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1. Bevezetés

A WHO adatai szerint 2018-ban az ujonnan regisztralt rosszindulata daganatos
megbetegedések esetszdma vilagszerte kb. 18,1 millié6 volt és az elhunytak szama
megkozelitette a 9,6 milliot, még az egyre szélesebb korben elérhetd szlirdvizsgalatok, a
diagnosztikai modszerek fejlddése, €s a célzott terapidk alkalmazasa ellenére is. Tehat a
rosszindulati daganatos megbetegedések korai diagnosztizalasa ¢és a megeldzés
tovabbra is a leghatékonyabb stratégia az incidencia és a mortalitds csokkentésére. A
megeldzésben kiemelten jelentds szerep jut az egészséges taplalkozasnak és a
dohanyzas elkeriilésének, a korai diagndzisban pedig a megfeleldé biomarkerek

hasznalatanak.

A rakkeltd élelmiszerek egy része és a dohanyfiist is tartalmaz karcinogén 7,12-dimetil-
benz[a]antracén (DMBA) vegyiiletet, ami allatkisérletesen 1is hasznalhato
daganatmodellekben. Ezen feliil a transz-zsirsavak (TFA) jelentOs taplalkozasi eredetii
artalmat képviselnek. Ezzel szemben szamos kemopreventiv vegyiilet fejt ki
daganatbiologiai szempontbol védd hatést, példaul a polifenolokban gazdag névényi
részek vagy az extraszliz oliva (Olea europaea) olaj, a zoldtea (Camellia sinensis), a

japan viaszbogy6 (Myrica rubra), valamint a kavé (Coffea arabica).

Ezen tényezOk reprezentativ biomarkere a Long Interspersed Element-1 (LINE-1)
megalapozottsag ellenére viszont eddig kevés vizsgalat tortént a DMBA karcinogénnel

indukalt LINE-1 DNS hipometilacioval kapcsolatban.

Dolgozatom téméja a fentiek alapjan a taplalkozési eredetli karcinogén anyagok és a
kemopreventiv molekuldk hatdsa a LINE-1 transzpozon metilacidés mintdzatara. A téma
tovabbi jelentdsége, hogy a kemopreventiv anyagok a megel6z6 stratégiak részeként az

artalmas korai epigenetikus valtozasokat visszafordithatjak.
2. Célkitiizés

Tanulményomban allatkisérletesben vizsgalatam a LINE-1 DNS metilaciés mintazatat

va DMBA-val eldkezelt egerek méjaban, 1épében ¢€s veséiben. A kisérlet célja annak



meghatarozasa volt, hogy ezek a karcinogén/kemopreventiv hatasok hogyan jelennek
meg a LINE-1 DNS metilacids mintdzataiban, a vizsgalt kemopreventiv anyagok
milyen mértékben képesek megakadalyozni a DMBA éltal okozott hipometilaciot, és
felhasznalhatok-e ezen hatasok potencialis biomarkerként. Tovabbi cél volt a TFA
hatdsanak a vizsgalata a DMBA altal okozott LINE-1 DNS hipometilaciora, hogy vajon

képes volt-e azt erdsiteni, vagy sem?
3. Anyag és modszer

A vizsgalatunk soran nyolc csoport 12 hetes ndstény CBA/Ca egeret hasznaltunk (n=6).
A kezeletlen kontroll és a DMBA-val kezelt kontroll csoportok nem kaptak eldtaplalast,
mig egy-egy allatcsoport a szokasos étrend mellett két hétig a DMBA kezelés el6tt:

1. 4 mg/nap/allat zold tea (C. sinensis) kivonatot (katekin tartalom 80%) (Xi'an
Longze Biotechnology Co. Ltd.),

2. 2,5 mg/nap/allat japan viaszbogyd (M. rubra) kivonatot (miricetin [3,5,7,3 ', 4',
5'-hexahidroxi-flavon] tartalom: 80 %) (Xi'an Longze Biotechnology Co. Ltd.),

3. 30 mg/nap/allat flavonoid kivonatot (k6zonséges sz616 (Vitis vinifera "Cabernet
Sauvignon'") mag ¢és héj, szeder (Rubus fruticosus "Thornfree") mag és héj,
fekete ribiszke (Ribes nigrum) mag és héj, hozzaadott rezveratrol 4 gramm 100
ml-ben, nevezetesen FruitCafe™ (SC Vita Crystal Research SRL)),

4. 30 mg/nap/allat (150 ml) kavé (C. arabica) kivonatot,

5. 300 mg/nap/allat olivaolajat (Agraria Riva Del Garda SCA), illetve

6. 300 mg/nap/allat TFA-t (transz-3-hexadecénsav) (Sigma Aldrich) kapott.

