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BEVEZETES

A fejlett orszdgokban a mortalitdsi statisztikdkban a daganatos megbetegedések a
mdsodik helyet foglaljdk el a keringési rendszer betegségei mogott. Az Egészségligyi
Vildgszervezet (WHO) adatai szerint az 56 millids évi haldlozds 12%-dért felelések a
rosszindulatd daganatok. Tobb orszdgban, igy hazdnkban is az 6sszhaldlozds kozel
egynegyedét okozzdk. 2002-ben a vildigon megkozelitéen 11 millio 4j rdkos beteget
diagnosztizdltak, és 7 millié daganatos haldlozdsrdl szdmoltak be. Az djabb rdkos
esetek 45%-a Azsidban, 26%-a Eurépdban, 15%-a észak-Amer‘ikéban, 7%-a Kozép- és
Dél-Amerikdban, 6%-a Afrikdban és 1%-a Ocednidban fordult els. A WHO
elérejelzése szerint a daganatos incidencia 2020-ra akdr a 15 milliot is elérheti, ha
¢letmodunk nem vdltozik.

A daganatos betegségek okozta mortalitds/morbiditds Magyarorszdgon silyos
tdrsadalmi problémdt okoz tGbb évtizede. Az Eurdpai Unidhoz valé csatlakozdsunkat
kovetden kiilonos hangsilyt kap a daganatos betegségek gyakorisdgdnak, illetve a
daganatos betegségek kovetkeztében kialakult haldlozdsi mutatdinak a tobbi unids
tagorszdggal valé 6sszehasonlitdsa, illetve annak javitdsa. 2008-ban latott napvildgot
egy jelentés, melyet a stockholmi Karolinska Intézet kutatéi publikdltak. E jelentés
alapjdn ugyan gazdasdgilag .megéri" a rakbetegek gydgyitdsa, azonban Magyarorszdg
gazdasdgi helyzetét, valamint az egészségiigyi ellatérendszeriink folyamatos
.reformjat” figyelembe véve idészerl lenne egy dtlagpolgdr szdmdra is elfogadhaté
primer prevenciés stratégia kialakitdsa.

A kémiai karcinogenezis folyamata sordn dltaldban hossz( idé telik el az expozicié és a
betegség kialakuldsa, valamint a Klinikai tiinetek és a metasztdzisok megjelenése
kozott. A daganatos megbetegedések elsddleges megel6zését a kockdzati tényezdk
elkeriilése vagy legaldbbis csokkentése, egyes esetekben véddoltdsok addsa, a
kemoprevencié és az egészségnevelés jelentik. A kockdzati tényezdk koziil az egyik
legfontosabb a dohdnyzds, melynek mell6zése az egyik leghatékonyabb prevenciés
stratégia, azonban fontos szerep juthat azoknak a kemopreventiv hatdsu
vegyiileteknek, melyek mindennapi élelmiinkkel keriilhetnek be a szervezetiinkbe. Az
utébbi években sziiletett epidemioldgiai tanulmdnyok donté bizonyitékot nydjtanak
néhdny étrendi Gsszetevé kemopreventiv, rdakmegel6zd hatdsdra. Ezen vegyiiletek
megszakithatjdk a tobblépcsds karcinogenezis folyamatdt, detoxikdld, antioxiddns
hatdssal is rendelkezhetnek, valamint szerepet jatszhatnak a sejtszintl védelemben,
pl. az apoptézis indukdldsdban. A kemopreventiv szerek klasszifikdcidja azon elven
alapul, hogy a karcinogenezis tobblépcsds folyamatdban melyik ponton fejtenek ki
protektiv hatdst.

A gatlo szerek azon vegyiiletek, melyek a prekurzor molekuldkbdl keletkezd
karcinogének vagy a reaktiv metabolitok létrejottét gdatoljdk.
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A blokkolo szerek, melyek a végsé elektrofil, karcinogén vegyiiletek célmolekuldkhoz
valo kotédését 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
aktivdldsat, moduldljak az I. és II. tipusi metabolizdlé enzimek expresszidjat,
karcinogén vegyiiletekkel valé kémiai reakcié folytdn ,befogjdk”, inaktivdljdk a szabad
gyokoket, valamint erésitik a DNS-hibajavité mechanizmusokat. A szuppresszadlé
szerek az inicidlt sejtek malignus transzformdciéjat akaddlyozzdk meg vagy a
promécio, vagy a progresszio gatldsdval.

Egyes vegyiiletek, melyek, kemopreventiv hatdsukat specidlis Gtvonalon fejtik ki, a
preneoplasztikus vagy neoplasztikus sejtekre apoptézist indukdlé hatdssal vannak.
Hasonlé szerkezetii vegyiiletek (pl. flavonoidok, szaponinok, fitoosztrogének) sejten
beliili viselkedése, kemopreventiv hatdsuk mechanizmusa is hasonlé, némelyikiik
blokkold és szuppresszdlé hatdssal egyardnt rendelkezik.

Sok természetes eredetli gatlé, blokkolo vagy szuppresszdlo szer keridil
szervezetiinkbe a napi étrendiinkkel, pl. brokkolibél, sz616bdl, széjababbdl, zsldtedbdl,
vagy gyombeérrel, gorogszéndval, kurkumdval izesitett ételeinkbdl.

A blokkolé dgensek illetve szuppresszdlé dgensek hatdsdt molekuldris bioldgiai
modszerekkel, tobbek kozott génexpresszids profil analizisével lehet jellemezni,
mMRNS vagy fehérje szinten.

Intézetiinkben 1992 éta folynak molekuldris epidemioldgiai kutatdsok, elsésorban a
daganatokkal kapcsolatos prediktiv molekuldris epidemioldgiai biomarkerek terén.
Ph.D. értekezésemhez kapcsolodé munkdm sordn a hatds markereit, ezen beliil is a
korai bioldgiai hatds markereit tanulmdnyoztam. A korai bioldgiai hatds markerei a
hosszd latenciaidé alatt bekovetkezd vdltozdsokra deritenek fényt, s ezen
vdltozdsokat az expozicidnak kitett egyénekben a tobblépcsés karcinogenezis nagyon
korai szakaszdban lehet detektdlni, amikor még a fenotipusban nincs vdltozds, csak
molekuldris (DNS, RNS, fehérje) szinten észlelhetiink a kiilsnbségeket

Kutatdsaimban olyan vegyiileteket, kivonatokat vizsgdltam, melyek hatdsukat a
daganatok morfoldgiai detektdlhatésdga elétt fejtik ki - kémiai, fizikai bioldgiai
tulajdonsdgaikndl fogva -, lehetnek rdkkelté, mutagén hatdsudak, de fellelheték koztiik
olyan kemopreventiv szerek, mely a tobblépcsds karcinogenezis valamely |épésénél
fejtenek ki gatlé hatdsokat.

