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1. Roviditések jegyzéke

ACS (American Cancer Society): Amerikai Rak Tarsasag

ADHD (Attention-Deficit/Hyperactivity Disorder): figyelemhidny, -zavar/
hiperaktiv rendellenesség

ADI (Acceptable Daily Intake): elfogadhatd, megengedhetd napi beviteli
mennyiség

AHH (aryl hydrocarbon hydroxilase ): aril szénhidrogén hidroxilaz

ALP: alkalikus foszfataz

ALT: alanin amino-transzferaz

AST: anti-streptolizin titer

bel-2: B-cell lymphoma 2

CDK (cyclin-dependent kinases): ciklin-fliggd kindz

c-erb-B2: Receptor tyrosine-protein kinase erbB-2

C-myc: Myc gén

COT (The Committee on Toxicity of Chemicals in Food, Consumer Products
and the Environment): ¢lelmiszerekben, fogyasztéi termékekben és a
kornyezetben el6fordul6 vegyi anyagok toxicitasaval foglalkozé bizottsag
CYP1AL1: citokrom P450 1Al

CYP2ET1: citokrom P450 2E1

DBPCFC (double-blind placebo controlled food challenge): kettds vak, placebo
kontrollalt, élelmiszer teszt

DFG (Deutsche Forschungs Gemeinschaft - Farbstoff-Kommission): Német
Tudoményos Térsasag

DMBA: dimetil-benzantracén

DNMT1 (DNA (cytosine-5)-methyltransferase 1): DNS-metil-transzferaz 1
DNMT3A (DNA (cytosine-5)-methyltransferase 3A): DNS-metil-transzferaz 3A
DNMT3B (DNA (cytosine-5)-methyltransferase 3B): DNS-metil-transzferaz 3B
EFSA (European Food Safety Authority): Eurépai Elelmiszer-biztonsagi Hat6sag
EFSA ANS (European Food Safety Authority, Panel on Food Additives and
Nutrient Sources): EFSA, Elelmiszer-adalékanyagok és élelmiszerhez hozzaadott

tapanyagok tudomanyos testiilete



ERK: extracellular signal-regulated kinases

EU SCF (EU Scientific Committee for Food): Europai Unié, Elelmiszertudoméanyi
Bizottsag

FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations): Elelmezési és
Mezbgazdasagi Vilagszervezet (Egyesiilt Nemzetek)

FDA (U.S. Food and Drug Administration): USA, Elelmiszerbiztonsagi és
Gyogyszerészeti Hivatal

FDA CFSAN (U.S. Food and Drug Administration, The Center for Food Safety
and Applied Nutrition): FDA, Elelmiszerbiztonsagi ¢és  Alkalmazott
Taplalkozastudomanyi Kézpont

GADD45a: growth arrest and DNA damage-inducible 45 o

GAS: growth arrest specific

GSH: glutation

GTP: guanozin-trifoszfat

HCA: heterociklikus amin

IKK-y: inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase gamma

JECFA (Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives): FAO/WHO
Elelmiszer adalék Szakértéi Bizottsag

JNK: c-Jun N-terminal kinases

KSH: Kozponti Statisztikai Hivatal

LDso (Lethal dose 50): végzetes toxikologiai mennyiség

MAPK, MAP2K, MAP3K: mitogen-activated protein kinase cascade

MAPKS: mitogen-activated protein kinase 8

MCP-1: Monocyte chemoattractant protein- 1

MDA: malondialdehid

MEBIH: Magyar Elelmiszer-biztonsagi Hivatal

mg/ttkg: milligramm / testtomeg kilogramm

mRNS (messenger RNS): hirvivé ribonukleinsav

mtsai: munkatérsai

NEBIH: Nemzeti Elelmiszerlanc-biztonsagi Hivatal

NEMO: NF-kappa-B essential modulator

NF-kB: nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells



NOAEL (no observed adverse effect level): a megfigyelhetd karos hatast még nem
okoz6 szint

OETI: Orszagos Elelmezés- és Taplilkozastudomanyi Intézet

OGYEI: Orszagos Gyogyszerészeti és Elelmezés-egészségiigyi Intézet

p53: TP53 gén

PAH (polycyclic aromatic hydrocarbon): policiklusos aromas szénhidrogén
PCNA: proliferating cell nuclear antigen