A kezeletlen (negativ kontroll) kontrollcsoport kivételével a masik hét csoport 20
mg/testsulykilogramm DMBA-t kapott intraperitonedlisan (Sigma-Aldrich), 0,1 ml
kukoricaolajban feloldva. (A kezeletlen kontroll csoport is kapott 0,1 ml kukoricaolajat
intraperitonealisan). A 24 o6rdas DMBA-expoziciot kovetden nyaki diszlokacio utan

eltavolitottuk a vizsgdlando szerveket (m4j, vesék és 1ép).



3.1. A DNS izolalasa

A DNS izolalasat a High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche, Madison, WI,

USA) segitségével végeztiik a gyartod utasitdsai szerint.
3.2. LINE-1 DNS-metilacié vizsgalata

A biszulfat-konverziohoz EpiTect Bisulfite kitet (Qiagen, Hilden, Németorszag)
hasznaltunk a gyart6 utasitasai szerint. Ez a folyamat a nem metilezett citozinek uracilla
torténd atalakitasat eredményezte. Ezt kovetden nagy felbontdsu olvadaselemzést
(HRM) végeztink, amely az olvadaspont kiilonbség alapjan képes volt
megkiilonboztetni az uracil és a metilalt citozin bazisokat. Ha a DNS erdsen metilalt
régidkat tartalmaz, a biszulfit atalakitas és az azt kovetd amplifikdci6 magasabb

olvadéspontot eredményez.
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(Newman, 2012), a szekvencidk a kovetkezok voltak: forward: 5'-GGT TGA GGT AGT
ATT TTG TGT G-3', reverse: 5'- TCC AAA AAC TAT CAA ATT CTC TAA C-3'. Az
amplifikaciot 96 lyukt lemezekben, Roche LightCycler480 qPCR késziilékben (Roche,
Madison, WI, USA) végeztiik. A reakciomix 20 ng biszulfit kezelt DNS-t, 0,75-0,75
uM eldre- és forditott primert, 1x LightCycler 480 High Resolution Melting Master
(Roche, Madison, WI, USA) 20 ul végsé mennyiségben tartalmazott (Bray, 2018). A
PCR paraméterei a kovetkezOk voltak: 5 percig 95°C-ra torténd melegités, majd 35
ciklus kovetkezett: 1. 95°C 20 masodpercig, 2. 60°C 30 masodpercig, 3. 72°C 20
masodpercig. Ezt kdvetden az olvaddspont/olvadasi gorbe elemzését 73°C és 84°C

kozott végeztiik 0,1°C/2 sec homérsékletlépésekkel.

Pozitiv és negativ kontrollok céljara Mouse high methylated genomic DNA-t
(EpigenDx, Hopkinton, MA, USA) ¢és Mouse low methylated genomic DNA-t
(EpigenDx, Hopkinton, MA, USA), valamint ezek kiilonb6zd ardnyll keverékeit

hasznaltuk, hogy lehetévé valjon a mintdink metilacids szintjének szdmszerlsitése.



3.3. Szamitas és statisztikai elemzés

A LINE-1 expresszids szintek relativ LINE-1 metilacids szintjeit a 2-AACT modszerrel
kiszdmoltuk ¢és 0Osszehasonlitottuk. Az eredmények eloszlasanak vizsgalatit a
Kolmogorov-Smirnov teszttel végeztiik, majd az atlagok egybevetésére a Levene-féle F-
proba utan z-probat hasznaltunk. Az IBM SPSS 21 statisztikai szoftverével végeztiik a
szamitasokat ¢és az elemzéseket, a statisztikai szignifikancia szintjét p<0,05-értéknél

hataroztuk meg.

Az atlagos DNS-metilacids szinteket a kezelés nélkiili allatok (negativ kontrollok)

széazalékéaban fejeztiik ki.



