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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE
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PRAD1
PSA
PTEN
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E E-bis-(2-hidroxi-benzilidén)-aceton
hidroxi-eikoza-tetraenolsav

Health For All
3-hydroxy-3-methyglutaryl coenzme A

Hidroperoxi-eicosa-tetraenol sav

v-Ha-ras Harvey rat sarcoma viral oncogene homolog - Ha-ras

Cyclin-dependent kinase inhibitor
Intraperitonedlis

Leukotrién B,

Leukotrién C4

Leukotrién D4

Lipoxin A
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MYC associated factor X
E-2-(4'-metoxi-benzilidén)-1-benzoszuberon

Murine Double Minute 2

N-nitrozo-N-metil-karbamid - N-Nitroso-N-methylurea)

1-metil-4-fenillpiridinium

1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin
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nitric oxide synthase
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prefoldin 5 - Myc binding protein Myc-Modulator 1 - MM-1

Prosztaglandin D,
Prosztaglandin E;
Prosztaglandin F;
Prosztaglandin I
parathyroid adenomatosis 1
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Q-RT-PCR
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ROS
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TNF
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WHO
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2. BEVEZETES

A fejlett orszdgokban a mortalitdsi statisztikdkban a daganatos megbetegedések a mdsodik
helyet foglaljdk el a keringési rendszer betegségei mogott. Az Egészségiigyi Vildgszervezet
(WHO) adatai szerint az 56 milliés évi haldlozds 12%-dért felelések a rosszindulati
daganatok. Tobb orszdgban, igy hazdnkban is az 6sszhaldlozds kézel egynegyedét okozzdk (1.
dbra) [1]. 2002-ben a vildgon megkozelitéen 11 millié Gj rdkos beteget diagnosztizdltak, és 7
millié daganatos haldlozdsrdl szdmoltak be. Az Gjabb rdkos esetek 45%-a Azsidban, 26%-a
Eurdpdban, 15%-a Eszak-Amerikdban, 7%-a Kozép- és Dél-Amerikdban, 6 %-a Afrikdban és 1%-
a Ocednidban fordult elé. A leggyakrabban eléfordulé daganatos megbetegedések tiids-,

emlé-, vastagbél- és gyomorrdk volt, ezt kivette a sorban a prosztatardk és a mdjrdk [2].

6.9% 50.8%

25.1%
W Keringési rendszer betegségei M Daganatok
B Emésztdrendszer betegségei O Légzérendszer betegségei
[J Egyéb betegségek [ Sériilések, mérgezések

1. dbra: Mortalitdsi sorrend Magyarorszdgon 2006-ban (Demogrdfiai Evksnyv)

A mortalitdsi sorrend ettdl kissé eltér, a legmagasabb mortalitdsi ardnyt a tiidérdk, a
gyomorrdk és a vastagbélrdk esetében regisztrdltdk [2].

A nemek kozti eltérést vizsgdlva megfigyelhetd, hogy - eltekintve az emlé és nemi szervek
daganataitdl - az epehdlyag, az epeutak és a pajzsmirigy rosszindulatd daganatai gyakoribbak
nékben, de ezen kiviil minden daganattipusban a férfiak vezetnek. Ennek kovetkeztében mind
az osszincidencidban, mind az &sszhaldlozdsban a férfiak szdmardnya a hagyobb, bdr a
daganatos haldlozds alakuldsa a hetvenes évektél napjainkig Eurdpa kiilonbozé orszdgaiban
mds-mds képet mutat (2. dbra). Az dbrdn lathaté néhdny eurdpai orszdg, valamint az Eurdpai
Régié dtlag daganatos mortalitdsa 0-64 éves kord férfiak és ndk esetében. A kor szerint

standardizdlt mutatdék szerint a nék esetén mdr a '70-es években is, a férfiak esetében a '80-




as évektdl Magyarorszdg vezeti a haldlozdsi statisztikdkat. Mig Eurdpdban a kiemelt
orszdgokban (még Romdnidban is) folyamatos stagndlds illetve a haldlozdsok enyhe csokkenése
tapasztalhatd, hazdnkban - kiilonosen a férfiak esetén - csak a '90-es években mérséklédott a

mortalitds emelkedésének liteme.
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2. dbra: A daganatok okozta haldlozdsi mutatdk alakuldsa 1970-2006-ig Magyarorszdgon, Romdnidban,
Horvatorszdgban, Franciaorszdgban, Gérégorszdgban, Norvégidban és az Eurdpai Régidban (0-64 éves
korosztdly mortalitdsa 100.000 lakosra vetitett életkorral korrigdlt ardny, HFA adatbdzis)

A tumor lokalizdcié szerinti haldlozdsi sorrendet tekintve ldthatjuk, hogy Magyarorszdgon

mindkét nemben a légcsé-, horgs-, tiidédaganatok dlinak az elsé helyen, az elsé 6t hely egyikén




szerepel a vastag- és végbél-, valamint a gyomordaganatok is a néknél és a férfiakndl egyardnt
(T. tablazat).
A WHO elérejelzése szerint a daganatos incidencia 2020-ra akdr a 15 milliét is elérheti, ha

életmdédunk nem vdltozik [1].

Ardnya %-ban az | 100 000 férfira ill.
Nyers . . P
Daganat tipusa haldlozdsi ossz rdkos nore
. haldlozdshoz vonatkoztatott
szdm . , .
viszonyitva mutato
1 | Légcsd, horgé, tiids 2 352 15.7 442
2 | Emlé 2 309 154 434
Szé 3 | Vastag- és végbél 2 311 15.4 435
4 | Vérképzé szervek 939 6.3 17.7
5 | Gyomor 853 57 16.0
1 | Légcsd, horgé, tiidd 5849 30.1 121.6
2 | Vastag- és végbél 2784 14.6 57.8
X
'~§- 3 | Ajak, szdjiireg, garat 1456 7.6 30.3
. 4 | Prosztata 1308 6.9 27.2
5 | Gyomor 1182 6.2 24.6

I. tdblazat: A daganatok okozta haldlozdsi mutaték a daganatok lokalizdcidja szerinti bontdsban férfiak
és nbk esetén (az elsg 6t helyen szereplé daganatos mortalitds 2006-ban, Demografiai Evkényv)

A tdbldzatokban, diagramokon lathaté adatok alapjdn kit(inik, hogy a daganatos betegségek
okozta mortalitds/morbiditds Magyarorszdgon sllyos tdrsadalmi problémat okoz tobb
évtizede. Az Eurdpai Uniéhoz valé csatlakozdsunkat kovetden kiilonés hangstlyt kap a
daganatos betegségek gyakorisdgdnak, illetve a daganatos betegségek kovetkeztében kialakult
haldlozdsi mutatéinak a t6bbi unids tagorszdggal valé 6sszehasonlitdsa, illetve annak javitdsa.

2008-ban latott napvildgot egy jelentés, melyet a stockholmi Karolinska Intézet kutatdi
publikdltak [2], a tanulmdny részletesen foglalkozik az Eurépai Unié orszdgain belil a rdkos
megbetegedés problémdival. Feltdrja a betegség el6forduldsi gyakorisdgdt, tendencidit,
valamint a daganatos betegségek okozta szocidlis, tdrsadalmi problémdkat, a gydgyitds
gazdasdgi mutatéit, a daganatellenes gydgyszerek kutatdsdra forditott forrdsokat.
Megdllapitottdk, hogy a rdkgydgyitdsra forditott koltségek az egészségiigyi kiaddsokhoz
viszonyitva (Magyarorszdgon kb. 5%) szignifikdnsan alacsonyabbak, mint az dltala okozott a

tdrsadalmi teher mértéke. A rdkgydgyitds tdarsadalmi kozvetlen kéltsége alatt a prevencidra, a




gydgyitdsra és egyebekre forditott dsszes anyagi forrdst értjiik; kozvetett koltségek pedig
az elveszett anyagi forrdsokat jelentik, mely a beteg munkaképességének elvesztésébdl
adédik, azaz a termeléskiesés kaltségeit fedi, amely a munkdbdl valé révid idej(i kimaraddsnak,
tartés rokkantsdgnak és a 65. életév elétti elhaldlozdsnak tulajdonithaté. A rdkos
megbetegedések egészségligyi koltségeiben domindns szerepet kap a korhdzi elldtds, valamint
a gydgyszerkoltség, és egyre kevesebb a prevencidra forditott 6sszeg. Az Orszdggy(ilés ugyan
elfogadta 2003. dprilis 7-én a leglijabb Népegészségiigyi Programot, azonban Magyarorszdgon
a rendszervdltds éta nem volt még kormdny, amely felvdllalta volha a primer prevencié hosszt
tdvd tdmogatdsdt. A prevencié finanszirozdsa jelenleg legfeljebb 1-2%-a az OEP
osszkoltségvetésének mely elsésorban a szekunder prevenciéra vonatkozik, a primer
prevencionak lényegében nincs finanszirozdsa.

B. Jonsson és N. Wilking jelentése alapjdn ugyan gazdasdgilag .megéri” a rdkbetegek
gydgyitdsa, azonban Magyarorszdg gazdasdgi helyzetét, valamint az egészségiigyi
ellatérendszeriink folyamatos .reformjdt” figyelembe véve idészer(i lenne egy dtlagpolgdr
szdmdra is elfogadhatd primer prevenciés stratégia kialakitdsa.

Ha kelléképpen felismerésre keriilne az, hogy a primer prevencié tdmogatdsa mennyire
hatdsos és fontos az egészségligyi szektoron kiviil is, akkor Magyarorszdgon ésszefiiggd, nagy,
politikai, vdlasztdsi ciklusokon dtivelé népegészségiigyi programokkal hatékonyan lehetne
fellépni bizonyos népbetegségek, pl. a daganatok ellen. Ha finanszirozdsi szinten vizsgaljuk
ezt a kérdést, akkor is azt mondhatjuk, hogy a legolcsébb a betegségek megelézése, ugyanis
ha nincsen kialakult betegség, nem kell azokat a tdrsadalombiztositdsnak finanszirozni, nem
kell kezelni a szovédményeket sem.

A daganatos megbetegedések elsédleges megelézését a kockdzati tényezék elkeriilése vagy
legaldbbis csokkentése, egyes esetekben véddoltdsok addsa, a kemoprevencio és az
egészségnevelés jelentik. A kockdzati tényezdk koziil az egyik leghatékonyabb a dohdnyzds
mellézése. Az etioldgiai tényezdket figyelembe véve jelentds szerepe van a tdpldlkozds
preventiv hatdsdnak (3. dbra). A tdpldlkozdsi tényezdket 6sszegezve elmondhatjuk, hogy a
megel6zés érdekében célszer(i keriilni a tdlzott energia-bevitelt, a mindennapi z6ldség-,
gyimolcsfogyasztdssal biztosithaté a kell6 mennyiségli rostbevitel; emellett igy bioaktiv
anyagokat juttathatunk be szervezetiinkbe. Egyszer( cukrok helyett ajdnlatos az osszetett
szénhidrdtok fogyasztdsa. A fehérjebevitelben a szélsdségek keriilése célravezetd, a hisok
kozil eldnyosebbek a zsirszegény, fehér hidsok fogyasztdsa. A zsirbevitelnél fontos az
egyszeresen telitetlen és a tobbszorésen telitetlen, -3 zsirsavak minél nagyobb ardnya.
Keriilni kell az ételek odaégetését, a nyilt ldngon vald siitést, az ételek tilzott sézdsdt, a

forré italok-ételek és az alkohol fogyasztdsat.
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3. dbra: A daganatok kialakuldsdban szerepet jatszé etioldgiai tényezék [4]

A daganatok megel6zésében legfontosabb feladat olyan bioldgiai markerek kutatdsa,
fejlesztése, melyek segitséget nydjtanak a daganatos riziké azonositdsdban, a

rizikébecslésben, valamint a kockdzatok kezelésében populdciés és egyéni szinten is (4. dbra).

BIOMARKEREK
kutatdsa, fejlesztése Primer Prevencld
validdldsa, szenzitivitdsa
kontrollja nem a korai betegségek felismerdse,
I_ﬁ'"'l;:b_“_l:_“' hanem a riziké azonositdsa, becslése,
b e kezelése populdcids és eqyéni szinten
' Rizikdazonositds !
' Rizikdkezelése |
_______________ Monitoring (minden stddiumban)
genotipus + genotipus +
. . fenotipus - fenotipus + r
EGESZSEG » BETEGSEG
Primer prevencid Szekunder prevencid
Rizikébecslés (Korai) diagndzis
Preventiv és prediktiy Kurativ
medicina medicina
(Kemo)prevencid Terdpia
Biomarkerek Diagnosztikai markerek
nem specifikus specifikus

4. dbra: Az egészség-betegség folyamata kozotti prevencids lehetéségek és annak biomarkerekkel valé
monitorozdsa
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A kurativ medicina feladata a diagnézis minél kordbbi feldllitdsa, specidlis diagnosztikai
markerek kutatdsa, valamint a célzott, hatdsos terdpia kialakitdsa. A genetikai vdltozdsok
korai szakaszdban azonban, amikor még fenotipusosan nem detektdlhaté az elvdltozds,
kiilongsen nagy szerepet kap a preventiv és prediktiv medicina, primer prevencié eszkozeivel,
nem specifikus korai biomarkerek azonositdsdval, valamint a kemoprevencids stratégidk
kialakitdsdval.

A kemoprevencié (a tudatos kemoprevencid) lényege, hogy természetes eredet(i vagy
szintetikus anyagokat hosszl idén keresztiil fogyasztunk, annak érdekében, hogy a daganat
kialakuldsdt megeldzziik vagy a még reverzibilis folyamatokat visszaforditsuk. Allatkisérletes
és humdn epidemioldgiai tanulmdnyok sora sziiletett szdmos potencidlis kemopreventiv
vegyiilet, kivonat, gydgy- és fliszernovény jotékony hatdsardl.

A kemoprevencidos eredmények értékelésére populdciés szinten kiilonbozé epidemioldgiai
modszerek alkalmasak. Minél korszerlibb molekuldris epidemioldgiai biomarkereket
alkalmazunk, anndl kézelebb keriiliink a biztonsdgosabb daganatriziké becsléshez.

Mivel az epidemioldgia a betegségek kialakuldsdnak, terjedésének torvényszeriiségeit kutatja,
természetes, hogy a molekuldris bioldgia Gjabb eredményei az epidemiolégia fejlédésében is

lényeges szerepet jatszottak.

Hagyomdnyos epidemioldgia

EXPOZICIO — - — BETEGSéG

Molekularis epidemioldgia

Az expozicié markerei A betegséget jelzé
markerek
a vegyiilet a vegyiilet vagy klasszikus metasztdzis
kornyezeti metabolitjai a tumor- specifikus

koncentrdcidja szervezetben markerek onkogének

aktivdciéja

expozicié belsé dézis betegség szévédmények,
prognozis

Egyéni érzékenység markerei
genetikus/metabolikus (p450, GST) DNS-repair, tdpldltsdgi-, immunoldgiai stdatusz

5. dbra: Molekuldris epidemioldgia szint jei daganatos megbetegedések esetén [3]
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E folyamat egyik eredménye a molekuldris epidemioldgia kialakuldsa. A molekuldris
epidemioldgia tulajdonképpen a molekuldris bioldgiai médszerek felhaszndldsdt jelenti az
epidemioldgidban. A molekuldris epidemioldgia kiilonb6zd szintjein azonban nem a klasszikus
értelemben vett markereket, nem diagnosztikai, hanem rizikébecsld biomarkereket
vizsgdlhatunk, melyek olyan biolégiai indikdatorok, amelyek valamilyen kérnyezeti, fizikai,
kémiai, bioldgiai hatdsra mutatnak elvdltozdst, s egyben prediktiv jelleglek is (5. dbra).
Biomarkerek az expoziciétdl egészen a diagnosztikdig, valamint a szovédmények
markerezéséig rendelkezésre dllnak. A biomarkerek vdltozdsainak nyomon kovetésével
lehetdség nyilik betekinteni az Ugynevezett ,fekete dobozba", az expozicié és a betegség
kialakuldsa kozotti fazisok folyamatainak megismerésére [3].

Az expozici6 markerei lehetdvé teszik a veszélyeztetett személyek azonositdsat, pl.
foglalkozdsi expozicié esetén, érintett populdcié kisz(irését, rizikébecslést a kérnyezet-
egészségligyi gyakorlatban. A hatds markereihez tartoznak a kromoszomaszint(i vdltozdst
elérejelzé markerek, pontmutdciok, onkogén-, enzimaktivdciék jelzése mRNS vagy fehérje
szinten, valamint a morfoldgiai vdltozdsok elsé jelei [3].

A molekuldris szint(i, betegséget jelzd, (diagnosztikus markerek) alkalmazdsa, manapsdg
elsésorban a sz(irést (szekunder prevencid) és a korai diagndzist segitik, igy az egyre
fejlettebb technikdk lehetéséget nydjtanak a mortalitds csokkentésére is [3].

Az egyéni érzékenység markereinek vizsgdlata fontos a kezdeti és a végpont kozotti
kockdzati viszony leirdsa szempontjdbdl. A tumorgenezis szempontjdbdl jelentés gének
polimorfizmusai, a tdpldltsdgi, immunoldgiai statusz, stb. felelések azért, hogy ugyanolyan
kornyezeti expozicionak kitett populdciéban csak bizonyos személyek lesznek betegek, mdsok
pedig egészségesek maradnak. A molekuldris epidemioldgiai biomarkerek vizsgdlata
nélkiilozhetetlen a pontos kockdzatbecsléshez, a karcinogén vegyiiletek humdn hatdsainak

vizsgdlatdhoz, prevencids stratégidk, egyénre szabott kockdzatbecslés kidolgozdsdhoz [3].

Intézetiinkben 1992 &ta folynak molekuldris epidemioldgiai  kutatdsok, elsésorban a
daganatokkal kapcsolatos prediktiv molekuldris epidemiolégiai biomarkerek terén. Kutatdsi
tevékenységiink elsédlegesen a daganatok kialakuldsinak megelézésére irdnyul. Ph.D.
értekezésemhez kapcsolodé munkdm sordn a hatds markereit, ezen beliil is a korai bioldgiai
hatds markereit tanulmdnyoztam. A korai bioldgiai hatds markerei a hosszi latenciaidé alatt
bekovetkezd vdltozdsokra deritenek fényt, s ezen vdltozdsokat az expoziciénak kitett
egyénekben a tobblépcsds karcinogenezis (6. dabra) nagyon korai szakaszdban lehet
detektdlni, amikor még a fenotipusban nincs vdltozds, csak molekuldris (DNS, RNS, fehérje)

szinten észlelhetiink a kiilonbségeket (4. abra).
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Kutatdsaimban olyan vegyiileteket, kivonatokat vizsgdltam, melyek hatdsukat a daganatok
morfoldgiai detektdlhatésdga eldtt fejtik ki - kémiai, fizikai bioldgiai tulajdonsdgaikndl fogva -
, lehetnek rdkkelté, mutagén hatdslak, de fellelheték koztiik olyan kemopreventiv szerek,
mely a tobblépcsés karcinogenezis valamely Iépésénél fejtenek ki gdtlé hatdsokat.

Eddig ezen hatdsok megfigyelésére vagy hosszi idejii és drdga .long-term” dllatkisérleteket

vagy humdn epidemiolégiai vizsgdlatokat alkalmaztak.

Anti-iniciacios stratégiak:

o megvaltoztatni a karcino gén metabolizmust
o erdsiteni a karcinogén wegyiilatek

detoxifikaciaj at : :

o elimindlni az elektrofil és a reakdiv oxigén S-allydisztein (fokhagyma)
szabadgyikdket Rezveratrol (zzili)

o erdsiteni a DNS-repairt Likopin (paradicsom)

Indol-3-karbino| (kaposztatélak)

INICIACIO ke rcetin (hagyma) _
Huteumin (kukiuma) Flawonoidal,
Gingernl (gywimbér) polifenolok

Inicial sejt

T Ganistein (s=dja)
Kapszaicin (paprkal
Epigalla-katekin-gall & (zéld tea)
Betain (oékla)
Rezveratrol (szald
Fenetilizocianat (brokkali

3 Héwény rostok
KOMYERZIO

Likopin (paradiczam)
Fwercetin (hagyma)
MNeoplasztikus se\
M alignus tumor
Flawanoid ok,
% S-allycisztain polifenalok
_ okhagrma)

b . K.arotinoidok
Klinikai dagana Kudeumin fudeuma)
Anti-promdcids és progressziogatla Flavonoidok

stratégiik:

o erdsiteni az immunwédekezést METRALLAAS

o lekdtni a reakdiv s=abadgyikiket

o erdsiteni a karcinogén vegyiiletek detoxifikicidjat
o oshkkenteni a gyulladazos mechanizmusokat

o megviltoztatni a génexpresszidt

o wisszaszoftani a sejtpraliferacat

o indukalni a sejtek differencialidazat

o lehetéivé tenni az apoptizist

o gatalni az angioge nezist

K.arotinoi dok

Apoptdzist indukal : keerceting, resweratrol, epigall o-katekin-
gallat, kapszaisdin, S-allycisztein

6. dbra Preventiv stratégidk - beavatkozdsi lehetdségek a tumor kialakulds tébblépcsés folyamatdba [1]

Intézetiink az elmdlt években kidolgozott egy dllatmodellt, mely gyors, olcsé médszer, -
.Short-term” dllatmodell -, amely alkalmas a feltételezetten rdkkelté vegyiiletek vizsgdlatdra,
valamint hipotézisiink szerint alkalmas potencidlis kemopreventiv tulajdonsdgokkal rendelkezd
vegyiiletek (keverékek) hatdsainak vizsgdlatdra, valamint a kemoprofilaxis hatdsait mérhet ik

génszinten, igy alkalmas lehet a beavatkozds hatékonysdgdnak tesztelésre is [5,6,7].
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A médszer alkalmas az expozicio és a korai bioldgiai hatds jelzésére a kémiai, fizikai, bioldgiai
karcinogének esetében, valamint kvantitativ kockdzatbecslésre ad lehetéséget humdn
populdciéban a daganatkeletkezésre nézve.

A tesztrendszer ,short-term” rendszer, amely sordn a karcinogén vegyiileteket kémiai
karcinogenezis irdnt érzékeny dllattorzsre (pl. CBA-Ca/H-2% egerek) gyakorolt hatdsdt

monitorizdljuk; a génexpressziot mRNS szinten hatdrozzuk meg [6,8,9].

Karcinogén Szervek vizsgdlata
anyag 24,48, 72 éra utdn

érzékeny
dllatok

Valamely szerv génexpresszidjdnak alakuldsa 24, 48, 72
éras kisérletben

60—

40|

204

o T T T T T T
kontroll  vizsgdlt  kontroll  vizsgdlt  komtroll  vizsgdlt
anyag anyag anyag

7. dbra: Karcinogén vegyiiletek ,short-term” tesztrendszer algoritmusa

A vizsgdlati rendszer algoritmusa a 7. dbran ldthaté. 24, 48 és 72 é6rdval a karcinogén
expozicié utdn az elélt dllatok egyes szoveteibdl - csecsemdmirigy (timusz), Iép, nyirokcsomd,
csontveld, mdj, vese, tiid§, periférids vér - valé mintavétel utdn RNS-t izoldlunk, majd
hibridizdciés technikdaval hdrom kulcsgén, a Hrasl, Myc és a Trp53 gén expresszidjat
hatdrozzuk meg. Az dllatmodellben sikeriilt bizonyitani a korai, karcinogén hatdsra létrejové
genetikai vdltozdsokat (génamplifikdcié, génexpresszidvdltozds és mutdcid) és a késdbb
kialakulé tumor kozotti 6sszefiiggéseket [10].

A kidolgozott dllatmodell kis médositdsokkal alkalmas lehet kemopreventiv dgensek
vizsgdlatdra is. A médositott modell sémdja a 8. abran ldthaté [11].

Kemopreventiv anyagok esetében a vizsgdlt vegyiilet egy bizonyitottan karcinogén anyag (pl.

DMBA - 7,12-dimetil-benz(a)antracén) dltal kivdltott génexpresszié-vdltozdsokra gyakorolt

14



hatdsdt vizsgdlhat juk. A kezelések hatékonysdgdt a fent emlitett kulcsgének vizsgdlatan feliil
kiterjeszthetjiik azon gének (enzimek) génexpresszids sajtsdgainak vizsgdlatdra, melyek
fontos szerepet jdtszanak a karcinogén expoziciot kovetd 24-72 érdban lezajlé korai
molekuldris  szinti  folyamatokban, célzottan a vizsgdlt vegyiilet feltételezheté

hatdsmechanizmusdnak megfeleléen.