PCYV (packed cell volume): hematokrit érték

PPARY: peroxisome proliferator-activated receptor

RAS: Ras gén szupercsalad

SAPK: stress-activated protein kinases

SOD: szuperoxid dizmutéaz

TK: thymidine kinase

ttkg: testtomeg kilogramm

VCAM-1: Vascular cell adhesion protein 1

WHO (World Health Organization): Egészségiigyi Vilagszervezet



2. Hattér, elozmények

2.1. Az élelmiszer-adalékanyagok fogalma és szabalyozasa

Az emberiség mar tobb ¢évszazada hasznal adalékanyagokat egyes
¢lelmiszerek tartdsitdsara, allaguk megdrzésére, emellett az utdbbi évszdzadban nagy
teret hoditottak a forgalomban levd ¢€lelmiszerek vizudlis tulajdonsaganak és
tapértékének javitdsdra alkalmazott adalékanyagok. Az infrastrukturalis fejlodést
megelézden, felhasznalas tekintetében az emberiség természetes anyagokkal
dolgozott (Soharné, 1998a). Az id6 elérehaladtaval és a technologia fejlodésével
azonban ,teret hoditott” a mesterséges anyagok felhaszndldsa (pénziigyi ¢és
kezelhetdségi okokbdl), egyes esetekben részletes biologiai és biokémiai
hatasmechanizmus vizsgalat nélkiil (Diehl, 2002) .

Az adalékanyagok fogalméat ¢és felhaszndlasdt hazankban egyrészrél a
1333/2008/EK rendelet (az élelmiszer-adalékanyagokrol), a 231/2012/EU rendelet
(az élelmiszer- adalékok specifikdcidinak meghatarozasarol) szabalyozza valamint a
Magyar Elelmiszerkonyv (Codex Alimentarius Hungaricus) ide vonatkozd 1-2-
89/107 szamu eldirasa (az ¢élelmiszerekhez engedélyezett adalékanyagok altalanos

eléirdsai) hatarozza meg (Soharné, 1993).

,,Adalékanyag minden olyan élelmiszerként 6nmagaban nem fogyasztott és jellemzo
elelmiszer dsszetevokent nem alkalmazott anyag — tekintet nélkiil arra, hogy van-e
tapértéke vagy sem, — amelyet az adott élelmiszer gyartasa, feldolgozasa, elkészitése,
kezelése, csomagoldsa, szallitasa és tarolasa soran technologiai célbol, szandékosan
adnak az élelmiszerhez, melynek eredményeként onmaga vagy szarmazéka

kozvetleniil vagy kozvetetten az élelmiszer osszetevojeve valik.”

(1333/2008/EK rendelet)

Az Eurdpai Unids szabalyozds mellett az adalékanyagokkal kapcsolatos
felhasznalasi és doziseldirasokat, azok betartasat az EFSA, hazai szinten a NEBIH és

az OGYEI végzi. Ezen okbol ma mar elképzelhetetlen, hogy a torvényes
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¢lelmiszeriparban nem engedélyezett adalékanyagok felhasznalasra keriiljenek. A
technologidban csak olyan anyagokat, adalékokat hasznalhatnak fel, amelyek a
fogyasztok életét semmilyen formaban nem veszélyeztetik, illetve nem szolgalnak a
termék hibdinak elfedésére, a vasarlok megtévesztésére, és a szervezetbe juttathato
Osszes mennyiségiik nem tobb a toxikologiailag megengedhetd bevitelnél. Ismert az
,,alkalmazhat6 legkisebb mennyiség elve” is, tehat adalékanyagok nem keriilhetnek
feleslegesen ¢élelmiszerbe, alkalmazdsuk soran pedig a kivant hatdst még biztositd
legkisebb mennyiséget kell felhaszndlni a termék tulajdonsdgainak kialakitdsara
(Soharné, 2001).

Az ¢lelmiszer-adalékanyagok esetleges artalmassagdnak meghatdrozasat,
valamint egészségre gyakorolt rizikdbecslését a JECFA allatkisérletes, toxikologiai
vizsgalatokkal és kiilonféle in vitro biologiai tesztekkel végzi és vizsgélja. Az ember
szamara megengedhetd napi beviteli mennyiséget (ADI) allatkisérletek adatainak
figyelembe vételével, biztonsagi faktorok alkalmazéasaval szamitjak ki, a végzetes

toxikologiai mennyiség (LDso) szem el6tt tartdsa mellett (JECFA, 1957).