4. Eredmények
Az O6nmagaban DMBA-val kezelt kontrollhoz képest a DMBA ¢és az alkalmazott

anyagok egyiittes hatasat vizsgalatam a LINE-1 metilaciora.

4.1. Metilacios mintazatok valtozasai a 1épben

A 1ép esetében DMBA-val egyiitt adott flavonoid kivonat, zold tea kivonat és japan
viaszbogyd kivonat kivédte a DMBA indukalta LINE-1 hipometilaciot, sét kifejezetten
ellenkezd iranyu valtozast — hipermetilacidt — idézett el6. A kavé kivonat esetében

kismértékli hipometilaciot tapasztaltunk (1. dbra).
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1. Abra: LINE-1 metil4ciés mintazat CBA/Ca néstény egerek (n=6) lépében DMBA, valamint
DMBA-val egyidejiileg flavonoid kivonat, zold tea kivonat, kavé kivonat vagy japan viaszbogyé
kivonat hatasara, a kezeletlen kontrollt szaz szazaléknak tekintve (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001
— az oszlopok feletti és alatti jelolések a kezeletlen kontrollal valo 6sszehasonlitas szignifikancia-
szintjét, a vizszintes vonalaknal levo jelolések a DMBA-kezelt csoporttal valé 6sszehasonlitas

szignifikanciaszintjét mutatjak).



A lépben a DMBA-val egyiitt adott EVOO szamottevden csokkentette, a TFA viszont
jelentds mértékben fokozta a DMBA altal okozott LINE-1 hipometildciot (2. dbra).
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2. Abra: LINE-1 metiliciés mintazat CBA/Ca néstény egerek (n=6) 1épében DMBA, valamint
DMBA-val egyidejiileg EVOO vagy TFA hatasara, a kezeletlen kontrollt szaz szazaléknak tekintve
(* p<0,05; *** p<0,001 — az oszlopok alatti jelolések a kezeletlen kontrollal valé 6sszehasonlitas
szignifikancia-szintjét, a vizszintes vonalaknal levo jelolések a DMBA-kezelt csoporttal valé

osszehasonlitas szignifikanciaszintjét mutatjak).



4.2. Metilacios mintazatok valtozasai a majban

A mgj esetében DMBA-val egyiitt adott flavonoid kivonat, és zold tea kivonat sikeresen
kivédte a DMBA indukalta LINE-1 hipometilaciot, sét hipermetilacidt eredményeztek.
A japan viaszbogyo kivonat ¢és a kavé kivonat is statisztikailag szignifikans védd hatéast

mutattak, ami a kavé esetén kismértékli hipometilaciot tapasztaltunk (3. ébra).
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3. Abra: LINE-1 metiliciés mintazat CBA/Ca néstény egerek (n=6) majaban DMBA, valamint
DMBA-val egyidejiileg flavonoid kivonat, zold tea kivonat, kiavé kivonat vagy japan viaszbogyo
kivonat hatasara, a kezeletlen kontrollt szaz szazaléknak tekintve (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001
— az oszlopok feletti és alatti jelolések a kezeletlen kontrollal valé 6sszehasonlitas szignifikancia-
szintjét, a vizszintes vonalaknal levé jelolések a DMBA-kezelt csoporttal valé 6sszehasonlitas

szignifikanciaszintjét mutatjak).



A 1éphez hasonloan a m4j esetében is DMBA-val egyiitt adott EVOO kivédte a LINE-1
hipometilaciét, mig a TFA tovabb fokozta azt (4. dbra).
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4. Abra: LINE-1 metiliciés mintazat CBA/Ca néstény egerek (n=6) majaban DMBA, valamint
DMBA-val egyidejiileg EVOO vagy TFA hatasara, a kezeletlen kontrollt szaz szazaléknak tekintve
(** p<0,01; *** p<0,001 — az oszlopok alatti jelolések a kezeletlen kontrollal valo 6sszehasonlitas
szignifikancia-szintjét, a vizszintes vonalaknal levo jelolések a DMBA-Kkezelt csoporttal valé

osszehasonlitas szignifikanciaszintjét mutatjak).