Karcinogén kezelés

f

Karcinogén >
anyag | | | idé6
Kemobreventiv szer alkalmazdsa
\\ Szervek vizsgdlata
. 24,48, 72 éra utdn \
Erzékeny
dllatok
24 6ras kisérlet - valamely szerv
/ 50,
9 407
Kemopreventiv 301
anyag § 20
10+

0

kontroll  karcinogén anyag  karc anyagr
kemopreventiv
szer

8. dbra: Kemopreventiv vegyiiletek ,short-term” tesztrendszeriink algoritmusa

A biomolekuldk (DNS, RNS, fehérjék, enzimek) monitorozdsa az egészséges dllapottol kezdve,
az inicidcion keresztil egészen a daganatsejtek, majd a daganat megjelenéséig szdamos
lehetdséget nyljt az esetleges beavatkozdsra, prevencidra. Az onkogének, szuppresszorgének
expresszidjdnak vizsgdlata, apoptotikus folyamatok, sejtciklus szabdlyozds és a metabolikus
Utvonalak karcinogén expoziciéra valé reagdldsdnak detektdldsa lehetdséget nydjt hatékony
kemoprevenciés stratégidk kidolgozdsdra.

Munkdm sordn elsésorban olyan vegyiiletek, (gydgy- és fliszernsvények) korai biolégiai hatdsat
vizsgdltam dllatkisérletes modellen, melyek alkalmazdsa tdpldlkozdsunkban lehetéséget

nydjthat a daganatok rizikéjanak csokkentésére.
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3. HATTER, ELOGZMENYEK

3.1. A daganatok megelézésének lehetdségei, a kemoprevencio [1]

A kémiai karcinogenezis folyamata sordn dltaldban hosszl idé telik el az expozicié és a
betegség kialakuldsa, valamint a klinikai tiinetek és a metasztdzisok megjelenése kozott. A rdk
kialakuldsdnak megelézése szempontjdbdl fontos szerep juthat a kiilonb6zé kemopreventiv
hatdsu vegyiileteknek, melyek mindennapi élelmiinkkel keriilhetnek be a szervezetiinkbe. Az
utdbbi években sziiletett epidemioldgiai tanulmdnyok dénté bizonyitékot nydjtanak néhdny
étrendi osszetevé kemopreventiv, rdkmegel6z6 hatdsdra. Ezen vegyiiletek megszakithatjdk a
tobblépcsés karcinogenezis folyamatdt, detoxikdld, antioxiddns hatdssal is rendelkezhetnek,
valamint szerepet jatszhatnak a sejtszint( védelemben, pl. az apoptézis indukdldsaban.

A tumorok aktudlis Klinikai terdpidja a rdk korai felfedezésétdl a metasztdzis kialakuldsanak
megakaddlyozdsdig t6bb lehetéséget is rejt magdban. Tobbek kozott sebészeti eljdrdsok,
kemoterdpia és sugdrkezelés lehetésége meriil fel, de korldtozottak a lehetdségek, kiilsnosen
a metasztdzis kialakuldsdnak, valamint a kezelés okozta szekunder tumorok kialakuldsdnak
megakaddlyozdsa terén is. Toébb epidemioldgiai tanulmdny is késziilt azonban, melyek a tumor
kialakulds megel6zési lehetdségeit tdrjak fel, a karcinogenezis korai szakaszdban valé
beavatkozdssal, prevencié dltal. Tébb potencidlis rdkmegel6zé dgenssel folytak kutatdsok,
melyeket hatdsmechanizmusuk alapjén hdrom fé csoportba oszthatunk. A kemopreventiv
szerek klasszifikdcidja azon elven alapul, hogy a karcinogenezis tobblépcsés folyamatdban
melyik ponton fejtenek ki protektiv hatdst (6. dabra, 13. oldal).

A gdtlé szerek azon vegyiiletek, melyek a prekurzor molekuldkbdl keletkezé karcinogének vagy
a reaktiv metabolitok |étrejottét gatol jak.

A blokkolé szerek, melyek a végsé elektrofil, karcinogén vegyiiletek célmolekuldkhoz vald
kotddését blokkoljak (DNS-, fehérje-adduktok kialakuldsdnak gdtldsa), igy akaddlyozva meg
az inicidciét. Ezen csoportba tartozé kemopreventiv dgensek biokémiai hatdsa lehet, hogy
csokkentik a karcinogén vegyiiletek metabolikus aktivdldsdt, moduldljak az I. és II. tipusu
metabolizdlé enzimek expresszidjat, karcinogén vegyiiletekkel valé kémiai reakcié folytdn
.befogjdk”, inaktivdljdk a szabad gyokoket, valamint erésitik a DNS-hibajavité
mechanizmusokat. A szuppresszdlé szerek az inicidlt sejtek malignus transzformdcidjat
akaddlyozzdk meg vagy a promdécié, vagy a progresszié gatldsaval.

Egyes vegyiiletek, melyek, kemopreventiv hatdsukat specidlis dtvonalon fejtik ki, a

preneoplasztikus vagy neoplasztikus sejtekre apoptézist indukdlé hatdssal vannak.
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Hasonlé szerkezet(i vegyiiletek (pl. flavonoidok, szaponinok, fitoosztrogének) sejten beliili
viselkedése, kemopreventiv hatdsuk mechanizmusa is hasonlé, némelyikiik blokkolé és
szuppresszdlé hatdssal egyardnt rendelkezik (6. dbra, 13. oldal).

Sok természetes eredet( gatld, blokkolé vagy szuppresszdlé szer keriil szervezetiinkbe a napi
étrendiinkkel, pl. brokkolibdl, szlébél, szdjababbdl, zéldtedbdl, vagy gydmbérrel,
gorogszéndval, kurkumdval izesitett ételeinkbdl.

A blokkolé dgensek illetve szuppresszdlé dgensek hatdsat molekuldris bioldgiai médszerekkel,

tobbek k6zott génexpresszios profil analizisével lehet jellemezni, mRNS vagy fehérje szinten.

3.1.1. A telitetlen zsirsavak lebontdsa - eikozanoidok képzédése

"Eikozanoid" szé gordg eredetl, az eicosa sz jelentése hisz, tehdt a hlsz szénatomos
zsirsavszdrmazékok neve alkothaté ebbél a szdbdl. A prosztaglandinok, tromboxdnok, és
leukotriének az eikozanoidok csoportjdba tartoznak. Ezen zsirsavszdrmazékokhoz szdmos
fiziolégiai és patoldgids folyamat kothetd, a folyadéktranszportban, a gyulladdsos
folyamatokban és a mitogenezisben is feltartdk szerepiiket [12].

A prosztaglandinokat mdr az 1930-as években azonositottdk, mint simaizom serkentdt.
Bergstrom és Samuelsson [13] 1964-ben feltdrta a prosztaglandinok szerkezetét és
rdmutatott, hogy egy fontos zsirsavbdl, az arachidonsavbél szarmaznak. Az arachidonsav (9.
dbra) bioldgiai fontossdga azon tulajdonsdgdn alapul, hogy szdmos enzim szubsztrdtja, ezen
enzimatikus Utvonalak mentén keletkezd metabolitok, az eikozanoidok szerepet jatszanak

t6bbek kozott gyulladdsos folyamatokban, valamint a karcinogenezisben.

9. dbra: Az arachidonsav szerkezeti képlete

A sejtmembrdn foszfolipidjei arachidonsavvd konvertdlédnak a foszfolipdz A, enzim hatdsdra,
mely alapvegyiiletként szolgdl a két potencidlis karcinogén hatdst eikozanoid csoport, a
prosztaglandinok és a leukotriének szintéziséhez [14]. A foszfolipdz A, enzim rutinszer(ien
jelen van, részt vesz a sejtmembrdn karbantartdsdban, de ha valamely jel hatdsdra
indukdlddik, részt vesz a gyulladdsos folyamat elinditdsdban, fenntartdsdban. Az arachidonsav
felszabadulds, azaz a foszfolipdz A, gdtolhaté tobbek kozott kortikoszteroidokkal [12].

A sejtjeink tobbsége termel prosztaglandinokat, melyek fontos szerepet jatszanak a legtobb

szovetben [12]. Elsddleges szerepiik, hogy befolydsoljdk a trombocita aggregdcidt,
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osszehlzzdk vagy elernyesztik az ereket. A mdsik fé csoport, a tromboxdnok a trombocitdk
termékei, erésitik a trombocita aggregdciét, fokozzdk az erek és a tiidé mikrotubulusok
sz(ikiiletét. A leukotriéneket az immunrendszer sejtjei termelik, fokozott termelédése jel az
immunrendszer molekuldinak, az interleukineknek és az interferonoknak, igy szerepet
jatszhatnak az autoimmun betegségek, az allergia és az anafilaxids reakcié kialakuldsban [14].
A szervezetiinkben az eikozanoidok képzddésének kulcs enzimje a ciklo-oxigendzok, melyek a
prosztaglandinok és tromboxdnok képzédéséért feleldsek, a lipoxigendz Utvonal mentén
képzédnek a leukotriének (10. dbra) [15]. Az arachidonsav szubsztrdtja a 15-lipoxigendz
(ALOX15), 5-lipoxigendz (ALOX5) vagy a 12-lipoxigendz (ALOX12) enzimeknek is, kiilshbszé
eikozanoidokat képeznek beléle (11. dbra) [15].

Foszfo-lipidek

Fhospholipase A,

arachidonsay

mﬁOH 15-lipoxygenase
LXA,. LXB,
12-lipoxygenaze

5-lipoxygenase

monooxigenase

HPETE, HETE

eyelooxygenase-ok

PGE,, PED,, PGF,, PGT,, TxA,

12-HPETE, 12-HETE

LTB,,LTC,,LTD,

10. dbra: ALOX és COX (tvonalak

Tobb tanulmdny is sziiletett, melyekben rdmutattak, hogy a gyulladdscsckkentd hatdsi
vegyiiletek vastagbél daganat sejtvonalakon gdtoljdk a sejtproliferdciot, s ezutdn a sejtciklus
az apoptdzis irdnydba fordul [12,16]. Ezen kisérletek alapjdn gyulladdscsokkentd hatdst
vegyiiletek alkalmasak lehetnek, mint potencidlis kemopreventiv szerek tébbek kozott a
kolorektdlis daganatok megelézésében [12].

A ciklooxigendzoknak két izoformdja van, COX1 és COX2 [14, 17]. A COX1 folyamatosan

expresszdlédik és alapszinten tartja azon prosztaglandinokat a sejtekben, melyek normdl

18



fizioldgids miikodéshez elengedhetetlenek. A COX2 izoenzim normdl sejtben nem csak
gyulladdsok helyén expresszadlédik, képzédését szabdlyozza szdmos névekedési faktor, tumor

prométerek, és citokinek [14,18].

Epoxygenase == Epoxymetabolites

Cyclooxygenase ———p Prostaglandins 5). -diHETE

$° COOH
15-Lipoxygenase m
[ co

5(S)-HpETE
COOH l

Arachidonic Lipoxins
Acid \
LTA,
Leukotrienes 4—/ \i [ 11,5(8), 12 R/S —trans
lipoxins
o
5-oxo0-6, 8, 11, 14-ETE (o 5-ox0-7, 9, 11, 14-ETE
COOH
12(S)-HETE
| — COOH
12-Lipoxygenase =3
- —
OH
15(S)-HETE
— — COOH
15-LipOXYQENASE s
—
"OH

11. dbra: Az arachidonsav metabolizmus Gtvonala és a termékek szerkezeti képlete [15]

A gyulladdscsokkenté hatdsd vegyiiletek kiilonbozéképpen gdtoljak a COX1 és COX2 enzimeket
[19]. Irodalom szerint a nem-szteroid gyulladdscsckkentd hatdst vegyiiletek gdtoljdk az
angiogenezist két mechanizmus szerint; gdtoljdk a COX2 aktivitds kolon karcinéma
sejtvonalakon, alulszabdlyozzdk angiogenikus faktorok termelését, és csokkentik a COX1
aktivitdst az endotél sejtekben [20,21].

Mindkét izoforma felelds a prosztaglandin E, (PGE;) megemelkedett szintjéért, mely

eikozanoid magas szintje pozitiv korreldciét mutat a tumorgenezissel [22].
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E vegyiilet szerepet jatszik a daganatok patogenezisében a mitogenezis és a celluldris adhézié
folyamatdban, az immunrendszer feliligyeletében, és az apoptozisban, malignus szévetben a
prosztaglandinok overexpressziéjdt taldltdk, normdl szévethez képest [14].

A ciklooxigendzok szerepét kolon tumorokban t6bb kutatécsoport is vizsgdlta. Azt taldltdk,
hogy a COX2 enzimnek kiemelkedd szerepe van a malignus folyamatokban, COX2 enzim szintet
kovetkezetesen tilszabdlyozottnak detektdltdk kolon tumorokban [14,16,23].
Megemelkedett COX2 szintet taldltak humdn kolorektdlis adenokarcinémdkban, valamint
karcinogénnel indukdlt patkdny vastagbél daganatokban is [23,24]. Humdn epidemiologiai,
valamint dllatkisérletes modelleken bizonyitottdk, hogy a prosztaglandin szintézis gatldsa a
COX2-n keresztiil védé szerepet jelent emld, vastagbél, nyelécsd, tiidé, bér és fej- nyaki
daganatokban is [23,24], valamint protektiv hatdsdat igazoltdk a nem-szteroid
gyulladdscsokkentd szereknek (Nsaids) kolorektdlis daganatok esetén is in vitro és in vivo, igy
fontos szerep juthat ezen vegyiileteknek a daganatok megelgzésében [25]. Epidemioldgiai
tanulmdnyok szerint a COX2-t expresszdlé tumorok jelenléte, osszefiiggésbe hozhaté a
rosszabb progndzissal, a révidebb tuléléssel [25].

Ezen tudomdnyos bizonyitékok alapjdn feltételezhetjiik, hogy a gyulladdscsokkenté hatdsi
természetes  eredetli  vegyiiletek, hasonléan a  mesterséges  nem-szteroid
gyulladdscsokkentékhdz, a kilonb6zé daganatok kemoprevenciéjdban fontos szerepet
tolthetnek be.

Az utdbbi iddben az érdeklédés kozéppontjdban a lipoxigendzok, illetve a leukotriének
képzddésének blokkoldsa, azaz ezen enzimek gdtldsdnak lehetdségei dlinak.

A hdrom legfontosabb enzim a leukotrién Utvonalban az ALOX5, ALOX12, és LOX15. Legtsbb
figyelem az ALOX5 enzimre &sszpontosul, mint kulcsenzimre a leukotriének
felszabaduldsdban. Kutatdsok bizonyitjdk, hogy ennek a metabolikus Utvonalnak ezen
koztitermékei szerepet jdtszanak a gyulladdsok kialakuldsdban, valamint karcinogenezisben
[14].

A lipoxinek bioszintézise (ALOX-okbdl szdrmaztatott eikozanoidok) kiilonbozd enzimatikus
Utvonalon torténik. Az egyik lehetéség az ALOX15 Gtvonal, mely LXA4, LXBs metabolitokat
termel, illetve a 15(S)-HETE, mely lipoxinok ismert tulajdonsdga, hogy elésegiti a gyulladdsos
folyamatok elinduldsdt, valamint daganat kialakuldsat (10. és 11. dbra) [26].

Tapasztalatok szerint a COX2 szelektiv blokkoldsa sordn megemelkedhet a ALOX5 enzim
szint, a felhalmozddott arachidonsav leukotriénekké alakul a lipoxigendz Gtvonalon keresztiil.
Allatkisérletekbdl és in vitro tanulmdnyokbdl nyilvdnvalévd vdlt, hogy ALOX5 expresszié

megemelkedik a neoplasztikus dtalakulds sordn [27,28,29].
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Megemelkedett ALOX5 expressziét detektdltak korai kolon neoplazmdkban és a gén
tdlszabdlyozdsat fedezték fel kolon polipokban, daganatokban [30,31,32].

Olyan hatéanyagokat, természetes eredet(i vegyiileteket kell kifejleszteni, melyek képesek
blokkolni a lipoxigendz Gtvonalat, pl. ALOX5 inhibitorok vagy leukotrién receptor antagonistdk
[33].

15-lipoxigendzokrdl ismert, hogy két izoformdja expresszdlddik, igymint 15-LOX-1 (ALOX15)
és 15-LOX-2. Ezen enzimek szerepet jdtszanak a szabdlyozds transzkripciondlis,
transzldciondlis és poszt-transzldciondlis szintjén [34,35]. ALOXI5t expresszdlnak
retikulocitdk, eozinofilek és epitélidlis sejtek, valamint makrofdgok és ateroszklerotikus
léziék [16,34]. Az enzim szerepet jdtszik sejtdifferencidcié szabdlyozdsdban, gyulladdsban,
asztmatikus folyamatokban, karcinogenezisben [34,35]. Elsddleges szubsztrdtja a linolénsav
és az arachidonsav [36], terméke a 13(S)-HODE (13(S)-hidroxi-oktadekadienol sav) [37].
Irodalmi adatok szerint a 13(S)-HODE elésegiti a sejtproliferdciét. Tapasztaltdk, hogy ha
megemelkedik a 13(S)-HODE dehidrogendz aktivitdsa, mely a 13(S)-HODE-t 13-oxo-
oktadekadienol savvd bont ja, csokken a kolon-epitelidlis sejtek malignus dtalakuldsa.

Tobb bizonyiték alapjdn feltételezhetjiik, hogy a 12-lipoxigendz (ALOX12) terméke, a 12(S)-
HETE (12(S)-hidroxi-eicoza-tetraenol sav) is kozrem(ikodik a karcinogenezisben [38]. ALOX12
mRNS és fehérje overexresszigjat mérték prosztata, melanoma, és mds tumor sejtvonalakban
[39,40]. Az enzim a daganat sejtekben termel 12(S)-HETE-t, mely elésegiti a tumorgenezis
t6bb Iépését, mint pl. az invdziét és a metasztazis képzédést [41].

Az arachidonsav metabolizmus Utvonalait nem lehet egymdstdl fiiggetleniil, elszigetelten
tdrgyalni, az azonos szubsztrdttal rendelkezd enzimatikus Utvonalak hatnak egymdsra.
Elsésorban ALOX5, ALOX12 és COX2 enzimeket taldltdk egyiitt tdlszabdlyozott dllapotban
tumor-sejtvonalakban, humdn daganatokban, pl. tiidékarcindmdban, vastagbél prosztata és
emlédaganatokban [34]. Irodalmi adatok szerint mindhdrom enzim eldsegiti az érképzdédést,
daganat sejtvonalon végzett kisérletek sordn tapasztaltdk, hogy gdtldsuk sordn a sejtek
apoptotizdltak [29,42,43].

Természetesen a végsé cél az lehet, hogy olyan gydgynovény kivonatokat, vegyiileteket,
taldljunk, melyek képesek egyidejlileg blokkolni a mind a COX2 mind az ALOX5, ALOX12 és
ALOX15 enzimeket, igy a gyulladdscsokkentd, antikarcinogén hatds teljessé vdlhatna az

arachidonsav metabolizmus dtvonalon.
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3.1.2. Az apoptozis és a sejtciklus szabdlyozds, mint kemoprevenciés célpont (Bcl2,

Bcl2l, Cend1)

Az apoptdzis, mely sordn a sejt miikodése bizonyos ingerek hatdsdra az un. .programozott

III

sejthaldl” felé indul el, az egyik legfontosabb homeosztdzist fenntarté szabdlyozé folyamat
az élélényekben [44], ennek fényében az apoptozis egyike lehet a leghatdsosabb prevenciés
stratégidnak a rdkkal szemben, ugyanis a folyamat sordn elimindlédnak a potencidlisan
drtalmas, mutdlt sejtek [45,46].

Sok betegségnek a patogenezise, beleértve a rdkot is, szorosan 6sszefiigg a programozott
sejthaldl abnormdlis szabdlyozdsdval. Az utdbbi két évtized kutatdsai rdvildgitottak az
apoptézis szabdlyozdsdnak alapveté mechanizmusaira, lefektették az alapjait a megelézésben
alkalmazhaté tumor kemopreventiv stratégdknak [45]. Tobb djszerd tanulmdny sziiletett,
tobbek kozott génterdpiai megkdzelités, antiszensz stratégia, rekombindns bioldgia,
klasszikus szerves és kombinatorikus kémia koérében annak érdekében, hogy specidlis
apoptotikus szabdlyozdkat taldljanak [45].

Szdmos bizonyitékot taldltak arra, hogy egyes étrendi eredetii bioaktiv komponensek

beindithatjdk az apoptézist.

Az apoptozis molekuldris hdttere

Két Utvonalat ismeriink, mely az apoptdzishoz vezet, az un: "Extrinsic” - kiilsGleges - sejthaldl-
receptor Ut és "Intrinsic” - belsd - mitokondridlis (t". Mindkettében szerepet jatszanak a Cys
(Cystein) csaldd fehérje bontd enzimjei, az un. kaszpdzok-ok, melyeknek feladata katalizdlni a
haldoklé sejtek lebontdsdt egy .proteolitikus kaszkdd"-on keresztiil [44,45].

A sejthaldl-receptor Gtvonal a sejten kiviili ingerre indul be, valamely apoptotikus jel hatdsdra.
Az apoptdzist stimuldld jelet adé vegyiiletek kiilonbozé citotoxikus stressz-t okoznak, ezdltal
aktivdljdk a receptor rendszeren keresztiili Gtvonalat. A sejtfelszini receptorok kozé tartozo
sejthaldl receptorok apoptotikus jellel inditjdk el a folyamatot, mely sordn mdsodperceken
beliil aktivdljdk a kaszpdzokat, igy néhdny éra alatt lejdtszédik a sejt elpusztuldsa [45].

A receptorhoz kotott apoptdzison feliil leirtak egy mdsik Utvonalat, mely a celluldris stressz
kiilonféle fajtdin alapul. A stressz-hatdsok, melyek eléidézhetik az apoptézist, lehetnek pl.
gamma sugdrzds, UV sugdrzds, citotoxikus gydgyszerekkel torténd kezelés, kémiai
karcinogének. A stressz-indukdlta apoptézis egy olyan mechanizmuson keresztiil jatszodik le,
amely sordn megvdltozhat a mitokondrium dtereszté képessége, aktivdlédik a cyt C kibocsatds

és egy katalitikus multiprotein kaszkddon dt aktivdlédik a kaszpdz 9.
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Az aktivdlt kaszpdz 9 hasitja a kaszpdz 3-t, s olyan eseményeket indit be, melynek vége akar
sejthaldl is lehet. A citokrom C kibocsdtdst szabdlyozzdk a BCL2 csaldd fehérjéi, a BCL2
csaldd anti-apoptotikus fehérjéi, melyek a mitokondridlis membrdn kiils felén gdtoljdk a
citokrom C kidramldst.

A BAX (BCL2 Associated X fehérje), a BID (BH3 Interacting Death Domain) és a BIM (BCL2-
Interacting Protein) kezdetben inaktivak, és az apoptdzis beinduldsdhoz a mitokondriumhoz
kell transzlokdlédniuk, kézvetleniil a mitokondrium pérusain vagy a BH3 doménen kotott BCL2,
BCL2L1 és BCL2A1, melyek az antiapoptotikus fehérjék antagonistdi [47].

A mdsodik mechanizmus szerint BAX szabadul fel, a citoszdlbdl a mitokondrium kiilonb6zd
jelekre adott vdlaszaként. A fehérje oligomerje alakitja ki a pérust, a pérusképzédés szintén
BH3-n zajlik, a BCL2 csaldd tagjaival konjugdlédva, a BID proteolizisen keresztil. A BAK1 a
mitokondriumban helyezkedik el és hasonléan alakit ja ki a pérust mint a BAX, oligomerizdlodik
és kapcsolédik a BID-hez. A BID-et aktivdlja a sejthaldl receptor kaszpdz 8-indukdlt hasitdst,
mig a BIM kiszabadul a mikrotubulusokkal valé kapcsolatdbél [47,48].

Az apoptdzis belsé - mitokondridlis - Utvonala akkor indul be, ha a sejten beliil torténik
valamilyen kdrosodds. Ezen (t aktivdléddsdt okozhatja pl. hipoxia, onkogének, kézvetlen DNS
kdrosodds, tulélési faktor hidny. A TP53 fehérje az érzékeldje a celluldris stressznek, mely a
belsé apoptotikus Utvonal aktivdldsdnak kulcs fehérjéje [49].

A TP53 fehérje kozvetleniil foszforildlja és stabilizdlja a DNS ellendrzdpont fehérjéket,
(ATM - Ataxia Telangiectasia Mutated - fehérje és Chk2 - Checkpoints Factor-2) és jelenléte
gdtolja MDM2-t (Mouse Double Minute-2 Homolog). Az MDM2 kapcsolédik a TP53
fehérjéhez, befolydsol ja a magi exportot [50].

Amikor az MDM2 kotodik a TP53 fehérjéhez, a TP53 a transzkripcids aktivator funkciéjat
nem képes betdlteni. A TP53 inicidlja az apoptézist Ugy, hogy a BCL2 csaldd proapoptotikus
fehérjéit aktivdlja, és elnyomja az antiapoptotikus fehérjéket és a CLAP-kat [50].