Eddig ezen hatdsok megfigyelésére vagy hosszli idejli és drdga .long-term”
dllatkisérleteket vagy humadn epidemioldgiai vizsgdlatokat alkalmaztak.

Intézetiink az elmdlt években kidolgozott egy dllatmodellt, mely gyors, olcsé médszer,
-.Short-term” dllatmodel/ -, amely alkalmas a feltételezetten rdkkeltd vegyiiletek
vizsgdlatdra, valamint hipotézisiink szerint alkalmas potencidlis kemopreventiv
tulajdonsdgokkal rendelkezé vegyiiletek (keverékek) hatdsainak vizsgdlatdra, valamint
a kemoprofilaxis hatdsait mérhetjiik génszinten, igy alkalmas lehet a beavatkozds
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hatékonysdgdnak tesztelésre is. A médszer alkalmas az expozicio és a korai bioldgiai
hatds jelzésére a kémiai, fizikai, biolégiai karcinogének esetében, valamint kvantitativ
kockdzatbecslésre ad lehetdséget human populdciéban a daganatkeletkezésre nézve.
A tesztrendszer ,short-term” rendszer, amely sordn a karcinogén vegyiileteket
kémiai karcinogenezis irdnt érzékeny dllattérzsre (pl. CBA/Ca/H-2* egerek) gyakorolt
hatdsat monitorizadljuk; a génexpressziét mRNS szinten hatdrozzuk meg.

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

Munkdm soran elsésorban olyan vegyiiletek, (gydgy- és fliszernovények) korai bioldgiai
hatdsdt vizsgdltam dllatkisérletes modellen, melyek alkalmazdsa tdpldlkozdsunkban
lehetéséget nyljthat a daganatok rizikéjdnak csokkentésére.

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 detektdlhatdsdga eldtt, a korai
génexpresszié-vdltozdsokbdl kovetkeztethetiink esetleges rdkkeltd, mutagén
hatdsukra. A kidolgozott tesztrendszert, kis médositdssal kemopreventivnek igérkezé
vegyiiletek, készitmények korai vizsgdlatdra is adaptdlhatjuk, vizsgdlhatjuk hatdsukat
a tobblépcsds karcinogenezis egyes |épéseire, onko/szuppresszorgének expresszidira
gyakorolt hatdsukon keresztiil, valamint az apoptézisban szerepet jdatszd gének,
sejtciklust szabdlyozé gének, metabolizdlo enzimrendszerek mRNS szint(
detektdldsaval.

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

1. Kutatdsaink elsé felében a transz-2-hexendl hatdsdat kivantuk megvizsgdini.
Irodalmi adatok szerint ez a novényi eredet(i, gyiiméolcsokben, hiivelyesekben,
kdposztafélékben termelédé o.p-telitetlen karbonil vegyiilet Ames teszben
mutagénnek bizonyult, karbonil csoportjdnak készénhetéen 1,N2-propano-dezoxi-
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guanozin exociklikus adduktot képez, igy feltehetéleg a humdn karcinogenezisben is
szerepet jatszik.

Célunk volt, hogy hosszitdvi (.long-term”) dllatkisérletben bizonyitsuk tumorképzé
sajdtsdgdt, illetve ,short-term” génexpresszidos tesztrendszeriink segitségével
meghatdrozzuk egyes onko/szuppresszor génekre, mint kulcsgénekre gyakorolt
hatdsdt, az expoziciét kovetd 24, 48 és 72 éra elteltével.

2. Kutatdsaink mdsodik szakaszdban hazdnk tdpldlkozdsi szokdsainak ismeretében egy
potencidlis veszélyforrdsra szerettiik volna felhivni a figyelmet. Savas koriilmények
kozott - pl. a gyomrunkban - nitritek jelenlétében kiilonbozé fehérjeforrdsokbdl
(hdsokbdl), nitrézaminok képzddhetnek, melyeknek reprezentativ képviseléje egy
direkt karcinogén vegyiilet, az N-nitrozo-N-metil-karbamid (MNU). E vegyiilet is
adduktképzé, a DNS guanin bdzisdbél O°-metil-guanin (O°m6) addukt keletkezik,
mutdciot hozva létre tobbek k6z6tt a Hrasi gén 12-es kodonjdban.

Célunk volt, hogy dllatkisérletes modell segitségével megvizsgdljuk, hogy a vegyiilet
befolydsolja-e az dltalunk vizsgdlt kulcsgének (onko/szuppreszor gének)
expresszidjat, s ezen hatds 6sszefiigg-e a vegyiilet karcinogén hatdsaval.

3. Flavonoidokrdl,  kalkonokrédl kalkon-szdrmazékokrél leirtak  tumorellenes,
gyulladdscsokkentd, immunszuppressziv hatdsokat, antioxiddns tulajdonsdgokat. Egy
szintetikus  kalkon-analogrél, E,E-bis-(2-hidroxi-benzilidén)-aceton-rél (HBA)
igéretes kutatdsi eredmények sziilettek feltételezheté kemopreventiv hatdsdrél.

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 Hrasi expressziékat, gyakorlatilag
mint a kemoprevencié biomarkerét.

4. Epidemioldgiai tanulmdnyok rdvildgitottak arra, hogy a Dél-Eurépa orszdgaiban élé
emberek dohdnyzdsi, alkoholfogyatdsi szokdsai ellenére kedvezébb daganatos
haldlozdsi mutatékkal rendelkeznek, mint az Unids dtlag. Epidemioldgiai tanulmdnyok
bizonyitjdk, hogy a Fd&ldkozi tenger partjan ¢él6 emberek eltéré tdpldlkozdsi
szokdsaiban keresendd a vdlasz ezen un. ,mediterrdn” (vagy francia) paradoxonra; a
salatdkkal, martdsokkal, és nem utolsé sorban kiilénb6zé borokkal (vérésbor) bevitt
kemopreventiv hatdst polifenoloknak, flavonoidoknak, karotinoidoknak tulajdonithaté
ez a hatdst.