2.2. Az élelmiszer-adalékanyagok csoportositasa

Az élelmiszer-adalékanyagokat felhasznalési céljuk, -technologiai funkcidjuk
¢s eredetiik alapjan csoportositjak.
Eredetiik alapjan (aromakndl alkalmazott kategéridk elfogadottak) harom csoportba
oszthatok, igy megkiilonboztetiink természetes, természetazonos és mesterséges
eredetli adalékanyagokat.
Felhasznalasi céljuk ¢és funkciojuk alapjan mar joval nagyobb ezen anyagok
cizellaltsdga. Ez alapjan megkiilonboztetiink szinezékeket, stabilizatorokat,
tartositoszereket, izfokozokat, antioxidansokat, étkezési savakat, emulgeald szereket,
savanyusagot szabalyoz6 anyagokat, emulgeald sokat, csomosodast és lesiilést gatld
anyagokat, slritd anyagokat, modositott keményitOket, zselésitdé anyagokat,
térfogatnoveld szereket, habzasgatlokat, kelatképzd anyagokat, fényezd anyagokat,
enzimeket, lisztkezeld szereket, szilardité anyagokat, nedvesitd szereket,
tomegnoveld szereket. A fent emlitett adalékanyagokat, az élelmiszeripar, a
konnyebb kezelhetdség és beazonosithatésag szempontjabol E-szamokkal jeloli (1.

tablizat) (Soharné, 1998b).



Szinezékek E100-199

Tartositoszerek E200-299
Antioxidansok E300-399
Stabilizatorok, siritok, E400-499
zselésitok

Savanyusagot szabalyozo E500-599
anyagok és csomosodas gatlok

izfokozok E600-699
Egyéb vegyiiletek E900-999
Kiegészito vegyiiletek E1100-1599

1. tablazat: Az élelmiszer-adalékanyagok csoportjai E-szam alapjan

2.3. Az ¢élelmiszerszinezékek fajtai és csoportjai

Az ¢élelmiszerszinezékeket az eldallitasi eljaras soran a végtermék szinének
meghatdrozdsa ¢érdekében alkalmazzak. Eredetiik alapjan ugyanazon harom
csoportba oszthatok be, mint az adalékanyagok. Lehetnek természetes,
természetazonos (természetes eredetil) vagy mesterséges szinezékek.

Az eredet vagyis a szint kialakitd anyagok tulajdonsagai nemcsak mindségiiket,
hanem 4rukat is jelentdsen befolyasoljak. Ebbdl adoddan a természetes szinezékek
dragabbak, ugyanakkor kémiai stabilitdsuk altalaban gyengébb, igy kiméletesebb
gyartastechnologiat igényelnek.

A koncentratumok bar olcsobbak és hasonld hatas érhetd el velilkk, ezenfeliil
kiérezhetéek mas, a koncentratumban jelenlevd kisérd €s adalékanyagok is, melyek
felhasznalhatdsagi korlatokat illetve problémat jelenthetnek.

Az élelmiszeripar kisér6anyag mentes, de legalabb azoktdl nagymértékben
megtisztitott, standard Osszetételii szinezékanyagokat alkalmazhat. Napjainkban a
természetes szinezékek a ndvényi alapu élelmiszerek altalanos komponensei (Raposa

et al., 2012a; Soharné, 2003).
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2.4. A mesterséges szinez¢kek

A mesterséges szinezékek szintetikus uton készitett, az élelmiszerektdl idegen
szerkezetli anyagok. Jellemzd rajuk, hogy iztelenek, szagtalanok, szinezd képességiik
kifejezetten nagy, és a szinskdla szinte barmely szindrnyalatanak kialakitdsara
alkalmasak. Financialis szempontbol kedvezdbbek, mint természetes ,tarsaik”, a
technologiai eljarasokat és beavatkozasokat jobban tiirik. Ellendllébbak a fénnyel,
kémiai hatasokkal és a hdvel szemben egyarant (Raposa et al., 2014).