A TP53 mds célpontjai, pl. a BAX, NOXA, PUMA (TP53-Upregulated Modulator Apoptosis)
valamint a nemrég azonositott BID. A TP53 keresztaktivdl olyan mds apoptotikus génekef,
mint PTEN (Phosphatase and Tensin Homolog Deleted On Chromosome-10), APAF1, TP53-AIP1
(TP53-regulated Apoptosis-Inducing Protein-1), és olyan géneket is aktivdl, melyek A ROS
(Reactive Oxygen Species) novekedéséhez vezetnek. A ROS-ok generalizdlt oxidativ
kdrosoddsokat okoznak a mitokondrium biomolekuldiban. A mitokondridlis DNS-ben
keletkezett kdrosodds pl. megszakitja a foszforildciét, hozzdjarul tobb betegség

kialakuldsdhoz [45,50].
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A sejtciklus vdzlatos modellje

A sejtciklus egy szekvencidlis folyamat adott irdnyban jdtszddik le az emlés sejtekben,
lépései G, S, G, és M fdzis. A sejtciklus ellendrzott a CDK-k (Ciklin dependens kindzok)
aktivitdsdnak készénhetéen, a pozitiv szabdlyozé alegységet alkotja a periodikusan vdltakozé
szintézis és bomlds, melyet a ciklinek ingadozé szintje befolydsol, a negativ szabdlyozds része
a CDI-k (CDK inhibitorok) szintje, és a reverzibilis foszforildcio. A kiilonbozé ciklinek
specifikusan a sejtciklus G;, S, vagy az M fdzisdban akkumuldlédnak, és megfelelé ideig
aktivdljak a CDK-kat, majd lebomldsukkal inaktivdlédnak a kindzok. A CKI szintje, mint
specifikus inhibitorai a Ciklin/CDK komplexeknek, szintén emelkedik és esik a sejtciklus
specidlis idépontjaban [46,51].

A Gi/S és a G,/M fdzis kozotti dtmenetben van egy-egy ellenérzépont, ahol ledllhat a
sejtosztodds abban az esetben, ha sziikséges. A ciklinek, kapcsolédva a CDK-kal ezen
ellendérzé pontokon befolydsoljdk a sejtosztéddst, a szabdlyozott folyamat megszakitdsa a
sejtciklus blokkoldsdhoz vagy kontrolldlatlan sejtproliferdciéhoz vezethet. Azon biomolekuldk
defektusai, melyek a sejtciklus szabdlyozdsban részt vesznek, szintén karcinogenezishez
vezethetnek, mdsrészrél a sejtciklus megzavardsa az ellendrzési pontokon pl. étrendi eredetti
kemopreventiv dgenssel, specifikusan gdtolhaté a tumorsejtek proliferdcidja [51,52].

A kulcsfehérjék, melyek a sejtciklus progresszidjat és a DNS hibajavité rendszert
szabdlyozzdk a TP53, a CKI-ok (p15 (INK4B), p16 (INK4A), p18 (INK4C), p19 (INK4D), p21,
p27 (KIP1)), a sejtciklus dtmeneteket szabdlyozé ciklin/CDK komplexek pedig a Ciklin-D-
CDK4/6 (61 progresszid), Ciklin-E-CDK2 (61/S dtmenet), Ciklin-A-CDK2 (S progresszid),
Ciklin-A/B-CDC2 (M fadzis), valamint szerepet jatszanak egyéb ciklinek és CDK-ok is. A Ciklin
D1 az osztrogén receptorhoz kotddik, és aktivdlja azt, egyéb komplexek kapcsolodnak az RNS
polimerdz II-h6z és a foszforildlt CTD-hez (carboxyl-terminal repeat domain), Ciklin 6
célpontja a TP53-nak.

Ha a sejtfelszini receptorok a Ras-t megcélzé mitogén jelet kapnak, a jel novekedési faktor
receptorokon keresztil a magban a sejtciklus mechanizmusdt befolydsolja, sejtosztéddst
indukdl, amely jel a citoplazmikus jeldtviteli kaszkddok szdmdra, mint pl. PI3K, Raf és Rho
kaszkdd [62]. Ezek a fehérjék kapcsolodnak a magi sejtciklus-folyamathoz, a sejtet Go
fazisbdl G, illetve S fdzis felé vezetik. A Ras aktivdldsa indukdlja a Ciklin D1 transzkripcidt,
korai G; fdzisban a Ciklin D1 gén promdter régidjaban lévé Ras-érzékeny pont dltal. Az
expresszdlt Ciklin D1 kotédik a CDK4-hez, igy |étrehozva egy aktiv formdt, mely felelés az
RB1 (retinoblasztoma tumor szuppresszor gén) foszforildciéjaért. Ezutdn a Ciklin E

szintetizdlodik, mely egy hatdrkoncentrdcio felett aktivdlja a CDK2-t - vele komplexet
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képezve -, és engedi tovdbb a sejtciklust 6; fdzisbol S fdzisba. Az aktivdlt Ciklin/CDK2
komplex f6 célpontja a RB tumor szuppresszor fehérje [46].

Kiilonbozé kemopreventiv vegyiiletekkel ezen folyamat Iépései befolydsolhatoak. Néhdny
fenolos vegyiilet, mint pl. silymarin, genistein és epigallo-katekin-galldat CDI-ok (p21 és p27)
indukcidjdn keresztiil képesek megdllitani a sejtciklust és gatolni a Ciklin D1-+ CDK4-t Ciklin E
és CDK2-t. Az izo-tiociandtok a p21 indukcidjdn keresztiil blokkoljdk a sejtciklust a G-M
hatdrdn [51,53,54].

3.1.3. Onkogének, szuppresszorgének szerepe a daganatok kialakuldsdaban

A proliferdciot serkenté molekuldk kozil a daganatképzddés szempontjdbol kiemelkedd
jelentéségliek az onkogének. Az onkogéneket eredetileg, mint a retrovirusok ftumorképzé
hatdsdért felelés géneket irtdk le, majd a 70-es évek kozepén a humdn szomatikus sejtekben
is azonositottdk 6ket, de felfedeztek olyan onkogéneket is melyeknek nincs virdlis
megfeleléje. Mai ismereteink szerint az onkogének szdma 100 f&l6tt van, géncsalddokkal,
rokon génekkel, melyek funkcidja és lokalizdcidja igen kiilonb6zd. [55]. Ezen gének nem
aktivdlt formdi, azaz a protoonkogének minden normdl genomban megtaldlhatéak. Bioldgiai
szerepiik rendkiviili fontossdgat tiikrozi, hogy legtobbjiik erésen konzervativ, filogenetikailag
megérzott szerkezetet mutat [55,56].

A protoonkogének hibdi kozott, melyek kialakuldsdt nevezhetjiik .ektdpids aktivdcionak”,
leggyakrabban mutdciok, transzlokdciok, amplifikdcick vagy inzercick fordulnak eld.
Altaldnossdgban elmondhatd, hogy ezen gének a sejtproliferdciét serkentik, igy a szerkezeti
vagy funkciondlis vdltozds a sejtproliferdcié és/vagy sejtpusztulds szabdlyozdsi zavardhoz
vezet elésegitve a daganatképzédést és a progressziét. Szdmos esetben megfigyelhetd (pl.
Myc) mindemellett, hogy az onkogének egyben erételjes ingerei lehetnek az aktiv
sejtpusztuldsnak is, ami a keletkezés és pusztulds szoros Osszefiiggéseire enged
kovetkeztetni. Onkogéneket az emberi rosszindulati daganatok 100%-dban észleltek, és bdr
ritkdn, de eléfordultak jéindulatd, sét nem daganatos betegségekben is. [55,56].

A G-fehérjék a membrdnhoz kapcsolédé igen fontos jeldtviteli molekuldk [55], melyek kozil
onkogénként a tobb mint 20 tagbdl dll6 Ras csaldd emelkedik ki. Legismertebbek a
kisérleteinkben szereplé HRAS (Harvey); KRAS (Kirsten) és az NRAS, melyek mutdcidja,
(jellemzden a 12, 13, 59, 61 kodonban, gyakori GC—AT tranzicidval) [57] illetve a fehérje
felszaporoddsa igen sok tumorban (20-25%) megtaldlhaté [56].

A Ras proteinek (p21"*°) GTP-hez valé affinitdsa nagy, viszont alig képesek a GTP-t GDP-vé
bontani, ehhez GTP-dz aktivdlo fehérjékre (GAP) van sziikség. A keletkezett GDP
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eltdvolitdsat a guanint cserélé fehérjék végzik, majd a GDP tdvoztdval a p21™

djra
aktivdlhatéva vdlik. Az elébbiekben emlitett mutdcick kovetkeztében a p21™ képes ugyan
megkatni a GTP-t, azonban a GTP—GDP hidrolizis nem torténik meg, igy a fehérje dllanddan
bekapcsolt dllapotban marad és folyamatosan proliferdciét serkentd jeleket kiild a sejtmagba
[56].

A Ras célfehérjéi kozott taldljuk a Raf-kindzt; MAP-kindzokat és az RSK-fehérjéket, mint a
jelatviteli kaszkdd koztes szerepldit. A proteinkindzok fontos csoportjdt, és az emlitett
foszforilldcids kaszkdd .kozvetlen effektordt” képezik a ciklinfiiggé kindzok (CDK) melyek
hatdsa lehet citoplazmatikus illetve magi, és a sejtet Gi-bdl S-be vagy G,-bél M-be ,segitik".
A ciklinek koziil elsésorban a D-tipust hozzdk kapcsolatba proliferativ betegségekkel. A
humdn ciklin D gént (11q13), amely megfelel a PRADI-nek, eredetileg a CCNDI (ciklin D1)
lokuszhoz kotott, transzlokdlodott (t:11, 14; q32) és tllexpresszdlt génként azonositottdk
tobb tumorban [56].

A daganatos megbetegedésekben terdpids célpontként szolgdlhat a Ras-fehérje C-
termindlisan 1évé foszfolipid farok, egy farnezilcsoport amely a membrdnhoz vald
kapcsoléddst hivatott szolgdlni [56].

A nukledris onkogének szinte kivétel nélkil transzkripciés faktorokat kddolnak, melyek a
sejtproliferdciéhoz sziikséges géneket aktivdljak. A myc csaldd tagjai - MYC (c-myc), MYCN
(N-myc), MYCLI (L-myc) - az evolucié sordn az egyik legkonzervativabb protoonkogének,
melyeknek amplifikdcidjat sok tfumorban megfigyelték. A MYC terméke egy magi foszfoprotein
- p62 - mely DNS-hez kot6dé képességgel rendelkezik, ha a MAX transzkripciés faktorral
dimert képezve aktivdlédik. A MYC gén terméke hatékony stimuldléja a proliferdcionak,
mutdcid, vagy a MYC fehérje tiltermelése kovetkeztében, mdsrészt aktiv résztevéje a
proliferdcidval ellentétes folyamatnak, az apoptozisnak, azaz az aktiv sejthaldlnak [58,59].

A proliferdcio szabdlyozdsdnak negativ dgdt a szuppresszor gének jelentik, hiszen a
legfontosabb funkcidjuk megakaddlyozni, hogy a sejt az S fdzisba Iépjen, tehdat DNS a
fenndllé génhiba kijavitdsdig megkettézddhessen. Mdsik alapveté feladatuk, hogy a sikertelen
hibajavitds esetén apoptézist indukdl janak [56,60].

TP53 mutdciéval hem csak rossz-, hanem jéindulati tumorokban is taldlkozhatunk, sét olyan
dllapotokban is melyeket nem tartunk daganatmegel6zé formdnak. Ez is aldtdmasztja azt az
elképzelést, miszerint a TP53 fehérje .csupdn” valamiféle dltaldnos védéhatdst biztosit a
tumorképzédéssel szemben (12. dbra) [61], és hibdja elsdsorban lehetdséget teremt a
genetikai instabilitdsra, génkdrosoddsok megjelenésére.

A szuppresszor gének hibdi, mint emlitettem recessziven jelentkeznek, ez aldl kivételt képez

a TP53 domindns meghibdsoddsa. A génhibdk jellege itt is vdltozé lehet, amplifikdciérdl
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azonban értelmetlen beszélni, hisz az ugyanigy nem ,szolgdlja" a daganatok névekedését, mint
az onkogének delécidja. A TP53 funkciézavardnak/funkcidvesztésének egyik oka tehdt a gén
kdrosoddsa (mutdcio, delécid), illetve a normdl fehérje inaktivaléddsa [55,56].

A TP53 gén 20 kb. nagysdgi, 11 exont tartalmaz és a 17-es kromoszéma rovid karjdn
lokalizdlédik (17p13). A mutdcidk tébbsége az 5-8 exonban a 130-290. kodon kozott fordul elg,
ezek kozott is forré-pontokat jelentenek a 175., 248. és 273. kodonok.
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o - edox
Hipoxia \ l/ allapot
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extracellularis .
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12. dbra: A TP53 aktivdcié és vdlasz

Fontos tudni, hogy a TP53 képes mds fehérjékhez is kotddni (ez tobbek kozétt szerepet
jatszott felfedezésében), ami befolydsolja a térszerkezetét és ezen keresztiil a funkciéjat
is. A szerkezetet meghatdrozhatjdk a molekula szempontjdbél szintén igen fontos
foszforildciék, defoszforildciok is. A térszerkezet vdltozdsok a proliferdcié szabdlyozdsdnak
fontos eszkozei lehetnek (a TP53 aktiv dllapotdt is tetramerizdcié elézi meg), hiszen a
megvdltozott térszerkezet hatdssal van a DNS-hez valé affinitdsra, igy a mutdns forma
kotédése jelentésen csokkenhet. A  virdlis onkoproteinekkel valé  kapcsolédds
kovetkezményeként szintén elveszhet a TP53 proliferdciét gatlo hatdsa [55,56]. A fehérje
normdlis m(ikodése sordn [65,61] az egyik legfontosabb célpont a WAF1/CIPI gén, (wild-type
TP53 activated fragment/CDK interacting protein 1) melynek prométeréhez kotédve
stimuldlja a WAFI gén expressziéjét, a p21*°f! fehérje, pedig a ciklinfiiggé kindzokhoz, PCNA-
hez (proliferatin cell antigen, 37kDa; DNS-polimerdzhoz kapcsolédd, sejtciklus-fiiggéen

megjelend fehérje) kotédve gdtolja azok miikadését. Gatlédik igy a CDK-fiiggé foszforildcid,
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ami sziikséges a sejtciklus tovdbbhaladdsdhoz. A WAF1 indukcidja lehet TP53 dltali, de attdl
fiiggetlen is. DNS-kdrosoddskor a TP53 dependens indukcié hatdsdra a p21*f! kiiszob
megemelkedik, késleltetve a DNS-szintézist. Id6sodé sejtekben a p21**™! magas kiiszobértéke
proliferdciét gdtlé tényezé lehet. A korai Gi-ben a p21**"! novekedés-gétlé hatdsa valészinileg
mds maddon is létrejohet, pl. dgy, hogy mdsik molekuldhoz - esetleg p27-hez - kotddve
inaktivdlédik.

Az elébbiek mellett a TP53 protein aktivdldlag hat a ciklin 61 termelésére is, amely t6bb
ponton is szorosan kapcsolddik az ARF-MDM2-TP53 tumor szuppresszor (tvonalba és a

sejtciklus 6; fdzisat hivatott fenntartani [57,62].

3.2. A kisérletekben alkalmazott kornyezeti eredetii karcinogén és

antikarcinogén hatasu vegyiiletek
3.2.1. Transz-2-hexendl

A transz-2-hexendl (2-hexendl, levélaldehid) egy novényi eredet(i aldehid, mely t&bb,
¢lelmezésre is haszndlt novényben el6fordul (gylimélcsok, hiivelyesek, kdposztafélék).
Jellegzetes illata miatt a kozmetikai ipar is eldszeretettel alkalmazza. A vegyiilet a novények
z6ld levelében, gyiimélcsckben van jelen, a frissen vdgott fi illatdt is ez adja. Kis
mennyiségben szervezetiinkben is képzddik, valamint egyes szdritdsi, fermentdcids

¢lelmiszeripari technoldgidk folyamdn, pl. a fekete tea készitésénél is Iétrejon [63,64,65].

O

14. dbra: Trans-2-hexenal szerkezeti képlete

Fizikai tulajdonsdgdt tekintve szintelen, viszkézus folyadék, kémiailag o.B-telitetlen karbonil
vegyiilet (14. dbra). Hasonléan az analég szerkezet(i krotonaldehidekhez, Salmonella
typhimuriummal végzett Ames tesztben és testvérkromatida-kicserélédés-tesztben (SCE)
genotoxikusnak [66,67,68,69] bizonyult, mutagén hatdsdt és citotoxicitdsat tobb
tanulmdnyban is megemlitik [70,71,72]. DNS addukTképzé hatdsdt is kimutattdk, karbonil
csoportjdnak koszénhetéen 1,N?-propano-dezoxi-guanozin exociklikus adduktot képez, igy

feltehetdleg a humdn karcinogenezisben is szerepet jatszik [73].
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A transz-2-hexendl funkciéja a novényekben természetes fungicid hatdsdbdl adddik, ha a
névény megsériil, lipoxigendz enzim hatdsdra linolénsavbél képzédik a sériilt felileten. Igy a.
sériilés helyén az ép részekben taldlhaté mennyiséghez viszonyitva megemelkedett
levélaldehid koncentrdciét mérhetiink. Tobb élelmiszeriinknek magas a 2-hexendl tartalma
(bandnban 40 ppm, babfélékben 34 ppm, egyes fekete tedkban 25 ppm). Egyes gydgyndvények,
pl. a Gingko biloba fé antifungicid mechanizmusa is a 2-hexendl koncentrdcidjdnak
megemelkedése. Ezt fontos megemliteniink, mert e novény levelei, magas flavonoid tartalmuk

miatt napjainkban tébb étrend-kiegészité szernek alapanyagai [74].

3.2.2. N-nitrozo-N-metil-karbamid

Az N-nitrozo-N-metil-karbamid (MNU - N-methyl-N-nitrosourea 15. dbra) képzédése
kiilonféle hisokbdl nitritek hatdsdra in vitro savas koriilmények kozott lehetséges. Ez a
folyamat az emésztétraktusban in vivo is megtorténhet pdcolt hisok fogyasztdsa esetén. Az
MNU mint pluripotens, direkt hatdsu karcinogén, kiilonféle szervekben, féleg a gyomorban, és
az idegrendszerben okozhat tumorokat [75].

Hosszd tdvd vizsgdlatokbdl ismert, hogy az MNU indukdlta tumorokban magas a HRAS
mutdcids rdtdja (65%), ezzel szemben a DMBA dltal indukdlt tumorok HRAS gén mutdcids
rdtdja alacsonyabb (21%). Ezen kiviil az MNU-indukdlta mutdciékban a HRAS gén GGA—GAA
tranzicidja a 12. kodonban gyakori, mig a DMBA indukdlta fumorokban a HRAS gén CAA—CTA
transzverzidja taldlhaté a 61. kodonban. A HRAS gén 61-es kodonjdnak a mutdciéja a DMBA

indukdlta egér bér daganat inicidtor eseménye [76,77].
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15. dbra: Az N-nitrozo-N-metil-karbamid szerkezeti képlete

Az intraperitonedlisan (ip.) injektdlt MNU kezelt egérben timusz-limfémdt, pulmondris
adenémat, limfoszarkémdt, hepatémdt és tiidé adenémat okoz [78].

Tehdt az MNU indukdlta tumorok HRAS mutdciéi jellemzéek a 12-es kodonra, de hem esnek a
61-es kodonra. A DMBA okozta tumorok HRAS mutdcidiban viszont hem volt fellelheté a 12-es

kodon érintettsége [77]. Az MNU és a DMBA hatdsmechanizmusa egyardnt a karbénium ion
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konverzién és a DNS metildciéjdn alapszik. Az MNU a DNS guanin bdzisdbél O°-metil-guanin
(0°m6) adduktot képez. A DMBA mutagén metabolitjai dltal okozott DNS kdrosodds szintén
dezoxi-adenozin addukt képzddés [77,79,80,81].

Reese és mtsai leirtdk: az O°mG képzddés a csokkent TP53 fehérje szint mellett limféma
kialakuldsdhoz vezet TP53+/- egérben, mig az O°-alkilguanin DNS alkil-transzferdz (AGT)
overexpressziéja gyors O°mG addukt elimindcidhoz vezet és védé hatdsi a limféma
kialakuldsdval szemben. Az AGT enzim miikodése a fé védé mechanizmus az MNU dltal indukadlt
malignus transzformdcid ellen az O°m6G addukt eltdvolitdsdval [80].

Kang és mtsai. leirtdk, hogy az MNU hosszi tdvon néstény C57BL/6 egerekben limfomat okoz,
ezen feliil a tumorokban MYC génexpresszidjat emeli. Mindazondltal limfémdkban kromoszéma
aberrdciét is megfigyeltek [8]. A limfémdk kialakuldsi ideje alapjdn két csoportot kiilonitettek
el, egy korai (<150 nap) és egy késdi (>150 nap) kialakuldsut. Megfigyelték a 14-es és a 15 -Gs
kromoszoma duplikdciéjat és az X kromoszéma elvesztését. A 1l-es, 16-os és a 19-es
kromoszdéma elvesztését a korai kialakuldst csoportban, mig az 1-es, 4-es 5-6s és a 10-es
kromoszdéma képiaszdm novekedését csak a késdi kialakuldsd csoportban figyelték meg [82].
Hovjik és mtsai. leirtdk, hogy a TP53+/- KO egéren egyszeri ordlis adagoldst, 90 mg/ttkg
MNU kezelés 13 hétig jél tolerdlhatonak bizonyult, a 30-bdl 4 egér a 75. és a 92. nap kozott
pusztult el daganatban. Az MNU-hoz kétheté makroszképos elvdltozdsként a csecsemémirigy,
a lép, a mandibuldris és a mezenteridlis nyirokcsomék megnagyobboddsa volt megfigyelhetd

[83].

3.2.3. Kemopreventiv hatdsu vegyiiletek a névényekben

A flavonoidok az egyéb fenolos szerkezet(i vegyiiletekhez hasonléan a névényi metabolizmus
mdsodlagos termékei, a novényi sejtekben alapvetd védelmi funkciot téltenek be. Szdmos
funkciéjuk ismert a novényvildgban: pigmentdlds, az UV-fény, a mikroorganizmusok és egyéb
novényi kdartevék - gombdk, rovarok, csigdk stb. - elleni védelem, enzimaktivitdsok reguldciéja,
szignhdlfunkcié a nitrogénmegkoté baktériumok szdmdra.

A novényi élelmiszerek flavonoid-tartalma néhdny tized mg/kg nagysdgrendtél egészen a
néhdny g/kg-ig terjed. A legtébb ital, mely természetes novényi alkotorészbél késziil
(zoldség- és gyiimolcslevek, gydgytedk, bor, sér) kisebb-nagyobb mennyiségben tartalmaz
flavonoidokat, polifenolos vegyiileteket [84]. A leveles zoldségek, mint a zeller és a
petrezselyem, valamint a paprika flavonokat is tartalmaz és antocidn vegyiiletek is

eléfordulnak benniik. Hiivelyesekben a legjelentdsebb vegyiiletek az izoflavonoidok, de
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esetenként flavonok, flavonolok és antocidnok is kimutathaték. Gabonafélék magjdban
flavonok, flavonolok, antocidnok és flavanok egyardnt megtaldlhaték [84].

A flavonoidokra a C¢-C3-Cq (difenilpropdn) alapszénvdz jellemzé, a két benzolgy(irii (A és B)
egy oxigénatomot tartalmazé heterociklikus pirdn-, vagy pirongyirin (C gyirl) keresztiil
kapcsolédik. Ez az alapszerkezet rendkiviili vdltozatossdgot biztosit mind a szubsztituensek,
mind a C gy(ir{ szerkezetének tekintetében.

Szdmos kozlemény szdmolt be a flavonoidok antimutagén hatdsdval kapcsolatosan végzett
vizsgdlatokrdl. Tobbek kozott antiprométer és antiinvaziv hatdst tapasztaltak, valamint
kiilonb6z8, a daganatos megbetegedések kialakuldsa sordn miikodé enzimek gatldsat, mint
példaul a protein-tirozin-kindz, a TPA-dependens ornitin-dekarboxildz és a DNS-topoizomerdz
[85].

Az élelmi eredet(i flavonoidok felszivéddsdt és metabolizmusdt alapvetden kémiai szerkezetiik
hatdrozza meg, mely - tobbek kézstt - a glikozildcié/acildcié mértékétdl, egyéb fenolos
vegyiiletekkel kialakitott konjugdciétdl, a molekula méretétél, a polimerizdcié fokatél és az
oldhatésdgtdl fiigg. A polifenolos vegyiiletek nagy szdma, valamint az a tény, hogy az
¢lelmiszerekben komplex formdban vannak jelen, meglehetdsen nehézkessé teszi a
felszivéddsi, fizioldgiai és tdpldlkozds-élettani hatdsok tanulmdnyozdsdt.

Kutatdsi eredmények azt mutattdk, hogy a flavonoidok gdtoltdk a I. fdzisd enzimeket, melyek
a karcinogéneket aktivdljdk, visszaszoritottdk a daganat sejtek proliferdcidjat, kivédték a v-
sugdrzds genotoxikus hatdsdt és megakaddlyozzdk a DNS-adduktok képzddését 3,4-
benzopirén expozicié esetén [86].

A fentieken kivil szdmos mds feltételezett antimutagén és antikarcinogén folyamaton
keresztiil, az egyéb étrendi antioxiddnsokkal szinergizdlva a flavonoidok és egyéb polifenolos

vegyiiletek képesek megakaddlyozni bizonyos daganattipusok kialakuldsat.