Az irodalmi adatok alapjdn az anti-karcinogén hatdsu vegyiiletek koziil a vorosborban
taldlhaté rezveratrol, és a paradicsom egyik fé antioxiddns tulajdonsdgu vegyiilete a
likopin, (¥ ¥'-karotin) onko- és szuppresszor-génekre gyakorolt hatdsat kivantuk
meghatdrozni a karcinogén vegyiiletek tesztelésére kidolgozott .short-term”
dllatmodellen. Célunk az volt, hogy a humdn epidemioldgiai tanulmdnyokban
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kemopreventinek itélt vegyiiletek rovid tdavld hatdsdat is kimutassuk, bizonyitsuk a
tesztrendszeriink alkalmazhatdsdgat.

5. Napjainkban egyre tobb figyelem irdnyul a tdvol-keleti gydgydszatban haszndlt
gyogynovényekre, és a belélik késziilt kivonatokra, étrend-kiegészitdkre. A kinai
gyodgydszatban tobb ezer éve haszndlt Panax ginsengrél tobb tanulmadny is sziiletett,
leirtdk antikarcinogén, kemopreventiv hatdsat.

Célunk, hogy az Intézetiinkben kidolgozott rovid tdvd dllatkisérletes modellben
vizsgdljuk meg a ginzeng tartalmi tdpot fogyasztd egerek génexpresszios
mintdzatdnak vdltozdsat. Vizsgdlataink sordn feltérképezzik az apoptozis
reguldciéban résztvevé gének koziil a Bc/2, Bc/2/! (Bcl-x) és cend! (Ciklin D1) gének
MRNS expressziéit a kisérleti dllatok egyes szerveiben. Feltételeztiik azt, hogy a
ginzeng tartalmd tdp az apoptézis indukcidojdn keresztil fejti ki kemoprevencios
hatdsat.

6. A Trigonella foenum graecum (gorogszéna, lepkeszeg) magja - a keleti
orszdgokban népszer(i nevén "Methi" - az indiai fliszerkeverékek kedvelt alkotdrésze.
Bioaktiv komponensei enzimet moduldlhatnak, tobbek kozott a gliikoz- és lipid-
metabolizmusban szerepet jdatszé enzimeket. Gyulladdscsokkentd hatdsa miatt az dsi
keleti gyégydszatban évezredek 6ta haszndljdk.

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

ANYAG Es MODSZER

Transz-2-hexendl és MNU hatdsdra kialakulo genexpresszios profil vizsgdlata

CBA/Ca egereken
A kisérlet sordn CBA/Ca H-2* haplotipust, 4-6 hetes beltenyésztett ndstény
egereknek ip. meghatdrozott dozisi (30 mg/ttkg doézisiban 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 kovetd 12/24 dra
(MNU kezelés esetén) illetve 24/48/72 éra (2-hexenal kezelés esetén) elteltével
az dllatokat cervicalis diszlokdcié (CD) utdn felboncoltuk, szerveiket (csontveld,
mdj, |ép, vese, tiidé, hasi nyirokcsomé és csecsemdmirigy) kiemeltiik és -80 °C-on
tdroltuk. A csoportonként, szervenként poolozott 100 mg szovetmintdbdl TRIZOL
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reagens (Invitrogen, Paysley, Scotland, UK) haszndlatdval teljes RNS-t izoldltunk.
Minden mintdbol 10 pg RNS-t HYBOND N+ membrdnra blottoltuk, majd
kemilumineszcens jelolésl (ECL kit, Amersham, Little Chalfont, England) Myc,
Hrasl és Trp53 (Prof. Dr. Szeberényi Jozsef, Pécsi Tudomdnyegyetem, Orvosi
Bioldgiai Intézet) onko- és tumorszupresszor génspecifikus prébdkkal
hibridizdltuk. A laboratériumi folyamatok minden Iépését a felhaszndlt
termékekhez a gydrté cégek dltal mellékelt eléirdsoknak megfeleléen végeztiik. A
jelolés detektdldsa Rtg filmen tortént. A dot-kiértékelést Quantiscan software-el
végeztiik (Biosoft, Cambridge, UK). A kezelt és kontroll csoportok kozti Myc,
Hrasl és Trpb3 génexpresszio eltéréseket p-aktin aktivitds %-os ardnydban
dbrazoltuk.

Transz-2-hexenal ,long-term” hatdsa CBA/Ca, AKR/J, C3He-mg egereken

valamint Long-Evans, Fischer 344 és Wistar patkanyokon
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 mennyiségii kukoricaolajjal oltottuk. 18 hénap
tdlélési id6 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 tumorok
szovettani képét.

CBA/Ca egerek kezelése ,short-term” kemoprevencios tesztrendszerben
A kisérlet sordn CBA/Ca H-2* haplotipust, 4-6 hetes beltenyésztett ndstény
egereket az aldbbi kezelés protokoll szerint ip. oltottunk. A negativ kontroll
csoport 0,1 cm® kukoricaolajat kapott, a pozitiv kontroll 20 mg/+tkg DMBA-t, a
vizsgdlt vegyiiletet (dozis: 20 mg/ttkg rezveratrol illetve likopin és 4.36 mg/ttkg
HBA) a karcinogén expozicio el6tt 24 6rdaval (III: csoport), a karcinogén
expoziciéval azonos idében (IV. csoport), valamint az azt kovetdé 24. érdban (V.
csoport), oltottuk az dllatokba, tdpldlékot mindegyik csoport egyedei igény szerint
(ad /ibitum) fogyaszthattak. Karcinogén expoziciét valamint az utolsé kezelés utdn
24 odraval cervikdlis diszlokdcio (CD) utdn az egerek szerveit kiemeltiik. A
csoportonként, szervenként poolozott 100 mg szévetmintdbdl TRIZOL reagens
(Invitrogen, Paysley, Scotland, UK) haszndlatdval teljes RNS-t izoldltunk. Minden
mintdbdl 10 pg RNS-+ HYBOND N+ membrdnra blottoltuk, majd kemilumineszcens
jelolésd (ECL kit, Amersham, Little Chalfont, England) Myc, Hras! és Trp53 (Prof.
Dr. Szeberényi Jézsef, Pécsi Tudomdnyegyetem, Orvosi Bioldgiai Intézet) onko- és
tumorszupresszor génspecifikus préobdkkal hibridizdltuk. A laboratdriumi
folyamatok minden [épését a felhaszndlt termékekhez a gydrtd cégek dltal
mellékelt eldirdsoknak megfeleléen végeztik. A jeldlés detektdldsa Rtg filmen
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tortént. A dot-kiértékelést Quantiscan software-el végeztiik (Biosoft, Cambridge,
UK). A kezelt és kontroll csoportok kézti Myc, Hrasl és Trp53 génexpresszio
eltéréseket p-aktin aktivitds %-os ardnydban dbrazoltuk.