A mesterséges szinezékek élelmiszeriparban is felhaszndlt, hat csoportjaba
tartoznak a mono, di és triazo szinezékek, a triaril, metan szinezékek, a kinaftalon és
a xantén, valamint az indigoid szarmazékok (2. tdblazat). Ezen molekulak
tartalmaznak valamilyen kromofor csoportot, konjugalt rendszert, melyek a fény egy
adott részét, az elektronok atrendezddése utjan elnyelik. Az igy kialakitott szin att6l
fiigg, hogy a spektrum melyik része abszorbedlodott. A kémiai szerkezetnek a
vegylilet szinének kialakitdsan feliil szerepe van a szinezék toxikologiai és biokémiai
tulajdonsagdban is. A monoazo szinezékeknek sarga, narancssarga vagy vOros
sziniik, mig a triaril szarmazékoknak nagyrészt zold vagy kék sziniik van. A di- és
triazo vegyliletek sotétebb, barna vagy fekete szinliek. Az egészségre gyakorolt hatas
kialakitasaban a kiinduldsi anyag, anyamolekula mellett szerepe van a beldle
szervezetben modifikalodott metabolitoknak is. Gyakorlatban és kisérleti uton
igazolast nyert, hogy elsdsorban a zsirokban oldhat6 és bazikus szinezékeknél
gyakoribb a karcinogén hatds. Ugyanakkor savas jellegli csoportok bevitelével
részben csokkenthetd, egyes esetekben teljes mértékben megsziintetheté a molekula
mutagén hatdsa. Az elébb leirt okokbol az élelmiszeriparban hasznalt szinezékek
molekulait, olyan médon épitik fel, hogy a végbemend Osszes metabolikus folyamat
bomlasterméke tartalmazzon savas komponenst, ezéltal az azo-kotés széthasadasakor
karos hatasu aromds aminok helyett artalmatlan szulfonsavak, s ezek soi keletkeznek
az emberi szervezetben. Ha a gyartastechnologiai folyamat defektust szenved,
elképzelhetd, hogy a termékben karcinogén aromds aminok maradnak vissza
(szennyezOdés formdjaban), melyek artalmassa tehetik a forgalomban és emberi

fogyasztasra kinalt terméket (Soharné, 2005; Tarnavolgyi 2009 a; b; c).
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Monoazo Di-és Triaril Kinaftaton Xantén Indigoid
szinezékek triazoszinezékek | metan szinezékek szarmazék | szinezék
szinezékek
Narancssarga S Brillantfekete BN | Zold S
(E110) (E151) (E142)
Tartrazin(E102)
Alluravirdss AC Barna FK (E154) | Patentkék V | gipolinsarga Eritrozin Indigo
(E129) (E131) (E104) (E127) Karmin
Neukokcin (E132)
(E124)
Azorubin(E122) | Barna HT (E155) | Brillantkék
Amaranth(E123) FCF(E133)

2. tablazat: A mesterséges szinezékek csoportjai

2.5. Monoazo szinezékek: a tartrazin és az azorubin

2.5.1. A tartrazin (E102) jellemz6i és felhasznalasa

Az ¢lelmiszeriparban egy szinezéknek, laikus nevén és strukturalis, kémiai
meghatdrozasan kiviil, hasonléan a gyodgyszeriparhoz szinonimanevet adnak. A

tartrazin esetében ez a FD és C Yellow, Acid Yellow 23 (EFSA ANS, 2009a).

Osszetétel, szerkezet

A tartrazin  (CisHoN4Na3O9S) nagyrészben
szulfonato-fenil)-4-(4-szulfonato-fenil-azo)- 1 H-pirazol-3-karboxilatbol

trindtrium-5-hidroxi- 1-(4-
¢s néhany
mellékszinezékbdl all, emellett szintelen komponensként tartalmazhat még natrium-
szulfatot (NaxSO4) és natrium-kloridot (NaCl) is.

Jellemz8en citromsargas szint ad a vele szinezett termékeknek. Altaldnos jellemzdje
még, hogy vizoldhat6, valamint a savas kdzegnek és magas hdmérsékletnek is jol
ellendll, megtartja szinét (Raposa et al., 2012b). Elfogadhat6 napi beviteli mennyiség

(ADI): 7,5 mg/ttkg/nap (European Parliament, 2008; EFSA ANS, 2009a)(1. dbra).

o (0]
ONY/] OH é/

. <o
*Na'O N AN\ ONa
N /

—N
O
ONa*

1. abra: A tartrazin szerkezeti képlete
Forras: EFSA ANS, 2009a
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Felhasznalas

A tartrazin felhaszndldsa korlatozott, csak egyes ¢lelmiszerekben és pontosan
meghatdrozott mennyiségben lehet haszndlni. Gylimdles-készitményekben,
italokban, mustarban, pudingokban, fagylaltokban, siiteményekben, édességekben,
ragogumikban alkalmazzdk (Raposa et al, 2016a). A tobbféle szinarnyalat
kialakitasa érdekében a sargds, zoldes vagy barnas szinarnyalatoknal gyakran mas

szinezékekkel egytitt is alkalmazzak.