Laboratériumi vizsgdlatok sora bizonyitja, hogy a vérdsbor polifenolos komponensei, koztiik a
flavonoidok, antioxiddns és gyokfogé tulajdonsdgokkal rendelkeznek, mds étrendi
antioxiddnsok hatdsat felerdsitik.

A rezveratrol (3,5,4 - trihidroxi - sztilbén, 16. dbra) egy, a természetben is eléfordulé
trifenolos fitoalexin [87], amely megtaldlhaté szélékben, levelekben, diéfélékben, szederfé-
lékben és mds sotét szinl bogyok héjdban. Antioxiddns és gyulladdscsckkentd hatdsu,
potencidlis rakmegeldz6 szer.

A rezveratrolt 1963-ban azonositottdk, mint a japdn szdlkds keser(ifl (Polygonum cuspidatum)

szdritott gyokerének aktiv osszetevgjét.
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16. dbra: A rezveratrol szerkezeti képlete

E novény (japdnul ,Ko-jo-kon") kivonatdt az ékortél alkalmazzdk a hagyomdnyos kinai és japdn
orvosldsban gennyes bérgyulladds, gonorrhea, gombds bérbetegségek és hiperlipémia ellen
[88].

Eurdpdban a rezveratrolt elséként borszdlébél izoldltdk 1976-ban, majd 1992-ben borbdl.
Megdllapitottdk, hogy a rezveratrol sokkal magasabb koncentrdcidji a vorasborokban, mint a
fehérborokban, mely kiilonbség a vorosbor és a fehérbor elédllitdsdnak technoldgiai
kiilonbségébdl adédik. A vegyiilet a levél epidermiszében és a bogyé héjdban szintetizdlodik,
de a hidsdban nem, igy a héjon erjesztett vorosborban magasabb a koncentrdciéja [89,90].
Kiilonb6zd, a tumor inicidcioval, promécidval és progressziéval 6sszefiiggé sejtfolyamatokra
gyakorolt jelentds gatlé hatdsai miatt ezt a trifenolos vegyiiletet potencidlis rdkmegel$zé
szerként tartjdk szamon [91].

A rezveratrol antiinicidciés hatdsa az antioxiddns és antimutagén hatdsdn alapul, sok
polinukledris aromds karcinogén vegyiilet oxidativ metabolizmusdért felelés citokrém p450-
hez katott alkoxi-rezorufin-O-dezalkildz enzim hatdsos gdtlészere, indukdlja tovdbba a IT
fdzist detoxifikdlé enzimeket, ilyen pl. NAD(PH)-kinon-oxido-reduktdz [92].

A rezveratrol antiprométer aktivitdsdért - feltehetéen - felelds mechanizmus a ciklooxigendz
2 enzim (COX2) katalizdlta prosztaglandin bioszintézis gdtldsa. Ismert, hogy a
prosztaglandinok fontos szerepet jdtszanak a rosszindulati betegségek, kiilonosen a
vastagbél és emlékarcinoma patogenezisében és igy a COX2 szelektiv gdtldsaval l1étrehozott
prosztaglandin bioszintézis csokkentést fontos kemopreventiv médszernek tartjdk.

A rezveratrol gdtolta a COX1 aktivitdst mikroszémdkban, valamint gdtolta az indukdlhaté
COX2 izoenzim katalitikus aktivitdsat, tenyésztett humdn emld epitelialis sejtekben [92].

A COX2 katalitikus aktivitdsdnak gdtldasa mellett a vegyiilet az AP1 fiiggé transzaktivdcié
represszdldsdval szintén gdtolta a COX2-mRNS TPA medidlta indukciéjat tenyésztett humdn

emlé epitelidlis sejtekben.
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Antiprogressziés hatdsdt vizsgdlva megfigyelték, hogy rezveratrollal elékezelt egerek esetén
csokkent a TPA (12-O-tetradekanoil-forbol-13-acetdt; forbol-12-mirisztdt-13-acetdt)
indukdlta oxidativ stressz, melyet kiilonb6zd bioldgiai paraméterekkel kisértek figyelemmel

[92].

A likopin egy karotinoid tipusd vegyiilet, amely a paradicsomban, paradicsombdl gydrtott
termékekben, s mds gyiimélcsokben taldlhaté. Természetes pigment, melyet novények és
mikroorganizmusok képesek szintetizdlni, de dllatok nem. Karotinoid vegyiilet a béta-karotin
aciklikus izomerje (17. abra), tobbszérdsen telitetlen szénhidrogén, 11 konjugdlt és két nem

konjugdlt kettés kotéssel [93]. Mivel polién vegyiilet, cisz-transz izomerizdcion megy dat fény,

hé és kémiai reakciék hatdsdra [94,95].

17. dbra : Likopin szerkezeti képlete

A novényekbdl szdrmazé természetes likopin .all-transz” konfigurdciéban létezik, ez a
termodinamikailag legstabilabb forma. A humdn plazmdban izomer keverékként van jelen,
melynek 50%-a cisz izomer [96]. A likopin halmozddik még a mellékvesében, a herékben, a
mdjban és a prosztatdban. Az utébbiban a leggyakoribb karotinoid [97,98].

A karotinoidok, pl. B-karotin biolégiai aktivitdsa dltaldban ahhoz kotédik, hogy a szervezetben
A vitaminnd képesek alakulni. Mivel a likopinnek nincs béta-jonon gyr(je, nem tud A vitaminnd
alakulni. épp ezért bioldgiai hatdsai az A vitamintdl eltéré mechanizmuson keresztiil jonnek
létre.

A likopin, W ¥'-karotin az egyike a leghatékonyabb antioxiddnsoknak, oxigén-gyskfogd
kapacitdsa kétszerese a béta karotinénak és 10-szerese az alfa tokoferolénak. Lipofil
természeténél fogva a likopin és mds karotin a szérum LDL és VLDL frakciéjdban halmozddik.
A likopin antikarcinogén hatdsa két elmélettel is magyardzhaté. A nem oxidativ
mechanizmusok elmélete szerint a likopin antikarcinogén hatdsdt a sejt-sejt kommunikdcié
szabdlyozdsdn keresztiil fejti ki. Feltételezhetéen gdtolja a szabdlyozé proteinek, mint pl.
TP53 és RB1 fehérjék karcinogének dltal indukdlt foszforildciéjat, és a Go-G1 fdzisban

megdllitja a sejtciklust. Astorg és munkatdrsai [99] szerint a mdj metabolizdlé enzimjei, igy a

33



citokrém P450 2E1 likopin indukdlta modifikdcidja dll a patkdnymdj karcinogén indukdlta
preneoplasztikus elvdltozdsaival szembeni védéhatds moégott. In vitro bizonyitékok arra
utalnak, hogy a likopin csokkenti az inzulin-szerl novekedési faktorok (IGF) - amelyek
potencidlis mitogének - sejtosztéddst indukdlé hatdsdt kiilonbozé daganat sejtvonalakban. A
timuszon (csecsemdmirigy) beliili T-sejt differencidlédds szabdlyozdsa lehet a likopin
emlétumor novekedést gdtlé hatdsdnak mechanizmusa. A likopin koleszterin csokkenté hatdsa
a HMG-CoA (3-hidroxi-3-metil-glutaril-koenzim A) reduktdz gdtlasan alapul [100].

Mds adatok szerint a likopin védi a sejt fontos biomolekuldit, lipideket, lipoproteineket,
proteineket és a DNS-t [101].

Epidemioldgiai tanulmdnyok szerint a paradicsom és termékei bevitelének szintje kapcsolatban
dall néhdny tumoros megbetegedés alacsonyabb kockdzatdval. Eset-kontroll tanulmdnyban a
magas paradicsom bevitel védd hatdsinak bizonyult emésztészervi daganatokkal szemben, és
50%-ban csokkentette a tumoros eredet( haldlozdst kozépkortd amerikai populdciéban [97].

Az US Health Professionals Follow-up Study [102] szerint kiilonb6zé paradicsom termékekbdl
szdrmazé likopin bevitelének mennyisége forditott kapcsolatban dllt a prosztata rdk
eléforduldsdval. A hetente 10 vagy tobb alkalommal paradicsom tartalmd élelmet fogyasztok
kézott majdnem 35%-kal csékkent a tumor eléforduldsa. Ujabb kutatdsok szerint a likopin
szérum és szoveti szintje forditottan ardnyos az emldtumor és a prosztata rdk kockdzatdval,
mig mds fontos karotinoidokkal nincs szignifikdns kapcsolat [97].

Mds kutaték tdpldlék kiegészitéként adagolt paradicsom vagy paradicsom eredet(
termékekben likopin hatdsossdgdt vizsgdltdk a lipidek, proteinek és a DNS oxidativ
kdrosoddsdval szemben. Elézetes eredmények szerint a paradicsom kivonat kapszuldk
formdjdban torténd adagoldsa csokkenti prosztata rdkos betegekben a prosztata specifikus
antigén (PSA) szintjét [97].

Az un. .piros” gylimdlcsok és zoldségek mint pl. a paradicsom, a gorégdinnye, a rézsaszin
grapefruit, a sargabarack, a guava sok likopint tartalmaz. A paradicsom eredet(i termékek, pl.
ivélé, kechup, piiré, szész és leves mind nagyon jo élelmiszer eredet(i likopin forrdsok [93], a
likopin a flavonoidokkal ellentétben az élelmiszer-feldolgozds sordn nem kdrosodik. Bdr
kiilonb6zé paradicsom eredetli termékekbdl szdrmazé likopin bioldgiai hasznossdgdnak
osszehasonlité tanulmdny egyeldre nincs, a paradicsom eredetii termékekbdl szarmazé likopin
biolégiailag értékesebbnek tiinik, a nyers paradicsombdl szdrmazéndl. A gydrtds folyamdn a
nyersanyagbdl a likopin felszabaditdsa (élelmiszerbdl szdrmazé lipidek, hd indukdlta

izomerizdcid, az .all-transz"-bdl ciszbe) fokozzdk a /ikopin biolégiai hatdsossdgat [103].
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A likopin bioldgiai értékét természetesen a dézis és egyéb karotinoidok (pl. O-karotin)
jelenléte is befolydsolja. Johnson és mtsai kimutattdk, hogy a béta karotinnal egyiitt bevitt

likopin biolégiai értéke szignifikansan magasabb, mint az 6nmagdban adagolt likopiné [97].

3.3. Néhany az &si keleti gyogydszatban haszndlt antikarcinogén hatasu

gyogynévény

3.3.1. Panax ginzeng C. A. Mayer (ginzeng, embergyékér)

A novénytaxondémiai besorolds szerint a ginzeng a Panax nemzetség tagja. Az &si kinai
gydgydszatban t6bb, mint kétezer éve haszndljdk ennek a lassan novekvé novénynek a
gyokerét. Két alfajat haszndljdk dltaldban, az dzsiai ginzeng (Panax ginzeng C. A. Mayer)
természetben ritkdn fordul eld, féleg termesztés Utjdn jutnak hozzd. A mdsik faj az amerikai
ginzeng (Panax quinguefolius L.) amely vadon is terem, és monokultirdban is termesztik
[104,105]. Mindkét Panax nemzetséghez tartozé novény gyokerének bioldgiailag aktiv
vegyiiletei a szaponinok, ginzenozidok. [104,106].

A ginzenget afrodiziakumként tartjdk szdmon, e hatdsdt a szaponinoknak tulajdonitjdk, ez a
vegyiiletcsoport jdtszik szerepet a sziv és érrendszeri betegségek megeldzésében,
kezelésében. Gdtoljdk a lipidperoxidok képzddését (zsirsav oxiddcid) a szivizomban és a
mdjban, befolydsoljdk az enzimek miikodését, véralvaddst csckkentd tulajdonsdguk mellett a
vér cukor- és koleszterinegyensulydnak kialakitdsdban is szerepet jatszanak. Immunrendszer
erdsité tulajdonsdgdt is leirtdk [107,108].

A mdsik vegyiiletcsoport a ginzenozidok, melyeket hdrom alcsoportba szoktak sorolni, az egyik
alcsoport a panaxadiol csoport (e.g., Rbl, Rb2, Rb3, Rc, Rd, Rg3, Rh2, Rsl) a mdsik a
panaxatriol csoport (Re, Rf, Rgl, Rg2, Rhl) a harmadik az oleanol sav csoport (pl. Ro) (II.
tdblazat) [104,109,110]. Ezen vegyiiletcsoportok antikarcinogén és immunrendszer
szabdlyozé tulajdonsdgokkal rendelkeznek.

A ginzenozidok egyedi vizsgdlata sordn észlelték, daganatsejt novekedés gdtlo,
sejtdifferencidlédds szabdlyozé hatdsukat, és szerepet jdtszanak a programozott sejthaldl
reguldcidjdban, valamint a metasztdzis kialakuldst gdtoltdk [111].

Epidemioldgiai tanulmdnyban bizonyitottdk, hogy a ginzeng tartalmi élelmiszert fogyaszté
személyeknek a kockdzata rdk kialakuldsdra alacsonyabb, mint a ginzenget nem fogyaszté
populdcidnak. A vizsgdlat sordn felfigyeltek arra, hogy nem szervspecifikus a ginzeng

antikarcinogén hatdsa [112].
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A sejthaldl mechanizmusa kaszpdz dependens vagy independens lehet, valamint a
mitokondriumban zajlo folyamatok is szerepet jdtszanak az apoptézisban. [113,109]. A
ginzenozidok kiilonb6zg jeldtviteli kaszkddokon keresztiil vesznek részt az apoptozis
indukdldsdban. Megfigyelték, hogy az Rh2 és a “K" vegyiilet - amely az Rbl metabolitja -
apoptézist indukdltak prosztata rdk sejtvonalon, neuroblasztéma sejtvonalon és A549 tiidé
adenokarcinoma sejtvonalon a kaszpdz 3 és kaszpdz 8 aktivdldsdn keresztiil

[114,115,116,117].

Ginzenozidok %
20(s) Protopanaxadiol-Ginzenozid Rb1 04-05
20(s) Protopanaxadiol-Ginzenozid Rb2 0,2-0,25
20(s) Protopanaxadiol-Ginzenozid Rc 0,1-0,15
20(s) Protopanaxadiol-Ginzenozid Rd 0,036-0,04
20(s) Protopanaxadiol-Ginzenozid Rg3 0,03
20(s) Protopanaxadiol-Ginzenozid Rh2 0,001
20(s) Protopanaxatriol-Ginzenozid Re 0,2-0,25
20(s) Protopanaxatriol-Ginzenozid Rf 0,07-0,075
20(s) Protopanaxatriol-Ginzenozid Rgl 0,3-0,35
20(s) Protopanaxatriol-Ginzenozid Rg2 0,03
20(s) Protopanaxatriol-Ginzenozid Rhl 0,012-0,015
Oleanane-Ginzenozid RO 0,045-0,05

II. tdblazat: Panax ginzeng gyokér szaponin-gsszetétele

Kim és munkatdrsai tobb tanulmdnyban is leirtdk, hogy az apoptdzis aktivdldsa esetleg BCL2,
BCL2L1 (Bcl-xL) vagy BAX fiiggetlen lehet [118,119,120,121]. Kim és tdrsai [122], valamint
Chen és munkatdrsai [123] a ginzeng gyokér antiapoptotikus hatdsarél szamolnak be, a ginzeng
gyokér kivonata csokkentette az MPP+ indukdlta apoptdzist PC12 sejtekben, valamint az Rgl
ginzenozid védS hatdsdt tapasztaltdk MPTP-vel (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin)
aktivdlt apoptdzis esetén egér ,substantia nigra"-ban. Az Rh2 panaxatriolrdl kimutattdk, hogy
SKHEP-1 hepatéma sejtvonalon a sejtciklust megdllitja Go-61 fazisban, igy meghosszabbitja a
sejtciklus S fdzisat [124,125]. A MCF-7 emlékarcindma sejtvonalon megfigyelték, hogy
sejtciklus blokkoldsat idézi el a cyclin/CDK komplex kindz aktivitds szabdlyozdsa, valamint

prosztata karcindma sejtvonalon a MAP kindzok moduldcidja [126,127].
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A ginzeng anti-apoptotikus hatdsdt a BCLZ és a BCL2L1 expresszio erdsitésében és a BAX és a
NOS expressziéjanak csékkentésében, a gdtolt kaszpdz 3 aktivdldsban latjdk [122,123].

Sejtvonalakat vizsgdlé tanulmdnyokban kimutattdk, hogy az Rhl és az Rh2 szerepet jdtszik a
sejtdifferencidlédds szabdlyozdsdban, a ginzeng gdtolta a sejtproliferdciét, az Rb2 panaxadiol
gdtolta az ér- és dattét-képzdédést. A K" vegyiiletrél kimutattattdk hogy gdtolta a
sejtproliferdciét a p27 expressziéjanak novelésével, és a MYC és a ciklin D1 expressziéjdnak

csokkentésével [105].

3.2.2 Trigonella foenum graecum L. (gérégszéna, lepkeszeg)

Trigonella foenum graecum (gorégszéna) magja - a keleti orszdgokban népszer(i nevén
"Methi"- tobbek kozott az indiai fliszerkeverékek egyik fontos alkotérésze [128].

A gorogszéna magja és levelei is alkalmasak fogyasztdsra, az indiai szubkontinensen
ayurvedikus gydgydszatban haszndljdk, cukorbetegség, gyulladdsos megbetegedések,
gasztrointeszcindlis betegségek kezelésére, koleszterin szint rendezd hatdsat is leirtdk
[129,130].

A gordgszéna magja tobb enzimet moduldl, tobbek kozott a gliikoz- és lipid-metabolizmusban
szerepet jdtszé enzimeket. A magbdl kiilonbozé bioaktiv komponenseket izoldltak, f&
vegyiiletei a protodioszcin, trigoneozid, dioszgenin [129]. Néhdny irodalmi adat sziiletett
ennek a gydgy/fliszernovénynek a daganatmegelézé hatdsardl. A gorogszéna mag kivonatardl
valamint egyes szaponin szerkezet(i alkotdrészeirél antikarcinogén hatdst feltételeznek
[129,131,132]. Ezen alkotdrészeknek, valamint a gorégszéna mag kivonatokban kordbban
azonositott néhdny flavonoidnak antioxiddns, immunerésité hatdsdt bizonyitottdk
[133,134,135,136,137]. Vizsgdltdk a gorégszéna mag kivonat hatdsdt Erlich ascites
carcinoma modellen Balb/C egerekben, a daganatnévekedés 70%-os visszaszoruldsat
tapasztaltdk a kontroll dllatokhoz képest [132]. Gordgszénamagbdl izoldlt protodioscin
apoptézis indukdlé hatdsat bizonyitotta Hibasami munkacsoportja, HL-60 human leukémia
sejtvonalon tapasztalta a sejtburjdnzds visszaszoruldsat [131].

A gorégszéna egy mdsik szteroid komponense a szapogeninek csoportjdba tartozé dioszgenin,
mely prekurzora az exogén szteroidhormonoknak (mint pl. progeszteron), valamint a
gyulladdscsékkentd hatdsu szteroidoknak (kortizon) [138]. Moalic és tdrsai ezen vegyiilet
sejtproliferdcié gatlé hatdsdt tapasztaltdk 1547 humdn oszteoszarkoma sejtvonalon,
megfigyelték, hogy a sejtciklust G; fdzisban blokkolta, igy terelve apoptdzis felé a folyamatot
[139]. Ezen sejtvonalon a TP53 tumor szuppresszor fehérje overexpressziéjat mutattdk ki

dioszgenin hatdsdra, ezen mechanizmuson keresztiil indukdlt apoptdzist [140]. Tanulmdnyok
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jelentek meg melyben megdllapitottdk, hogy a dioszgenin visszaszoritotta a TNF dltal indukdlt
NFKBI (NFkB) aktivaciét, az Akt aktivdcié gdtldsdn keresztiil, mely meghatdrozza a DNS
kotédését, az IxBa kindz aktivdldsat, IxBo foszforildcidjat, lebomldsdt. A vegyiilet a NFKB1-
t6l filiggé riporter gén expressziét megsziintette. A dioszgenin szuppresszdlja a
sejtproliferdciét, visszaszoritja az invdziét, gdtolja az oszteoklaszt-képzédést az NFKBI-
szabdlyozta génexpresszié gdtldsin keresztiil, fokozva a citokinekkel vagy kemoterdpids
kezeléssel segitett apoptozist [141].

A fenti adatok alapjdn feltételezhetjiik, hogy a dioszgenin és a gorogszéna mag mds
vegyiiletei antikarcinogén hatdssal rendelkeznek, ezért ezen fitokemikdlidknak fontos

szerepiik lehet a daganatok megelézésében [129]

Tobb novényi eredet(i vegyiiletrdl, kivonatrdl is tudjuk, hogy képesek tsobb ponton is
befolydsolni a karcinogenezis folyamatdt [1]. Kozlemények jelentek meg a rezveratrol, a
kurkumin, a kvercetin komplex hatdsatél, blokkolé és szuppresszdlé dgensként, valamint
apoptézist indukdlé hatdsairdl [91,92]. Feltételezhetd ezek alapjdn, hogy a gordgszéna
bioldgiailag aktiv vegyiiletei az sejtproliferdcio gatldsan és apoptézis indukdlé hatdsdan felil
mds kemopreventiv stratégidkban is a szervezetiink segitségére lehetnek. Ilyen metabolikus
Utvonal lehet a prosztaglandin bioszintézis gdtldsa, melynek enzimjei a lipoxigendzok (ALOX)
és a ciklooxigendzok (COX).

A tobbszorosen telitetlen zsirsavak metabolizmusdban fontos szerepet jdatszé COX-ok (ciklo-
oxigendzok) és a ALOX-ok (lipoxigendzok) befolydsohatjdk a karcinogenezist. A lipoxigendzok
konvertdljdk az arachidonsavat a linolénsavat és mds tobbszordsen telitetlen zsirsavat,
bioldgiailag aktiv metabolittd, melyek befolydsoljdk a jeldtvitelt, a szerkezetet valamint a

metabolizmust [142].
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4. CELKITUZESEK

PhD dolgozatommal csatlakozom az Intézetiinkben folyé molekuldris epidemioldgiai
kutatdsokhoz, melyekben a kifejlesztett dllatkisérletes, korai karcinogén hatdst kimutaté
tesztrendszer segitségével vegyiileteket, kivonatokat vizsgdlhatunk, meghatdrozhatjuk
hatdsukat a daganatok morfoldgiai detektdlhatésdga elétt, a korai génexpresszio-
vdltozdsokbdl kovetkeztethetiink esetleges rdkkelté, mutagén hatdsukra. A kidolgozott
tesztrendszert, kis mddositdssal kemopreventivnek igérkezé vegyiiletek, készitmények korai
vizsgdlatdra is adaptdlhatjuk, vizsgdlhatjuk hatdsukat a tobblépcsds karcinogenezis egyes
|épéseire.

Tadpldlékunkkal potencidlis rdkkeltd dgensekkel, prokarcinogén vegyiiletekkel expondljuk
szervezetiinket, azonban tdpldlkozdssal lehetéségiink nyilik a kdros hatdsok kivédésére,
kemopreventiv molekuldk szervezetiinkbe juttatdsdval, igy tudatos primer prevencids illetve
kemoprevenciés programot hajthatunk végre egyéni szinten is.

Ennek tiikrében kutatdsunkat tdpldlkozdsi aspektusbdl inditottuk, vizsgdlatainkhoz a

kidolgozott dllatkisérletes modell jéI adaptdlhaté.

1. Kutatdsaink elsé felében a transz-2-hexendl hatdsdt kivantuk megvizsgdlni. Irodalmi
adatok szerint ez a novényi eredet(, gylimélcsokben, hiivelyesekben, kdposztafélékben
termel6dé ao.p-telitetlen karbonil vegyiilet Ames teszben mutagénnek bizonyult, karbonil
csoportjdnak kdszonhetden 1,N?-propano-dezoxi-guanozin exociklikus adduktot képez, igy
feltehetdleg a humdn karcinogenezisben is szerepet jatszik.

Célunk volt, hogy hosszitdvi (.long-term”) dllatkisérletben bizonyitsuk tumorképzd
sajdtsdgat, illetve ,short-term” génexpressziés tesztrendszeriink segitségével
meghatdrozzuk egyes onko/szuppresszor génekre, mint kulcsgénekre gyakorolt hatdsadt,

az expoziciét kovets 24, 48 és 72 éra elteltével.

2. Kutatdsaink mdsodik szakaszdban hazdnk tdpldlkozdsi szokdsainak ismeretében egy
potencidlis veszélyforrdsra szerettiik volna felhivni a figyelmet. Savas kériilmények
kozott - pl. a gyomrunkban - nitritek jelenlétében kiilonb6zd fehérjeforrdsokbdl
(hdsokbadl), nitrézaminok képzédhetnek, melyeknek reprezentativ képviselje egy direkt
karcinogén vegyiilet, az N-nitrozo-N-metil-karbamid (MNU). E vegyiilet is adduktképzg,
a DNS guanin bdzisdbdl O°-metil-guanin (0°m&) addukt keletkezik, mutdciét hozva Iétre

tobbek kozott a HrasI gén 12-es kodonjdban.
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Célunk volt, hogy dllatkisérletes modell segitségével megvizsgdljuk, hogy a vegyiilet
befolydsolja-e az dltalunk vizsgdlt kulcsgének (onko/szuppreszor gének) expresszidjdt, s

ezen hatds 6sszefiigg-e a vegyiilet karcinogén hatdsaval.