Gorogszéna és ginseng tartalmd tdpot fogyaszto AKR/J egerek szerveiben

meghatdrozott génexpreszios mintdzat
Kisérleti  osszedllitdsunkban  csoportonként 6-6 db  hathetes ndstény
beltenyésztett AKR/J egeret haszndltunk. A kisérlet sordn alkalmazott ginseng
valamint gorogszéna tartalmd tdpot a laboratériumban kevertiik, 50 % daralt
normdl rdgcsdlé tdpot és 50% ginseng gysokér port (Nyugat-Magyarorszdgi
Egyetem, Mezdgazdasdgi és élelmiszer‘rudomdnyi Kar, Novénytudomdnyi Intézet,
Gydgynovény Termesztési Tanszék) tartalmazott. A porkeveréket csapviz
segitségével pépesitettiik, hasdbokba szabdaltuk, majd szobahdmérsékleten
kiszdritottuk.
Az egereket négy csoportba osztottuk. Az elsé és masodik csoport egyedi specidlis
tdpot fogyasztottak a kisérlet végéig, a mdsodik csoport a kisérlet hatodik napjdn
DMBA kezelést kapott (20 mg/ttkg, i.p.). A harmadik és negyedik csoportba sorolt
egereket normdl tdppal etettiik, a negyedik csoport egyedeit - mint a mdsodik
csoportba tartozé egereket -, karcinogén expozicionak tettiik ki (DMBA, 20
mg/ttkg, i.p.) Mind a négy csoport egyedeit a karcinogén expozicié utdn 24 ordval -
a hetedik napon - ledltiik, felboncoltuk, szerveikbdl (vese, mdj, lép, tiid6) mRNS-+
izoldltunk MagNA Pure Compact Instrument késziilékkel (Roche Applied Science).
A génexpresszidkat kvantitativ RT-PCR-ral hatdroztuk meg, Gene Amp® 5700
Sequence Detection System késziilékben (Applied Biosystems), SYBR Green
protokoll szerint, a technikai utasitdsnak megfeleléen. A primereket Primer
Express™ Software-rel terveztiik (Applied Biosystems), és az Integrated DNA
Technologies szintetizadlta (Bio-Scienses).
A relative génexpressziékat “comparative Cr method"-dal hatdroztuk meg (AACt
method, Applied Biosystems) egy belsd, un. “housekeeping” génhez viszonyitott
értékeket szamoltuk.

Antioxiddns kapacitds meghatdrozdsa

A  2-dezoxi-D-ribéz  degraddciéjanak  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 puM vas(II)-szulfat; 50uM
H202; 200 uM HBA ndtrium sdja (a vegyiilet 6ssztérfogatdnak megfelelé térfogatt
1% (v/v)-os DMSO-ban oldva)

Az EDTA jelenlétében végzett kisérlet sordn a reakcidelegy 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
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helyett 1 % (v/v)-os DMSO-t tartalmaztak. A vak 6sszetétele hasonlé volt a
megfelel§ elegyhez, de nem tartalmazott vas(II)-szulfdtot.

A mintavételkor jelenlévé TBA reaktiv anyagok meghatdrozdsdt 1 cm® mintdbdl
végeztiik. A mintéhoz 0,5 cm® 1%-os tiobarbitursav oldatot és 0,5 cm® 5,6%-0s
triklér-ecetsavat adtunk, majd 8 percig 100°C-os glicerines fiirdében inkubdltuk. A
szobahémérsékletre hiitott oldat abszorbancidjat 532 nm-en mértiik, a vakkal
szemben.

Statisztikai analizis
A gordgszéna és a ginseng hatdsdnak meghatdrozdsa sordn elvégzett hdrom
pdrhuzamos vizsgdlat eredményeit dtlagoltuk, majd az igy meghatdrozott relativ
génexpressziékat dbrdzoltuk,  # prébdval szdmoltuk a konfidencia intervallumokat.

UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

1. Transz-2-hexend/

Bdar az Intézetiink dltal haszndlt kisérleti tesztrendszer kivdléan alkalmas
kiilonbozd karcinogén vegyiiletek hatdsdnak kimutatdsdra, az ismerten genotoxikus
karcinogén vegyiiletektsl (DMBA, NP) eltérden a transz-2-hexendl nem indukalt
egyértelmi korai génexpresszio-emelkedést a vizsgadlt kulcsgénekben,
ugyanakkor a kronikus kisérletben karcinogén hatdstnak bizonyult, az dllatokban
daganatok kialakulasat eredményezte. A kisérletekben haszndlt dllatok kis szdma
miatt eredményeink elézetesek, de a transz-2-hexendlnak az emberi taplalékokban
valo ubikviter jelenléte miatt fontosnak tartjuk a vizsgdlati eredmények el6zetes
kozlését is.

2. N-nitrozo-N-metil-karbamid (MAL)
A DMBA-val szemben az MNU hatdsdra kordbban emelkedik a AHrasi, Myc és a
Trp53 expresszioja a késébbiekben tumorkialakuldst mutaté szervekben. Ezen
gének expresszio-emelkedése, mint kisérletiink is igazolta, j6 korai behatdrold
molekuldris biomarkere a karcinogén expoziciénak, igy a primer prevenciéban
fontos szerepe lehet. Eredményeink alatamasztjak a tényt, hogy az MNU
direkt karcinogén és ezért a hatdsa gyorsabban jelentkezik (12 drdval a beadds
utdn) és eldbb le is cseng (24 ordval a beadds utdn), mint a metabolikusan
aktivalodo karcinogén DMBA esetében (ahol 24 és 48 ora kozt jellemzd a hatds).

