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1. Bevezetés

Elelmiszerszinezékeket i.e. 1500 ota széles korben hasznaljak, és napjainkban is
kulcsfontossagliak az élelmiszer-el6allitok szdmara a fogyasztdi preferencidk
tekintetében. A szinezékek koziill a mesterséges eredetliek kiilonosen népszertiek
stabilitasuk, koltséghatékonysaguk ¢és élénk szinek kolcsonzésére vald képességiik
miatt. A kiilonféle tipusokban és szinekben kaphaté mesterséges adalékanyagok
gyakran titokban keriilnek be étrendiinkbe, hangstlyozva biologiai hatasuk feltardsanak
alapvetd sziikségességét. Az egészségiinkre gyakorolt lehetséges hatasok megértése
létfontossagu ahhoz, hogy jo6l megalapozott dontéseket hozzunk arr6l, hogy mit
fogyasztunk. A szinez6 adalékanyagok szamos f6 funkciét latnak el az
¢élelmiszerekben:

1) Ellenstlyozzak az olyan tényezdk 4ltal kivaltott szinvesztést, mint a fény, a levegd, a
hémérséklet és a tarolasi korlilmények.

2) Feladatuk a természetes tonusok fokozasa az étel vizualis vonzerejének és
étvagygerjeszto jellegének novelése érdekében.

3) Szin hozz4adésa olyan élelmiszerekhez, amelyekbdl ez természetesen hidnyzik.

4) A termékek vizualis azonositasanak megkonnyitése a fogyasztok szamara,

kiilénésen a gydgyszeriparban.

Az utobbi idében egyre nagyobb figyelem iranyul az ¢lelmiszer-adalékanyagok,
kiilonésen az élénk szinlikrdl hires azofestékek lehetséges toxicitasara. A hasznalatukat
korlatozd elsédleges aggodalom a rakkelt6 hatdsok lehet6sége miatt fontos. Ez a
kockazat akkor mertil fel, amikor ezek a szinezékek a bélmikrobiota altal azoredukcion
mennek keresztiil, és rakkeltd melléktermékeket képeznek.

Ebben a kutatdsban bemutatjuk a tartrazin (E 102) negativ hatdsat epigenetikai
szabalyozasat kozvetité kulcsfontossagi enzimek a génexpresszidjara, nevezetesen a
DNS-metiltranszferazokra (DNMT) és a hiszton-deacetilazokra (HDAC) in vivo -
NMRI egérmodellben - és in vitro vizsgalatokban, kiilonb6z6 human sejtvonalakon
(HepG2, A549, HaCaT). Masik célunk a természetes szinezékként engedélyezett
betanin (E 162) és a kurkumin (E 100) dozisfiiggd esetleges kemoprotektiv hatisanak
mérése fent emlitett human sejtvonalakon, UV expozicio mellett és nélkiile a DNMT és
a HDAC enzimeket kodol6 gének mRNS szintjére.



2. Célkitiizések

1. Jelen kutatasunkban az altalanosan hasznalt élelmiszer-adalékanyagok, pontosabban
természetes eredetli és mesterséges élelmiszer-szinezékek (kurkumin (E 100) tartrazin
(E 102) céklavords, betanin (E 162) orokletes és nem 0roklodd epigenetikai
véltozdsainak hatdsat kivanjuk nyomon kovetni és mérni, human karcindma
sejtvonalakon (HepG2, A549), normal immortalizalt sejtvonalon (HaCat), valamint
allatmodellben.

Célunk a DNMT és HDAC enzimcsaladok mRNS expresszios szintjének felmérése a
fent emlitett sejtvonalakban, a housekeeping génhez (HPRT1) viszonyitva, mind in
vivo, NMRI egerek gRT-PCR segitségével. Ehhez a vizsgalathoz kiilonb6z6

1. Az egyik cél a tartrazin és a HDAC2, HDAC3, HDACS, valamint a DNMT],
DNMT3a és DNMT3b expresszios szintje kozotti kapcsolat vizsgalata Q-RT-
PCR elemzéssel human sejtvonalakon. Ezek kozé tartoznak mind a normal,
mind a rakos szovetekbdl szarmazok, hogy értékeljék, vannak-e kiilonbségek
az expresszidos mintazatokban, mint példaul a human hepatocellularis
karcinoma (HepG2), a tiid6 adenokarcinoma (A549) és az immortalizalt
keratinocita (HaCaT) sejtvonalak.

a. Hipotézisiink szerint a vizsgalt gének expresszids mintazata
jelentésen el fog térni a kezeletlen kontrollokétdl. Ez varhatoan
bizonyos gének promoter régidiban a metilacio mértékével fligg
0ssze.

b. Azt allitjuk, hogy meg tudjuk Aallapitani azt a minimalis
koncentraciot, amelynél a mono-azofesték élelmiszer-szinezékek
novelik a HDAC-k és a DNMT-k mRNS-szintjét mind a daganatos,
mind a normal sejtvonalakban.

