérése mellett damittelkeriilve ezzel Gjabb kontroll
egerek vizsgalatba tortérbevonasat, a biotranszforméacidéban is szerepetdjasnek
expressziojanak meéresét a kapott eredménlektik fuggveé.

Mind a kukoricaolajjal, mind a sargazsirral végzeipoziciét koveien szamos
génexpresszio eltérést tapasztaltunk (13. és 1d).ab

A kukoricaolajjal dusitott tap fogyasztasat k@est rosteny egerekben csokkent a
MIiRNS-ek kozul aniR-21, amiR-27a amiR-93 amiR-143 amiR-146a amiR-155 a
miR-203 és amiR-221 szintje, azonban csak @iR-27a és amiR-146a esetében
csokkent a kifejeiésiik legalabb a harmadara. Nem mutatott szignsikéltozast a
miR-34a amiR-148a amiR-196aés amiR-205expresszidja.

A himek majaban hat miRNS-nélmiR-93 miR-143 miR-146a miR-155 miR-203
miR-221- a rostényekkel megegyéen génexpresszio-csokkenést tapaszaltuni§l ebb
miR-146aszintje csokkent harmadara.

A néstényekkel ellentétesenmiR-27aszintje himekben fokozodott, miR-34aés a
miR-196aszintje a himekben csdkkent kifejelst mutatott, az eltérések azonban nem
érték el a haromszoros szintetmAR-21szintje nem valtozott szignifikansan himeknél
és emellett két miRNS nem mutatott szignifikAnsregpzid eltérést adatényekkel
megegyeden: amiR-148aes amiR-205
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13. abra: miRNS-ek kifejezodése mstény és him egerek majdban, 5S RNS béls
kontrollhoz viszonyitva, kukoricaolajjal vagy sargaesirral végzett 24 Oras expoziciot

kovetéen.

A vizsgalt mRNS-ek expresszio fokozédast mutatekNfkbl és aK-ras esetében

mindkét nemben, migMapk8esetében csaléstény egerekben.
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Nfkbl Mapk8 K-ras
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14. &bra: Nfkb1, Mapk8ésK-ras gének kifejedidése réstény és him egerek méjabarkiprt
belss kontrollhoz viszonyitva, kukoricaolajjal vagy sargazsirral végzett 24 6ras expoziciét
kovetoen.

A sargazsirral tortént expoziciét kogen szinte valamennyi miRNS expresszidja
véltozott.

A miR-21,a miR-27a amiR-343 amiR-93 amiR-155és amiR-221mindkét nemben
csokkent expresszidt mutatott.R-143és amiR-205n6stényekben, eniR-148aés a
miR-196ahimekben mutatott csdokkent expressziot. Két miRNSezodése fokozddott
him egerek majaban,miR-146aés amiR-203 A miR-146aexpresszidja tstényekben
otodeére csokkent, mig himekben négyszeresite n

A sargazsir a mRNS-ek expresszidjara gyakoroltbkiskatast. Mstény egereknél
egyaltalan nem tapasztaltunk szignifikans expréssitérést, Mapk8szintje himeknél
sem véltozott. ANfkblés aK-ras kifejezédése Btt a him egerek méjaban.
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V. Megbeszélés

A biodizel ebéllitAsahoz szikséges metanol és a kilohbd@alizatorként hasznalt
anyagok a gyartas melléktermékeit is szennyezhigkfelhasznalasukat megeben
elengedhetetlen a karcinogenezisben betdlt6tt giaknazsgalata.

A biodizel alapanyagként felmerllt kukoricaolaj éargazsir keletkezésik okan
feltételezhet, hogy élelmiszeripari felhasznalasra nem alkalasaonban ennek
bizonyitdsa eddig nem tortént meg.

V.1. Az apoptozis/antiapoptdzis szabalyozasa

Az NFKB egy olyan protein komplex, mely transzkiip faktorként szerepet jatszik a
sejt szaporodas-, sejt tulélés folyamataban, syab#d mas gének kifejédését, illetve

a gyulladasos folyamatok egyiké f mediatora. Gyakorlatilag minden sejtben
megtalalhatd, homo- és heterodimer@képll fel, 5 alegységre bonthatd: p50 (Nfkb1l),
p52 (Nfkb2), p65 (RelA), c-Rel és Rel B.

Kulonboz kilss hatasokra apoptdzis indukaldsaban és gatlasalsnerspet jatszik a
jelatviteli utvonalon keresztil. ,Klasszikus utvdhaaz apoptézis gatlasa, mivel
eredetileg antiapoptotikus fehérjének gondoltalgndan igazolodott, hogy bizonyos
korilmények kozott az apoptozis indukélasanak itcdezeremje lehet. Shih és
munkatarsainak irodalmi attekintése alapjan ez tatkéonal nem kulénil el olyan
markansan egymastol, ahogyan azt korabban feltédkleszamos atfedés igazolodott a
két utvonal aktivaciojaban, deaktivaciojaban (59).

Nemcsak az expozicio tipusatdl, de az exponaltimastol is fligg, hogy a sejttulélés
szabdlyozdsaban az adott szervben milyen hatést kfiejaz NFKB indukélta
kaszkadrendszer.