Felhasznaldsa nemcsak az ¢élelmiszeriparban jellemzd, alkalmazzak még a
gyogyszer-, kozmetikai-, és textiliparban is. A gyogyszerek esetében a tartalomra
vonatkozoan figyelmeztetés talalhato a csomagoldson (Csapd ¢és Kiss, 2003;

Tarnavdlgyi, 2009 a; b; c).

Tudomanyos vizsgalati eredmények (E102)

Szenzitivitas, intolerancia vizsgalatok

A tartrazinnal szemben fellépd érzékenység és intolerancia létezése régota
ismert tény (Settipane et al., 1976). A tulérzékenység jelei jelentkezhetnek mind
emésztérendszer altali felszivodast - élelmiszer, gyogyszer, (Smith és Raymond,
1976) mind boéron keresztiili felszivodast kovetden (kozmetikumok). A tiinetek
megjelenése idOben és egyénenként valtozo, az elsd jelek akar néhany perc utan is
jelentkezhetnek, de ez az idéperiddus akar a felszivodast kovetd 6-14 ordig is
kitolodhat. Sokféle és egymastol kiilonb6zé immunologiai valaszt azonositottak mar
a tartrazin expoziciét kdvetden, igy ismert valasz a migrén, klinikai depresszio,
lataszavar, altalanos gyengeségérzet, pszeudoallergia, hdéhullamok, fulladés,
viszketés, a bor piros foltos elvaltozésa is (Corder €s Buckley, 1995; Raposa et al.,
2013).

A tartrazin az azofestékek egyik legallergénebb fajtaja, ezen okbol legtobbet
vizsgalt képviseldje is (Gunda, 2004). A tartrazin-talérzékenység a népesség mintegy
0,01-0,06%-at érinti (Bush ¢és Taylor, 1998; Hannuksela ¢és Haahtela, 2001;
Thorngate, 2001). Az ¢lelmiszerszinezék intolerancidk prevalencidja becslések

szerint Amerikéban eléri a 360000 f6t, ami a lakossag 0,12 %-a (Elkhim et al., 2007;

13



Young, 1997). Az FDA allasfoglalasa szerint ez a probléma valésan minden 10000
emberbdl egy fOt érint ami, a lakossag 0,01 %-a (FDA, 2007). Ezek alapjan
elmondhat6, hogy népegészségiigyi €s ¢lelmezésiigyi jelentdséggel bir.

A tartrazin keresztreakciot valthat ki mas szintetikus szinezékekkel, tobbek kozott az
amaranttal, a narancssarga S-sel és az eritrozinnal. Az érzékeny emberek korében az
étrendjiikbdl torténd teljes eliminalas a leggyakoribb modja a tartrazin intolerancéval
szemben torténd fellépésnek (Michel et al., 1984; Raposa et al., 2012, Tarnavdlgyi,
2009d, Szatloczky, 1994).

Viselkedési, magatartastani vizsgalatok

Tobb viselkedéstani vizsgalat eredménye is arra utal, hogy az altalunk
vizsgalt azoszinezékek valamilyen formdban kapcsolatba hozhatéak a
hiperaktivitdssal ¢és figyelemzavarral gyerekek, tinédzserek esetében egyarant
(McCann et al., 2007; Conolly et al., 2010; Gao et al., 2011).