2. Masodik célunk a tartrazin altal okozott és a HDAC2, HDAC3, HDACS,
valamint DNMT1, DNMT3a és DNMT3b expresszios valtozds felmérése
gRT-PCR segitségével fiatal him és ndstény egerek tiidejében, veséjében,
majaban és 1épében. A vizsgalat soran killonb6z6 expoziciés idoket
alkalmazunk, s modellezziik a h6kezelés hatasast is.

a. Hipotézisink szerint mind a DNMT-ok, mind HDAC-ok mRNS
szinten expressziovaltozassal reagalnak a tartrazin kiillonb6z6 ideja

b. Feltételezziik, hogy a hékezelés hatasa korrelal az egerek szerveiben
mérhetd génexpresszid valtozassal.
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3. Harmadik célunk a természetes élelmiszer-szinezékként alkalmazott
kurkumin és a betanin génexpressziora gyakorolt hatiasanak vizsgalata
daganatos sejtvonalakon - human hepatocellularis karcinoma (HepG2), a tid6
adenokarcinoma (A549) -, és az immortalizalt keratinocita (HaCaT)
sejtvonalon kiilonb6z6 koncentraciokban UV expozicio, mint oxidativ stressz
okozd faktor hatasa mellett.

a. Feltételezziik, hogy ellentétben a tartazinnal a természetes eredetii
szinezékek nem valtoztatjdk meg a génexpresszids mintdzatokat a
DNMT-ok és HDAC-ok esetén

b. Hipotézisink szerint a betanin és a curcumin az UV sugérzas
hatdsara kialakul6 mRNS szint véltozdsokat dozisfliggd modon
csdkkenti

4. Betanin esetén célunk meghatarozni az UV sugarzas és a betanin kezelés DNS
toredezettségre gyakorolt egyiittes hatasat HaCaT sejtvonalon

a. Feltételezésiink szerint az UV sugarzas hatasara dozisfiiggé modon
megemelkedik a DNS téredezettség mértéke

b. Hipotézisiink szerint ezen megemelkedett DNS toredezettséget a
sejttenyészetbe adagolt betanin a normal szintre csokkenti

3. Anyag és médszer
3.1. Invivo kezelési protokoll és total RNS izoldlds

A Kkiséreti csoportban a 6-8 hetes him és ndstény NMRI egerek olyan ragcsalotapot
fogyasztottak, amely egyszeres mennyiségben tartalmazott aaz ADI-nak megfeleld a
human ekvivalens doézis tartrazint (human ADI = 7,5 mg/kg/nap, ami 1,845 mg/nap
tartrazinnak felel meg, egy egér esetében atlagos testtomeg 20 g) hokezelt €s hokezelés
nélkiil allapotban 30 és 90 napig. A kijel6lt kezelési idGszakot kdvetden cervicalis
dislocatio-t kdvetben az allatokat felboncoltuk, szerveiket kiemeltiik, mintt vettiink
bel6lilk, majd total RNS-t izolaltunk ExtraZol Tri-reagens protokoll szerint (tiid6, maj,
vese és a 1ép).

3.2. Invitro kezelési protokoll és total RNS izoldlds.

A felszaporitott, friss tapfolyadékkal feltoltott sejtkultarat (A549, HepG2, HaCaT
sejtvonalak) élelmiszer-szinezék (tartrazin, betanin vagy kurkumin) torzsoldat adott
mennyiségével kezeltiik, hogy elérjiik a 20, 40, 80 uM végsd koncentraciot. A kezelést
kovetden betanin és kurkumin esetén 15, 30 és 60 s UV sugérzasnak is kitettiik a kezelt
és kontroll sejtenyészeteket.