4.3. Metilacios mintazatok valtozasai a vesékben

A vesékben a flavonoidok, a kavé kivonat és a zold tea kivonat kivédték a DMBA
indukélta LINE-1 hipometilaciét, mig a japan viaszbogyd kivonat kis mértéki,
statisztikailag nem szignifikans csokkenést okozott. A flavonoid kivonat és a kavé
kivonat a kezeletlen kontrollhoz képest is hipermetilaciot okozott, ami a kavé esetén

volt statisztikailg szignifikans (5. 4bra).

140% 1
* o K
130% - ' . ' &
0 * %
e
120% -
110% |
100%
90% -
80% - *
DMBA DMBA + DMBA + DMBA + DMBA +
kontroll Flavonoid kivonat Z6ld tea kivonat Kévé kivonat Japan viaszbogyo kivonat

5. Abra: LINE-1 metilaciés mintazat CBA/Ca néstény egerek (n=6) veséiben DMBA, valamint
DMBA-val egyidejiileg flavonoid kivonat, zold tea kivonat, kavé kivonat vagy japan viaszbogyé
kivonat hatasara, a kezeletlen kontrollt szaz szazaléknak tekintve (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001
— az oszlopok alatti és feletti jelolések a kezeletlen kontrollal valé 6sszehasonlitas szignifikancia-
szintjét, a vizszintes vonalaknal levo jelolések a DMBA-Kkezelt csoporttal valé 6sszehasonlitas

szignifikanciaszintjét mutatjak).



A vesékben a DMBA-val egyiitt adott EVOO csokkentette, a TFA fokozta a LINE-1
hipometilaciét. A 6. dbra mutatja az ardnyokat, illetve azt, hogy a DMBA-kezelt

csoporthoz képest egyik 0sszetevd sem okozott statisztikailag szignifikans valtozast.

105% -

100%

95% -

90% -

85% -

80% - *

75% - 1

70% -
DMBA DMBA + DMBA +
kontroll EVOO TFA

6. Abra: LINE-1 metilaciés mintazat CBA/Ca néstény egerek (n=6) veséiben DMBA, valamint
DMBA-val egyidejiileg EVOO vagy TFA hatasara, a kezeletlen kontrollt szaz szazaléknak tekintve
(* p<0,05 — az oszlopok alatti jelolések a kezeletlen kontrollal valé 6sszehasonlitas szignifikancia-

szintjét mutatjak).
4.4. Eredmények osszefoglalasa

Osszességében a LINE-1 hipometilaci6 kivédésében a flavonoid kivonat és a zold tea
kivonat mutatta a legerdsebb hatdst a 1épben €s a majban. A vesékben a kavé kivonat
eredményezte a legnagyobb hipermetilaciot. Az EVOO vagy csokkentette, vagy kivédte
a DMBA-okozta hipometilaciot, de hipermetildciét nem idézett eld. A varakozasnak
megfelelden a TFA mindharom szervben fokozta a LINE-1 hipometilaciot, erdsitetve a

DMBA hatésat.
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5. Megbeszélés

5.1. A DMBA hatasa a LINE-1 metilacios mintazatra

A DMBA hatasai lehetnek egyrészt kozvetlenek, példdul a sejtalkotokra (DNS,
fehérjék, membranok, stb) kifejtett oxidativ stressz, vagy a DNS-t éré direkt mutagén,
¢s epigenetikai (pl. gén- és mikroRNS expresszio, globalis DNS hipometilacid) hatasok.
Masrészt a DMBA kozvetett hatasokat is kifejt a sejtosztddas szabalyozasdnak az
onkogenezis szamdara kedvezd irdnyba torténd megvaltoztatasaval, vagy gyulladaskeltd
masodlagos jelatviteli folyamatok elinditdsaval, serkentésével, illetve antioxidansok
(példaul a glutation [GSH]) deplécioja, stb. Az oxidativ artalom a masodlagos jelatviteli
utak aktivalasaval pozitiv visszacsatolast is kaphat. Példdul a DMBA kezelt egerekben
reaktiv oxigén gyokok (ROS) szabadulnak fel, amik az interleukin 18 (IL1p),
interleukin 6 (IL6) és a tumor nekrozis faktor (TNF) mennyiségét is novelik és ezek a
nuklearis faktor kappa B-val (NF-kB) kolcsondsen aktivaljak egymdst — s6t még
tovabbi ROS-t is képeznek. Ennek jelentdsége, hogy a ROS a helyi gyulladdsos
jelatvitel elinditasa mellett kozvetetten a malignus transzformacié valoszinliségét is
noveli és ez végso soron globalis DNS hipometilacidhoz vezet - aminek a biomarkere a
LINE-1 metilacios mintazat. A vizsgalt szervek LINE-1 hipometilacidja feltehetéen

ezen hatasok 0sszegzddésének az eredményeibdl adodnak.