3. HBA (E, E-bis-(2-hidroxi-benzilidén)-aceton)
Intézetiinkben  alkalmazott  .short-term”  tesztrendszert  potencidlis
kemopreventiv vegyiiletek vizsgdlatdra is alkalmazzuk. Az dltalunk vizsgdlt
kalkonanalog (HBA) ismert kemopreventiv szer, irodalomban k6z6lt adatok szerint
erds NAD(P)H-dehidrogendz kinon 1 (NQO1) indukadlé potencidllal rendelkezik Hepa
1c1c7 sejtvonalon. A HBA és a DMBA egyidejii kezelés hatdsara minden vizsgalt
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szervben a Hras! expresszio visszaszoruldsat tapasztaltuk, mely a ket
vegyiilet metabolikus kélcsonhatdsara enged kévetkeztetni.

A génexpresszio csokkenés azt jelzi, hogy tesztrendszeriink alkalmas a
kemopreventiv hatas detektdlasara.

A 2-dezoxi-D-riboz degraddcids teszt eredményei szerint az elsé 120 percben az
antioxiddns kapacitds észlelhetd volt, azonban hosszabb inkubdcids idé esetén,
fliggetlenil az EDTA adagoldstdl inkdbb a pro-oxiddns jellegli képet mutatott a
HBA.

4. Likopin és rezveratrol
A likopin mindkét gén - Hrasl onkogén és Trp53 tumor szuppresszor gén -
expressziojat csokkentette, a rezveratrol féleg a Trp53 gén-re hatott. Ezen
kilonbségek a vegyiiletek hatdsmechanizmusanak kiil6nb6zéségébdl adodhat. A
génexpressziés profilok 6sszehasonlitdsa sordn arra a kovetkeztetésre jutottunk,
hogy a két vizsgdlt vegyiilet koziil a likopin hatdsa a szembetiinébb, mint
potencidlis kemopreventiv dgens.

5. Gorogszéna, hatdsa, az arachidonsav metabolizmus enzimjeire in vivo
dllatkisérletben (ALOX, COX)
Vizsgdlataink sordn azt tapasztaltuk, hogy a vesében a DMBA hatdsdra
megemelkedett ALOX12-mRNS szint expresszidjat a gorogszéna tartalmd tdp
visszaszoritotta a normdl szintre. Az ALOXI15 génexpressziéjat mind a négy
vizsgdlt szévetben a karcinogén expozicié 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 jdtszé enzimek (COXI, COX2)
génexpreszidja a |ép kivételével visszaszorult a go6rogszéna tartalmid tdp
fogyasztdsdanak eredményeképp.
Eredményeinket mas kutatok sejtvonalakon végzett kisérleteivel Gsszevetve
megadllapithatjuk, hogy a gordgszéna bioldgiailag aktiv komponensei képesek az
arachidonsav metabolizmus gatlasan keresztil potencidlis kemopreventiv hatast
kifejteni.

6. Ginzeng tartalmd tdpldlék kemopreventiv hatdsa in vivo dllatkisérletben
.Short-term" teszt-rendszeriinkben végzett vizsgdlataink szerint, az AKR/J-H2"
beltenyésztett egerek szerveibdl izoldlt mRNS expressziéos mintdazata alapjdn a
ginzeng tartalmd tdp valdszinlleg kemopreventiv hatdsd. A mdj, tidé és Iép
szovetben a Ccndl expresszié csokkent volt a DMBA-val kezelt csoportban mért
értékekhez képest. Az apoptozis reguldciéjdban szerepet jatszo Bc/2 gén a mdj és
vese szovetben alacsony expressziot mutatott a specidlis tdpot fogyasztd egerek
esetén, és Bc/2/l gén a tiiddben és a lépben volt alulexpresszdlt. Irodalmi
adatokkal ellentétben dllatkisérletes modelliink a ginzeng gydkér tartalmd tap
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apoptozis indukdlé hatdsat bizonyitja, mely egy lehetséges mechanizmusa a
kemoprevencionak.

A kidolgozott tesztrendszer alkalmas a kemopreventivnek igérkezé vegyiiletek,
készitmények korai vizsgdlatara is, kvantitativ reverz transzkripciés polimeraz
lancreakcioval  kombindlva  kiilonb6z6  génspecifikus  primerekkel végzett
amplifikaciokkal valaszt kaphatunk a t6bblépcsds karcinogenezis egyes lépéseiben
lezajlo  folyamatokra, valamint a beavatkozasok (mint kemoprevencio)
hatasossagara.
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INTRODUCTION

According to mortality statistics the tumour diseases are the second cause of
mortality in the developed countries affer cardiovascular diseases. WHO data
indicates that malignant tfumours are responsible for 12% of the 56 millions deaths
per year. Malignancies are, therefore, responsible for almost a quarter of the total
mortality in many countries including Hungary. Close to 11 millions new cancer patients
were diagnosed in the year 2002 and 7 millions cases of cancer mortality were
registered. Data shows that 45% of new cancer cases are from Asia, 26% Europe,
15% North America, 7% Central and South America, 6% Africa and 1% Australia.
According to WHO the incidence of fumours might reach even 15 millions by 2020
unless our life style changes.

For the last few decades malignancy related mortality/morbidity has been
responsible for serious social problems in Hungary. Special attention is drawn to the
comparison of prevalence and mortality to data collected from other UE countries. As
per publication of Karolinska Institute in Stockholm, it is economically "worthwhile” to
treat cancer patients but taking into consideration the economical situation and
constant health care system "reform” it is time to develop a primary preventive
strategy that would be acceptable for the average population.

Generally during the process of chemical carcinogenesis there is a long time interval
between the exposure to the carcinogen and the development of the cancer, its
clinical manifestation and metastasis formation. The primary prevention of cancer
means avoidance of the risk factors, vaccinations in certain cases, chemoprevention
and health education. One of the most effective of all risk factors is smoking;
however, there is important role of those compounds with chemopreventive effects
which gain way into our body via food. Epidemiologic studies evolved lately, have
shown hard evidences of chemopreventive and cancer preventive effects of some
food ingredients. These compounds would interrupt the multi-step process of
carcinogenesis, are detoxifying with antioxidant properties and could play a role in
the cellular defence mechanism. The classification of chemopreventive compounds is
based on the point of carcinogenesis process at which they exert their protective
effect.