Flavonoidokral, kalkonokrdl kalkon-szdrmazékokrdl leirtak tumorellenes,
gyulladdscsokkentd, immunszuppressziv hatdsokat, antioxiddns tulajdonsdgokat. Egy
szintetikus kalkon-analégrél, E,E-bis-(2-hidroxi-benzilidén)-aceton-rél (HBA) igéretes
kutatdsi eredmények sziilettek feltételezhetd kemopreventiv hatdsaral.

Célunk volt, hogy meghatdrozzuk e vegyiilet antioxiddns kapacitdsdt 2-dezoxi-D-ribéz
teszt segitségével, valamint a bizonyitottan karcinogén vegyiilettel, DMBA-val, kezelt
kisérleti dllatok egyes szerveiben meghatdrozzuk a Hrasl expressziékat, gyakorlatilag

mint a kemoprevencié biomarkerét.

Epidemioldgiai tanulmdnyok rdvildgitottak arra, hogy a Dél-Eurdpa orszdgaiban éIg
emberek dohdnyzdsi, alkoholfogyatdsi szokdsai ellenére kedvezdbb daganatos haldlozdsi
mutatdkkal rendelkeznek, mint az Uniés dtlag. Epidemiolégiai tanulmdnyok bizonyitjdk,
hogy a Faldkozi tenger partjdn €l emberek eltérd tdpldlkozdsi szokdsaiban keresendé a
vdlasz ezen un. ,mediterrdan” (vagy francia) paradoxonra; a saldtdkkal, mdrtdsokkal, és nem
utolsé sorban kiilonbszd borokkal (vorésbor) bevitt kemopreventiv hatdsd polifenoloknak,
flavonoidoknak, karotinoidoknak tulajdonithaté ez a hatdst.

Az irodalmi adatok alapjdn az anti-karcinogén hatdsu vegyiiletek kéziil a vorosborban
taldlhaté rezveratrol, és a paradicsom egyik fé antioxiddns tulajdonsdgl vegyiilete a
likopin, (¥,¥'-karotin) onko- és szuppresszor-génekre gyakorolt hatdsdt kivantuk
meghatdrozni a karcinogén vegyiiletek tesztelésére kidolgozott .short-term”
dllatmodellen. Célunk az wvolt, hogy a humdn epidemioldgiai tanulmdnyokban
kemopreventinek itélt vegyiiletek rovid tdvd hatdsdt is kimutassuk, bizonyitsuk a

tesztrendszeriink alkalmazhatdsdgat.

Napjainkban egyre t6bb figyelem irdnyul a tdvol-keleti gydgydszatban haszndlt
gydgynovényekre, és a belélik késziilt kivonatokra, étrend-kiegészitékre. A kinai
gydgydszatban tobb ezer éve haszndlt Panax ginsengrél tobb tanulmdny is sziiletett,
leirtdk antikarcinogén, kemopreventiv hatdsdt.

Célunk, hogy az Intézetiinkben kidolgozott rovid tavu dllatkisérletes modellben vizsgdl juk
meg a ginzeng tartalmd tdpot fogyaszté egerek génexpressziés mintdzatdnak vdltozdsat.

Vizsgdlataink sordn feltérképezziik az apoptdzis reguldciéban résztvevd gének kozil a
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Bcl2, Bcl2l1 (Bcl-x) és Ccndl (Ciklin D1) gének mRNS expresszidit a kisérleti dllatok egyes
szerveiben. Feltételeztiik azt, hogy a ginzeng tartalmi tdp az apoptézis indukciéjdn

keresztiil fejti ki kemoprevenciés hatdsat.

A Trigonella foenum graecum (gorogszéna, lepkeszeg) magja - a keleti orszdgokban
népszerli nevén “"Methi” - az indiai fliszerkeverékek kedvelt alkotdrésze. Bioaktiv
komponensei enzimet moduldlhatnak, tébbek kozott a glikéz- és lipid-metabolizmusban
szerepet jdtszé enzimeket. Gyulladdscsokkentd hatdsa miatt az si keleti gydgydszatban
évezredek 6ta haszndljak.

Feltételezziik, hogy hasonléan mds gyulladdscsokkentd hatdsd készitményhez a gorogszéna
tartalmd élelmiszerek szerepet jatszhatnak a karcinogenezis gdtldsdban. Célunk volt hogy,
"short-term” tesztrendszeriink segitségével vizsgdljuk meg a gorogszéna tartalmd tdpot
fogyaszté egerek génexpressziés mintdzatdnak vdltozdsdt. Kisérleti osszedllitasunkban
mRNS szinten, RT PCR segitségével hatdrozzuk meg a gorégszéna hatdsdt a zsirsav
metabolizdlé enzimekre, (ALOX-ok és COX-ok) karcinogén expozicionak (DMBA) kitett

egereken.
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5. ANYAG ES MODSZER

5.1. A kiseérletek soran felhasznalt anyagok

5.1.1. Kisérleti dllatok

4-6 hetes korl karcinogenezis irdnt érzékeny beltenyésztett H-2* haplotipusd néstény

CBA/Ca, C3HE-mg és AKR/J egereket és 6-12 hetes ndstény Fischer 344 Wistar és Long

Evans patkdnyt haszndltunk, melyek tenyésztése Intézetiink dllathdzdban folyik.

5.1.2. Vegyszerek,tdpok, oldatok, primerek

Oltdsra haszndlt vegyiiletek:

7 12-dimetil-benzantracén (7,12-Dimethylbenz[aJanthracene DMBA - cat. No.: 39570-
100MG Sigma-Aldrich)

N-nitrozo-N-metil-karbamid (N-Nitroso-N-methylurea MNU - cat. No.: N1517 Sigma-
Aldrich)

Rezveratrol (3,4’ 5-Trihidroxi-transz-sztilbén - cat. No.: R5010 Sigma-Aldrich)

Likopin (lycopene - cat. No.: L9879 Sigma-Aldrich)

E,E-bis(2-hidroxi-benzilidén)aceton dindtrium séja (HBA-disodium salt - szintetizdlta a
PTE AOK Gydgyszerészi Kémia Intézet; Dr. Perjési Pdl)

Trans-2-Hexen-1-al (levélaldehid - cat. No.: W256005 Sigma-Aldrich)

Kukoricaolaj (Corn oil - cat. No.: 8267 Sigma-Aldrich)

Fizioldgids sé oldat

Specidlis tdp:

Azsiai Ginseng gyokér por (Panax ginseng C. A. Mayer - Nyugat-magyarorszdgi Egyetem,
Mezégazdasdg-  és élelmiszertudoményi Kar,  Novénytudomdnyi  Intézet,
Gyégynovénytermesztési Tanszék; prof. Dr. Makai Sdndor.)
Gorogszéna mag por (Trigonella foenum graecum L. - Nyugat-magyarorszdgi Egyetem,
Mezégazdasdg-  és élelmiszertudoményi Kar,  Novénytudomdnyi  Intézet,
Gyégynévénytermesztési Tanszék; prof. Dr. Makai Sdndor.)

Specidlis tdp keverési protokollja
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50 % dardlt normdl rdgcsdlé tdpot és 50% gorogszéna mag illetve ginseng gyskér port
osszekevertiik. A porkeveréket csapviz segitségével pépesitettiik, hasdabokba szabdaltuk,

majd szdritdszekrényben kiszdritottuk.

RNS izoldlds reagensei

Trizol Reagent (cat. no.: 156596018; Invitrogen - Csertex Kft)

Kloroform (cat. No.: 7559 Sigma-Aldrich)

i-prolil-alkohol (cat. No.: I9516 Sigma-Aldrich)

75 %-os etil-alkohol (96%-os etanolbdl higitva - Egyetemi Gydgyszertar)

DEPC viz - Dietil-pirokarbamdt - Cat. No.: D5758 Sigma Aldrich - oldatdbdl 0,1%-osra
higitva

MagNA Pure Compact RNA Isolation Kit (Tissue) (Roche Applied Science - Roche

Magyarorszdg Kft)

Hibridizdlds reagensei

ECL™ direct nucleic acid labelling and detection systems (cat. No.: RPN3001; Amersham
Biosciences)

"UltraPure™" 20X SSC (cat. No.: SKU# 15557-036: Invitrogen - Csertex Kft)

5xSSC - 20-szorosbdl higitva

2xSSC - 20-szorosbdl higitva

Hybond N+ Nylon Transfer Membrane (cat. No.: RPN203B; Amersham Biosciences)

DNS prébdk (Myc, Hrasl és Trp53 - Pécsi Tudomdnyegyetem, Altaldnos Orvostudomdnyi

Kar, Orvosi Biolégiai Intézet, prof. Dr. Szeberényi Jozsef)

Q-RT-PCR reagensei

Power SYBR Green PCR Master Mix (cat no.: 4367659; Applera Magyarorszdg Kft)
TagMan Reverse Transcription Reagents (cat no.: N808-0234; Applera Magyarorszdg Kft)
A primereket (III. tdblazat) a Primer Express™ Software-rel (Applied Biosystems)

terveztiik, az Integrated DNA Technologies szintetizdlta

A 2-dezoxi-D-riboz degraddcids teszt vegyszerigénye

foszfatpuffer (pH=7,4);

2-dezoxi-D-ribdz; (cat. No.: D5899 Sigma-Aldrich)

NaCl (Natrium-klorid cat. No.: S3014 Sigma-Aldrich)
vas(II)-szulfdt; (FeSO4x7H,0 cat. No.: F7002 Sigma-Aldrich)
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e H,0;; (hidrogén-peroxid; cat. No.: H3410 Sigma-Aldrich)

e etilén-diamin-tetraecetsav natrium séja (EDTA cat. No.: CNBI34103 Calbiochem - Merck)
e TBA (tiobarbitursav) cat. No.: 88481 Fluka)

e 5,6%-o0s triklér-ecetsav (TCA cat. No.: T6399 Sigma-Aldrich)

Gén neve szimbdlum Forward Primer / Reverse Primer
. 5" CATTATCAATGATGTACCATG 3'

B-cell leukemia/lymphoma 2 Bcl2 5 GCAGTAAATAGCTGATTCEAC 3

. 5" ATGGCAGCAGTGAAGCAAGC 3
Bel2-like 1 Bel2it 5 ACGATGCGACCCCAGTTTACTC 3'
Cyelin D1 Cendl 5" ATGGAACACCAGCTCCTGTG 3

ye cn 5' ACCTCCAGCATCCAGGTGGC 3'

Prostaglandin-endoperoxidase coxi 5' CCAGAACCAGGGTGTCTGTGT 3
syntase 1 (cyclooxigenase 1) 5' 6TAGCCC6TGCGAGTACAATC 3
Prostaglandin-endoperoxidase COX2 5 TGETGCCTGGTCTGATGATG 3
syntase 2 (cyclooxigenase 2 5' GTGGTAACCGCTCAGGTGTTG 3
Arachidonate omega-6- ALOX15 5'-GACCGAGGGTTTCCTGTCTC-3'
lipoxygenase 5'-TGTCTCCAGCGTTGCATCC-3'

. . 5 TTTTATTTTTAAATGCCTAAACAAG 3
Arachidonate 12-lipoxygenase ALOX12 5' ACACTCCACATTAGTATTCTAACTACA 3'

. . 5" GGACCTCAGCATGTGGTATG 3'
Arachidonate 5-lipoxygenase ALOX5 5 6CTEGETCAGGGETACTTTA 3
Hypoxanthine guanine Hortl 5' CAGGACTGAAAGACTTGCTC 3
phosphoribosyl transferase 1 Pr 5 TCATAGGAATGGACCTATCAC 3'

IIT. tdblazat. Primer szekvencidk

5.1.3. Készilékek

MagNA Pure Compact (Roche Applied Science) nukleinsav izoldlo rendszer

A MagNA Pure Compact (Roche Applied Science) nukleinsav izoldlé rendszer teljesen
automatizdlt, teljesitménye max. 8 tisztitds futtatdsonként. Elénye, hogy Real Time PCR-hoz,
microarray-hoz alkalmas DNS-t, RNS-t lehet nyerni vele, a kontamindcié veszélye a
minimdlisra csokkenthetd. Szoveti RNS izoldlé protokollja 50-100 pl tisztitott nukleinsav

oldatot képez.
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ABI Prism 5700 RT PCR

Kisérleteinket az ABI Prism 5700 késziilék segitségével végeztiik, mely rendelkezik egy
beépitett normdl PCR géppel (termal cycler 96 poziciéval) és egy CCD kamerdval. Az emittdlt
fluoreszcens jeleket 500-600 nm kozott detektdlja. Az eredményként kapott fluoreszcens

extinciot egy AD-konverteren keresztiil szamitégépes program segitségével értékeljiik ki.

5.2. Modszerek

5.2.1. Kisérleti dllatok kezelési sémdja

CBA/Ca egerek ,.short-term” kezelése

A kisérlet sordn CBA/Ca H-2* haplotipust, 4-6 hetes beltenyésztett néstény egereknek ip.
meghatdrozott dézisd (30 mg/ttkg dézisiban MNU; olddszer: izoténids oldat), 50mg/ttkg
transz-2-hexenal (oldészer kukoricaolaj). A kontroll csoport 0,1 cm® oldészert kapott,
tdpldlékot mindegyik csoport egyedei igény szerint (ad /ibitum) fogyaszthattak. A karcinogén
expoziciét kovets 12/24 éra (MNU kezelés esetén) illetve 24/48/72 ora (2-hexenal kezelés
esetén) elteltével az dllatokat cervicalis diszlokdcié (CD) utdn felboncoltuk, szerveiket
(csontvelé, mdj, Iép, vese, tiid8, hasi nyirokcsomé és csecsemdémirigy) kiemeltiik és -80 °C-on

tdroltuk, majd mRNS-t izoldltunk TRIZOL protokoll szerint.

CBA/Ca, AKR/J, C3He-mg egerek Long-Evans, Fischer 344 és Wistar patkdnyok .long-term”
kezelése

A krénikus kisérletek sordn CBA/Ca H-2%, AKR/J H-2* és C3He-mg H-2% egér, valamint Long-
Evans, Fischer 344 és Wistar patkdny 50 mg/ttkg kukoricaolajban oldott transz-2-hexendlt
kapott ip. a kisérlet 1., 8. és 15. napjdn (6sszesen 150 mg/ttkg). A kontroll dllatokat azonos
mennyiségl kukoricaolajjal oltottuk.

18 hénap tilélési idé utdn az dllatokat felboncoltuk, a benniik kialakult daganatokbdl
szovetmintdt vettiink és hagyomdnyos szévettani feldolgozdsnak vetettiik ald. A paraffinba
dgyazott blokkokbdl vdgott 5 um-es, hematoxilin-eozinnal festett metszeteken

fénymikroszkdppal, 50x és 100x nagyitdssal vizsgdltuk a fumorok szévettani képét.

CBA/Ca egerek kezelése ,short-term” kemoprevencids tesztrendszerben

A kisérlet sordn CBA/Ca H-2% haplotipusd, 4-6 hetes beltenyésztett néstény egereket az
aldbbi kezelés protokoll szerint ip. oltottunk (IV. tdblazat). A negativ kontroll csoport 0,1
cm® kukoricaolajat kapott, a pozitiv kontroll 20 mg/ttkg DMBA-t, a vizsgdlt vegyiiletet
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(dézis: 20 mg/ttkg rezveratrol illetve likopin és 4.36 mg/ttkg HBA) a karcinogén expozicio
elétt 24 éraval (III: csoport), a karcinogén expoziciéval azonos idében (IV. csoport), valamint
az azt kévetd 24. ordban (V. csoport), oltottuk az dllatokba, tdpldlékot mindegyik csoport
egyedei igény szerint (ad /ibitum) fogyaszthattak. Karcinogén expoziciét valamint az utolsé
kezelés utdn 24 drdval cervikdlis diszlokdcié (CD) utdn az egerek szerveit kiemeltiik, majd

Trizol protokoll szerint mRNS-t izoldltunk beléle.

I. csoport | II. csoport .III; csopor'r .IV.IcsoporT V. csoport VI..csolporT
kukoricaolaj DMBA vizsgdlt vegyiilet | vizsgdlt vegyiilet DMBA vizsgdlt
+ DMBA = DMBA + vizsgdlt vegyiilet vegyiilet
1. nap DMBA
Vizsgdlt Vlzsgalf o . Vizsgdlt
2. nap veaviilet vegyiilet Vizsgdlt vegyiilet veaviilet
I DMBA v
3.nap | KUROriCa | mpa DMBA b b b
olaj
4. nap cD cD cD

IV. tdblazat: CBA/Ca egerek kezelési sémdja kemoprevencids tesztrendszerben

AKR/J egerek kezelése a gorégszéna és ginseng tartalmu tdp vizsgdlata sordn

A kisérletben a 4-6 hetes néstény AKR/J H-2* egereket négy csoportba osztottuk. Az elsé és
harmadik csoport egyedei normdl tdpot fogyasztottak igény szerint a kisérlet végéig (7. nap),
a mdsodik és negyedik csoport specidlis tdpot fogyasztott. A harmadik és negyedik csoport a
kisérlet hatodik napjan DMBA kezelést kapott (20 mg/ttkg, ip.). (V. tdblazat). Mind a négy
csoport egyedeit a karcinogén expozicié utdn 24 drdval cervicalis diszlokdcié (CD) utdn
felboncoltuk, szerveikbdl (vese, mdj, lép, tiidd) mRNS-t izoldltunk MagNA Pure Compact

Instrument késziilékkel (Roche Applied Science).

1-7 nap 6. nap 7. nap

I. csoport normadl tdp

IT. csoport specialis tdp
cD

IIT. csoport | normdl tdp

20 mg/ttkg DMBA ip.
IV. csoport specialis tdp

V. tdbldzat: AKR/J egerek kezelési sémdja gorégszéna és ginseng kezelés esetén
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5.2.2. RNS izoldlds

RNS izoldlds Trizol protokollal

50-100 mg szévetmintdt homogenizdltunk 1 cm® TRIZOL reagensben 4 cm3-es csében 45-
90 mdsodpercig. A minta mennyisége hem haladhatja meg a homogenizdldshoz haszndlt
TRIZOL reagens mennyiségének 10 %-at

a homogenizdlt mintat 5 percig inkubdltuk szobahémérsékleten

Hozzdadtunk 0,2 cm? kloroformot. Osszerdztuk erdsen a csovet 15 mp-ig

2-3 perc inkubdlds utdn lecentrifugdltuk a mintdat 12000 g-vel 15 percig 2-8 °C-on.
Atvittiik a vizes fdzist egy tiszta csébe. Hozzdadtunk 0,5 cm?® izopropil-alkoholt.

10 perc inkubdlds utdn Gjra lecentrifugdltuk 12000 g-vel 10 percig 2-8 °C-on. Centrifugdlds
elétt az RNS precipitdtum gyakran nem lathatd, centrifugdlds utdn a csé aljan gélszer(
csapadékot képez.

a feliiliszé lesntése utdn az RNS-t mostuk 1 cm® 75 %-os alkohollal.

vortexelés utdn lecentrifugdltuk 7500 g-vel 5 percig 2-8 °C-on.

a feliiliszot ledntottik, majd megszdritottuk a csapadékot. 300-500 ul RN-dz mentes
vizben (DEPC viz) oldottuk.

A szervekbdl izoldlt mRNS-t a hibridizdcidig -80 °C-on tdroltuk.

RNS izoldlds MagNA Pure Compact Instrument késziilékkel (gorogszéna és ginseng hatdsdnak

vizsgdlata)

Lizdltunk és homogenizdltunk 50-70 mg szovetet 1 cm® Lysis Buffer-ben, 4 cm*-es csében
45-90 mdsodpercig

Inkubdltuk a mintdt 30 percig szobahémérsékleten

Centrifugdltuk 17000 fordulaton 5 percig

A feliiliszébdl 350 pl-t pipettdaztunk dt mintatarté csébe (Sample Tube)

A csovet a késziilék mintatarté dllvdnydba tettik (Sample Rack) és elinditottuk az
.RNA_Tissue protokoll"-t az aldbbiak szerint:

Kicsomagoltuk a reagens-kdrtydt, és inkubdltuk 30 percig szobahémérsékleten

Beolvastuk a kazetta vonalkédjat, majd behelyeztiik a kdrtyatarté fidkba (Cartrigde
Rack), ezt annyiszor ismételtiik, ahdny izoldldst szerettiink volna végezni (max. 8 mintat
képes a gép egyszerre izoldlni, igy a mi 12 mintankat 2 ., forduléval” tudtuk megoldani)

A mintdkat a mintatarté rekeszbe helyeztiik (Sample Rack)

Kivdlasztottuk az izoldcids protokollt a .Protocoll Menu"-ben, ezenkivil az eldciés

térfogatot (50 vagy 100 ul)
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e Megfeleld szaml pipettahegy készletet tettiink a hegytarté rekeszbe (izoldldsonként egy)

e Roviden lecentrifugdltuk a DN-dzt és 20 ul-t (izoldldsonként) tettiink a mintacsg aljara. A
DNase tartalmd nyitott mintacséveket a mintatarté mdsodik sordba helyeztiik.

e Leolvastuk a minta vonalkédot az elsédleges mintacsébal.

e Visszahelyeztiik a gépbe valé tubus tarté dllvanyt.

o Beszkenneltiik az "Elution Tube"-k vonalkédjait (ebben lesznek a végén az izoldtumok);
ezeket az ellcidos csoveket behelyeztilkk az dllvdnyba (Elution Tube Rack), majd
visszatettiik a berendezésbe.

e Miutdn az izoldlé kazetta visszakeriilt a késziilékbe, véglegesitettiik az adatokat, végiil
pedig beinditottuk a futdst.

Az ellciés tubusba keriil6 RNS oldatbél Q-RT-RCR-t végeztiink az aldbbi protokoll szerint, a

fel nem haszndlt oldatot -80 °C-on tdroltuk.

5.2.3. Nukleinsavak blottoldsa, hibridizdlds

o A préba jelolését és a detektdldst az ECL™ direct nucleic acid labelling and detection
systems protokollja szerint végeztiik. A préba koncentrdciéjanak a hibridizdciés oldatban
10 ng/ml-nem kell lennie. (Minimdlis mennyisége 200 ng/20 pl.) A DNS prébat Eppendorf
csdben 5 percre 100 °C-os vizfiirdében denaturdltuk, majd 5 percig jégen tartottuk, majd
rovid ideig (kb. 5 mp-ig) centrifugdltuk.

e Azonos mennyiségli jelolé reagenst adtunk hozzd (Labelling reagent), 6sszekevertiik. A
jelold reagens mennyiségével azonos mennyiségli glutdraldehid oldatot adtunk hozzd,
osszekevertiik Vortex-el (1 mp). Centrifugdltuk 5 mp-ig. Inkubdltuk 37 °C-on 10 percig.

e Az RNS végkoncentrdcidjat 10 ug/50 pl-re dllitottuk be DEPC vizzel

e A blottert RN-dz mentesitettiik, a Hybond membrdnt 5xSSC-vel telitettik, majd a
késziilék osszeszerelése utdn 50 ul 20 x SSC-t (DEPC-es) szivattunk dt minden lyukon.
Atszivattuk a vizsgdlandé RNS mintdkat, a pozitiv és negativ kontrollokat (50-50 ul), majd
20xSSC-vel mostuk.

e Az RN-dz mentesitett hibridizdlé csévekbe helyeztiik az RNS-t tartalmazé membrant, 8-
10 cm? hibridizdcids pufferrel elékezeltiik 15 percig a 42 °C-os hibridizalé kamrdban.

e Hozzdadtuk a jelslt DNS prébdt a hibridizdciés pufferhez, majd 42 °C-on rdzatva
inkubdltuk egy éjszakadn dt.

e Mdsnap a membrdnokat dtraktuk 42 °C-ra elémelegitett .primary wash buffer”-t
tartalmazé mosé tdlba és 20 percig 42 °C-on rdzattuk, a moséfolyadékot lesntottiik,

frisset ontottink rd és ismét 20 percig rdzattuk 42 °C-on.
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A membrdnokat dtraktuk tiszta tdlba és 2xSSC-t 6ntéttiink rd, szobahdmérsékleten
razattuk 5 percig.

A moséfolyadékot leantottik, frisset ontottiink rd és ismét rdzattuk szobahdmérsékleten
5 percig.

A detekcids oldathoz 1:1 ardnyban mértiik ssze az 1-es és a 2-es detekcids reagenst (ECL
kit).

A mdsodik mosdoldatbél kivettiik a membrdnt, évatosan leitattuk. Tiszta edénybe tettiik
és a detekcids oldatot rdmértik a mintdkra. Pontosan 1 percig szobahdmérsékleten
inkubdltuk, majd a felesleges detekcids oldatot leitattuk rdla.

A membrdnt félidba becsomagoltuk, majd a kazettdba helyeztiik mintdval felfelé.

Sotét szobdban behelyeztiik a filmet a kazettdba (piros fényben).