Az, hogy a viselkedési zavarok kialakuldsa egy-egy szinezékanyagnak vagy
azok egyiittes hatdsanak tudhatdé be, nem egyértelml. A vizsgalt adalékanyag-
keverékben tobb esetben tovabbi Osszetevok szerepeltek, és a megfigyelt hatasok
nem voltak szepardlhatoak (Rowe ¢és Rowe, 1994). A szinezékek hatdsainak
Osszegzésére, valamint tényleges hatdsainak felderitésére tobb metaanalizis is
késziilt. Az egyik legjelentdsebb Schab és mtsai. munkéja (Schab és Trinh, 2004),
melyben tobb klinikai és tovabbi vizsgalat eredményét hasonlitottak Ossze a fent
emlitett hatas felderitésére. Esetiikben a feltételezett hatds nem igazolodott, mivel a
vizsgalatok nagy része eltérd kutatasi (klinikai/ pszichologiai viselkedéselemzés,
viselkedésvizsgalati metodus) és adatrogzitési modszerrel tortént (sziild, tanar,
klinikus altal rogzitve)(FDA/CFSAN, 2011; Watson, 2008). Nem keriilt tisztdzasra
sem a feltételezett figyelemzavar, sem az anyagok 4ltal kivaltott intolerancia,
allergids reakcid (Arnold et al., 2012; Elhkim et al., 2007). A fent emlitettek mellett
az eltéré eredményeket tobbek kdzott a nem standardizalt diagnozis, a mintavalasztas
tipusa, eltérésége és a ,,blind”- vak, kettdés vak tesztek tervezetlensége okozhatta
(Australian Government, 2014).

Fontos megemliteni, hogy mesterséges szinezékek étrendbdl torténd teljes
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elimindcidja csak részleges megoldas, teljes védettséget nem jelent ezen viselkedés
zavarok kialakuldsdnak megel6zésében. A probléma multifaktoridlis mivolta miatt
ugyanakkor a kockazati tényez0k redukaldsaval, az el6fordulds gyakorisédga jelentds
mértékben csokkenthetd (NEBiH, 2012; Stevenson et al., 2007; Raposa et al., 2013;
Tarnavolgyi, 2009d).

Genotoxicitas, karcinogenitas

Genotoxicitds tekintetében is eltérd irodalmi adatokrdl tudunk beszdmolni.
Mig a vizsgalatok tobb esetben mutagén hatast nem detektaltak (EFSA ANS, 2009a;
Elhkim et al., 2007; Rafii et al., 1997), addig tobb esetben a potencialis klasztogén
hatds egyértelmiien kimutathatd volt. Kiilon érdekesség, hogy az experimentalis
vizsgalatok eredményei valtozoak annak alapjan, hogy milyen kisérleti allatot
alkalmaztak, igy kromoszoémakészlettdl vald eltérést figyeltek meg kinai horcsdogok
(Cricetulus griseus) (Ishidate et al., 1981; 1984), valamint patkdnyok esetében
egyarant (Giri et al., 1990). Ugyanezt a hatast egérben mar nem tudtdk detektalni
(Durnev et al., 1995).

Sasaki ¢s mtsai. Comet Assay segitségével kimutattak, hogy az ADI mennyiség
feletti, tartds expozici6 a vastagbélben tranziens DNS kérosodast okoz (Sasaki et al.,
2002; Australian Government, 2014).

Poul és mtsai. kutatasukban tobbek kozott nagyobb dozisu tartrazin bevitelt
és a vegylilet metabolitjainak hatasvizsgalatdt végezték in vivo Aallatkisérletes
tesztrendszerben. A mikronukleusz tesztet kovetden székletelemzést is végeztek
HPLC-vel. A vizsgéalat eredményeként megallapitottdk, hogy a tartrazin expozicid
hatasara mikronukleusz szambeli eltérés nem volt, és ez ellentmondott az eddigi
adatokkal. Ugyanakkor tisztdzatlan az a kérdés, hogy ezen eredmény az anyag
semleges hatasanak vagy az in vivo DNS repair mechanizmusoknak tulajdonithat6-e
(Poul et al., 2009). Az EFSA a Poul és mtsai. altal vizsgalt 2000 mg/ttkg/ nap dozist
biztonsagosnak itélte meg, a pozitiv eredménnyel zarult genotoxicitasi vizsgalatok
kimenetelét pedig a nagy anyagmennyiség lokalis, citotoxikus hatdsdnak tudja be,
nem pedig globalis, mutagén faktornak (EFSA ANS, 2009a). Ezen feliil elemzésében

,,Szamba vette” az egyik legnagyobb, tobb tanulmanyt 6sszegzd kutatast (TemaNord,
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2002), melyben elézetesen tobbféle tipust és eredményli kutatisi adatot vetettek