Inhibitory compounds are those which inhibit the formation of reactive metabolites
or carcinogens originating from the precursor metabolites.

The blocking agents block binding of the final electrophilic carcinogens to the target
molecules (inhibition of DNA-, protein-adducts formation) and this is how the
initiation is stopped.

The chemopreventive agents in this group may exert their biochemical effect of by
decreasing the metabolic activation of carcinogens, modulating the expression of the
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type I. and IT. metabolising enzymes, inactivating the free radicals and enhancing the
DNA repair mechanism. The suppressing compounds inhibit the transformation of the
initiated malignant cells through the blocking of promotion or progression.

Certain compounds using special route for exertion of their chemopreventive effect
induce apoptosis of preneoplastic or neoplastic cells.

The infracellular behaviour and chemopreventive mechanism of compounds with
similar structure (like flavonoids, saponions and fito-estrogens) are similar. Some of
them have both suppressing and blocking effects equally.

Many inhibitory, blocking or suppressing compounds of natural origin gain access to
our body via our daily food intake. Examples, o name only few of them, are broccoli,
grape, green teaq, or foods containing ginger, fenugreek and curcuma. The effects of
blocking or suppressing agents can be well studied using molecular biological methods
via analysis of gene expression profile at the mRNA or protein level.

There have been ongoing molecular epidemiological researches at our department
since 1992. This mainly includes investigations on the predictive molecular
epidemiological biomarkers in cancer.

In my PhD work I have investigated the effect makers and the markers of the early
biological effects.

The markers of early biological effect highlight the changes which occur after long
latent period, changes which could be detected in the very early stage of
carcinogenesis in the individuals exposed to carcinogens where there are no
phenotypic alterations and the differences can only be detected at the molecular
level (DNA, RNA, protein).

I investigated compounds and extracts which exert their effect before the tumours
are morphologically detectable. Based on their chemical or physical properties they
can be carcinogenic or mutagenic. But, there are also possible chemopreventive
agents among them with inhibitory properties at a certain stage of carcinogenesis
process.

Investigation of these effects, so far, has been limited to either long term and
expensive animal experiments or human epidemiological studies.

Our department has introduced a short term, fast, and cheap animal model capable of
examining the potencial carcinogens, chemopreventive compounds (mixtures).
Moreover, their chemoprophylactic effects at gene level could be measured thus it
could be used in testing or evaluation of the effectivness of our interventions. The
method is also capable of signalling the exposure and early biological effect in case of
chemical, biological and physical carcinogens. It also gives us the opportunity of
quantitative risk analysis in human population from the cancer treatment point of
view.

This short term test system monitories the effect of chemical carcinogens on
sensitive animal strains (CBA/Ca/H-2* mice). The gene expression is determined at
MRNA level. Monitoring biomolecules from the healthy status through the initiation
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phase up fo the manifestation of cancer cells offers numerous interventional
possibilities and prevention. Examination of the expression of onco/suppressor genes
and the detection of the metabolic pathways in response to the carcinogenic
exposure would help us to formulate effective chemopreventive strategies.

During my work, using animal model, I examined the early biological effect(s) of such
compounds (culinary and medical herbs) whose implication in our diet would offer us
possibilities of lowering cancer risk

OBJECTIVES

With my PhD work I join the ongoing molecular biological researches in our
department which involves investigation of compounds and extracts and their early
carcinogenic effects in animal experimental models. We can determine their effect
before tumours are morphologically detectable and their possible carcinogenic effect
could be prognosticated based on gene expressional changes. With a little
modification this model can be used in early examination of potential chemopreventive
compounds and products, and their effect on certain steps of multi-step process of
carcinogenesis via detecting the expression of onco/suppressor genes.

Our body is exposed to carcinogenic agents and procarcinogenic compounds which are
present in the food. However, eating gives us the opportunity of protecting our body
against the unfavorable effects as well. Intake of chemopreventive molecules means
realization of a planned primary prevention and accomplishment of a chemopreventive
program at individual level.

First half of our research is mainly comprised of investigation of trans-2-hexenal
effect. 2-Hexenal is a common component of plants and the main intake for humans is
considered to result from consumption of fruit, vegetables and fruit juices, but also
from beverages like tea Like other o.p-unsaturated carbonyl compounds, 2-hexenal is
proved to be mutagenic in Ames test. Owing to its carbonyl group produces 1,N°-
propano-deoxy-guanosin exocyclic adduct thus it assumingly plays a role in human
carcinogenesis.

Our aim was to prove its unique carcinogenic characteristic in long term animal
experiment. Moreover, to determine its effect on certain onco/suppressor genes (key
genes) in short term model 24, 48 and 72 hours post exposure.

. In the second half of our research, knowing our country”s habits, we would like to
draw attention fo one of the potential source of danger. In the stomach in acidic
environment with the presence of nitrites nitrosamines are formed from protein
sources (meat). The representative of nitrosamines is N-nitroso-N-methylurea
(MNU) which is a direct carcinogenic compound. It is an adduct-forming compound
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with O®-methyl-guanine (0°m6&) adducts formed from the DNA guanine base leading
to mutation of the code 12 of Hras! gene.

Using an animal model our aim was to find out if this compound affects the expression
of the studied key genes (onco/suppressor genes) and whether this effect is related
to its carcinogenic effect.

. The anticancer, anti-inflammatory, immunosuppressive and antioxidant properties and
effects of chalcones and their metabolites have been described. Promising results on
possible chemopreventive effect of a synthetic chalcone analog, E,E-bis-(2-
hydroxy-benzilidene)-aceton (HBA) have been published.

Our aim was to determine the antioxidant capacity of the compound with the help of
2-deoxy-D-ribose test in addition to a proved carcinogenic agent (DMBA). The AHras!
gene expression measured in certain organs of the treated animals has been used as
chemopreventive biomarker.

. Epidemiological studies have shown that populations of Southern European countries
have more favourable cancer mortality profiles despite their smoking and drinking
habits when compared to other EU countries. Studies has proved that the explanation
of this so called "French or Mediterranean™ paradox is in the characteristic dietary
habit of the people living in these areas.

The polyphenols, flavonoids and carotenocids present in salads, sauces and red wine
are thought to be responsible for such chemopreventive effects.