1 6ra expozicié utdn réntgen laboratériumban eléhivattuk.

Quantiscan szoftver segitségével meghatdroztuk az optikai denzitdst, mely ardnyos a

keresett mRNS koncentrdcidjdval.

5.2.4. Kvantitativ RT-PCR protokoll Gene Amp® 5700 SDS rendszerrel

A kvantitativ RT-PCR-t az Applied Biosystems Power SYBR Green PCR Master Mix protkolja

alapjdn az aldbbiak szerint végeztiik. A haszndlt kit a primereken kiviil a reakciéelegy 6sszes

alkoté elemét tartalmazza.

A ,GeneAmp 5700 SDS verl.3" szoftverben bedllitottuk a héprogramot (VI. tablazat), a
megtervezett plate alapjdn a reakcié paramétereit bedllitottuk.

A reakcid tervezésétdl fiiggé reakcidelegyet jégen Gsszemértiik (a mix tartalmazza az 2X
koncentrdcid ju Power SYBR Green PCR Master Mixet, a TagMan Reverse Transcriptase-t,
TagMan RNAse Inhibitort, primereket, steril bidesztvizet), majd 22,5 pl-t a celldkba
pipettdztunk. Az egy celldba keriild optimalizdlt reakcidelegy o6sszetétele a VII.

tabldzatban taldlhatd.

Lépés Reverz AmpliTaq Gold 40 db PCR ciklus
Traszkripcié aktivdcié denaturdcio extenzié
Hémérséklet/idé 48 °C 95°C 95°C 60°C
30 perc 10 perc 15 mp. 1 perc
Végtérfogat celldanként: 25 ul

VI. tdblazat: A Q-RT-PCR sordn alkalmazott héprogram
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e 25 pl templdt RNS-t pipettdztunk a reakciéelegyhez (minden celldba a megfeleldt), majd
a platet lefedtiik egy specidlis fdlidval.

e A plate-t a késziilékbe helyeztiik, a megfelel§ poziciéba régzitettik a CCD kamerdt, majd
a szoftver segitségével elinditottuk a reakciét.

e Az ABI Prism 5700 késziiléket vezérlé .GeneAmp 5700 SDS 1.3" outputja egy riport,
melyet Microsoft Excel tdbldzatkezelé szoftverrel beolvastunk, beléle a génexpresszids

adatokat szdmoltuk az aldbbi képlet alapjdn (comparative CT experiments)

- ACy = (Crovizsgat gén-CT-HPRT1 gén)
Génexpresszi6 %= 2 = 2
Power SYBR Green PCR Master Mix 12,5 ul
TaqMan Reverse Transcriptase 0,125l
TagMan RNAse Inhibitor 0,5 ul
Primer 1-1 4l
RNS templat 2,5l
steril bidesztilldlt viz 7,375 ul
Végtérfogat: 25,0 ul

VII. tdblazat: Egy celldban Iévé reakcidelegy 6sszetétele

5.2.5. Antioxiddns kapacitds meghatdrozdsa

A 2-dezoxi-D-rib6z degraddcidjdnak vizsgdlatat EDTA (etilén-diamin-tetraecetsav)
jelenlétében és anélkiil is elvégeztiik.

A reakcidelegy osszetétele EDTA alkalmazdsa nélkil: 30 mM foszfdatpuffer (pH=7,4); 9 mM
2-dezoxi-D-rib6z; 40 mM NaCl, 30 uM vas(II)-szulfat; 50uM H,O,; 200 uM HBA ndtrium séja
(a vegyiilet 6ssztérfogatdnak megfelelé térfogatd 1% (v/v)-os DMSO-ban oldva)

Az EDTA jelenlétében végzett kisérlet sordn a reakciéelegy 36 pM EDTA-t tartalmazott. A
reakcidelegyeket 37°C-on inkubdltuk, majd meghatdrozott idépontokban mintdt vettiink
beldle, amelyben meghatdroztuk a tiobarbitursav (TBA) reaktiv anyagok mennyiségét. A
megfelelé referencia elegyek HBA Na-séja helyett 1 % (v/v)-os DMSO-t tartalmaztak. A vak
osszetétele hasonlé volt a megfelelé elegyhez, de nem tartalmazott vas(II)-szulfdtot.

A mintavételkor jelenlévé TBA reaktiv anyagok meghatdrozdsat 1 cm® mintdbdl végeztiik. A

mintdhoz 0,5 cm® 1%-os tiobarbitursav oldatot és 0,5 cm® 5,6%-o0s triklér-ecetsavat adtunk,
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majd 8 percig 100°C-os glicerines fiirdében inkubdltuk. A szobahdmérsékletre hitott oldat

abszorbancidjat 532 nm-en mértik, a vakkal szemben.
5.2.6. Statisztikai analizis
A gorogszéna és a ginseng hatdsdnak meghatdrozdsa sordn elvégzett hdrom pdrhuzamos

vizsgdlat eredményeit dtlagoltuk, majd az igy meghatdrozott relativ génexpressziokat

dbrdzoltuk, y ? prébdval szdmoltuk a konfidencia intervallumokat.
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6. EREDMENYEK, MEGBESZELES

6.1. A transz-2-hexenal in vivo vizsgdlata

Munkdnk sordn dllatkisérletes tesztrendszer segitségével vizsgdltuk a transz-2-hexenalnak
két kulcsgén, a Trp53 tumor szuppresszor gén és a Hrasl gén expressziéjanak vdltozdsdra
kifejtett hatdsat kiilonbozé szervekben (mdj, csecsemémirigy, tiids, lép, csontveld,
nyirokcsomd, vese) a karcinogén expozicié utdn 24, 48 és 72 érdval. Krénikus kisérletben a
transz-2-hexenallal indukdlt tfumorok kialakuldsdt vizsgdltuk.

24 ordval a transz-2-hexenal expozicié utdn a kezeletlen kontroll dllatokkal Gsszevetve nem
tapasztaltunk overexpressziét a kisérleti dllatok szerveiben HrasI gén esetén. A Trp53 tumor
szuppresszor gén esetén megfigyelhetd, hogy CBA/Ca és AKR/J egerek esetén a
csecsemdmirigyben a kontroll csoporthoz képest megemelkedett az expresszié, azonban a
t6bbi szerv (mdj, tiidé, vese, Iép, nyirokcsomd, csontveld) nem mutatott jelentés kiilonbséget
(18. dbra).

A transz-2-hexenal expozicié utdn 48 érdval felboncolt kisérleti egerek szerveibdl izoldlt
mRNS-ek koncentrdciéi alapjan CBA/Ca egerek esetén a mdj, lép és tiidészovetben, AKR/J
egereket vizsgdlva csecsemémirigyben, C3He-mg egerek esetén vesében, csecsemémirigyben
és csontvelében detektdltunk Hras! onkogén expresszié emelkedést. Trp53 tumor
szuppresszor gén esetén CBA/Ca egereknél mdj, Iép, tiidé és csecsemdmirigy overexpressziét
mértiink, AKR/J egereknél csak a csontvelében, C3He-mg egereknél a mdjban, |épben,
nyirokcsomoban és a csontveldben tapasztaltunk génexpresszié emelkedést a transz-2-
hexendl expozicié hatdsdra (19. dbra).

Az expozicié utdn 72 érdval boncolt egerek szerveit vizsgdlva azt tapasztaltuk, hogy CBA/Ca
egereknél a mdj kivételével a Hrasl relativ koncentrdcidja (a B-aktinhoz képest) nem
magasabb jelentdsen a szervekben. AKR/J egérben a mdjban és a csontvelében volt észlelhetd
a transz-2-hexendl génexpresszionovelé hatdsa, C3He-mg egerek esetében azonban még 72
ordval az expozicié utdn is mértiink magasabb Hras! expressziét a mdjban, vesében,
csecsemdmirigyben és a csontvelében. A Trp53 gén expresszids spektruma, eltérd képet
mutatott a kiilonb6zé beltenyésztett egértorzsek esetén. 72 érdval az expozicié utdn a
CBA/Ca egerek mdjdban, tiidejében és veséjében volt magasabb a génexpresszié a kontrollhoz
képest, AKR/J egereknél csak a csontvelében taldltunk overexpressziot, C3He-mg egerek
szervei kozil a mdj, a vese a csecsemdmirigy és a nyirokcsomé expresszdlt nagyobb

koncentrdciéban Trp53-mRNS-t (20. ébra).
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A krénikus kisérletekben a vizsgdlt 12 db néstény CBA/Ca H-2* egérben daganatot nem
taldltunk, mig a 12 db néstény AKR/J H-2* egér koziil egyben leukémids megbetegedés, a 12
db néstény C3He-mg H-2* egér koziil egyben mdjkarcindma, kettében pedig vesetumor alakult
kii. A 12 db néstény Long-Evans patkdnyban egy fiiltémirigy-karcindmdat és egy
adenokarcindmdt, a 12 db ndstény Fischer 344 patkdnybdl kettében tiidédaganatot, a 12
Wistar patkdny koziil kettdben szintén tiidétumort taldltunk. Két daganat szévettani képe a
21. dbran lathaté (21A és 21B dbra). A kezeletlen kontroll csoportokban a kisérlet ideje

alatt nem keletkezett daganat.

21. dbra. Krdnikus kisérletben kialakult daganatok 2-hexenal expozicié utdn. Kiterjedt duktdlis
proliferdcié periduktdlis fibrézissal és glanduldris hiperpldzia a fiiltémirigy lobulusaiban, 50x nagyitds
(A). Kiterjedt atipusos epithélsejt-proliferdcié kétirdnyd differencidléddssal, extenziv keratinizdcié (1

ciszta), szebdceus differencidcié, 100x nagyitds (B).

A 2-hexenal természetes fungicidként viselkedd vegyiilet, sériilés esetén enzimatikus
folyamatokban képzédik a névényben, gombdk és egyéb mikroorganizmusok ellen védve azt.
Tlyen esetekben a sériilés helyén a transz-2-hexenal koncentrdciéja jelentésen megnovekszik
az ép részekben taldlhaté mennyiséghez viszonyitva [64]. Genetikailag mdédositott vagy
keresztezett novényekben azonban nemcsak a sériilés helyén emelkedik a transz-2-hexenal
koncentrdcid, a novény folyamatosan termeli, sériiléstdl fliggetlenil. Minden eddigi adat arra
enged kovetkeztetni, hogy az emberek jelentés mértékben expondltak trasz-2-hexendllal, és
igy e vegyiiletnek, mutagén/karcinogén aktivitdsdanak megfeleléen, fontos szerepe lehet a
humadn karcinogenezisben [143,144,145,146].

Bdr az Intézetiink dltal haszndlt kisérleti tesztrendszer kivdléan alkalmas kiilsnbozé
karcinogén vegyiiletek hatdsdnak kimutatdsdra [147,148,149,150,151,152], az ismerten
genotoxikus karcinogén vegyiiletektél (DMBA, NP) eltéréen a transz-2-hexenal nem indukdlt a

vizsgdlt kulcsgénekben hasonlé mértékid korai génexpresszié-emelkedést, ugyanakkor a
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krénikus kisérletben karcinogén hatdstnak bizonyult, az dllatokban daganatok kialakuldsat
eredményezte.

CBA/Ca egerek esetén a korai génexpresszié vdltozdsokat kovetéen nem alakultak ki
daganatok, noha az dllatok kémiai karcinogének és/vagy sugdrzds irdnt érzékenyek. Ilyen
tipusd indukcié utdn nagy %-ban alakulna ki daganatok. Az AKR/J és a C3He-mg egerek
malignus  folyamatai  6sszefiiggésbe hozhaték az expoziciét kovetd magasabb
onko/szuppresszorgén expresszioval spontdn (.nhaturally occuring”) daganatfrekvencidjuk
kapcsdn is.. Kisérleti eredményeink alapjdn feltételezhetd, hogy mds, a tumorgenezisben
szerepet jdtszé gének vdltozdsai, vagy epigenetikus hatds jdtszik szerepet a transz-2-
hexendl dltal okozott daganatok kialakuldsdban. Ezen hatds bizonyitdsdrdra, valamint a transz-
2-hexendl mds génekre kifejtett késdi hatdsdnak vizsgdlatdhoz tovdbbi kisérletekre van
sziikség. Tovdbbd egyénileg tervezett DNS-chipekkel a karcinogén hatds hdtterében dllé Gj
biomarker gének azonosithatdék. Terveink kozt szerepel a transz-2-hexendllal kapcsolatos

irodalomban nem kozolt genotoxikus tesztek és comet assay elvégzése is.

6.2. Az N-nitrozo-N-metil-karbamiddal kezelt CBA/Ca egerek génexpresszios

profiljanak vizsgdlata

Az intézetiinkben kifejlesztett dllatkisérletes modell segitségével a karcinogenezis korai
molekuldris epidemioldgiai biomarkereit vizsgdltuk a Hras! és Myc kulcs protoonkogének
illetve Trp53 tumor szupresszorgén expressziét hatdroztuk meg. Kisérletiinkben a
genotoxikus, direkt karcinogén MNU hatdsait hasonlitottuk 6ssze az dltalunk kordbban észlelt
in vivo DMBA okozta génexpressziés emelkedéssel.

Az MNU kezelés utdn mdr 12 ordval a tiidében, nyirokcsoméban és csontvelében magasabb
Hras1 génexpressziot tapasztaltunk, mint a kontroll csoport szévetmintdiban (22. dbra).
Lathatd, hogy a kezelést koveté 24. ora elteltével (csontvelét kivéve) az MNU hatdsa
lecsengett.

A Trp53 tumor szuppresszorgén expressziéja a mdjban, tiidében és csontveldben nétt MNU
hatdsdra a kezelést kovetd 12. érdban. Lép, vese, nyirokcsomé és csecsemémirigy esetén nem
tapasztaltunk szignifikdans kiilonbséget a kezelt és a kontroll csoport kozott ebben az
idépontban, 24 éra elteltével azonban a csecsemdmirigyben, a vesében és a nyirokcsoméban
nagy ardnyd génexpressziéo csokkenést tapasztaltunk valamint a csontvelében nem volt

mérhetd a Trp53 gén expressziéja (23. abra).
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22. abra: CBA/Ca egerek kiilonb6zd szoveteibsl meghatdrozott génexpressziés mintdzat az MNU
kezelést kavetd 12. és 24. rdban Hrasi gén esetén

A Myc esetén a tiidében, a nyirokcsomdban és a csontveldben szignifikdns génexpresszié
emelkedést tapasztaltunk 12 éra elteltével; 24 ordval a kezelés utdn mind a hét szervben az

MNU-val kezelt csoport egereinek szévetmintdiban alacsonyabb Myc génexpressziét mértiink,

mint a kontrollban (24. dbra)
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23. dbra: CBA/Ca egerek kiilonb6zd szoveteibsl meghatdrozott génexpressziés mintdzat az MNU
kezelést kaovetd 12. és 24. 6rdban Trp53 gén esetén
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In vivo az MNU kezelés hatdsa a célszervekben a vizsgdlt génexpressziékra (Myc, Trp53,
HrasI) heterogén és nagyban fiigg a hatdanyag beaddsdnak helyétél és mdédjatol
[78,80,82,83].

Hrasl gén expresszidja a kiilonbozé szovetekben erdsen eltéré és expresszidjanak a
novekedése a csontvelében és a nyirokcsomékban mdr a 12 6rds kezelést kovetden és megfelel
az észlelt rovid tdvd hatdsnak. Talcott és mtsai. leirtdk: az MNU hatdsdra mdr egy nap alatt a
csecsemdmirigy nagysdga szignifikdnsan csokken. Ezt aldtdmasztja a csecsemémirigyben
tapasztalt Hrasl és Myc expresszié csokkenés [153]. A Hrasl gén expressziéja 24 érdval a
kezelést kovetden visszadllt megkszelitéleg a kontroll szintjére. Hras! mutdciok hatterében
tehdt a specifikus DNS kdrosodds dllhat.

Guo és mtsai. kutatdsi eredményei alapjan a dllandéan aktivdlt dllapotban lévé Hrasl gén
overexpressziéja dltaldnossdgdban véve nem mieloid leukémidt, hanem a limfoid sejtek
transzformdciéjat okozta [154]. Ezt aldtdmasztja, hogy a csontveldben és a nyirokcsomdban

taldltunk magas Hras1 génexpressziot.
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24. dbra: CBA/Ca egerek kiilonbszg szoveteibdl meghatdrozott génexpresszids mintdzat a kezelést
koveté 12. és 24. érdban Myc gén esetén

Radany és mtsai. tumorszupresszor gén(ek) jelenlétét fedezték fel az egér 4-es
kromoszomadjdan, melyek mutdns Hras! génexpresszié esetén bizonyos tumorok kialakuldsdban

vesznek részt [159]. Emelett ,loss of heterozygosity” (LOH) jelenséget irtdk le a 4-es egér
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kromoszoma tumorszuppresszor génjein néhdny tiidédaganatban és csecsemémirigy eredet(
limfémdban is [83,155,156,157]. Ez egybevdg azzal a megfigyeléssel, hogy az 1-es, 4-es 5-6s
és a 10-es kromoszoma képiaszdm novekedését figyelték meg Kang és mtsai [82].

Az MNU dltal okozott timusz (csecsemdmirigy) eredetii limféma kialakuldsdnak a genetikai
hdttere még nem pontosan ismert, de a Myc onkogén overexpressziéja jellemzg erre. Ez
megmagyardzhatja az MNU kezelés heterogén hatds-profiljat a kiilonféle szerveken, féleg ha
a Myc gén transzlokdciéjdval, mint lehetdséggel is szdmolunk. Kang és mtsai. rdmutattak, hogy
az MNU kezelést kapott egércsoport Myc overexpresszidja pontosan megegyezik a 15.
kromoszdéma képiaszdm novekedésével [82].

A 15. kromoszdéma duplikdcidja 6nmagdban magyardzatul szolgdlhat a limfogenezisre is, de a
folyamat osszetettebb. Az egér Pfdn5 (MM-1) gén (Myc binding protein Myc-Modulator 1) a
15. kromoszéma F2-F3 régidjdba taldlhaté, amint az a FISH-val (fluoreszcens in situ
hibridizdcié) Xuecui munkacsoportja kimutatta [158]. A Pfdn5 gén dltaldnosan, de kiilonbozé
mértékben fejezédik ki az egerek szoveteiben és feltehetéen szerepet jdtszik a mdj
kifejlddésében és novekedésében, mivel mindegyik Pfdn5 izoforma egymdstdl eltérden
irdnyitja a Myc transzkripcidjat és aktivitdsdt a vizsgdlt szévetekben [158]. Eltérd
elhelyezkedés(i és represszios aktivitdsdi Pfdn5 izoformdk kapcsolodnak a Myc -hez [159].
Ezzel szemben Silva és mtsai. egér T-sejtes limfomdban a 15. kromoszdma triszémidjdnak
vizsgdlatai alapjdn a limfémdban a D 2/3 régié duplikdlédik, ami a Myc gént tartalmazza,
minden mds elétt. Ez hozzdjdrul az egér T-sejtes leukemia kialakuldsdhoz, a 15. kromoszdma
poliszdmidja mellett [160].

Kisérleteinkben nem tapasztaltunk a timuszban Myc indukdlt expresszié emelkedést, mivel a
CBA/Ca egér idedlis a molekuldris epidemiolégiai biomarkerek expresszié vdltozdsainak a
jelzésére, dm az MNU dltal a timuszon okozott hatdsokra kevésbé érzékeny. A jovében
érzékenyebb, pl. AKR/J egereken tervezziik az MNU csecsemémirigyre gyakorolt hatdsainak
a felderitését [161].

Eltérd és szerv-specifikus, 6sszetett, hosszl tavd hatdsokrédl szamol be az irodalom, amiket a
Myc és Trp53 gén szerepeinek kolcsonhatdsa okozhat [78]. Kang és mtsai. dltal leirt késéi
limfémdk kialakuldsdt megmagyardzza a Trp53 gén vad tipusd alléljének az dtalakuldsa
pontmutdcioval, majd LOH-val mutdns tipusivd. Ha a mutdns tipusi Trp53 géntermék nem
folytattja citoprotektiv hatdsdt az onkogenezis ellen, beindulhat a limfogén dtalakulds
[80,82,83].

A DMBA-val szemben, MNU hatdsdra kordbban emelkedik a Hrasl, Myc és a Trp53
expresszidja a késébbiekben tumorkialakuldst mutaté szervekben. Ezen gének expresszio-

emelkedése, mint kisérletiink is igazolta, j6, korai, behatdrolé molekuldris biomarkere a
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karcinogén expoziciénak, igy a primer prevencioban fontos szerepe lehet. Eredményeink
alatamasztjak a tényt, hogy az MNU direkt karcinogén és ezért a hatdsa gyorsabban
Jjelentkezik (12 ordval a beadds utdn) és eldbb le is cseng (24 érdval a beadds utdn), mint a
metabolikusan aktivdlodé karcinogén DMBA esetében (ahol 24 és 48 éra kozt jellemzé a
hatds) [162,163]

El-Sohemy és mtsai. illetve Intézetiink kordbbi eredményei alapjdn a MNU és a DMBA dltal
okozott Hrasl mutdciok specifikusak és jellemzéek [77,78,164,165]. Az MNU és a DMBA
folyamatos kezelés a Hrasl gén specifikus elvdltozdsa mindkét esetben megfigyelhetd, a
Hrasl protoonkogén aktivdcionak nagy szerep juthat, mivel a limfogenezisben a Hrasl
expresszidja megemelkedik, de a tumorszupresszor Trp53 és az onkogén Myc moduldlja.

12 érdval az MNU kezelést kovetéen megndtt a Myc gén expresszidja a tidében, a
nyirokcsomokban és a csontveldben és ezekben a szervekben az inicidtor szerepiik
feltételezhet6. A 12 6rdval a kezelést kovetden a tiidében, a csontveldben és a
nyirokcsomoban mért génexpressziés vizsgdlatok eredményei alapjan feltételezheté
osszefiiggés: a Trp53 expresszié nétt és a feltételezetten ehhez (is) kapcsolt szabdlyozdst
Myc expresszidja csokkent. Tovdbbd csontvelében és nyirokcsomékban 24 érdndl a Trp53
expresszidja csokkent, ami az MNU hatdsdnak lecsengésével és a Myc negativ visszacsatoldsu
szabdlyozdsdval hozhaté osszefiiggésbe.

A vad tipust Trp53 gén expresszios szintjének a meghatdrozdsa eldéntené, hogy a Trp53 gén
pontmutdcidja illetve a LOH jelensége lehet-e az oka karcinogenezisnek. Reese és mtsai.
bizonyitékot szolgdltattak a Trp53 gén és az AGT enzim szerepére az MNU indukdlta
limfogenezisben, ezért AGT enzim génexpressziéjdnak és enzim aktivitdsdnak a mérése

fontos lenne [80,82,160].

6.3. HBA (E,E-bis-(2-hidroxi-benziliden)-aceton) hatasa DMBA indukéalta Hrasl

expressziokra

Kisérleti 6sszedllitdsunkban megvizsgdltuk a HBA hatdsat DMBA indukdlta Hras?
overexpressziéra CBA/Ca beltenyésztett egerek kiilonbozd szerveibdl (mdj, 1ép, tiidé, vese,
csecsemdmirigy, csontveld, nyirokcsomd) izoldlt mRNS mintdzat alapjdn. A génexpressziokat a
karcinogén expozicié utdn 24 érdval hataroztuk meg.

A 25. dbra mutatja az mRNS hibridizdcios technikdval meghatdrozott génexpressziékat

szervenkénti bontdsban.
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Eredményeink szerint a DMBA kezelés hatdsdra mindegyik szervben megemelkedett a Hras!
expresszid, a kukorica olaj-kontrollhoz képest. A HBA kezelés erdteljesen csokkentette a
DMBA indukdlta Hrasl expressziot tiidé- csecsemémirigy-, és mdjszovetben. DMBA és HBA
egyiittes adagoldsa (HBA=DMBA) eredményeképp DMBA-indukdlta Hras! overexpresszié
csokkent a mdj, tid8, vese, csecsemdmirigy, csontveld, és nyirokcsomé szavetekben,

legerétel jesebb hatdst a mdjszovetben tapasztaltunk.
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25. dbra: CBA/Ca egerek egyes szerveiben meghatdrozott Hrasi génexpressziés mintdzat a kiilsnbzé
kezelések hatdsdra

Abban az esetben, mikor a HBA adagolds 24 érdval megelézte a karcinogén expoziciét, a Hras!
gén alacsonyabb expresszidjdat mértiik a tiidg, vese, csecsemdmirigy, nyirokcsomé és csontveld
szovetekben, a DMBA-val kezelt pozitiv kontrollhoz képest. A DMBA expozicié utdn 24 drdval
adagolt HBA kezelés hatdsdra is csokkenést tapasztaltunk a pozitiv kontrollhoz képest egyes
szervekben, ezek a mdj, a |ép, a csecsemémirigy, a nyirokcsomé és a csontveld.