A sejttenyészeteket 37 °C-on 24 6ran at inkubaltuk. Az inkubacidé utan a sejtek
allapotat fénymikroszkoppal ellendriztilk, majd RNS-t izolaltuk. A betanin HaCat
sejtekre gyakorolt fényvédé hatasaval kapcsolatos kutatasainhoz Maxwell® RSC
Instrument (Promega, Wisconsin, USA) késziilékben a hozza tervezett Kittel
(Maxwell® RSC RNS FFPE Kit, AS1440, Promega, Wisconsin, USA) izolaltunk total
RNS-t. A tobbi kisérletiinkben RNS izolalast ExtraZol Tri-reagens (Nucleotest Bio Kft)
protokoljanak megfelelden végeztiik.

3.3. Q-RT-PCR protokoll

A mRNS expresszio Roche 480 késziiléken végeztik, KAPA SYBR FAST One-Step
gRT-PCR Master Mix (Sigma) illetve gPCRBIO SyGreen 1-Step Go Lo-ROX
(NucleotesBio) egylépéses kittekkel az alabbi protokoll szerint: 20 pl-es
reakciotérfogatban dolgoztunk. A reakcidelegy 5 pl RNS-t (50-100 ng k6z6tt), 10 pl
master mix-et, 0,4 ul RT mixet, 0,4 pul dUTP-t, 0,8 pl primer mixet és 3,8 ul steril,
kétszer desztillalt vizet tartalmazott. A héprogram profil a kovetkezd volt: 5 perces
héntartas 42 °C-on a reverz transzkripcidhoz, 3 perc denaturald/ enzimaktivalo 1épés
utan 45 cikluson keresztiil 95 °C-on 10 masodpercig (denaturacio), 60 °C-on 20
masodpercig (primer bek6tddés és szintézis). A mindségétolvadasi gorbe felvételével
ellendriztiik, a program 0,5 °C-kal novelte a hdmérsékletet 80 cikluson keresztiil, az
55,0 °C-os beallitott hémérséklettél kezdve, minden ciklus 10 masodpercig tart. A

felhasznalt primereket Primer Express szoftverrel terveztiik, és az IDT szintetizalta.

Meghataroztuk a DNMT1, DNMT3A, DNMT3B, HDAC2, HDAC3, HDACS és
HDACG6 génekrél expresszalt mRNS szintet, a belsé kontrol — HPRT1 — mellett. A
Roche 480-as PCR gép kezeld szoftvere altal meghatarozott Cp értékek segitségével a

274 modszerrel hataroztuk meg a relativ génexpressziokat (Livak modszer).

3.4. Statisztikai analizis

Kolmogorov—Smirnov tesztet hasznaltunk az eloszlas és a szoras meghatarozasara. A
Q-PCR eredményeket a Levene-féle F-teszt post hoc elemzések kovették (ANOVA:
Scheffe és LSD) f Az comet assay adatok elemzése sordn a statisztikai értékeléshez
Mann—Whitney és Kruskal-Wallis teszteket hasznaltunk. Minden statisztikai értékelést
az IBM SPSS Statistics Version 26.0 for Windows (Armonk, NY, USA) segitségével
végeztiink, a szignifikancia meghatarozésa p<0,05 értékkel tortént.



4. Eredmények
4.1. Invivo kisérletek eredményei

NMRI egereken végzett vizsgalatban megfigyeltiik, hogy a tartrazin fokozza az
epigenetikai valtozasokkal kapcsolatba hozhato enzimek, a DNS-metil transzferazok és
hiszton-deacetilazok, expressziojat mRNS szinten kiilonboz6 szervekben (1ép, méj,
tiid6 és vese).

A tartrazin kezelés idGtartama és a tap hokezelése eltéréen befolyasolta a
génexpressziot ezen enzimeket kodoldo génekrdl. A DNMTI1 fokozott expressziot
mutatott a legtobb szervben hosszan tartd és magas hémérsékleten kezelt tartrazin
tartalmu tap, mint kezelés hatasara. A DNMT3a expresszidja jelentésen megemelkedett
tobb szervben az azofesték kezelés hatdsara, az expozicié kiilonbozd idOtartama
mellett. A DNMT3b expressziéja kevésbé konzisztens valtozasokat mutatott, de
bizonyos szervekben jelentGsen megnétt hosszabb expozicios id6 vagy magas
hémérsékletii tartrazin kezelések esetén. Osszességében ugy tiint, hogy a vizsgalt
élelmiszer szinezék expozicid befolyasolja ezen epigenetikus enzimek expresszidjat, a

specialis tap fogyasztasanak id6tartamatol és a tap hokezelésétdl fliggden.