Tehat DMBA az NF-kB mellett a mitongén aktivalt protein kindz (mitogen-activated
protein kinase) (MAPK) és a Janus kinaz (Janus kinase) (JAK) jelatvivoket is aktivalja,
amik a gyulladaskelté ¢és kozvetetten az onkogenezisnek kedvezd emlitett
interleukineket, illetve pozitiv visszacsatolasi hurokban a NF-kB-t is serkenti— ami igy
direkt proinflammatorikus hatast is nyer ¢&s Osszefliggésbe hozhatd malignus

transzformécios folyamatokkal is.

crer

MYC onkogén expresszid fokozasaval korai karcinogenezis lépéseit elinditja. Az
aktivalt K-RAS protein pedig tobb kolorektalis karcindma sejtvonalban is képes a
tumorszuppresszor gének (példaul az INK4-ARF) transzkripcios faktorait hipermetilalni

¢s ezaltal epigenetikus modon lecsendesiteni ezen tumorszuppresszor gének
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expresszioit. Az aktivalt K-RAS szintén gatolja a ZNF304 transzkripcids faktor
lebontasat, amely a tumorszuppresszor Bl integrin transzkripcios szabalyozdja. Tehat

ezen masodlagos jelatviteli mechanzmusok is f6leg a karcinogenezist tdimogatjak.

A DMBA szignifikans L1-RTP DNS hipometilalé hatasa a DNMT enzim gatldsan
keresztiil érvényesiilhetett. Tovabba a DMBA szintén a DNMT enzimek emlitett CpG
szigeteinek a metilacidos mintazatat befolyasolva onkogének (példaul a HA-RAS) hipo-
¢s tumorszuppresszor gének (példdul P53) hipermetilaciojait okozza, amik

kovetkezésképpen fokozott proliferacidhoz vezetnek, ndvelve a karcinogenezis esélyét.

5.2. A TFA artalmas hatasai a LINE-1 metilacios mintazatra

A TFA sejtmembran foszfolipid rétegébe inkorporalddik és kozvetetten az oxidativ
karosodasokhoz is hozzajarul, illetve mésodlagos szignaltranszdukcids utakon keresztiil
is gyulladaskeltd, daganatképzd hatast fejt ki. Tovabba a TFA képes antioxidans
enzimeket, példaul a szuperoxid-dizmutazt (SOD) gatolni, és antioxidans molekulékat
(pl. GSH) depletalni - amik mé4jtoxikus folyamatokhoz jarulnak hozzd — és ez is

kozvetetten az emlitett gyulladasoknak, daganatképzddésnek kedvez.

A TFA etetése allatkisérletesen a zsirszovetben csokkentette az n-3 tobbszordsen
telitetlen  zsirsavak (polyunsatturaded fatty acid) (PUFA) mennyiségét a
sejtmembranokban és ezzel annak a rigiditasat novelte. Ehhez hozzajarul, hogy a -
részben) linearis alaku - TFA szintén mereviti a membranszerkezetet. Tovabba ehhez a
TFA-val  0Osszefiiggésben képz6d6  F2-izoprosztdnok is  hozzajarulnak. A
membranfluiditas csokkenése pozitiv asszociaciot mutat a ROS aktivitds novekedésével
a membran foszfolipid kettOsrétegén beliil, illetve a gyulladds kialakuldsanak ¢s a
malignus transzformacio esélyével is. Igy kozvetleniil is hozzajarul a TFA az oxidativ
artalmakhoz is, illetve a masodlagos szignaltranszdukciés mechanizmusokon keresztiil
hozzajarul még a gyulladdshoz és a daganatképzddéshez. Tovabba allatkiséletesen
hepatocitakban €s adipocitakban is a koleszterin szintézis fokozodasat figyelték meg a

TFA artalommal Osszefiiggésben, ami kozvetetten a RAS géncsaladot aktivalja.
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Irodalmi adatok megegyeznek eredményeinkkel, miszerint a vesékbe kisebb

mennyiségben hajlamos a TFA beépiilni a majhoz képest.