Irodalmi adatok és a vegyiilet szerkezete alapjan feltételeztiik, hogy a HBA antioxiddns
hatdssal rendelkezik, ezért elvégeztilkk a 2-dezoxi-D-ribéz degraddciés tesztet, melynek
eredményeit a 26. abran dbrdzoltuk. Az elsé 120 percben az antioxiddns kapacitds észlelhetd
volt, azonban hosszabb inkubdcids idé esetén, fiiggetleniil az EDTA adagoldstdl inkdbb pro-
oxiddns jellegli képet mutatott a HBA.

A Hrasl gén spontdn és kémiailag elidézett mutdciéjat hepatocelluldris karcinémdban
figyelték B6C3F1 egerekben Toftgard és Pelling szintén ennek a génnek overexpresszidjat

taldlta a papilléma kialakulds korai szakaszdban [166,167,168,169]. Intézetiinkben
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folytatott kisérletekben bizonyitdst nyert, hogy DMBA kezelés hatdsdra 24 éra utdn az

egerek kiilonbozd szerveiben a Hras! gén overexpresszdlt [170,171].
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26. dbra: A dezoxi-ribéz degraddcids teszt eredménye

Ismert, hogy a DMBA karcinogén dgens (inicidtor), beléle szervezetiinkben a citokrom p450-
es enzimrendszer aktiv metabolitokat szintetizdl, igy ezen korai vdltoztatdsok a Hrasl!
onkogén expresszidban a késdbbi daganatképzddéssel lehetnek kapcsolatosak [172,173]. A
25. dbran ldthaté, hogy a HBA befolydsolta a DMBA dltal okozott génexpresszid
vdltozdsokat, a HBA adagolds idejétél fiiggéen. A szovetek tobbségében a HBA génexpresszié
mérséklé hatdsdt leginkdbb abban az esetben figyelhetjiik meg, amikor a DMBA-t és a HBA-t
azonos iddpontban adagoltuk az dllatoknak (DMBA=HBA).

Hasonlé eredményeket tapasztalt egy kutatdécsoport egy ciklikus kalkonanalég vizsgdlata sordn
(MBB - E-2-(4'-metoxi-benzilidén)-1-benzoszuberon), ahol szintén a DMBA és a kalkonanaldg
vegyiilet egyidejl alkalmazdsa sordn volt megfigyelheté a génexpresszié csokkentd hatds
[170,171]. A jelenlegi felfedezés arra utal, hogy hasonléan az MBB-hez, lehetséges, hogy a
HBA is beleavatkozik DMBA metabolikus aktivdlasdba, amely eléfeltétele a vegyiilet mutdciét
kivdlté hatdsdnak [172,173].

A HBA karcinogén expoziciot 24 6rdval megel6zé, illetve azt kovetd adagoldsa esetén
vdltozatos génexpressziés mintdzatot kaptunk. 24 érdaval a DMBA expozicié utdn adagolt HBA
(DMBA+HBA) jelentésen csokkentette a mdjban, a Iépben, a csecsemémirigyben, és a

nyirokcsoméban a DMBA dltal indukdlt génexpresszié emelkedést. Ezzel ellentétes mintdzatot
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tapasztaltunk a vesében és a csontvelében, a kezelés hatdsdra kissé megemelkedett a
génexpresszio.

A Hrasl gén expresziéja hasonlé mintdzatot mutatott abban az esetben, amikor a HBA
kezelést a DMBA expozicidt kovetd 24. érdval alkalmaztuk (HBA+DMBA), mint az egyideji
adagoldsndl, azonban mdj és a csecsemdmirigy esetén eredményesebbnek t(inik az egyidej(i
adagolds (HBA=DMBA).

A mdj esetében, mindazondltal a vdrt csokkenés helyett a Hrasl expresszié csekély
noévekedése volt tapasztalhaté a kontrollhoz képest. Ez a megfigyelés lehetne HBA CYP1A
enzim indukdlé hatdsdnak a kovetkezménye, amely DMBA-novelt metabolikus aktivdldsaval
végz8dott. Az el6zd tanulmdnyok bemutattdk tobb kalkon és egyéb flavonoidok a CYP1A-t
gatlé hatdsat [174,175,176].

Madsfelél flavonoidok mds csoportjardl leirtdk, hogy CYP1A indukdlé hatdssal is rendelkezhet
[177,178]. A jovdben sziikség lesz olyan tanulmdnyokra, melyek igazoljdk, hogy a HBA melyik
osztdlyba sorolhaté ezen tulajdonsdga alapjan.

Feltételezhetd, az inicidtor molekuldk a fehérjék nagy reakcioképességli SH-csoportjaival
kémiai (nem enzimek dltal katalizdlt) reakcidba Iépnek, igy befolydsolva a transzkripcié
beinduldsdt, mely az elsédleges sejtszintli szenzorok és a IIL. fdzisi enzimekkel
kolcsanhatdsakor inicializdlédik [179].

Ez a reakcioképesség csokkentheti a sejt GSH (glutation) szintjét in vivo, amely hajlamossa
teheti a sejteket oxidativ kdrosoddsokra. Igy a HBA dltal indukdlt GSH depléciébél kévetkezs
oxiddcids kdrosodds okozhatja a Hrasl gén overexpresszidjat, melyet megfigyelhettiink a

mdjban, a vesében, a nyirokcsomékban és a csontveldben.

6.4. Rezveratrol és likopin és génexpresszidos mintazata

Munkdnk sordn dllatkisérletes tesztrendszer segitségével vizsgdltuk két novényi eredetii
potencidlisan kemopreventiv vegyiilet, a rezveratrol és a likopin hatdsat két kulcsgén - Trp53
tumor szuppresszorgén, és Hrasl gén - karcinogén dltal indukdlt expresszié-vdltozdsdra. A
kisérleti 6sszedllitdsunkban haszndlt genotoxikus vegyiilet, a 7,12-dimetilbenz(a)antracén
(DMBA) kdtrdnyban, dohdnyfiistben, 16bbszor melegitett siitésre haszndlt olajokban taldlhato
meg. A DMBA kisérleti dllatokban t6bbek kozott szarkomdt, emld karcindmadt és leukémiat
okoz.

Kisérleteink sordn a DMBA, mint mutagén vegyiilet hatdsat ismerve génexpresszid-névekedést

indukdltunk CBA/Ca H-2* haplotipusd kisérleti egerekben, majd az antioxiddns vegyiiletek -
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likopin, rezveratrol - feltételezett kemopreventiv hatdsdt tanulmdanyoztuk. Ezen vegyiileteket
a DMBA kezelés elétt 24 érdval, a DMBA kezeléssel egyidében, valamint a karcinogén
expozicié utdn 24 érdval oltottuk a kisérleti dllatok hasiiregébe. A kezelést kovetd 24. éraban
cervicalis dislocacié-t kovetéen a kisérleti dllatok szerveibdl izoldlt 6sszes mMRNS-bél
meghatdroztuk a Hrasl és Trp53 gén expressziés profil jat.

Az 27. és 28. dbrdn a likopinnel, mint potencidlis kemopreventiv szerrel folytatott
kisérleteink eredménye ldthaté. Vizsgdltuk a génexpresszié mértékét DMBA adagolds
hatdsdra - pozitiv kontroll -, abban az esetben, mikor a likopin oldattal 24 6rdval a DMBA
kezelés eldtt oltottuk a kisérleti dllatokat (L+DMBA), a karcinogén kezeléssel egy idgben
(L=DMBA), valamint a 24 odrdaval a DMBA-val valé kezelés utdn adagolt likopin hatdsdra

(DMBA=+L).

10
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27. dbra: Likopin hatdsdra kialakult génexpresszids mintdzat CBA/Ca egerek egyes szerveiben
(Hras1 oncogén)

A Hrasl gén elemzése sordn hdrom szervet emelnék ki a nyirokcsomot, csontvelét és tiidgt
melyek esetén alacsonyabb széveti génexpressziét mértiink mindhdrom kisérleti csoportban
(27. dbra). Kezelésiink abban az esetben volt a leghatdsosabb, ha 24 érdval a DMBA expozicié
elétt adagoltuk a vizsgdlt vegyiiletet. Az dbrdn Idthatd, hogy a t6bbi vizsgdlt szerv esetén is a
likopint elékezelésként alkalmazva - 24 o6rdval a karcinogén expozicié elétt - nagyobb
expresszio-kiilonbséget tapasztaltunk a DMBA-t kapott kontrollhoz képest. Ez aldl a

mdjszovet a kivétel, ahol akkor tapasztaltunk alacsonyabb génexpressziot, amikor a
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genotoxikus anyag a likopinnel egyiitt keriilt a szervezetbe, illetve a kemopreventiv anyaggal
torténd kezelés utdn 24 érdval.

Egyes szovetekben (csontveld, nyirokcsomd, tiidd) a likopin a Trp53 expressziét
visszaszoritotta, mindhdrom kisérleti csoportban (28. dbra; L+DMBA, L=DMBA, DMBA+L).
Hasonldan a Hrasl expresszids profilhoz, a t6bbi vizsgdlt szerv esetén a Trp53 gén

expresszidjdra is a karcinogén kezelés elétt 24 6rdval adagolds hatott legerdtel jesebben.
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28. dbra: Likopin hatdsdra kialakult génexpresszids mintdzat CBA/Ca egerek egyes szerveiben
(Trp53 tumor szuppresszor gén)

A rezveratrollal folytatott kisérleteink eredményeit 29. és 30. dbra szemlélteti.

A Hrasl onkogén vizsgdlata sordn tapasztaltuk (29. dbra), hogy a DMBA hatdsdra
megemelkedett mRNS szint a mdjban még magasabb értéket mutatott abban az esetben, ha a
rezveratrol adagoldst 24 érdval a karcinogén kezelés elétt végeztiik, azonban ugyanezen szerv
génexpresszios szintje a mérhetdség hatdrdt sirolta abban az esetben, mikor a karcinogén
kezeléssel egyidében, vagy 24 drdval az expozicié utdn oltottuk a vizsgdlati anyaggal az
dllatokat. Csontvelé és nyirokcsomé esetén a DMBA-hoz képest emelkedett szintet lattunk
DMBA és rezveratrol egyidejii adagoldsa mellett, és az utélagos kezelés esetén, azonban
csokkent génexpressziét tapasztaltunk 24 érdval a karcinogén kezelés elétt rezveratrollal
oltott egerek esetén. Az dbrdn lathaté, hogy a rezveratrol hatdsa a karcinogén expozicioval
egyidében nem kifejezett, egyes szervekben a 24 drdval kordbbi kezelés, mdsokban az

utékezelés volt génexpresszié csokkentd hatdssal.
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A Trp53 gén vizsgdlata esetén a DMBA hatdsdra megemelkedett mRNS szintek tovdbb
emelkedtek a csontvelében és nyirokcsomdban a rezveratrol elézetes (R+DMBA) és azonos

ideji (R=DMBA) adagoldsa mellett (30. dbra).
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29. dbra: Rezveratrol hatdsdra kialakult génexpresszids mintdzat CBA/Ca egerek egyes szerveiben
(Hras1 onkogén)

A DMBA kezelés utdn 24 érdval rezveratrollal kezelt egerek nyirokcsoméjdban alacsonyabb
génexpressziot tapasztaltunk, mint csak karcinogén expozicié esetén, a csontvelében pedig
kissé megemelkedett mRNS koncentraciét mértiink.

A kisérleti dllatok mdjszovetében a Trp53 mRNS koncentrdcié a DMBA kezelés hatdsdra
mutatta a legmagasabb értéket. A rezveratrol expozicié elétti és azzal egyidében térténdg
adagoldsa esetén is csokkent Trp53 mRNS szintet mértiink, az utdkezelés hatdsdra
(DMBA+R) magasabb expressziét tapasztaltunk, amely azonban nem érte el a pozitiv kontroll
esetén mért értéket. Tovdbbi szovetekben a Trp53 mRNS-e alacsonyabb koncentrdcidoban
volt jelen a DMBA és rezveratrol egyidej(i adagoldsa mellett, valamint abban az esetben, ha a
rezveratrolt 24 érdval a karcinogén kezelés utdn alkalmaztuk a kisérleti dllatokndl.

Likopinnel folytatott kisérleteink szerint a DMBA inicidlta génexpresszié novekedést a
kisérleti vegyiilet elézetes adagoldsa szoritotta vissza, mindkét gén - Hrasl és Trp53 gén -

esetén.
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30. dbra: Rezveratrol hatdsdra kialakult génexpressziés mintdzat CBA/Ca egerek egyes szerveiben
(Trp53 tumor szuppresszor gén)

Rezveratrol vizsgdlatakor egyes szervekben vdltozé Hrasl mRNS koncentrdcié mintdzatot
taldltunk. Nem kaptunk minden egyes szervre dltaldnosan jellemzé expresszios profilt, igy nem
hatdrozhaté meg egyértelmien a hatds. A Trp53 gén esetén azonban a szervek tobbségében a
Trp53 mRNS mennyisége kisebb volt azokban az esetekben, amikor a rezveratrol adagolds a
karcinogén kezelés elétt ill. utdn 24 érdval tértént.

Kisérleteink szerint tehdt a /ikopin mindkét gén - Hras1 onkogén és Trp53 tumor szuppresszor
gén - expressziéjat csokkentette, a rezveratro/ féleg a Trp53 gén-re hatott. Ezen

kiilonbségek a vegyiiletek hatdsmechanizmusdnak kiilonbozdségébdl adédhat.

6.5. Gorégszéna hatdsa, az arachidonsav metabolizmus enzimjeire in vivo

allatkisérletben (ALOX, COX)

Ezutdn munkacsoportunk a Kozel-keleten és Indidban is kozkedvelt fliszernsvény, a
gorogszéna magjdnak hatdsdt vizsgdlta dllatkisérletes modellen.

Az arachidonsav metabolizmus enzimeinek génexpressziés mintdzatdt specidlis,
gorogszénamag 6rlemény tartalmd tdpot fogyasztd, karcinogén expozicionak kitett AKR/J H-
2% egerek egyes szerveiben meghatdrozott mRNS expresszidk alapjdn hatdroztuk meg.
Vizsgdlatunk célja volt, hogy a szaponin és szapogenin tartalmi gorogszéna kemoprevencios

hatdsat bizonyitsuk, aldtdmasztva az irodalomban k6zélt adatokat.
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Az arachidonsav metabolizmusban és a prosztaglandin bioszintézisben szerepet jdtszé
enzimek mRNS szint{i expresszids profilja a 31-35. dbran ldthaté.

A 31. dbran az arachidondt-12-lipoxigendz (ALOX12) génexpressziés mintdzatdt dbrdzoltuk
mdj, tidd, Iép és vese szovet esetén. A diagramon ldthaté, hogy a gorogszéndt fogyaszté
egerek szoveteiben nem mddosult a génexpresszié a normdl tdpot fogyaszté kontroll
csoporthoz képest, azonban a mdjban, a tiidében és a lépben megemelkedett az ALOX12-
mRNS szint a DMBA expozicidnak kitett gorogszénds diétdn tartott egerek esetén. A vese
szovetben tapasztaltuk, hogy a DMBA hatdsdra megemelkedett expressziét a gordgszéna

tartalmd tdp visszaszoritotta a normdl szintre.
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31. dbra: Arachidondt-12-lipoxigendz (ALOX12) génexpressziés mintdzata AKR/J egerek kiilonbszé

szerveiben.

Az ALOX15 (arachidondt-omega-6-lipoxigendz) génexpresszidjat mind a négy vizsgdlt
szovetben a karcinogén expozicié megemelte, a gorogszéna tartalmd diétdn tartott és DMBA-
val kezelt egerek mdj, tidé és vese szovetében a normdl szinten lévé mRNS koncentrdciét
mértiink (32. abra).

A 33. dbran az arachidonsav metabolizmus kulcs enzimjének (ALOX5 arachidondt-5-
lipoxigendz) génexpresszios mintdzatdt Iathatjuk. A kisérleti egerek szoveteibél izoldlt mRNS
alapjdn meghatdrozott génexpresszids profil szerint a karcinogén expozicié 2,5-4-szeresére
emeli a génexpresszidkat (a tiidd kivételével) , azonban a gérogszéna inhibiciés hatdsdt csak a

mdj és a vese szovetben detektdltuk.
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A prosztaglandin-bioszintézisben szerepet jatszé COX1 enzim (ciklooxigendz 1 vagy
prosztaglandin-endoperoxiddz-szintdz 1) mRNS szint{i expressziéja a 34. abran lathatd.

A lép kivételével génexpresszié emelkedést tapasztaltunk DMBA kezelés hatdsdra, a
gorogszéna tartalmd tdpot fogyaszté egerek széveteiben a karcinogén expoziciétdl
fiiggetleniil visszaszoritott génexpressziot mértiink.

A COX2 (ciklooxigendz 2 vagy prosztaglandin-endoperoxiddz-szintdz 2) génexpresszids
profilja mutatja (35. dbra), hogy a DMBA hatdsdra megemelkedett COXZ2 expresszié
gorogszéna hatdsdra visszaszorul mind a négy vizsgdlt szévetben.

A linolénsav és az arachidonsav lipoxigendzok dltali metabolizmusa egy metabolikusan

aktivdlédott termékhez vezet, mely szerepet jatszhat a karcinogenezisben.
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32. dbra: Arachidondt-omega-6-lipoxigendz (ALOX15) génexpressziés mintdzata AKR/J egerek

kiilénbszé szerveiben.

ALOX5 (5-lipoxigendz) az arachidonsavat 5(S)-HETE-vd alakitja (5(S)-hidroxi-eikoza-
tetraenolsav), mely tovdbb konvertdlddik leukotrinekké. A karcinogenesisben jdtszott
szerepét bizonyitja, hogy tobbek ko6zott prosztata és tiidérdk sejtvonalakban megemelkedett
ALOXD5 és FLAP (5-lipoxygenase-activating protein) mRNS expressziét tapasztaltak, valamint
az 5(S)-HETE képzddés gatldsa illetve aktivdldsa visszaszoritotta illetve novelte a prosztata
daganat sejtek novekedését [180,181,182].

Tobb bizonyiték alapjdn feltételezhetjiik, hogy az ALOX12 terméke, a 12(S)-HETE (12(S)-

hidroxi-eikoza-tetraenolsav) is kozrem(kodik karcinogenesisben [182]. ALOX12 mRNS és
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fehérje overexressziét mértek prosztata, melanoma, és mds rdk sejtvonalakban [183,184].
Az enzim a daganat sejtekben termel 12(S)-HETE-t, mely eldsegiti a tumorgenezis tébb
|épését, mint invdzié és metasztdzis [183].

ALOX15 jelentésége a tobbszordsen telitetten zsirsavak lebontdsdban van. Elsddleges
szubsztrdtja a linolénsav és az arachidonsav, terméke a 13(S)-HODE (13(S)-hidroxi-oktadeka-
dienolsav) mely elésegiti a sejtproliferdciot [183]. Tapasztaltdk, hogy ha megemelkedik a
13(S)-HODE dehidrogendz aktivitdsa, mely a 13(S)-HODE-t 13-oxo-oktadeka-dienolsavvd

bontja, csokken a kolon-epitelidlis sejtek malignus dtalakuldsa [183].
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33. dbra: Arachidondt-5-lipoxigendz (ALOX5) génexpressziés mintdzata AKR/J egerek kiilonb6z4

szerveiben.

COX1 és COX2 a két izoformdja a ciklooxigendzoknak [185,186]. E két enzim katalizdlja az
arachidonsav konverzijat eikozanoidokkd, mely koztiterméke a prosztaglandin, valamint a
tromboxdn képzédésnek. A COX1 izoforma dltal szintetizdlt prosztaglandin sziikséges a
normdl gyomor- bélrendszer sejtvédelem fizioldgids funkcidinak elldtdsdhoz. COX2 legtobb
normdl szovetben nem mutathaté ki, képzddése gyulladdsokra lokalizdlhat, citokinek,
novekedési faktorok, fumor promdterek és egyéb dgensek hatdsdra. Mindkét enzim katalizdlja
a prosztaglandin E, (PGE,) képzddését, melynek megemelkedett szintje pozitiv korreldciét
mutat a tumorgenezissel [14,185,187,188].

Vizsgdlataink sordn azt tapasztaltuk, hogy a vese szévetben a DMBA hatdsdra megemelkedett

ALOXI12-mRNS szint expressziéjat a gorogszéna tartalmd tdp (a tidét kivéve)
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visszaszoritotta a nhormdl szintre. Az ALOX15 génexpressziéjat mind a négy vizsgdlt
szovetben megemelte a karcinogén expozicié, a gorogszéna tartalmd diétdn tartott egerek

mdj, tlidd és vese szévetében a normdl szinten Iévé mRNS koncentrdciét mértiink.
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34. dbra: Prosztaglandin-endoperoxiddz-szintdz 1 (ciklooxigendz 1 - COXI) génexpressziés mintdzata

AKR/J egerek kiilonb6z6 szerveiben.
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35. dbra: Prosztaglandin-endoperoxiddz-szintdz 2 (ciklooxigendz 2 - COX2) génexpressziés mintdzata

AKR/J egerek kiilonb6z6 szerveiben.
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Hasonlé eredményeket kaptunk az arachidonsav metabolizmus kulcs enzimjének (ALOX5)
vizsgdlata sordn is [129,131,132].

A prosztaglandin bioszintézisben szerepet jatszé gének (COXI, COXZ2) expresszidjat is
csokkentette a gorogszéna tartalmd tdp fogyasztdsa.

Eredményeinket mds kutatok sejtvonalakon végzett kisérleteivel 6sszevetve megdllapithatjuk,
hogy a gorégszéna bioldgiailag aktiv komponensei képesek az arachidonsav metabolizmus

gdtldsdn keresztiil kemopreventiv hatdst kifejteni.

A keleti gydgydszatban évszdzadok d6ta alkalmazott gydgynovények hatdsainak tudomdnyos
bizonyitdsa ma mdr a modern orvos-bioldgiai kutatdsok feladata. Munkacsoportunk dltal
vizsgdlt gydgynovény, fliszernovény, a gorogszéna leveleinek és magjdnak fogyasztdsdt a
tradiciondlis keleti gydgydszatban javasoljdk cukorbetegség, gyulladdsos megbetegedések,
gastrointeszcindlis megbetegedések esetén [129,130]. Tobb irodalmi adat is sziiletett a
kiilsnbsz8 kivonatainak, egyes komponenseinek tumorellenes hatdsdrdl, melyet e tanulmdny
eredményei is aldtdmasztanak.

Az étrendiinkbe bevezetetett magas szaponin tartalmi gorogszéna kellemes ize mellett a

tumorkialakulds elleni védekezési stratégidnk kiegészitje is lehet.

6.6. Ginzeng tartalmd taplalék apoptotikus hatasa in vivo dllatkisérletben

Intézetiinkben kidolgozott révid tdvi (short-term) dllatkisérletes modellben vizsgdltuk a
ginzeng tartalmd tdpot fogyaszté egerek génexpresszids mintdzatat, DMBA, mint karcinogén
expozicié mellett. Célunk volt meghatdrozni a ginzeng szerepét az apoptézis szabdlyozdsdban,
egyes kulcsgének (Bcl2, Bcl2l1, Ccndl) expressziés mintdzatdnak feltérképezésén keresztiil.
Eredményeinket szervenként négy oszlopdiagramban dbrdzoltuk (36-41. dbra). Az 36. dbran
a kisérleti egerek mdjszoveteibél meghatdrozott génexpressziés mintdzat lathatd. A Bcl2 gén
expresszidja a ginzeng tartalmd tdpon tartott egerek esetén kb. 20%-a a normdl tdpon
tartott egerek génexpresszidjdhoz képest. A ginzeng tartalmd tdpot fogyasztott és DMBA
kezelésen dtesett egerek mdjdban hasonlé génexpressziét mértiink mint, a normdl tdpon
tartott egereknél, DMBA kezelés utdn 24 érdval fokozott Bc/2 génexpressziét mértiink.
Bcl2l1 gént vizsgdlva lathatd, hogy a kontroll csoporthoz képest a ginzeng tartalmd tdapon
tartott, valamint DMBA kezelésen dtesett ginzenget fogyaszté csoport mdja hdromszoros
expressziot mutat, a DMBA kezelt egerek génexpressziéja kb. 35 % a kontrol csoporthoz

képest.
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36. dbra: AKR/J egerek génexpressziés mintdzata mdjszévetben

A Ccndl gén expressziés mintdzata Bc/2 généhez képest hasonlé képet mutat, DMBA
hatdsara kiugré génexpressziot mértiink, amelyet a ginzeng visszaszoritott.

A 37. abrdn a tiiddszovet génexpressziés mintdzatdt dbrdzoltuk. A Bc/2 gén mind a négy
csoportban hasonlé expressziét mutatott, a Bc/2/1 gén expressziéjat mind a ginzeng, mind a
DMBA megemelte, egylittes hatds esetén azonban a normdl szint kozeli értéket mutatott.
Cendl gén a normdl és a ginzeng tartalmi tdpot fogyaszté egerek esetén hasonld
génexpressziot mutatott, mig a karcinogén expoziciénak kitett egerek tiidészovetében
fokozott expressziét mértink.

Lép esetén hasonlé mintdzatot taldltunk mindhdrom génre (38. dabra), mint a tidé szévetben.
A vese génexpressziés mintdzatdt mutaté dbrdn (39. dbra) lathatjuk, hogy az antiapoptotikus
gének expresszigjat a DMBA megemelte a normdl koriilmények kozott tartott egyedek
expresszidihoz képest, azonban a ginzeng tartalmd tdp visszaszoritotta az expressziét, ezzel
elésegitheti az apoptézist.