Vizsgéltuk a tartrazin hatasat az egerek kiilonb6z6 szerveiben, a hiszton-deacetilaz
enzimeket kodolo gének expresszios mintajara (HDAC2, HDAC3 és HDACS). Ezen
MRNS-ek megnovekedett szintjét figyelték meg a 1épben, a majban, a tiidében és a
vesében 30 és 90 napos kezelést kovetéen a nem hdkezelt tartrazin tartalmi tép
fogyasztisa utan. A magas homérsékleten kezelt tartrazin tartalmu tapot fogyasztd
egerek szerveiben a HDAC2 mRNS szint szignifikans emelkedést mutatott a vizsgalt
szervekben. A HDAC3 expresszidjata, bar altalaban alacsonyabb, mint a HDAC2, az
azofesték jelentésen megnovelte, kiilondsen a majban és a tiidoben 90 nap utan. A
HDACS expresszidja a vesék kivételével a tobbi szervben megndvekedett
szobahOmérsékletli tartrazin expozicid mellett, és valtozatos valaszt mutatott a
megndvekedett kezelési idStartam mellett. Osszességében a tanulmany azt jelzi, hogy a
tartrazin befolyasolta a HDAC csalad génjeinek aktivitasat az Osszes vizsgalt szervben,

a kezelés idGtartamatol, a szervtdl és a vizsgalt géntdl fiiggden eltérd erdsséggel.

4.2. Invitro kisérletek eredményei
Tartazin
A kutatds az epigenetikai folyamatok szabalyozasaban szerepet jatszo enzimek

(DNMTI, DNMT3a és DNMT3b) mMRNS expresszios szintjének felmérésére
Osszpontositott HaCaT, HepG2 és AS549 sejttenyészetekben tartrazin expozicio



hatdsara. A tartrazin expozicio (20-80 pM) szignifikdnsan novelte a DNMT1 gén
expressziojat az vizsgalt sejtvonalakban. A HaCaT és HepG2 sejttenyészetben az
emelkedés dozisfiiggd volt, mig az AS549 sejtek kovetkezetes 3-szoros novekedést
mutattak.

A DNMT3a elemzése dozisfiiggd és statisztikailag szignifikdns génexpresszio
expozicidé mellett. Figyelemre mélt 3-szoros emelkedést figyeltiink meg 80 uM-nal a
kontrollhoz képest. Hasonloképpen, a HepG2 sejtvonal jelent6s dozisfiiggd emelkedést
mutatott a DNMT3a expresszidjaban, 2-4-szeres tartomanyban. Az A549 sejtvonalban
a génexpresszid szignifikans, haromszoros ndvekedését figyelhettik meg minden
vizsgalt tartrazin koncentracio mellett. A tartrazin expozicié hatisara a DNMT3b
megnovekedett szintjéhez vezetett az dsszes vizsgalt sejtvonalban. A HaCaT sejtekben
a génexpresszio dozisfiiggd novekedést mutatott, 80 uM-nal koriilbeliil hatszorosara
emelkedett a kontrollhoz képest. A HepG2 sejtek esetén a génexpressziok szignifikans
emelkedett értéket mutattak, 4-szeres novekedéssel a kontrollhoz képest. Az A549
sejtvonalban a DNMT3b expresszidja kozel 8-szoros ndvekedést mértiink 80 pM-0s
expozicional, 2-szer, illetve 4-szer magasabb expressziot mutatott a 40 uM és 20 uM
koncentraciok esetén.

A tartrazin HDACS génexpressziora gyakorolt hatasanak értékelése soran HaCaT és
HepG2 sejtvonalakban kozel négyszeres szignifikans novekedést figyeltink meg 20
uM-ndl, és az expresszid magasabb koncentracidknal is mutatkozott. Az A549
sejtekben a HDACS génexpresszid kozel hatszoros ndvekedést ért el 80 uM azofesték
expozicié utan. A HDACS expressziohoz hasonlé mintdzatot figyeltekiink meg a
HDAC6 génben a HaCaT és HepG2 sejtvonalakban, kozel négyszeres
overexpresszioval. Az A549 sejtvonalon 20 puM és 40 uM tartrazin  expoziciot
kdovetden négyszeres tilexpressziot figyeltek meg, €s jelentds, Otszords novekedést
figyeltek meg 80 pM ¢élelmiszer szinezek expozici6 utan.