Az NFKB a sejt citoplazmajaban inhibitorahoz, ahiloitor of nuclear factor kappa-B-
hez (IKB) kotve taldlhatd meg, az inhibitor of nemt factor kappa-B kinase kinase
(IKK) hasitasat koveéen aktivalodik. A gatlas alol felszabadult NFKB iapbptotikus
hatas kifejtése sordn a sejtmagba jutva az apa@ziszerepet jatszd gének atirédasat
gatolia. Ennek egyik moédja, hogy a GADD45a/b szsgraldsaval gatolja

aMKK/JNKK1 utvonalon keresztlli sejtpusztulast.
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Proapoptotikus hatas érvényesilése esetén az NEKBt@poptotikus gének promoter
related protein 1Erg-1) gén aktivalasan keresztilGadd45aszintjét emelve segiti @l
Mapk8aktivalta sejtpusztulast (60).

Songés munkatérsai arzénnal végzett kisérleteik sazdarzén mennyiség@étfiiggéen
eltés hatast tapasztaltak &fkb expressziojara. Kis mennyiség@l,25-5ul) arzénnal
végzett vizsgalatuk soran azt tapasztaltak, hogyK&zNFKB utvonal a cyclin D1
aktivalasan keresztlil a sejttulélést indukalta. ety mennyiségy arzén (20ul) az
IKKb-NFKB1 utvonalon a Gadd45a-MKK4-JNK jelatvitefolyamat beinditasaval a
sejtek programozott elhalasat eredményezteéltiiekben igazoltak, hogy @add45a
atvonalon keresztlli sejtpusztulasban az arzénkithu activator protein 1AP-1)
transzaktivacionak van szerepe (61).

Zerbini és munkatarsai az NFKB proteBadd45aésGadd46ggének gatladsan keresztul
kifejtett antiapoptotikus hatdsat igazoltak (45).

Perezés munkatarsainak eredménye szeriltagppk8az Nfkb antiapoptotikus hatasanak

gatlasaval fokozza a karosodott sejtek elpusztu{&@a.

V.1.1. A biodizel-glicerin hatasa az apoptdzis fotyatara
Kisérleteink sordan a 60%-0s tisztasagu biodizekgihnel dusitott tapot fogyaszto

egerekben azNfkbl szintje szignifikansan csokkent szinte valamennysgalt
szovetben, mindkét nemben, majdnem minden expazidid kbveten. A Gadd45a
szintje is csokkeah tendenciat mutatott, és az eltérés himeknél valagieszervben,
nésteényeknél a csontuwiden szignifikansnak bizonyult. &add45acsdkkent szintje a
karosodott sejtek tulélését okozhatja, tehat azemsgidvaltozasok miatt a vizsgalt
anyag karos hatasa feltételezhet

Ezen expressziovaltozasok alapjan a 60%-0s biedlimgrin  takarmany-
kompozicioként tortéh alkalmazasat munkacsoportunk nem tartja biztors@ig
ezért tovabbi génexpresszios vizsgalatokat az gy@yagm folytattunk.

A 86,3%-0s tisztasagu biodizel-glicerin etetésévelien a Gadd45a him egerek
méjaban valamennyi expoziciossiditan, illetve a Iépben és a csondlmn 24 6ras
etetést kovéen mért expresszibemelkedése alapjan a vizsgalagampoptotikus

hatasara kovetkeztethetiink.
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Az Nfkbl expresszid szignifikdns eltérését a nagyobb ssarfiafoku biodizel-glicerin
fogyasztasat kovéen a lépében és a csontijében 3 és 6 d6ras expozicid utan egyik
nemben sem figyeltik meg, Gadd45apedig ellentétes viselkedést mutatott, mint 24
oras etetést kovétn. Ezen eredmények alapjan tovabbi vizsgalatamkbavizsgalt
szerveket, és az expoziciostidikitettik, tovabbiakban génexpresszio méréseket — a
metanol hatdsanak mérésére legalkalmasabb szervieemajban végeztik, 24 6ras
etetést koveéen (58).

A Mapk8 24 odras expoziciot kowetBALB/c egerek majban meért alulexpresszaltsaga
mellett az Nfkb1l csokkent kifejegdést mutatott déstény BALB/c egerekben, nem
valtozott CBA/Ca egerekben, mig himeknél a BALBgerekben szignifikdns elérést
nem mutatott, CBA/Ca himekben expresszioja fokoddo

A Mapk8és azNfkblgének expresszio eltérése alapjan énmagaban egydste nem
hatarozhat6 meg, hogy a vizsgalt anyag az apoptozsrkerit vagy gatlé hatast
gyakorol-e.

Az Nfkbl expresszio eltérésekben észlelt kilonbség a kdkénegertipusokban azok
elté érzékenységének tulajdonithato.

Eredményeink nem mutatnak arra, hogy a magasabtagégi foku, 86,3%-glicerin
tartalma biodizel-glicerin a jelatviteli folyamathazerepet jatsz6 gének expressziodjat
kedveztlenul befolyasolja.

V.1.2. A szappanos vizzel kezelt talajon termeltdbbhatasa az apoptdzis folyamatara
A szappanos vizzel kezelt talajrol szarmazd buzadi@é fogyasztédsat koven a

Mapk8 csokkent expresszidjaval ellentéteserNéizbl fokozott expresszidjat figyeltik
meg az egerek majaban. EmelletGadd45ais fokozott expressziot mutatott mindkét
eltérést alacsonyabb koncentracié esetén.

Az 1000 I/ha, az 500 I/ha és a 250 I/ha szappaimehkezelt talajrol betakaritott buza
vizsgalataink alapjan 24 o6ras expozicié utaGald45aexpressziojanak fokozasaval
apoptotikus hatast fejtett ki, és apoptotikus rafakételezhét azNfkbl-nek is, melyre

a Mapk8 - csokkent expresszidja alapjan - nem fejtett &l hatast. A 125 l/ha
szappanos vizzel kezelt talajrol szarmazoé buzakeggm expressziot sem befolyasolta,

egyik nemben sem.
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Eredményeink alapjan a szappanos vizzel kezejotatarmelt buza karos hatasa nem

igazolodott.