A TFA fogyasztas még fokozta az intercellularis adhézios molekula-1 (ICAM-1) és a
vaszkuldris sejtadhézios molekula-1 (VCAM-1), a matrix metalloproteinazok (MMPk)

aktivitasat, amik az oxidativ stressz generdldsa mellett kozvetetten a daganatellenes

crer

5.3. A polifenolok hatasai a DMBA indukalta LINE-1 hipometilaciora

A rezveratrol és a myricetin képes enyhiteni az emlitett karos hatisokat a DMBA
prokarcinogén formajat karcinogénné aktivaldé CYP1A1 enzimek gatlasaval. A polifenol
kivonatok gazdagok 4-hidroxi-benzoesavban, 4-hidroxi-fahéjsavban, flavanolban,
flavonolban, antocianidinben ¢és stilbén-polifenolokban, amelyek antioxidansok,
gyulladascsokkentok (pl. gatoljak a TNF-a-t, IL-1B-t, IL-6-ot), daganatellenesek pl.
A rezveratrol megakadalyozza mind az oxidativ, mind pedig a gyulladdsos karosodasok
altal kivaltott DNMTI1, DNMT3a, DNMT3b és SIRT2 expresszio csokkenést és ezaltal
kivédte az emlitett artalmak altal okozott LINE-1 hipometilaciot. A kavé klorogénsav és
hidroxi-fahéjsav (4-hidroxi-fahéjsav) tartalma, a zdldtea katekinek, a flavonoidok,
valamint a rezveratrol szabadgyok-fogd hatastiak, amelyek csokkentik a ROS altal
okozott karosodast. Ezen tilmenden ezek az anyagok az antioxidans SOD és a glutation

S transzferaz (GST) enzimeket is indukaljak.

A vizsgalt polifenolok a metilacios mintazatot masodlagos jelatviteli utakon keresztiil is
befolyasoljak, példaul a rezveratrol noveli a foszfatdz- és tenzin homoldg gén (PTEN)

expressziojat, ami a DNMT1 gatlasdhoz vezet, ami daganatellenes, mivel a DNMT1

crer

crer

hipometilacidjaval noveli a P2/ tumor szupresszor gén expressziojat in vivo,

fliggetleniil a P53 tumor szuppresszor altal kivaltott jelatviteli utvonaltol.
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5.4. Az EVOO hatasai

Az oleocanthal fenolos vegyiilet és az oleuropein polifenol az oliva olaj vizoldékony
anyagai, melyek antioxidansok és fOleg sejtmembrant védik, pl. az NF-kB aktivaciojat
gatoljak, csokkentik az mTOR génexpresszidjat, illetve az IL-6, IL-1B és a TNF-a

szintézisét is gatoljak.

Ezen felill az oleocanthal - a szabadgyokok altal egyébként csokkentett - GSH

intracellularis szintjét noveli.

Az EVOO omega-9-olajsav egyszeresen telitetlen zsirsav (MUFA) és linolsav
tobbszorosen telitetlen zsirsav (PUFA) tartalma a sejtmembran fluiditast noveli és fent
emlitett masodlagos jelatviteli utakon keresztiil LINE-1 metildciot fokozo hatasa
egyértelmii. Erdekes modon a telitett az EVOO palmitinsav tartalma annak ellenére,
hogy a sejtmembran rigiditdsat ndveli in vitro a proxiszéma proliferator-aktivalta
receptor (peroxisome proliferator-activated receptor-y) (PPARY)-koaktivaror gén
indukcidjan keresztiil globalis hipermetilaciot okozott. Tovabbé az omega-9-olajsav ¢és a
palmitinsav a PPARa utvonalon keresztiil is kemopreventiv hatast fejt ki, ami LINE-1
metilaciot végso soron ndveli. Az omega-9-olajsav szepszises egerekben csdkkentette a
TNF-a ¢és az IL-1B gyulladasos interleukinek expressziojat és novelte a gyulladdsgatld
IL-10 mennyiségét.