Ossze az alabbiak alapjan:

e C(Case reports (Baumgartner, 1989; Bhatia, 1996; Michel et al., 1984; Orchard
¢s Varigos, 1997; Pohl et al., 1987; Prieto et al., 1986; Thuvander, 1995).

e Challenge studies (Corder és Buckley, 1995; David, 1987; Devlin és David,
1992; Grzelewska-Rzymowska et al., 1986; Hong et al., 1989; Jimenez-
Aranda et al., 1996; Kemp és Schembri, 1985; Marques et al., 1995; Montano
és Orea, 1989; Morales et al., 1995; Rowe, 1988,1994; Schulte-Korne et al.,
1996; Timberlake et al., 1992; Van Bever et al., 1989; Virchow et al., 1988;
Wilson és Scott,1989)

e Reviews (Collins-Williams, 1985; Simon, 1986; Wuthrich, 1993).

e ,Case studies” - esettanulmanyok (Baumgartner, 1989; Bhatia, 1996;
Michel et al., 1984; Orchard és Varigos, 1997; Pohl et al., 1987; Prieto et al.,
1986; Thuvander, 1995).

e ,Challenge studies” — tanulmanyok (Corder és Buckley, 1995; David,
1987; Devlin és David, 1992; Grzelewska-Rzymowska et al., 1986; Hong et
al., 1989; Jimenez-Aranda et al., 1996; Kemp és Schembri, 1985; Marques et
al., 1995; Montano és Orea, 1989; Morales et al., 1995; Rowe, 1988; 1994;
Schulte-Korne et al., 1996; Timberlake et al., 1992; van Bever et al., 1989;
Virchow et al., 1988; Wilson és Scott,1989)

e _Reviews” — osszefoglalé tanulmanyok (Collins-Williams, 1985; Simon,

1986; Wuthrich, 1993).

Ugyanakkor 6sszevetve az addig rendelkezésre all6 adatokat nem tekintette bizonyito
erejiinek és reprezentativnak azon eredményeket, melyek a fent emlitett hatdsokrol
szamoltak be, amellett, hogy az arra érzékeny személyeknél relevans, szakmai
alkalmazhatosaggal birtak (EFSA ANS, 2009a).

A karcinogenitdst vizsgald kutatdsok eredményeinek tekintetében mar
homogénebb allaspontrdl beszélhetiink, ezekbdl a dolgozat terjedelme miatt csak par
jelentdsebbet emeliink ki. Sem a JECFA 1964-es vizsgalata, - allasfoglalasa (JECFA,

1964), sem a késobb késziilt, hosszatava, allatkisérletes tanulmanyok nem
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tamasztottdk ald a feltételezhetd karcinogén hatast (Maekawa et al, 1987). Az
allatkisérletek tobb oralis taplalasi modszert (taplalék, folyadék), valamint expoziciot
is vizsgaltak, nemre vald tekintet nélkiil (Borzelleca és Hallagan, 1988a; b; Moutinho

et al., 2007; Australian Government, 2014).

Reproduktiv toxikologia

Ezen jellegli tanulmanyok esetében nem észleltek teratogén hatast sem
patkényok, sem nyulak esetében valamint a szaporulat tekintetében nem volt karos
hatassal az élelmiszerszinezék a reproduktiv paraméterekre (JECFA, 1964).
Megemlitendd azonban, hogy ezeket csak egy generacios rendszerben tesztelték,
melyben - vélhetéen a humén ekvivalens doézis figyelembe vételével - az
anyagmennyiség, az étrend 2%-at tette ki (GO, G1) (Elhkim et al., 2007; Tanaka,
2006). Az utodok viselkedésfejlodését egy esetben sem érintette a tartrazin

fogyasztasa (Australian Government, 2014).

2.5.2. Az azorubin (E122) jellemzéi és felhasznalasa

Az azorubin esetében tobb szinonima nevet hasznal az élelmiszeripar, ezek
pedig a kovetkezdk: azorutén, carmoisine, karmoizin, karmazsin, Food Red 3,

Azorubin S, Brillantcarmoisin O, Acid Red 14 (EFSA ANS, 2009b).