Betanin

Az eredmények azt mutattdk, hogy a betanin befolyasolta a HDAC és DNMT
géncsaladban vizsgalt gének expresszidjat, bizonyitva fényvédé hatasat. Ezen
tulmenden, a DNMT3b és a HDAC6 korai valasz gének lehetnek a betanin kezelésre
még rovid ideig tartd sugarzas utan is.

Comet assay kisérleteink soran azt figyeltilk meg, hogy a HaCaT sejtvonalban a DNS
1éziok (tail moment) értéke szignifikansan megndtt UV sugarzas hatasara kétszeresére,
illetve kozel négyszeresére 15 masodperc, illetve 60 masodperc UV expozicio utdn. A
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betanin kezelés dozisfiiggéen javitotta a tail moment értékének novekedését 15, 30 60
masodperces UV besugarzas mellett. A legjelentdsebb csokkenést a 80 pM betaninnal
kezelt csoportban észleltiik a 30 masodperces pozitiv kontrollcsoporthoz képest. A 20,
40 és 80 uM betanin kezelés azonban dozisfiiggé modon szignifikansan csokkentette a
faroknyomatékokat 60 masodperces UV besugarzas utan, ami a legnagyobb novekedést
jelentette.

Kurkumin

HaCat sejtvonal

Meghataroztuk a kiilonboz6 idStartamtt UV kezelés valamint kurkumin kiilonboz6
koncentracidinak hatasara bekovetkezd génexpresszié valtozasokat (DNMTL,
DNMT3a, DNMT3b, HDACS és HDACS6). Osszességében az UV expozicié ndvelte a
vizsgalt géneknek, nevezetesen a DNMT1, DNMT3a, DNMT3b, HDACS és HDAC6
expressziojat. Azonban a kurkumin, 20, 40 és 80 pM/ml koncentracidban, dozisfiiggd
modon ¢ sokkentette az UV kezelés altal kivaltott fokozott génexpressziot ezekben a
génekben, kivéve bizonyos DNMT3a és HDAC6 expresszios eseteket, ahol a kurkumin
hatasait hosszabb UV expozicional figyelték meg.

HepG2 sejtvonal

Jelen fejezetben a hepatocellularis karcinoma sejtvonalon a kiilonb6z6 idétartamia UV
kezelés és a kurkumin génexpressziora gyakorolt hatasait targyaljuk. A DNMT1
expresszioja megemelkedett az UV expozicid hatasara, amelyet a kurkumin
csokkentett, kiilonosen hosszabb expozicido esetén. A DNMT3a expresszidja is
emelkedett szintet mutatott a 30 és a 60 masodperces UV kezelések hatasara, a
kurkumin azonban nem befolyasolta ezt szignifikansan. A DNMT3b expresszidja nott
az UV expozici6 hatasara, és a kurkumin szignfikdnsan csokkentette, kiilondsen
rovidebb expozicid esetén. A HDACS mRNS szint szintén nétt az UV expozicid
hatédsara, a kurkumin pedig kiillonb6z6 mértékben csdkkentette azt az expozicids id6k
soran. A HDAC6 megemelkedett az UV expozicid hatasara, és a kurkumin altaldban
csokkentette, kiillonosen rovidebb expozicid esetén, szignifikdns kiilonbséget
atapasztaltunk 60 s-0s UV expozicios esetet, ahol a kiilonb6z6 kurkumin koncentraciok
hatékonyak voltak.

A549 sejtvonal

A 20, 40 és 80 uM/ml kurkumint tartalmazo A549 sejttenyészetekben szignifikansan
alacsonyabb a DNMT1 expresszio a DMSO-s kontrollhoz valamint az UV sugarzassal
kezelt csoportokhoz képest. A DNMT3a expressziojat a kurkumin csokkentette az UV-
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kezelt csoportokban, mig a DNMT3b expresszioja ndtt a hosszabb UV-expozicioval, de
a kurkumin kezelés ezt lecsokkentette. A HDACS5 expresszidja megemelkedett a UV-
expozicioval dozisfiiggéen, mely csokkent a kurkumin hatdsara ezekben a
csoportokban. A HDACG6 expresszidja szintén emelkedett volt a kiilonb6z6 id6tartamua
UV-expozicio hatasara, és a kurkumin kezelés csokkentette dozisfiiggd modon az
Osszes UV-kezelt csoportban.