V.1.3. A kukoricaolaj és a sargazsir hatasa az ayajs folyamatara
A kukoricaolajjal végzett kisérleteink soran mintdkéemben 6tt az Nfkbl gén

expresszidja, emellettMapk8szintje is btt a rostény egerek majaban.

A biodizel alapanyagnak szant sargazsir 24 O6ragaxgasat kovéen a Mapk8
expresszioja nem mutatott szignifikans valtozasiNtkb1 szintje him egerek majaban
nétt a kontroll egerekben mértekhez képes.

A kukoricaolaj mindkét gén expresszidjat megvaklitizt legalabb az egyik nemben,
igy nem jelenthétki, hogy a sejtekben zajlo folyamatokra nem valtassal.

A séargazsir csak a himekben okozott génexpresstébest, stény egerekben
szignifikans eltérést egyik gén sem mutatott, naapjan wstények majara gyakorolt
karos hatdsa nem igazolodott.

V.2. A biotranszformacio szabalyozasa

A Cyplala sejt endoplazmatikus retikulumanak egyik fehétjéjodolja, endogén
szubsztratjai a szteroidok, zsirsavak, de részt eegoffein, fetidin, fenacetin és a
policiklusos aromés szénhidrogének metabolizmusaisanA Cyp2el szintén az
endoplazmatikus retikulumban talalhatd, endogémszréatjai: az aceton €s az acetol,
exogén szubsztratjai tobbek kozott: az acetamino#nhalotan, az izofluran, a
paracetamol, a benzol, az anilin, a nitrozaminet@nol és a metanol (63). Ragcsalok
alkohol dehidrogenacioja inkabb Gyp2ethez kotott, mint az alkohol dehidrogenaz
enzimhez (64)Lu és munkatarsai ragcsalé nmidjvivo vizsgélata soran bizonyitottak a
Cyp2el emelkedett szintjének szerepét a zsirsavak kivaltoxidativ stressz

kialakulasaban, mely zsirm4j kialakulasahoz ve@®}. (

V.2.1. A biodizel-glicerin hat4sa a biotranszforméa
A tisztitott biodizel G-fazis bioldgiai és biotrafigrmaciora gyakorolt hatasa szoros

0sszefliggést mutat a G-fazisban visszamaradt segnrgnyagokkal, telitett és

telitetlen zsirsavakkal és metanollal. Komplekrégi és tisztitasi eljarasokkal lehet a
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glicerin frakciot mentesiteni a lipidperoxidaci@reékekdl vagy a reaktiv oxigéngyok
szubsztratoktdl. Vizsgélatunk aiisés hatékonysaganak bizonyitasara iranyult.

Az eredményeink szerint a vizsgalt két monooxidéazira, a Cyplalés aCyp2el
expresszioja emelkedett a kisérleti allatokban,t@nmiudiétajukat biodizel-glicerinnel
dasitottuk, koszonhéen a vizsgélt frakcié lipidosszetételének, valamiat
metanoltartalomnak. Ez az expressziofokozddas gworkecsengett, amib arra
kovetkeztethetlink, hogy az biodizel-glicerin cstkeneti hatast gyakorolt az allatok
biotranszformacios folyamataira. Hosszabb diétan utéar nem volt megfigyelhé&t
expresszio eltérés a kontroll &llatokhoz képest.

A vizsgalt citokrom gének expressziovaltozasa ngazadlta alapjan a 86,3% tisztasagu
biodizel-glicerin allati takarmanykomponenskéntivalkalmazasanak kézegészsegugyi

kockazatat.

V.2.2. A szappanos vizzel kezelt talajon termeltdbbatdsa a biotranszforméciéra
A metabolizalé enzimek esetében az 1000 I/ha sragpéazzel kezelt talajrol szarmazo

blazaval tortént expozicidt koven észleltink szignifikans génexpresszio-csokkemeést
citokrom gének esetébenCyplalszintje csokkent gstény egerekben, migGyp2el
szintje a himekben.

A szappanos vizzel kezelt talajon termelt buza reéeyjeink szerint alacsonyabb
koncentracioju kezelést kovein egyaltalan nem befolyasolta a vizsgalt gének
kifejezodését az egerek majaban. Magasabb koncentracid@ranzarhaté ki, hogy a
még jelen |é6 metanol altal okozott metabolikus terhelés kovatiideen figyelhettiink
meg emelkedett expresszidt, ezért magas koncedlati talajkezéként torteld
alkalmazasa nem javasolt.

A génexpresszio-valtozasban a citokromoknal is ggght nemi kilonbségek abbdl
adodnak, hogy a him egerek monooxigenaz aktividdaesonyabb, kdszonlben a

hormondlis eltéréseknek (66).

V.3. A K-ras onkogén kifejedidésére gyakorolt hatas
A vizsgalt anyagok egy részében azok hatasanabkbowdegismerése céljabdl mertik a

K-ras onkogén kifejegdéséenek valtozasat.
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A rat sarcoma virus onkogén (RAS) fehérjéket eibatptretroviralis onkogénként
fedezték fel, mint kis GTP-azok. Szamos human thamofigyelhed meg aRasgének
mutacioja, melyek a karcinogenezis folyamatat jalitbe. A legujabb kutatasok
azonban igazoltak, hogy ©Onmagaban Ras gén mutacidja nem vezet
daganatképidéshez, sokkal inkabb a normal szdvetekben méntesspidohoz képest
emelkedetRasgén expresszio jatszik kulcsszerepet a dagandtééplaen (67).