A PUFA direkt B-katenin gatld hatdsan keresztil a C-MYC gén expressziojat
szignifikdnsan csokkenti. Ennek jelentésége a DNS metildcidos mintdzatara nézve nagy,
mivel a C-MYC a ten-eleven translocation methylcytosine dioxygenase (TET) gének
expresszigjat is befolyasolja és a TET1 tumor proliferciot fokoz, valamint a DNS-

demetilalo hatésu is.
5.5. Egyéb anyagok hatasa a LINE-1 metilaciés mintazatra

A kévéban nyomokban eléforduld akril-amid és furan tartalma altal okozott GSH
csokkenés (és egyéb karcinogén hatdsok) elenyészonek bizonyultak a LINE-1
metilacidos mintdzat eredményeinek szempontjabol, mivel valoszinlsithetéen az

erdteljes jotékony hatasok elfedték ezeket.
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A koffein (1,3,7-trimetilpurin-2,6-dion) mind a kavé, mind a zo6ldtea kivonatban jelen
van és a human oszteoszarkdma MG63 sejtekben és fibroszarkoma HT1080 sejttekben
is az intracellularis cAMP szint novelésével a PTEN gént aktivalta. Ez a PI3-
K/AKT/mTOR jelatviteli ut gatlasdhoz vezetett, ami proapoptoikus hatasi. Emellett
JB6 sejtekben a koffein BAX ¢és kaszpaz-3 jelatviteli utak aktivalasaval P53 dependens

apoptoézist is indukal.

Ezzel szemben a HL-60 sejtes daganatmodellben a koffein LINE-1 hipometilaciot okoz
(a DNMT3 gatlasan keresztiil). Ez bizonyara eltérd mechanizmussal torténhet, mint a

korabban emlitett rezveratrol és az EGCG DNMT 1-et gatlo antikarcinogén hatésa.

fgy a koffein kemopreventiv hatasa éppen a LINE-1 hipometilaciét okozo hatasa miatt
kérdéses, viszont minden mas molekularis biologiai jelatviteli ut az antikarcinogén hatas
mellett szol. Ezen feliil egy epidemiologiai vizsgalat szerint nincs 0sszefiiggést a koffein
bevitel dozisa és a vizsgdlat daganatok (prosztata-, tiid6-, kolorektalis- és petefészekrak)

rizikoja kozt.
6. Az eredmények osszefoglalasa, kovetkeztetés

A flavonoid kivonat kivédte a DMBA altal indukélt LINE-1 hipometilaciét a ndstény
CBA/Ca egerek majaban, 1épében és veséiben, és a kezeletlen kontrollhoz képest

szignifikans hipermetilacidt okozott a méjban és a Iépben.

A zodldtea kivonat kivédte a DMBA altal indukalt LINE-1 hipometilacidt a ndstény
CBA/Ca egerek majaban, 1épében és veséiben, és a kezeletlen kontrollhoz képest

szignifikans hipermetilaciot okozott a majban, valamint a Iépben.

A japan viaszbogy6 kivonat kivédte a DMBA 4ltal indukalt LINE-1 hipometilaciot a
néstény CBA/Ca egerek mdajaban és lépében, és a kezeletlen kontrollhoz képest

szignifikans hipermetilaciot okozott a 1épben.

A kavé kivonat kivédte a DMBA altal indukalt LINE-1 hipometilaciot a ndstény
CBA/Ca egerek majaban, 1épében és veséiben, és a kezeletlen kontrollhoz képest

szignifikans hipermetilaciot okozott a vesékben.
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Az extra sziiz olivaolaj kivédte a DMBA altal indukalt LINE-1 hipometilaciot a ndstény
CBA/Ca egerek majaban ¢és 1épében.

A TFA tovabb erdsitette a DMBA altal indukélt LINE-1 hipometilaciot a ndstény
CBA/Ca egerek majaban ¢és 1épében.

Az altalunk vizsgalt DNS metilacios valtozdsok hozzdjarulhatnak a vizsgalt
kemopreventiv anyagok antikarcinogén, illetve a TFA esetében karcinogén hatdsédhoz,
illetve biomarkerként szignifikdnsan reprezentaljadk ezen folyamatokat. Tovabba a
LINE-1 DNS hipometilacios mintdzati tesztrendszert megfeleld6 molekularis
epidemioldgiai  biomarkernek tekinthetjiik tovabbi potencidlisan kemopreventiv

anyagok epigenetikai hatdsdnak vizsgalatdhoz.
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