We were to determine the effects of resveratol (anticarcinogenic found in red wine)
and lycopene, (¥ Y¥'-carotene) (antioxidant found in fomato) exerted on
onco/suppressor genes in short ferm animal models. Moreover, our aim was to show
the short term effects of compounds which have been proved o be chemopreventive
in human and also to prove our model's applicability.

. Nowadays there has been more attention drawn fo the herbs and extracts used in
Far East. Many studies have dealt with Panax ginseng used in Chinese medicine for
thousands of years describing its anticarcinogenic and chemopreventive effects.

Our goal was to examine the pattern of expressional changes of Bc/2, Bc/2/1 (Bcl-x)
and Ccnd? (Ciklin D1) genes affecting the apoptosis in different organs of animals
consuming ginseng-containing diet. We believe that the ginseng-containing diets exert
their chemopreventive effect through induction of apoptosis.
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6. The seed of Trigonella foenum graecum (fenugreek) known as Methi is inseparable
part of Indian spice mixtures. Its metabolites modulate enzymes witch have role in
glucose and lipid metabolism. It has bee used for decades in Eastend Medicine.

Assumingly they play a role in inhibition of carcinogenesis. We aimed to examine the
pattern of gene expressional changes in the mice consuming fenugreek containing diet
in our short ferm animal model. We determined the effect of fenugreek on
metabolizing enzymes of fatty acids (ALOX and COX enzymes) in mice exposed fo
carcinogen (DMBA)

MATERIALS AND METHODS

Examination of gene expression pattern in CBA/Ca mice in response to trans-2-

hexenal and MNU treatment
Six- to eight week-old conventionally maintained, CBA/Ca inbred mice, with H-2K
haplotype (6-6 in each group, male and female) were used for this experiment. Two
groups were treated intraperitoneally (7.p.) with a single 30 mg/kg body weight
dose of MNU (Sigma Aldrich Budapest, Hungary) dissolved in 0.1 m| Salsol A and
50 mg/kg body weight dose of trans-2-hexenal (Sigma Aldrich Budapest, Hungary:;
solvent: corn oil). Control groups of mice treated /p. with 0.1 ml dissolving solution.
A served as control. At 12, 24 and 24, 48 and 72 hours after the MNU or trans-
2-hexenal respectively, the mice were by cervical dislocation killed and the liver,
lungs, kidneys, thymus, spleen, lymph nodes and bone marrow were removed and
100 mg samples of each tissue were pooled according to groups and stored at -80
°C. After homogenization of the organs, total cellular RNA was isolated using
TRIZOL reagent (Invitrogen, Paisley, Scotland, UK). The concentration and quality
of the RNA was checked by absorption measurement of light at 260/280 nm
wavelength. RNA of each sample (10 pg) was dot-blotted onto Hybond N+
nitrocellulose membranes (ECL kit, Amersham, Little Chalfont, UK) and hybridized
with chemiluminescently labeled specific probes for Myc, Hras! and Trp53
(Professor J. Szeberényi, University of Pécs, Hungary) genes. The RNA isolation,
hybridization and detection were performed according to the manufacturer's
instructions. The signals were detected on X-ray films. The dots were evaluated
by Quantiscan software (Biosoft, Cambridge, UK). Gene expression is reported as
% relative to the level of the expression of S-actin check.

Long term effect of Trans-2-hexenal on CBA/Ca, AKR/J, C3He-mg, Fischer 344
és Wistar mice
In the "long-term” study, mice and rats (CBA/Ca H-2%, AKR/J H-2% és C3He-mg H-
2 mice, and Long-Evans, Fischer 344 és Wistar rats) received 150 mg/kg body
weight of 2-hexenal ip. (50 mg/kg on the 15, 8™ and 15™ day) and were autopsied
after 18 months of survival. Developed tumours were removed and 5-um formalin-
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fixed, paraffin-embedded sections were routinely stained by haematoxylin-eosin
and evaluated by light microscopy, (50x and 100x).

Treatment of CBA/Ca mice in ,short-term” chemopreventive mode/

Four to six week-old conventionally maintained, CBA/Ca inbred mice, with H-2X
haplotype were used in this experiment. The negative control group was given 0,1
cm® of corn oil and positive control group was treated with 20 mg/kg body weight
dose of DMBA. The examined compound was administered 24 hour before
carcinogenic exposure (Group III.), at the time of carcinogenic exposure (group
IV.) and 24 hours after (group V.). The diet was consumed based on the individual
need (ad libidum) The mice were by cervical dislocation killed and the liver, lungs,
kidneys, thymus, spleen, lymph nodes and bone marrow were removed and 100 mg
samples of each tissue were pooled according to groups and stored at -80 °C.
After homogenization of the organs, total cellular RNA was isolated using TRIZOL
reagent (Invitrogen, Paisley, Scotland, UK). The concentration and quality of the
RNA was checked by absorption measurement of light at 260/280 nm wavelength.
RNA of each sample (10 pg) was dot-blotted onto Hybond N+ nitrocellulose
membranes (ECL kit, Amersham, Little Chalfont, UK) and hybridized with
chemiluminescently labelled specific probes for c-myc, p53 and Ha-ras (Professor
J. Szeberényi, University of Pécs, Hungary) genes. The RNA isolation,
hybridization and detection were performed according to the manufacturer's
instructions. The signals were detected on X-ray films. The dots were evaluated
by Quantiscan software (Biosoft, Cambridge, UK). Gene expression is reported as
% relative to the level of the expression of S-actin check.

The gene expressioan/ pattern in organs of AKR/J mice on fenugreek and ginseng
containing diet
In this experiment six mice (6 week female AKR/J H-2% inbred) were used in each
group.
Special food was prepared as follows: normal pet food granules were ground, then
the same quantity (50% mass) of ginseng root powder was mixed in (University of
West Hungary, Agriculture Science Faculty, Department of Medicinal and
Aromatic Plants). By adding a small quantity of water, rod-shape objects were
formed and dried at room temperature.
Mice were divided into four groups. The first group was fed with the special
nutriment throughout the investigation. The second group was fed with normal
nutriment and DMBA was administered on day 6. The third and fourth groups
were supplied with normal nutriment, and the fourth group received DMBA
intraperitoneally (20 mg/bw kg doses DMBA) similar to the second group. All the
groups were autopsied on day 7, 24 h postcarcinogenic exposure, with subsequent
isolation of mMRNA from lung, liver, spleen and kidney, using MagNA Pure Compact
Instrument (Roche Applied Science).
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Quantitative RT-PCR was performed using the Gene Amp® 5700 Sequence
Detection System (Applied Biosystems) according to the manufacturer's
instructions. All the primers were designed by Primer Express™ Software
(Applied Biosystems) and synthesized by Integrated DNA Technologies. Relative
gene expression values were calculated by the comparative Ct (threshold cycle)
method (AACt method, Applied Biosystems). The comparative C+ method gives the
amount of target gene normalized to an endogenous reference gene and to a
relative calibrator sample.