V.3.1. A biodizel-glicerin hatasa a K-ras onkogéifekezidésére
A 86,3%-0s tisztasagi foku biodizel-glicerin foggtisat koveten aK-ras expresszidja
szignifikans cstkkenést mutatott mindkét nem majalnaely alapjan protektiv hatasu

lehet, igy takarmanykomponensként alkalmazasayék.

V.3.2. A kukoricaolaj és a sargazsir hatasa a K-mskogén kifejeddésre

A kukoricaolaj fogyasztasat kowen rostény és him egerek majaban egyarant, mig
sargazsir fogyasztasat kodeh him egerekbenétt a K-ras kifejezédése. Mindezek
alapjan a séargazsir és a kukoricaolaj karcinogénasha feltételezhét igy
takarmanykomponensként, vagy talajjavitasra nemsaljuk.

V.4. Az onkogén és tumorszuppresszor miRNS-ekre g@arolt hatas
A sejtciklust szabalyozd kaszkadok tagjainak, axogen és tumorszuppresszor

géneknek a kifejéalését a miRNS-ek befolyasoljak.

A mIiRNS mintazat eltér az alkoholos erddés a nem alkoholos eretietsirmajban,
illetve eltél lehet a killonbdz sejttipusokban pl. hepatocita, billiaris sejt, @iédl sejt,
csillagsejt, Kupffer-sejt, ,pit” sejt. Mivel a m&e6vet nagy részét a parenhimalis
hepatocitak teszik ki, igy a homogenizalt majbanrtmeéxpresszios mintazat a
hepatocitakra jellenizképet mutat (68-70).

A majhoz hasonl6an a tobbi szerv és szovet iséeliéjtekidl épil fel, az expozicios
agensek altaldban nem egyedill egy sejtben fejtijeéhexpresszié-valtozasra gyakorolt
hatasukat, hanem a sejttipusok egységen, azaz eteszp ezért alkalmasak a
homogenizalt szévetek hatasuk méréseére (58).

migraciojat és tulélését promotalja. A majban mémpresszidja elsorban a

hepatocitakbdl szarmazik, a maj regeneracidja sdiatve a daganatos elfajulasbah n
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a kifejedése (60)Ng és munkatarsai részleges majeltavolitast K@aretizsgaltak a
miR-21hatdséat a sejtciklus szabalyozdsaban. Eredméangeiint amiR-21a cyclinD1
indukalta (71). AmiR-21a RAS/MAPK/extracellular signal-regulated kinageRK)
atvonalon keresztil végbemerapopt6zis negativ szabdalyozoit is gatoliatley és
munkatarsai vizsgalatukban bizonyitottak, hogy @b ttumoros sztvetekben észlelt
magasablmiR-21nem kdvetkezmény, hanemmaR-21maga jatszik szerepet a daganat
kialakulasaban a RAS kaszkad aktivalasaval (72).

Huang és munkatarsainak vizsgalata szerintmaR-23a-miR-27a-miR-2&klaszter
fokozott expresszidja csokkenti a transforming gdlowfactor-beta (Tgf-b)
tumorszuppresszor hatasat majtumorokban, és apt@tpais valamint sejtszaporodast
serkend hatast fejt ki a majban (73).alcott €s munkatarsainak vizsgalata szerint a
miR-27a a zinc finger and BTB domain containing(ZBtb1Q és myelin transcription
factor 1 Myt-1) tumorszuppresszorok gatlasan keresztigegliti a sejtek &M fazisba
lépését, igy a sejtciklusra gyakorolt pozitiv hated fokozza a tumorok ndvekedését
(74).

A miR-34a tumorszuppresszorként a sejtciklug €zisba lépését aktivaldé gének
gatlasan keresztil fejti ki hatasat majblainés munkatarsai majtumorban csokkeiR-
34aexpressziot mértek a normal m4jban kapott értékekiépest. Vizsgalataik szerint
a miR-34a a tumor sejt migraciot es invaziét a met protoamén (c-Mef)
kifejezodésére gyakorolt negativ hatasaval gatolja (75).

A miR-93 onkogénnek bizonyult, az integrin-bétai®)i§8) expresszidjanak gatolasan
keresztil fokozza a sejttulélést, a tumor ndvekedésaz angiogenezist (7@u és
munkatarsainak vizsgalata szerint hatasat kifejtalbba a fused in sarcoma Hu§l)
tumorszuppresszor gén kifefeiesének gatlasaval (77).

A miR-143targetje &K-ras onkogén. AmiR-143és aK-ras expresszibdja kdzotti inverz
eltérés lathatd, mely dsszefliggés bizonyitAg143inhibitor adasaval tortént. AiR-
143inhibitor adasat kévéen aK-ras szintje egyértelren rott (78, 79).

A miR-146agatolja az interleukin 1 (IL-1) és a toll like rgter (TLR) medialta
jelatviteli itvonalon keresztul agfkb kifejezédését, melynek eredményeként a tumoros
szovet metasztatikus potencialja csokken, azaz gamatumorszuppresszorként
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viselkedik (80). Megfigyelték azonban, hogymiR-146apolimorfizmusa befolyasolja a
hepatocellularis karcinoma kialakulasanak kockdaZ&t5).