5. Osszefoglalas
5.1. Tartazin hatdsa sejtvonalon és dllatkisérletes tesztrendszerben

Els6 kisérletiinkben a tartrazin — az élelmiszerekben és kozmetikumokban altalanosan
hasznalt azofesték — epigenetikai valtozasokban szerepet jatszo gének expresszidjara
gyakorolt hatasat vizsgaltuk kisérleti allatok kiilonb6z6 szerveiben. A tartrazin
elfogadhaté napi beviteli (ADI) szinten potencialis kockdzatokat mutatott a DNS-
karosodassal, az oxidativ stresszel és a biokémiai profilok megvaltozasaval
kapcsolatban olyan szervekben, mint a maj és a vese. Azt talaltuk, hogy a tartrazin
noveli a DNMT-k és HDAC-k mRNS szintii expressziojat, e folyamatok potencialisan
DNS-hipermetilaciohoz és ezen keresztiil kiilonféle egészségiigyi kovetkezményekhez
vezethet.

A tartrazin metabolitjai osszefiiggésbe hozhatok az oxidativ stresszel, a gyulladassal és
a megvaltozott biokémiai markerekkel a patkdnyok maj- és veseszévetében, amely
aggodalmat kelt a szervek egészségére gyakorolt hatasa miatt. Ezenkiviil vannak olyan
tanulméanyok, melyek szerint a tartrazin negativ hatassal lehet a tiidore, potencidlisan
sulyosbithatja a 1égzdszervi betegségeket, példaul az asztmat azaltal, hogy oxidativ
stresszt, gyulladast és gyulladast eldsegitd tényezdket idéz eld. Bar az eredmények
korlatozottak, egyes tanulmanyok utalnak arra, hogy a tartrazin befolyasolhatja a
neuroldgiai funkcidt, mivel képes atjutni a vér-agy gaton, és hatissal van a DNMT-kre
és a HDAC-kra. Ez az Gsszefliggés tovabbi vizsgalatokat tesz sziikségessé a tartrazin
potencidlis hosszi tavu agymiikddésre gyakorolt hatdsaval kapcsolatban, kiilondsen a

jelenlegi szabalyozasi hatarokon beliili napi dézisok mellett.

Az eredményeink felhivjak a figyelmet a tartrazin fogyasztasaval osszefiiggd lehetséges
kockazatokra, még az ADI szinten is, és ezért a kozeljovoben atfogd kutatdsra van
sziikség annak érdekében, hogy megértsiik a tartrazin kiillonbozd szervrendszerekre,
koztik az idegrendszerre gyakorolt hatdsaira, valamint lehetséges szerepét olyan a
neurologiai rendellenességekben és a viselkedési zavarokban.



5.2. Betanin hatdsa HaCat sejtvonalon

Jelen kisérlet a DNS-metilaciéo kromatin-stabilitasban, génexpresszidban és genetikai
imprintingben betdltott jelentGségére Osszpontositott, kiilonds tekintettel a DNS-
metiltranszferazokra (DNMT), mint a DNMT1, DNMT3A és DNMT3B. A kutatasok
azt mutatjak, hogy a DNMT enzimek alacsony szintje hozzajarulnak a daganatok
kialakuldsahoz, 0sszekapcsolva az epigenetikai valtozasokat a karcinogenezissel. Mig
az UV-sugiarzds DNS-muticiokra gyakorolt hatdsa ismert, az epigenetikai
valtozasokkal (epimuticiokkal) vald kapcsolata tovabbra is tisztdzatlan, bar az UV-
sugarzas megvaltoztathatja a DNS-metilaciot a bérsejtekben.

Kutatasaink kifejezetten ravilagitanak a betanin kezelés elényeire HaCaT
sejttenyészetekben, megmutatva, hogy képes csokkenteni a DNMT1, DNMT3A és
sugarvédd hatast fejtett ki azaltal, hogy gatolta ezen célgéneket, potencialisan
ellensulyozva az UV-sugarzas altal kivaltott fotokarcinogenezist és az ahhoz
kapcsolodo epigenetikai modosulasokat.

Ezenkiviil a tanulmdny hangsulyozza a DNMT3A ¢és a DNMT3B szerepét az
embriogenezisben €s a rak kialakuldsaban, 0sszekapcsolva a megndvekedett DNMT-
expressziot a sejtmitdzissal és a karcinogenezissel. A betanint igéretes fényvédo
vegyiiletként mutatjak be az UV-sugarzas ellen, hatékonyan csokkentve a DNMT
géneket.