Investigation of the antioxidant capacity

Degradation of 2-Deoxy-D-ribose with and without the presence of EDTA was
examined. The mixure component without EDTA : 30 mM phosphate buffer
(pH=7,4); 9 mM 2-desoxy-D-ribose; 40 mM NaCl, 30 uM Iron(II)-sulphate; 50uM
H20;; 200 uM HBA disodium salt (dissolved in DMSO, corresponding to 1%(v/v) of
the total volume of the mixture) The mixure component with EDTA: similar to the
previous reaction mixture but contains 36 uM EDTA yet.

The mixture was incubated at 37 °C, and the time-course of the 2-deoxy-D-ribose
degradation was monitored by determination of the thiobarbituric acid reactive
substances formed by the Fenton reaction-initiated degradation. The reference
mixtures contained DMSO (1%, w/v) instead of HBA disodium salt. The
composition of the blank was the same as above, but iron(II)sulphate was omitted.
The thiobarbituric acid reactivity was development dy mixing a 1,0 ml aliquot of
the mixture with 0,5 ml thiobarbituric acid reagent (1%, W/v, in 50 mM sodium
hydroxide solution) and 05 ml 5,6 % (w/v) trichloroacetic acid, followed by
heating at 100 °C for 8 min. When the mixture was cool the absorbance was
measured at 532 nm against appropriate blank. The composition of the blank was
the same as above, but iron(IT)sulphate was emitted. All solutions were freshly
prepared using doubly distilled water. Each value is the average of 3 independent
measurements.

Statistical analysis.
At the determination of the effects of Fenugreek and Ginseng the results of
three parallel examinations were averaged and the relative gene expressions were
illustrated. Calculation of confidence interval was done with y 2 test.

SUMMARISING OUR NEW RESULTS

1. Trans-2-hexenal
Although the experimental test system used by our Institute is outstanding, to
detect the effects of different kinds of carcinogens, unlike the known
carcinogenic substances (DMBA, NP) trans-2-hexenal did not induced definite
early gene expression elevation of the investigated key genes. Long term
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investigations have proved it to be carcinogenic by causing cancer in
experimental animals. Owing to the small number of animals our results are only
pilot studies, but because of the ubiquiter presence of trans-2-hexenal in human
diet it is important to preannounce our results.

2. N-methyl-N-nitrosourea (MNU)

Unlike DMBA, in the presence of MNU Hrasi, Myc and Trp53 expression showed
earlier elevation in the organs in which cancer developed later. As our experiments
confirmed, the elevated expressions of these genes are an appropriate and early
characterising biomarker of carcinogen exposure, so it might have a considerable
role in primary prevention. Our results confirm the fact that MNU is a direct
carcinogen, for that reason its effect develops faster (12 hours after
administration) and it decays sooner than the metabolically activated DMBA
(its effect shows between 24 and 48 hours).

3. HBA (E,E-bis(2-hydroxybenzylidene) acetone)

The short-term model used in our institute is also appropriate for the analysis of
potential chemopreventive substances. The chalcone analog HBA is a well-known
chemopreventive agent, several studies show that it has a strong NQO1 inducing
potential in Hepa 1clc7 cell line. Administration of both HBA and DMBA caused
the Hrasl expression to decrease in all investigated organs, which might indicate
the metabolic interaction of the two substances. The gene expression decrease
indicates that our fest system is appropriate for detecting chemopreventive
effects. The results of the 2-dezoxi-D-ribose degradation test show that in
the first 120 minutes antioxidant capacity was present, after longer
incubation independently from the EDTA administration HBA acted like a pro-
oxidant.

4. Lycopene and resveratrol
Lycopene decreased both AHras! oncogene and T7rp53 tumour suppressor gene
expression while resveratrol acted mainly on 7rp53. These dissimilarities are due
to the different acting mechanisms of the two substances. Comparing gene
expression profiles we concluded that the effect of lycopene is more
significant as a potential chemopreventive agent.

5. The effect of fenugreek on the metabolism of arachidonic acid in an in-vivo

animal model (ALOX, COX)
Our investigations show that in the kidney of animals the DMBA induced
overexpression of ALOX12-mRNA was suppressed to the normal level by
fenugreek rich nutriment consumption. The gene expression of ALOX15 was
increased by carcinogen exposure in all of the investigated tissues, but in the
liver, in lung and kidney tissues of mice kept on fenugreek diet normal level of
mRNA was measured. We got similar results - except of the lung - when
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investigating the key enzyme (ALOX5) of arachidonic acid metabolism. Nutriment
containing fenugreek caused gene expression of enzymes of the prostaglandin
synthesis (COX1, COX2 ) to decrease.

Comparing to other experiments on other cell lines we can state that
biologically active components of fenugreek are potentially chemopreventive
by inhibiting the arachidonic acid metabolism.

6. The chemopreventive effect of nutriment containing ginzeng on in vivo animal

experiments
Based on the expression pattern of mRNA isolated from the organs of AKR/J-H2k
mice, our short-term studies show that nutriment containing ginseng is probably
chemopreventive. In DMBA treated liver, lung and spleen tissues Ccndl expression
was reduced comparing to the control group. In the liver and kidney samples of
mice fed on special nutriment the expression on Bc/2 gene - which acts in the
regulation of apoptosis - was low, and in their lung and spleen BcL2/1 gene were
under expressed. Our animal experiments prove the apoptosis inducing effect
of ginseng root, which might be a probable way of chemoprevention.

Our model is also appropriate for the early investigation of potential
chemopreventive substances, combining it with quantitative reverse transcription
polymerase chain reaction and amplification with different gene specific primers
we can investigate each step of the multistage process of carcinogenesis and also
the effect of interventions, like chemoprevention.
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