A miR-148agéatlasat kovélen majban a phosphatase and tensin homolog (PTEN)
protein szintje emelkedett, mely alapjan szintékogeénnek bizonyult, vizsgalatok
szerint fokozott expresszidja agressziv tumor nieggse esetén észlelbehzaz noveli
a metasztatikus potencialt (82).

Wang és munkatarsainak C57BL/6 beltenyésztett egerekixegrett kisérletének
eredménye szerint miR-1550nkomirnek bizonyult specidlis diétaval kivaltottem
alkoholos majtumorokban (83).

A miR-196aszintén onkomirnek bizonyult. Gyomortumoros székben vizsgaltak,
hogy emelkedett expresszidjaval ellentéstesen esbkik p27 tumor szupresszor
expresszioja. A27 csokkent kifejeédesének kdvetkeztében a sejcilkus;a &fazisba
|épésére gyakorolt gatlé hatasat nem tudja kifej@, 85).

Futura és munkatarsai majtumoros szdvetekben csokkeRt203szintet igazoltak a
normal majban mérthez képest, vizsgalatuk szeri®§EP-binding cassette, sub-family
E (OABP), member 1Abce) lehet az egyik célpontja a miRNS-nek, ami egy A2
kotott transzporter és kifejgdése emelkedett tumoros szovetekben (86).

A miR-205elsisorban onkogénként viselkedik kilonBdmmorokban, targetje tdbbek
kozo6tt aK-ras onkogén (87).

Pineau és munkatarsai miR-221 cyclin-dependent kinase inhibitor (CDKN)27-re
gyakorolt hatasat bizonyitottdk majban, melynek dikeztében megndvekedett
expresszidja koros sejtszaporulathoz vezetett, @gaikedése alapjan szintén onkomir
(88).

Karakatsanisés munkatarsai aiR-21és amiR-221onkogén hatasa mellett miR-
146a,miR-223tumorszuppresszor hatasat figyelte meg (89).

A miR-223tumorszuppresszor hataséat az insulin-like growttadr-1 receptor (IGF1R)
gatlasan keresztul fejti ki (90, 91).

V.4.1. A biodizel-glicerin hatasa a miRNS-ek kifejelésére
A biodizel-glicerinnel tértént expoziciot koven vizsgalt 12 miRNSdb a majban két

onkogénkeént viselkédmiRNS szintje itt, mig 3 onkomir kifejeé¢dése csokkent, a
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tumorszuppresszorok kozul két gén mutatott sziggifs expresszios emelkedést a
kontroll allatokban mérthez képest.

Az apoptozis szabalyozasaban szerepet jatsR321szintje nem valtozott, ahogyan a
K-ras kifejezédésével forditottan aranyasR-143szintje sem.

Megritt az onkogémmiR-221expresszidja ¢stényekben, mig a szintén onkogéiR-
27a szintje csokkent, és a tumorszuppressniRR-34aszintje rbtt. A himeknél két
onkogén mutatott fokozott expressziomiR-93és amiR-221,mig a szintén onkogén
miR-155és aniR-196aszintje cstkkent és a tumorszuppressaiit-203szintje dtt.

Nem valtozott a &éstényeknél 6 onkogén és 3 tumorszuppresszor kifdgse,
himeknél 4 onkogén és 3 tumorszuppresszor kifeigsze nem tért el szignifikansan a
kontroll allatokhoz képest.

A miRNS-ek kifejeddésében mért expressziovaltozasok egyetlen essévererték el

a haromszoros szintet, illetve nem csokkent a meégiik a harmadara, igy a biodizel-
glicerin a vizsgalt miRNS-ekre gyakorolt hatas spentjabol semlegesnek tekinttiet

V.4.2. A szappanos vizzel kezelt talajon termelidbhatasa a miRNS-ek

kifejezsdésére

A buzaval tortént expoziciét kovien 5 miRNS (3 onkogén és 2 tumorszuppresszor)
expresszios profiljanak meghatarozasara kerilt agoregerek majaban. A 125 I/ha
szappanos vizzel kezelt talajrél betakaritott bak&égzett expozicid egyik miRNS
expressziojaban sem okozott valtozast. A 250 lGrec&ntracidban alkalmazott kezelés
amiR-21szintjét emelte adstények majdban. Az 500 I/ha szappanos viz nemedkén
1 expresszio eltérést valtott kiystényeknél az onkogéniR-21szintje emelkedett, mig
talajkezelést kovéen a himeknél egy onkogén és egy tumorszuppregsnocsokkent
expresszidja volt megfigyelhet mig rostényeknél az onkogémiR-21 kifejezodése
nott.

A szappanos vizzel kezelt talajrol szarmazé bupydsztasat kovéen haromszoros
expresszio emelkedést nem tapasztaltunk, mig amgénkmiR-221 szintje mindkét
nemben harmadara csokkent az 1000 |/ha szappares telajkezelést kovin, mely
alapjan az anyagnak akar protektiv hatasa feltétete
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V.4.3. A kukoricaolaj és a sargazsir hatasa a miRBISkifejegdésére

A biodizel alapanyagok fogyasztasat kéeet vizsgalt 12 miRNS kifejézdésének
valtozasa csak néhany esetben érte el a modszarekbghatarozott szignifikancia
szintet, 9 miRNS kifejeidésének valtozaséat elhanyagolhatonak tekintettik.

A kukoricaolaj fogyasztasat koven rostényeknél egy onkogémiR-273 és egy
tumorszuppresszor gémiR-1463a expresszidja csokkent tobb mint harmadara.