A kutatas kiterjed a hiszton-dezacetilazokra (HDAC), kiilonosen a HDACS-re és a
HDACSG6-ra is, megvitatva a sejtfunkciokban és betegségekben betoltott szerepiiket. A
betaninrol kideriilt, hogy a HDAC5 és HDACG6 hatékony inhibitora, jelezve, hogy
terapias agens lehet, és fényvédé immunvalaszt kinal az UV-sugarzassal szemben.

Osszefoglalva, a tanulmany alahtizza a DNS-metilacié és a hiszton-dezacetilacio
hatasat a génszabalyozasban és a betegségek kialakulasaban, és a betanint igéretes
szerként mutatja be az epigenetikai folyamatok modulalasara és az UV-sugarzas karos
hatasainak ellenstlyozasara.

5.3. Kurkumin vizsgdlata HaCat, HepG2 és A 549 sejtvonalakon

Kutatdsunkban a fokusz a kurkumébdl szarmazé kurkumin UV-sugarzas hatiséara a
kiilonboz6é sejtvonalak génexpresszids mintdzataira gyakorolt hatdsanak elemzésén
volt. A tanulmanyunkban megallapitottuk, hogy a kurkumin kezelés jelentdsen
ellensulyozta az UV-sugarzas altal kivaltott génexpresszid ndvekedést kiillonbozo
sejtvonalakban.
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- HaCat sejtekben a kurkumin elnyomta a génexpresszid UV-sugarzas altal kivaltott
génexpressz novekedését.

- A HepG2 sejtekben az UV sugarzassal 6sszefliggd specifikus gének mRNS-szintje
csokkent kurkumin kezelés hatasara.

- Az A549 tiid6 adenokarcindma sejtek fokozott génexpressziot mutattak UV sugarzas
hatasara, melyet a kurkumin dézisfiiggé modon képes volt elnyomni.

Huiyang Deng és munkatarsainak és mas szerzok tanulményai ravilagitottak arra, hogy
a kurkumin képes megvédeni az UV-sugarzas éltal kivaltott fotodregedést a HaCat
sejtekben az antioxidans védelem és az NRF2 jelatviteli utvonalak mentén. Ekozben
Masumeh Sanaei és csapata kutatdsa feltarta a HDAC-inhibitorok hatasat a
hepatocellularis karcindma sejtekben az apoptdzis kivaltasara, és kimutatta, hogy a
valproinsav-kezelés specifikus ttvonalak aktivalasaval apoptozist valt ki.

Osszességében ezek az eredmények azt sugalljak, hogy a kurkumin védé hatast fejthet
ki az UV-sugarzas altal kivaltott karosodasokkal szemben, és hogy a HDAC-
inhibitorok, mint a valproinsav, potencialisan apoptozist indukalhatnak bizonyos rakos
sejtekben.

Egy kozelmultbeli kutatdsban Youwei Zhang €s munkatarsai az epigallocatechin-3-
gallate (EGCG) hatasat vizsgaltdk a ciszplatinnal szemben rezisztens Kissejtes
tiildoraksejtekre. Az EGCG-vel, majd ciszplatinnal végzett elokezelés jelentds
tumorgatlast eredményezett in vivo, ami arra utal, hogy az EGCG altal kivaltott
demetilacio 1j terapias megkozelitést kinalhat a ciszplatin-rezisztens sejtek szamara.

Ezenkiviil a ez a tanulmany kiemelte, hogy a hasnyalmirigy-sejtvonalak emelkedett
NF«B szintje novelte a DNMT-1 expressziojat. A hasnyalmirigyrakban elterjedt NFxB
megcélzasa akadalyozhatja a DNMT-1 és a metilacios folyamatokat. Az NFxB

gatlasarol ismert kurkumin e tekintetben igéretes.

Az eredmények egylittesen alatamasztjak azt az elképzelést, hogy a kurkumin, ami egy
gyakori ¢élelmiszer-eredetii anyag, ellenstlyozhatja a rakkelté anyagok hatdsat a
kiilonboz6 sejtvonalakban és koncentraciokban. Potencialis kemopreventiv agensként
csokkentheti a rak kialakulasanak kockazatat. Az in vitro eredmények in vivo
koriilményekre torténd atiiltetése azonban kihivast jelent a kurkumin korlatozott
vizoldhatésaga és alacsony koncentracidja miatt, abban az esetben, ha
élelmiszerfestékként hasznaljdk. A folyamatban 1évé kisérletek célja az adagolasi
modszerek, példdul a nano-kurkumin készitmények javitdsa, hogy potencidlisan
fokozzak kemopreventiv hatdsait még alacsonyabb dézisok mellett is.
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6. Ujeredmények
6.1. Atartrazin epigenetikai valtozdst okozhat dllatmodellben

Miutan a kisérleti allatokat a tartrazin human ADI értékének megfelelé ekvivalens
dozisben kezeltiik (30 és 90 napig), a HDAC és a DNMT csaladon beliil az Gsszes
tesztelt gén expresszigjaban mRNS szinten valtozast észleltiink a kisérleti allatok
vizsgalt szerveiben (m4j, 1ép, tiidé vesék), a kontroll allatokhoz képest. A valasz
intenzitasa az kezelés hosszatol, szervtdl és géntdl fiiggden valtozott.