A Ccnd1 expresszio nem mutatott jelentés kiilonbséget a veseszovetben a kiilonbozé kisérleti
csoportba tartozé egerek esetén.

Az élelmiszereinkben eléforduld bioaktiv komponensek szabdlyozhatjdk az apoptdzisban
részvevd fehérjéknek (BCL2, BCL2L1, BAX, BAK) a sejten beliili lokalizdciéjat, kezdeményezik

a citokrom C kibocsdtdsdt a mitokondriumbdl.
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37. dbra: AKR/J egerek génexpressziés mintdzata tiidészévetben

A kurkumin, mely egy fliszernovény, a kurkuma egyik alkotorésze, tumorsejtekben
visszaszoritotta a Bcl2 és Bcl2l1 antiapoptotikus fehérjék képzddését, ezdltal indukdlva
apoptézist. Egy mdsik vegyiiletrdl, a genisteinrél (mely vegyiiletet a szdja tartalmaz)
kimutattdk, hogy szabdlyozza a Bcl2/Bax proapoptotikus mechanizmust, a Bel2 foszforildcidja
novekedik, igy novekedik a Bax proapoptotikus gén expressziéja, a csokkentett Bcl2
antiapoptotikus fehérje expresszié teszi lehetdvé a programozott sejthaldlt [189].

A ginzeng tumor-kemoprevenciés hatdsdt epidemiolégiai tanulmdnyok bizonyitottdk [190,
191]. Eset-kontroll vizsgdlatok bizonyitjdk, hogy a ginzeng-fogyaszték karében szignifikdnsan
alacsonyabb a tumor kialakulds esélye, mint a ginzenget nem fogyasztok korében
[190,191,192,193,194]. Késziilt kovetéses vizsgdlat is a ginzeng tiidérdk megelézé hatdsardl is
dohdnyzék korében, és kedvezé tapasztalatokrdl szamoltak be [112].

Az apoptdzis-indukcio lehet az alapja a ginzeng és vegyiiletei dltal tapasztalt kemoprevencios
hatdsnak.

Kim és mtsai., valamint Chen és mtsai. a ginzeng gyokér antiapoptotikus hatdsdrdl szamolnak
be. a ginzeng gyokér kivonata csokkentette a MPP+ indukdlta apoptdzist PC12 sejtekben,
valamint az Rgl ginzenozid védé hatdsdt tapasztaltak MPTP-vel aktivdlt apoptdzis esetén egér

.Substantia nigra"-ban. A ginzeng antiapoptotikus hatdsdt a Bcl2 és a Bcl2/1 expresszié
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erésitésében és a Bax és a Nos expressziéjdnak csckkentésében, a gdtolt kaszpdz 3

aktivdldsban latjdk [195, 196].
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38. dbra: AKR/J egerek génexpressziés mintdzata lépszévetben
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39. dbra: AKR/J egerek génexpresszids mintdzata veseszovetben
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Sejtvonalakat vizsgdlé tanulmdnyokban kimutattdk, hogy az Rhl és az Rh2 szerepet jdtszik a
sejtdifferencidlédds szabdlyozdsdban, a ginzeng gdtolta a sejtproliferdciét, az Rb2 panaxadiol
gdtolta az angiogenezist és a metasztazis képzddését. A K" vegyiiletrél kimutattattdk hogy
gdtolta a sejtproliferdciot a p27 expresszidjanak novelésével, és a Myc és a ciklin D1
expresszidjdnak csckkentésével [196].

.Short-term” teszt-rendszeriinkben végzett vizsgdlataink szerint, az AKR/J-H2"
beltenyésztett egerek szerveibdl izoldlt mRNS expressziés mintdzata alapjdn a ginzeng
tartalmd tdp valdsziniileg kemopreventiv hatdsi. A mdj, tidé és Iép szovetben a Ccndlil
expresszié csokkent volt a DMBA-val kezelt csoportban mért értékekhez képest. Az
apoptézis reguldciéjdban szerepet jdtszé Bc/2 gén a mdj és vese szovetben alacsony
expressziét mutatott a specidlis tdpot fogyaszté egerek esetén, és Bc/2/1 gén a tiiddben és a
Iépben volt alulexpresszdlt. Irodalmi adatokkal ellentétben dllatkisérletes modelliink a ginzeng
gyokér tartalmu tdp apoptézis indukdlé hatdsat bizonyitja, mely egy lehetséges mechanizmusa
a kemoprevenciénak.

A Panax ginzeng a ginzengek koziil a leggyakrabban kutatott, és a tradiciondlis tdvol-keleti
gydgydszatban leggyakrabban haszndlt faj. A Panax ginzeng, mely Kindbdl szdrmazik, de
haszndljdk Koredban, Oroszorszdgban is, hagyomdnyos kinai gydgydszatban fontos
gyodgynévény volt, szdmos betegségre haszndltdk tobb ezer éve, elsésorban gyengeségre és
fdradtsdgra [31]. A modern tdpldlkozdstudomdnynak feladata, hogy felhivja az emberek
figyelmét az egészséges tdpldlkozdsra, a tdpanyag osszetevék helyes megvdlasztdsdra.
Eredményeink és az irodalmi adatok elérevetitik a ginzeng tartalmi élelmiszerek, étrend-
kiegészitdk, fogyasztdsdanak hatékonysdgdt a daganatos betegségek megelézésében.

Kozeli cél a hosszu tavi (.long-term"”) kisérletek elvégzése, melyekkel bizonyithatjuk a ginzeng
definitiv kemopreventiv hatdsdt az alkalmazott molekuldris epidemioldgiai biomarkerek

segitségével, hasonldan a kordbbi kisérletekhez.
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7. OsSzZEFOGLALAS

A fejlett orszdgokban a mortalitdsi statisztikdkban a daganatos megbetegedések a mdsodik
helyet foglaljdk el a keringési rendszer betegségei mogott. A kor szerint standardizdlt
mutaték szerint ndk esetén mdr a '70-es években is, a férfiak esetében a '80-as évektdl
Magyarorszdg vezeti a haldlozdsi statisztikdkat. Mig Eurdpdban folyamatos stagndlds illetve a
daganatos haldlozdsok enyhe csokkenése tapasztalhatd, hazdnkban - kiilonosen a férfiak
esetén - csak a '90-es években mérséklgdott a mortalitds emelkedésének iiteme. A daganatos
betegségek okozta mortalitds/morbiditds Magyarorszdgon sllyos tdrsadalmi problémdt okoz
tobb évtizede. Az Orszdggyiilés ugyan elfogadta 2003. dprilis 7-én a legdjabb
Népegészségligyi Programot, ennek ellenére Magyarorszdgon a prevencié finanszirozdsa
jelenleg legfeljebb 1-2%-a az OEP &sszkoltségvetésének mely elsésorban a szekunder
prevenciéra vonatkozik, a primer prevencié anyagi tdmogatottsdga Iényegében nem megoldott.
A disszertdcié kapcsdn szeretnék rdmutatni a primer prevencié fontossdgdra, ezen beliil a
kemoprevencié lehetdségére. Kisérleteimben olyan vegyiileteket, (keverékeket) vizsgdltam,
melyek mindennapi életiinkben karcinogén expoziciéként és/vagy kemopreventivumként
folyamatosan hatnak rdnk. Intézetiinkben kifejlesztett - munkdm sordn kissé médositott -
dllatkisérletes modellben teszteltem a vegyiiletek, keverékek karcinogén illetve

antikarcinogén hatdsat.

Elséként a természetben illetve élelmiszereinkben is feldlsulé transz-2-hexendl vizsgdlatdt
végeztem el. A vegyiilet irodalmi adatok szerint Ames tesztben és testvérkromatida-
kicserélddés-tesztben (SCE) genotoxikusnak bizonyult, mutagén hatdsdt és citotoxicitdsat
tobb tanulmdnyban is megemlitik. DNS kdrositd hatdsdt is kimutattdk, 1,N?-propano-dezoxi-
guanozin exociklikus adduktot képez, ezen tulajdonsdga szerepet jdtszhat a pozitiv
mutagenitdsi tesztek eredményében.

Majd vizsgdltam az N-nitrozo-N-metil-karbamid (MNU), mint pluripotens, direkt hatdsu
karcinogén vegyiilet hatdsat, mely irodalmi adatok szerint kiilonféle szervekben; féleg a
gyomorban, és az idegrendszerben okozhat tumorokat. Karcinogén expoziciét pdcolt hisok
fogyasztdsa esetén szenvediink, az emésztd traktusban lévé savas pH mellett képzddhet in
vitro. Az MNU erés metildlé dgens, a DNS guanin bdzisdval O° metil-guanin adduktot képez.
Mindkét vegyiiletet dllatkisérletes modell segitségével vizsgdltuk, a Hras! és Myc kulcs
onkogének illetve Trp53 tumor szuppresszor gén expressziot, mint a karcinogenezis korai

molekuldris epidemioldgiai biomarkereit detektdltuk. Intézetiinkben folyt régebbi kisérleteink
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alapjan, melyet DMBA-val - egy metabolikusan aktivdlédé karcinogénnel - végeztiink,
feltételeztiik, hogy ezen gének expressziés mintdzatdban vdltozdst tapasztalunk az
expoziciot kovetden.

Az MNU hossz( tdvd hatdsdt ugyan mdr lekozélték, azonban a transz-2-hexendllal ilyen
kisérletek nem folytak, igy tumorképzé hatdsdt .long-term"” kisérletben is megvizsgdltuk.
Eredményeink szerint a transz-2-hexendl az expoziciét kovets 24, 48, illetve 72. érdban sem
mutatott szignifikdns génexpresszié vdltozdst a vizsgdlt génekben egyik szervben sem mRNS
szinten, azonban hosszl tdvl kisérleteinkben AKR/J egérben leukémidat, C3He-mg egérben
mdjkarcinémadt okozott, Long-Evans és Wistar patkdny fiiltdmirigy-karcinémat Fischer 344 és
Wistar patkdnyban tiidédaganatot taldltunk.

Az MNU-val végzett kisérletek eredményei szerint a vegyiilet a transz-2-hexendllal
ellentétben t6bb szervben is megvdltoztatta a génexpresszids mintdzat, melyet még 12 illetve
24 érdaval az expozicié utdn is detektdlhattunk.

Kisérleteink alapjan a transz-2-hexendl a vizsgdlt génektdl eltérd genetikus, vagy
epigenetikus daganatkeltd hatdsat feltételezziik, mely hatas bizonyitdsara, valamint a
transz-2-hexenal onko- és szuppresszor génekre kifejtett késéi hatasanak vizsgalatdhoz
tovabbi kisérletekre van sziikség, egyénileg tervezett DNS-chipekkel a karcinogén hatas
hatterében dll6 dj biomarker gének azonosithatok.

Az MNU-rdl daganatképzé hatdsa ismert, mely &sszefiiggésben lehet kisérletiinkben

bizonyitott Hrasl és Myc onkogénekre gyakorolt génexpresszié néveld hatdsaval.

Allatkisérletes és humdn epidemiolgiai tanulmdnyok sora sziiletett szdmos potencidlis
kemopreventiv vegyiilet, kivonat, gydgy- és fliszernsvény jotékony hatdsdrdl. A tudatos
kemoprevencié lényege, hogy természetes eredetli vagy szintetikus anyagokat hosszi idén
keresztiil fogyasztunk, annak érdekében, hogy a daganat kialakuldsdt megelézziik vagy a még
reverzibilis folyamatokat visszaforditsuk.

Munkdm kovetkezd szakaszdban potencidlis kemopreventiv vegyiileteket vizsgdltam, egy
szintetikus  kalkon-analégot, a E,E-bis-(2-hidroxi-benzilidén)-acetont (HBA), egy
természetes eredetii polifenolt, a rezveratrolt, valamint egy karotinoidot, a paradicsomban
szintetizdlodé likopint.

Karcinogén expozicidnak kitett (DMBA kezelt) egerek szerveiben feltérképezhetd
génexepresszids mintdzatdt hasonlitottam 6ssze kiilonb6zé iddpontokban (feltételezett)
kemopreventiv hatdsnak kitett és DMBA-val expondlt CBA/Ca egerek mRNS-ében.
Vizsgdlataimban a karcinogén expozicié elétt 24 6raval, a DMBA kezeléssel egy idgben, illetve

az azt kovetd 24. ordban adagolt HBA, rezveratrol és likopin hatdsdra bekovetkezd Hrasl
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onkogén - illetve likopin és rezveratrol esetében kiegészitve Trp53 tumor szuppresszor gén -
expresszidjdt hatdroztam meg kiilonb6zg szervekben.

Az dltalunk vizsgdlt kalkonanaldg (HBA) ismert kemopreventiv szer, irodalomban kézolt adatok
szerint erés NAD(P)H-dehidrogendz kinon 1 (NQO1) indukdlé potencidllal rendelkezik Hepa
1c1c7 sejtvonalon. A HBA és a DMBA egyidejii kezelés hatdsara minden vizsgalt szervben
a Hrasl expresszio visszaszoruldsat tapasztaltuk, mely a két vegyiilet metabolikus
kdlcsénhatasdra enged kdvetkeztetni. A génexpresszié csokkenés azt jelzi, hogy
tesztrendszeriink alkalmas a kemopreventiv hatds detektdlasara.

Ezen tapasztalatok alapjan a ,short-term” tesztrendszerben megvizsgdlt likopin mindkét
gén - Hrasl onkogén és Trp53 tumor szuppresszor gén - expresszi6jat csékkentette, a
rezveratrol féleg a Trp53 gén-re hatott. Ezen kiilonbségek a vegyiletek
hatasmechanizmusanak  kilénbozdségébsl adodhatnak. A  génexpressziés  profilok
osszehasonlitdsa sordn arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a két vizsgdlt vegyiilet

kdziil a likopin hatdsa a szembetiinébb, mint potencidlis kemopreventiv szer.

Napjainkban djra elétérbe keriiltek a tradiciondlis gydgydszatban haszndlt gydgynovények.
Mdr nemcsak az alternativ gydgydszati szaklapokban taldlunk utaldsokat egészségiigyi,
bioldgiai hatdsukrdl, neves orvosi, bioldgiai folydiratokban is jelennek meg tanulmdnyok
napjaink népbetegségei, tobbek kozott a sziv- és érrendszeri betegségek, a cukorbetegség és
a daganatok megelézésével, terdpidjdval, Gsszefiiggésben. PhD dolgozatomban két ismert
magas szaponhin tartalmd gyégynovény, a ginzeng (Panax ginseng C. A. Meyer) és a goérégszéna
(Trigonella foenum graecum L.) kemopreventiv hatdsdat kutattam, kiilonbozé mechanizmusokat
vizsgdltam.

Kisérleteim sordn gérégszénamag illetve ginzenggyokér érlemény tartalmd tdpot fogyasztd,
karcinogén expoziciénak (DMBA) kitett AKR/J H-2* egerek egyes szerveiben meghatdrozott
mRNS expressziok alapjan kovetkeztettiink a hatdsukra. Eredményeim azt mutatjdk, hogy a
gorogszéna fogyasztds révidtavd kisérleteinkben hatdssal volt az arachidonsav metabolizmus
enzimjeinek expresszigjira. Ezen eredmény alatdmasztja gdrégszéna kivonatairdl, egyes
komponenseirdl megjelent kézlemények adatait, melyek szerint gyulladascsokkentd
hatassal rendelkezik. Tdbb gyulladascsokkenté hatasd vegyiiletrél tudjuk, hogy tumor
kemopreventiv hatdssal rendelkeznek a prosztaglandin bioszintézis gatldsan keresztiil,
valamint a lipoxigendz enzimek génexpresszi6 csokkentd hatdsa miatt, ezért
feltételezziik, hogy a gdrégszéna tartalmi tdpldlék is e mechanizmus alapjan fejti ki

kemopreventiv hatasat.
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A kemoprevencié egy mdsik lehetséges mechanizmusa a kdrosodott sejtek apoptézisdanak
indukdldsa. Az élelmiszereinkben eléfordulé bioaktiv komponensek szabdlyozhatjdk az
apoptézisban részvevé fehérjéknek (Bcl2, Bcl2ll, Bax, Bak) a sejten beliili expresszidjdt,
kezdeményezik a citokrom C kibocsdtdsdt a mitokondriumbdl. Kisérletiinkben a ginzeng
tartalmd tdpot fogyaszté AKR/J H-2* szerveiben expresszdlédé Bcl2 Bcl2ll és Cend! gének
expresszios mintdzatdt vizsgdltuk Q-RT-PCR segitségével. Irodalmi adatokkal ellentétben
dllatkisérletes modelliink a ginzeng gydkér tartalmid tdp apoptozis indukdlé hatdasat

bizonyitja, mely egy lehetséges mechanizmusa a kemoprevencionak.

A kemoprevencids és ismert primer prevenciés eredmények értékelésére populdciés szinten
kiilonb6zé epidemioldgiai médszerek alkalmasak. Minél korszer(ibb molekuldris epidemioldgiai
biomarkereket alkalmazunk, anndl kozelebb keriilink a biztonsdgosabb daganatriziké
becsléshez.

Intézetiink az elmdlt években kidolgozott egy dllatmodellt, mely gyors, olcsé médszer; ,short-
term” dllatmodell, amely alkalmas a feltételezetten rdkkelté vegyiiletek vizsgdlatdra, valamint
kisérleteink szerint alkalmas potencidlis kemopreventiv tulajdonsdgokkal rendelkezd
vegyiiletek (keverékek) hatdsainak vizsgdlatdra, valamint a kemoprofilaxis hatdsait mérhet ik
génszinten.

A mddszer alkalmas az expozicio és a korai biologiai hatas jelzésére a kémiai, fizikai,
biolégiai karcinogének esetében, valamint kvantitativ kockdzatbecslésre ad lehetdséget
human populdcidban a daganatkeletkezésre nézve.

A modern tdpldlkozdstudomdny feladata, hogy felhivja az emberek figyelmét az egészséges
tdpldlkozdsra, a tdpanyag Osszetevok helyes megvdlasztdsdra. Tdpldlékunkkal potencidlis
rakkelté dgensekkel, prokarcinogén vegyiiletekkel expondljuk szervezetiinket, azonban
tudatos tdpldlkozdssal lehetdségiink nyilik a kdros hatdsok kivédésére, kemopreventiv
molekuldk szervezetiinkbe juttatdsdval. Eredményeink és az irodalmi adatok eldrevetitik a
magas kalkon, flavonoid, karotinoid, szaponin tartalmi élelmiszerek, étrend-kiegészitok,
fogyasztdsanak hatékonysagat a daganatos betegségek elsédleges megeldzésében, és

annak monitorozdsdban.
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8. UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

8.1. Transz-2-hexenadl

Bdr az Intézetiink dltal haszndlt kisérleti tesztrendszer kivdléan alkalmas kiilsnbozé
karcinogén vegyiiletek hatdsdnak kimutatdsdra, az ismerten genotoxikus karcinogén
vegyiiletektél (DMBA, NP) eltéréen a transz-2-hexendl nem indukdlt egyértelmii korai
génexpresszio-emelkedést a vizsgdlt kulcsgénekben, ugyanakkor a krénikus kisérletben
karcinogén hatdstnak bizonyult, az dllatokban daganatok kialakulasdt eredményezte. A
kisérletekben haszndlt dllatok kis szdma miatt eredményeink elzetesek, de a transz-2-
hexendlnak az emberi tdpldlékokban valé ubikviter jelenléte miatt fontosnak tartjuk a

vizsgdlati eredmények eldzetes kozlését is.

8.2. N-nitrozo-N-metil-karbamid (MNU)

A DMBA-val szemben az MNU hatdsdra kordbban emelkedik a Hrasl, Myc és a Trp53
expresszidja a késébbiekben tumorkialakuldst mutaté szervekben. Ezen gének expresszio-
emelkedése, mint kisérletiink is igazolta, jo korai behatdrolé molekuldris biomarkere a
karcinogén expoziciénak, igy a primer prevencidban fontos szerepe lehet. Eredményeink
alatamasztjak a tényt, hogy az MNU direkt karcinogén és ezért a hatdsa gyorsabban
Jjelentkezik (12 d6rdval a beadds utdn) és elébb le is cseng (24 drdval a beadds utdn), mint a
metabolikusan aktivalédé karcinogén DMBA esetében (ahol 24 és 48 6ra kozt jellemzé a

hatds).

8.3. HBA (E,E-bis-(2-hidroxi-benzilidén)-aceton)

Intézetiinkben alkalmazott ,short-term" tesztrendszert potencidlis kemopreventiv
vegyiiletek vizsgdlatdra is alkalmazzuk. Az dltalunk vizsgdlt kalkonanalég (HBA) ismert
kemopreventiv szer, irodalomban kézélt adatok szerint erés NAD(P)H-dehidrogendz kinon 1
(NQO1) indukdlé potencidllal rendelkezik Hepa 1clc7 sejtvonalon. A HBA és a DMBA
egyideji kezelés hatdsara minden vizsgdlt szervben a Hrasl expresszi6 visszaszoruldsat
tapasztaltuk, mely a két vegyiilet metabolikus kélcsénhatdsara enged kévetkeztetni.

A génexpresszio csokkenés azt jelzi, hogy tesztrendszeriink alkalmas a kemopreventiv

hatas detektadldsdra.

82



A 2-dezoxi-D-rib6z degraddcids teszt eredményei szerint az elsé 120 percben az antioxiddns
kapacitds észlelheté volt, azonban hosszabb inkubdcids id§ esetén, fiiggetlenil az EDTA

adagoldstdl inkdbb a pro-oxiddns jellegl képet mutatott a HBA.

8.4. Likopin és rezveratrol

A likopin mindkét gén - Hrasl onkogén és Trp53 tumor szuppresszor gén - expresszidjat
csokkentette, a rezveratrol foleg a Trp53 gén-re hatott. Ezen kiilsnbségek a vegyiiletek
hatasmechanizmusanak  kilénbézéségébdl  adédhat. A génexpressziés  profilok
osszehasonlitdsa sordn arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a két vizsgdlt vegyiilet koziil a

likopin hatdsa a szembet(indbb, mint potencidlis kemopreventiv dgens.

8.5. Gordgszéna, hatdsa, az arachidonsav metabolizmus enzimjeire in vivo

allatkisérletben (ALOX, COX)

Vizsgdlataink sordn azt tapasztaltuk, hogy a vesében a DMBA hatdsdra megemelkedett
ALOXI12-mRNS szint expressziéjat a gorégszéna tartalmi tdp visszaszoritotta a normdl
szintre. Az ALOX15 génexpressziéjat mind a négy vizsgdlt szovetben a karcinogén expozicio
megemelte, a gorégszéna tartalmd diétdn tartott egerek mdj, tiidé és vese szovetében a
normdl szinten lévé mRNS koncentrdciét mértiink. Hasonlé eredményeket kaptunk - a tiidé
kivételével - az arachidonsav metabolizmus kulcs enzimjének (ALOX5) vizsgdlata sordn is.

A prosztaglandin bioszintézisben szerepet jatszé enzimek (COX1, COX2) génexpreszidja a lép
kivételével visszaszorult a gorégszéna tartalmd tdp fogyasztdsdanak eredményeképp.
Eredményeinket mds kutatok sejtvonalakon végzett kisérleteivel Gsszevetve
megdllapithatjuk, hogy a gérdgszéna bioldgiailag aktiv komponensei képesek az

arachidonsav metabolizmus gatlasan keresztiil potencidlis kemopreventiv hatast kifejteni.

8.6. Ginzeng tartalmd taplalék kemopreventiv hatdsa in vivo dllatkisérletben

.Short-term” teszt-rendszeriinkben végzett vizsgdlataink szerint, az AKR/J-H2*
beltenyésztett egerek szerveibdl izoldlt mRNS expressziés mintdzata alapjdn a ginzeng
tartalmlé tdp valdszinlleg kemopreventiv hatdsi. A mdj, tidé és |ép szovetben a Cend!
expresszié csokkent volt a DMBA-val kezelt csoportban mért értékekhez képest. Az

apoptézis reguldciéjdban szerepet jdtszé Bc/2 gén a mdj és vese szovetben alacsony
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expressziét mutatott a specidlis tdapot fogyaszté egerek esetén, és Bc/2/1 gén a tiiddben és a
Iépben volt alulexpresszdlt. Irodalmi adatokkal ellentétben dllatkisérletes modelliink a
ginzeng gydkér tartalmi tap apoptoézis indukdlé hatdsat bizonyitja, mely egy lehetséges

mechanizmusa a kemoprevencionak.

A kidolgozott tesztrendszer alkalmas a kemopreventivnek igérkezd vegyiiletek,
készitmények korai vizsgdlatara is, kvantitativ reverz transzkripciés polimeraz
lancreakcioval  kombindlva  kilonb6z6  génspecifikus  primerekkel végzett
amplifikaciokkal valaszt kaphatunk a tébblépcsés karcinogenezis egyes lépéseiben
lezajlo6  folyamatokra, valamint a beavatkozdasok (mint kemoprevencio)

hatasossdgara.
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