A sargazsirral tortént expozicié hatasara a tunuppzsszomiR-146aexpresszidja
néstény egerek majaban tdbb mint harmadara csokkeig, himekben tébb mint
négyszeresérestt. Himekben emelett kortlbelll nyolcadara cstklkenbnkogemiR-
148aexpresszioja.

A miRNS-ek kifejepddésében nemek kozott mért kialénbségek a nemekd eltér
metabolizalo képességére, €s expozicids érzékedmgsagitatnak ra, mindkét exponalt
anyag esetében tapasztaltunk éltégyakran ellentétes expressziés profilt a vizsgalt
mMiRNS-ek tekintetében.

Egyértelnti karcinogén hatas nem igazolddott a miRNS exprésslitérések alapjan

sem a kukoricaolajjal, sem a sargazsirral dugéptfogyasztasat kovn.
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VI. Osszefoglalas

A biodizel Gzemeket elsorban a nyers, kisajtolt névényi olaj feldolgozatarveztéek,
de a gazdasagossagi kdvetelmények miatt az lUzemagenalt névényi olajok és allati
zsiradék feldolgozaséara is célskalkalmassa tenni. A hasznalt ndvényi olajok és
zsirok a biodizelgyartas olcs6bb alapanyagai, enimgers névényi olajok.

Az Intézetlinkben alkalmazott, CBA/Ca, BALB/c és ARgerekkel végzett rovidtava
allatkisérletes modellben ék€nt a biodizelgyartas alapanyagainak és Ujrahaghato
melléktermékeinek a karcinogenezisre és a biotfamsaciora gyakorolt hatasat
vizsgaltuk, a molekularis epidemiologiai moddszerdkgujabb lehdiségeinek
felhasznaldsaval, a legmodernebb és legmegbizhttdbbolbgidkkal.

Az egészséget befolyasolo ténflezkozott a taplalkozas és a genetikai téibkez
egyarant kiemelkedszerepet jatszanak, igy az élelmiszernek szamigakykarcinogén
hatdsdnak vizsgélata elengedhetetlen a taplalddantortéd bekerllésiket
megebzoen.

Irodalmi adatok hasonlo vizsgéalatokrél nem allnakdelkezésre, igy vizsgalataink
minden szempontbol egyeduilalléak, valamennyi ereghingk a témaban elért Uj

eredmeénynek tekintefd

VI.1. A biodizel-glicerinnel végzett vizsgalatok Ugredményei

* A 60%e-0s tisztasagu biodizel-glicerin a vizsgalhej¢ expressziovaltozasa
alapjan antiapoptotikus agensnek tekintend

* A 86,3%-o0s tisztasagu biodizel-glicerin a vizsgglhek expresszidvaltozasa
alapjan az apoptozis folyamatara negativ hatastgywakorolt.

* A 86,3%-0s tisztasagu biodizel-glicerin a vizsggilhek expresszidvaltozasa
alapjan a biotranszforméciéra atmeneti hatast gydtk®4 éras expoziciot
kéveten a kontrollhoz képest expresszio eltérés nemigaiolhato.

« A 86,3%-0s tisztasagu biodizel-glicerinnek a vifisg-ras onkogén

expressziovaltozasa alapjan protektiv hatasa éédtgted.
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* A 86,3%-0s tisztasagu biodizel-glicerin a vizsgalRNS-ek kifejeddéesét

nem befolyasolta jeleéis mértékben.

A 60%-0s tisztasagu biodizel-glicerinnel végzetss evizsgalatunk antiapoptotikus
hatast igazolt, igy véleményink szerint takarmanyonenskeént térténalkalmazasa
nem biztonsagos.

A vizsgalt gének expresszibja alapjan a 86,3%-odibel-glicerin a biotraszforméciora
atmeneti hatast gyakorolt, az apoptozis/antiapaptfityamata egyensulyban maradt,
0sszességeében az onkomir és tumorszuppresszor reRKifjez’dése nem valtozott
jelentbs mértékben, a klasszikésras onkogén gatlasa alapjan az anyag akar protektiv
hatasu is lehet.

Osszességében nem igazolddott olyan karos hatdg,afapjan a 86,3%-os biodizel-
glicerin allati takarmanykomponensként valé alkatdasa kornyezet-egészségugyi

szempontbdl nem lenne megengedhet

VI.2. A biodizelgyartds szappanos viz melléktermékel végzett
vizsgalatok Uj eredményei

* Az 1000 I/ha szappanos vizzel kezelt talajrol betidtt bluza a vizsgalt
gének expressziovaltozasa alapjan az apoptozisnaiat serkenti.

* Az 1000 I/ha szappanos vizzel kezelt talajrol betidtt bluza a vizsgalt
gének expressziovaltozasa alapjan a majban mdtabdérhelést jelent.

* Az 1000 I/ha szappanos vizzel kezelt talajrol batiaétt buzanak, a vizsgalt
MiRNS-ek kozlul az onkogén mIRNS kifefelésének gatldsa alapjan,
protektiv hatdsa feltételezidet

Az 500 I/ha szappanos vizzel kezelt talajrél betéddh bluza a vizsgalt
gének expresszidvaltozasa alapjan az apoptozisnaiat serkenti.

Az 500 I/ha szappanos vizzel kezelt talajrél betéddh bluza a vizsgalt
gének expressziovaltozasa alapjan a biotranszfednadamem gyakorolt
hatast.