6.2. Kiilonbozé humdn sejtvonalakban a tartrazin DNMT-k és HDAC-K tulzott
expresszidjdt okozhatia MRNS szinten

Vizsgalatunkban a tartrazin kiilonb6zé koncentracidinak hatdsat vizsgaltuk humén
sejtvonalakon, (HaCat, HepG2 A549). Felmértik a DNMT és HDAC gének
expresszios szintjét a HPRT1 housekeeping génnel 6sszehasonlitva. Eredményeink azt
mutatjak, hogy az emlitett gének expresszios szintje szignifikans névekedést mutat a
tartrazin hatdsara. Magasabb koncentracioknal ez a novekedés akar a nyolcszorosat is
elérheti a vizsgalt sejtvonalakban.

6.3. A betanin enyhiti az epigenetikai folyamatokat és az UV-indukdlt DNS-torést
HaCaT sejtekben: jelentosége lehet a borrdk kemoprevencioban.

A betaninnal végzett kezelés dozisfiiggéen csokkentette a DNS-karosodast a 30 és 60

masodperces UV-sugarzasnak kitett sejtekben. A vizsgalt koncentracio-tartomanyon

beliil a betanin nem mutatott toxicitast (20-80 pM). Ez a megallapitas arra utalt, hogy a

betanin potencialis véd6éfaktor lehet az UV-indukalt DNS-karosodas ellen azaltal, hogy

epigenetikai mechanizmusokon keresztiill ujraaktivadlja a keratinocitdk elnémitott

tumorszuppresszor génjeit.

64. A kurkumin modulilja az UV sugdrzds dltal kiviltott génexpresszios
vadltozdsokat, feltételezett kemopreventiv tulajdonsdgokat mutat humdn
sejtvonalakban

A tanulmanyunkban azt talaltuk, hogy a kurkumin &nmagaban nem befolyasolta a
génexpressziot, de a 15, 30 és 60 masodpercig tartdé UV-sugarzas hatdsira a DNMTI,
DNMT3a, DNMT3b, HDACS és HDAC6 gének expresszidja megnott. A 20, 40 és 80
puM/ml-es kurkumin adagolasa dozisfiiggben csokkentette ezeket az emelkedett
génexpressziokat. Az eredmények az UV-expozicié idétartamatol fiiggden valtoztak a
HaCat, HepG2, A549 sejtvonalakban.
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7. Koszonetnyilvanitas

Mélységes koszonetemet szeretném kifejezni dr. Varjas Timeanak, a témavezetdmnek.
Megingathatatlan tdmogatdsa, folyamatos Utmutatdsa, gazdag tapasztalata ¢és
mélyrehatd tuddsa nagyban hozzajarult a Ph.D. disszertdciom sikeres befejezéséhez.
Oszintén halas vagyok az idéért és az odaadasért, amelyet doktori palyafutisom soran
ram forditott.

Szeretném megragadni ezt a pillanatot, hogy kifejezzem haldmat a Pécsi
Tudoméanyegyetem Egészségtudomanyi Doktori Iskolaja felé. Nagyra értékelem a
folyamatos segitséget és timogatast dr. Prémusz Viktorianak, és munkatarsainak.

Koszonetemet fejezem ki az Orvosi Népegészségtani Intézet vezetdjének, Dr. Kiss
Istvan professzor urnak, valamint dr. Gyongyi Zoltannak, dr. Szabd Istvannak, dr.
Gerencsér Gellértnek, Brunnerné Bayer Zsuzsannanak valamint minden kollégamnak.
Megingathatatlan tamogatasuk és értékes szakmai tanacsaik nagy segitségemre voltak a
munkam soran.

Végezetiil szivbdl jovo koszonetemet fejezem ki csaladomnak €s kozeli barataimnak,
akik mellettem alltak ezekben az években.
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