Az 500 I/ha szappanos vizzel kezelt talajrél betéddh bluza a vizsgalt

MiRNS-ek kifejepdésére nem gyakorolt hatast.
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* A 250 I/ha szappanos vizzel kezelt talajrol betitrblza a vizsgalt gének
expressziovaltozasa alapjan az apoptoézis folyarsatiaenti.

* A 250 I/ha szappanos vizzel kezelt talajrol betiagtrblza a vizsgalt gének
expresszidvaltozasa alapjan a biotranszformaciéma gyakorolt hatast.

* A 250 l/ha szappanos vizzel kezelt talajrol betidir blza a vizsgalt
MiRNS-ek kifejepdésére nem gyakorolt hatast.

* A 125 I/ha szappanos vizzel kezelt talajrol betigtrblza a vizsgalt gének
expresszidvaltozasa alapjan az apoptozis/antiapigptiblyamatara nem
gyakorolt hatast.

* A 125 I/ha szappanos vizzel kezelt talajrol betagtrblza a vizsgalt gének
expresszidvaltozasa alapjan a biotranszformaciéma gyakorolt hatast.

« A 125 l/ha szappanos vizzel kezelt talajrol betiddstir blza a vizsgalt

MiRNS-ek kifejepdésére nem gyakorolt hatast.

Az 1000 I/ha szappanos vizzel kezelt talajrol szédnblza a citokrom gének
expresszidjat fokozta, mely alapjan metabolikusekisre lehet kbvetkeztetni, igy
alkalmazasa nem tekintléeteljes mértékben biztonsagosnak.

A vizsgalt gének expresszidja alapjan a szappafmoslacsony koncentracibban nem
befolyasolta az apoptoézis folyamatat, a biotramsa&eiot és a karcinogenezist seit, s

az 500 I/ha és a 250 I/ha koncentracioban kezklfrdh szarmazo6 buza fogyasztasét
koveten az apoptotikus folyamatok kedgaranyl valtozasa valosisithe®.

A szappanos viz 500 I/ha vagy az alatti koncerdt@n talajjavitoként tortén

alkalmazasanak egészségugyi kockazatat eredményemkgazoltak.

VI.3. A kukoricaolajjal és a sargazsirral végzett wzsgalatok Uj
eredmeényei

* A kukoricaolaj a vizsgalt gének expressziovaltozakgpjan az apoptozis
folyamatara pozitiv hatast gyakorolt.

* A kukoricaolaj a vizsgalK-ras onkogén kifejegdését fokozta.

* A kukoricaolaj a vizsgalt miRNS-ek kifejgédésére gyakorolt hatasa alapjan

nem tekinthet egyértelnien karcinogéennek, de az nem is zarhato ki.
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* A sargazsir a vizsgalt gének expressziovaltozaspjéad az apoptozis
folyamatéra pozitiv hatast gyakoroliéstény egerekben, mig himekben
semlegesnek bizonyult.

e A séargazsir a vizsgait-ras onkogén kifejeédésére negativ hatast gyakorolt
néstény egerekben, himekben semlegesnek bizonyult.

A sérgazsir miRNS-ek kifejédésére gyakorolt hatdsa alapjdn nem
tekinthet egyértelnien karcinogénnek, de az nem is zarhato ki.

A kukoricaolaj a K-ras onkogénre gyakorolt aktivalé hatasa alapjan
takarmanykomponensként biztonsaggal nem alkalmézhat

A sargazsir a K-ras onkogénre gyakorolt aktivalé hatasa alapjan
takarmanykomponensként biztonsaggal nem alkalmézhat

Osszességében, kisérleteink alapjan a megféisttasagi, 86,3% glicerin tartalmu
biodizel-glicerin éllati takarmanykomponensként,szappanos viz, 500 I|/ha alatti
koncentricidéban, talajjavitoként torééndjrahasznositdsa kornyezet-egészségugyi
szempontbdl nem jelent kockazatot.

A kukoricaolaj és sargazsir biodizel alapanyagk&mtért hasznositasa noéveli a
koltséghatékonysagot, tekintettel arra, hogy Ostekik alapjan az élelmiszer
korforgasba  visszakerilésik nem  biztonsagos. Uzgaghént  tortéé
Ujrahasznositasuk soran nem vonnak el értekest@aréélelmiszeripartol.

A biotzemanyag éAllitas tovabbi optimalizalasanak céljabdl célézarnyersanyag
termelési helyének kézelébe telepiteni az Uzemamyadlitd gyarat, hogy a szallitas
okozta kornyezeti szennyezést ezzel is a mininzalestkkentsik. Az optimalizalas
tovabbi fokozasara a melléktermékeket hasznositémék kozelbe telepitése is

javasolt.
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VII. Roviditések jegyzéke

Rovidités Teljes elnevezes

Abcel ATP-binding cassette, sub-family E (OABRgmMber 1
ANOVA ANalysis Of VAriance

Ap-1 activator protein 1

ATP adenosin triphosphate

CDKN cyclin-dependent kinase inhibitor

c-Met met proto-oncogen

Cyplal cytochrome P450, family 1, subfamily aypeptide 1
Cyp2el cytochrome P450, family 2, subfamily eypeptide 1
DNS dezoxiribonukleinsav

Erg-1 eag-related protein 1

Erk extracellular signal-regulated kinase (MAPK1)

FAD flavin adenine dinucleotid

FAM flavin adenine mononucleotid

Fe(ll) vas (Il)-oxid

Fe(ll1) vas (lll)-oxid

Fusl fused in sarcoma 1

G a sejtciklus @fazisa, start vagy restrikcids pont

G, a sejtciklus Gfazisa, a DNS replikacio és a magosztodas kozott
Gadd45a growth arrest and DNA-damage-inducibléspial5 alpha
G-fazis biodizelgyartas soran visszamaradt ghdeakcio

GTP guanosine triphosphate

HMDD Human miRNA-associated disease database

Hprt hypoxanthine guanine phosphoribosyl transzie
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IGF1R
IKB
IKK
IL-1
ltgh8
JNK
JNKK
K-ras
I/ha
LDL
LDLRAP1
M

MAP
MAPK
MIRNS
MKK
MKK4
MRNS
Myt-1
NADPH
NFKB1
N-mentes
PCR
PTEN
RAN

RAS

insulin-like growth factor-1 receptor
inhibitor of nuclear factor kappa-B
inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase
interleukinl
integrin-béta-8
c-Jun NH(2)-terminal kinase
c-Jun NH(2)-terminal kinase kinase
v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogérmmolog
liter/ hektar
low-density lipoprotein
low-density lipoprotein receptor adapteotein 1
a sejtciklus M-fazisa, magosztodas
mitogen-activated protein
mitogen-activated protein kinase
mikro RNS
mitogen-activated protein kinase kinase
mitogen-activated protein kinase kinase 4
messenger RNS
myelin transcription factor |
nicotinamide adenine dinucleotide phospluadietaz
Nuclear factor kappa-light-chain-enhanceadivated B-cells 1
nitrogén mentes
polimeraz lancreakcio
phosphatase and tensin homolog
ras-like nuclear protein

rat sarcoma virus onkogén

68



RISC RNA induced silencing complex

RNS ribonukleinsav

S a sejtciklus S-fazisa, DNS replikacio

Tgfb transforming growth factor-beta

TLR toll like receptor

ttkg testtomeg kilogramm

UTR untranslated region

Zbtb10 zinc finger and BTB domain containing 10
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IX. Ertekezés alapjaul szolgaldé kézlemények és korgsszusi
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Magyar Epidemiologiai Tarsasag V. Nemzetkozi Kasgzusa, 2008.
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Gobel Gy, Gerlinger I, Pytel J, Szanyi 1, Szele E,nthos K, Ember I: A
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Magyar Epidemiologiai Tarsasag V. Nemzetkozi Kasgzusa, 2008.
november 28-29., Pécs
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Kongresszusa, 2008. november 28-29., Pécs
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X. Megjegyzés

A dizel motorokban hasznalatos biodizéladlitassal kapcsolatos vizsgalatok végzéesére
a Pécsi Tudomanyegyetem Altalanos Orvostudomansénék Orvosi Népegészségtan
Intézete egy konzorcium tagjaként a Nemzeti Kutats Technoldgiai Hivatal
(kordbban: Nemzeti Kutatasi és Fejlesztési Progkdmiedlik Anyos Program
keretében meghirdetett palyazatai keretében katatimal kapott tamogatast.

Elss alkalommal ,Jechnolégia és allati takarmany kompozicidék biddi@efazis
melléktermék hasznositasdvatimen (azonosit6: NFKP07-aAGROOKO07) nyert
tamogatast a kukorica eretlebiodizel melléktermékekkel kapcsolatos vizsgélatok
végzésere.

Masodik alkalommal Eenntarthaté biodizel technoldgia és hozzaadottékért
melléktermékékcimmel (azonositdé: TECH-09-A4-2009-0133, BDREVAMZD09-ben
kapott tAmogatast interdiszciplinaris projektjére.

Dolgozatomban ismertetett vizsgalatainkat fentipayazat keretében végeztik.

88



XI. Készonetnyilvanitas

A primer prevencioval, daganatkutatdssal és a mtdek epidemiologiaval
kapcsolatos érdefdiésemet - hatalmas szakmai tapasztalataval, eftisagaval és
nem utolsé sorban személyisével - Prof. Dr. Embarah keltette fel. Professzor Ur
tanitvanyaként sajatitottam el valamennyi, értekeme témajahoz kapcsol6do
ismeretem. Tudomanyos munkam a kezdeti lépékditgozatom elkésziltéig nyomon
kOvette, tanacsai, épiteled: kritikai segitettek folyamatos féfiésem. Nem csupan
értekezésem létrejottéhez nydjtott tanitasaérbémgatasaért tartozom Professzor Ur
emlékének kdszonettel, hanem tudomanyos lelkesedaky szeretetteljes neveléséért.
Kdszénom tovabba, Prof. Dr. Kiss Istvdn témav@retszakmai tanitasat és
tamogatasat.

Kdszondm Dr. Kovacs Andras kozrékddését a palyazat kezelésében és a vizsgalati
anyagok rendelkezésre bocsatasaban.

Kdszénom Dr. Gombos Katalinnak valamennyi vizsgétdian tortént kozretikodését
€s szakmai segitségeét.

Koszoném a Pécsi Tudomanyegyetem Altalanos Orvostadyi Karanak Orvosi
Népegészségtan Intézet valamennyi munkatarsanakesgalataink végzésében és
kongresszusi részvételek szervezésében nyujtoinahtnativ segitségét.

Kdszondm munkahelyi vezi@im és munkatarsaim tAmogatasat.

Kdszondm  csaladomnak  szeretetiket, turelmiket, eliggsségiuket és
gondoskodasukat, mellyel dolgozatom OsszedllitGs@nssegitették és lelbet tették,
hogy otthononban munk&dmra dsszpontosithassak.
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