Osszetétel, szerkezet

Az azorubin f6tomegét dindatrium-4-hidroxi-3-(4-szulfonato-1-naftil-azo)-

naftalin-1-szulfonat adja, a szintetikus szinezékekhez tartozik. Mint szintelen
alkotorész hasonldan a tartrazinhoz komponensként fellelheté benne, natrium-klorid
és/vagy natrium-szulfat is.
Az azorubin, mint szinez¢k alatt annak natriumsdjat értjiik. Kalcium és a kaliumsoit
is alkalmazzdk ¢élelmiszerszinezékként (Raposa et.al 2012b). Elfogadhaté napi
beviteli mennyiség (ADI): 4 mg/ttkg/map (EFSA ANS, 2009b; JECFA, 1983a;
1983b; SCF, 1984)(2. dbra).
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2. abra: Az azorubin szerkezeti képlete
Forras: EFSA ANS 2009b

Felhasznalas

Az azorubin felhasznalasa hasonloan a tartrazinéhoz, korlatozott, csak egyes
¢lelmiszer fajtdkban és meghatdrozott mennyiségben alkalmazhat6. Felhasznalasa a
kovetkezd élelmiszerekben a feltiintetett mennyiségben engedélyezett. Italokban,
burgonya- ¢és gabonaalapi sés snackekben, siiteményekben, kekszekben,
levelestésztaban, lekvarokban, gylimdles készitményekben, édességekben egyarant

hasznaljak (Codex Alimentarius Hungaricus, 1-2-89/107).

A kiilonbozé lila és barna szindrnyalatok érdekében az azorubint mas
szinez€kekkel is keverik, alkalmazzdk egyiitt. Ezt az anyagot ugyancsak
felhasznalhatjadk kozmetikumok, gyogyszerek és textilek szinezésére is (Raposa et

al., 2016a; Tarnavdlgyi, 2009 a; b; ¢ ).
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Tudomanyos vizsgalati eredmények (E122)

Szenzitivitas, intolerancia vizsgalatok

A fent ismertetettek alapjan az azorubin is az azoszinezékek csoportjaba
tartozik, hasonloan a tartrazinhoz. Ezen csoportnak kifejezett pszeudoallergén hatasa
ismert. TObb, szakirodalmi adat szdmol be az anyag allergizald hatdsair6l az arra
érzékeny emberek korében (Raposa et al., 2013; Sweatman et al., 1986; Titova,
2011). Ugyanakkor ismertek ezzel ellentétes konklizioju vizsgalati eredmények is,
mind allatkisérletes tesztrendszerli, mind human vizsgéalatok esetében (EFSA ANS,
2009b).

Az élelmiszerszinezékek hatdsa kovetkeztében kialakuld immunreakciok
(hiperszenzitivitas), valamint a nem immuneredetli mechanizmusok (intolerancia)
prevalencidja mar a tartrazin ezen témakort ismertetd részénél bemutatasra keriiltek,
ugyanakkor megemlitend6, hogy az azorubin esetében tobb esetben szamos
mellékhatds is jelentkezhet. Ezen mellékhatasok csalankititéssel, vasculitissel,
atopids dermatitisszel jarnak, de tobbszor el6fordul, hogy az ilyen eredményii
vizsgalatokat szinezék keverékekkel végzik, igy nem kimondhatd egyértelmiien,
hogy ezen hatasok csak az azorubinnak koszonhetdek (Lowry et al., 1994; Mikkelsen
et al., 1978; Worm et al., 2000). Egyes tanulmanyok - melyek metodikéi kizarjak a
hatas addiciot - eredményei alapjan ezen tiinetek leggyakrabban azoknal fordulnak
elé, akik alapvetéen kronikus urtikdridban/angioddémaban vagy asztmaban

szenvednek (Simon, 2003; Supramaniam és Warner, 1986; EFSA ANS, 2009b).

Viselkedési, magatartastani vizsgalatok

A tartrazinndl leirt és hivatkozott vizsgalatok tobbségében az azorubin is
szerepelt, - valtozd eredménnyel - mint vizsgalt mesterséges szinezék (TemaNord,
2002; McCann et al., 2007; Rowe, 1988; Schab és Trinh, 2004), igy ebben az
alfejezetben azon vizsgalatokat részletezziik, melyek részben vagy teljes egészében
az azorubin hatéstanaval és a viselkedésre gyakorolt hatasaval foglalkoznak.

Bateman és mtsai. vizsgaltdk az azorubint, kettds vak, keresztezett, prospektiv

vizsgalatban. A vizsgalatban szerepld gyermekeket (n=2878) harom csoportra
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osztottak. Majd az egyes csoportokat, szinezéket tartalmazé termékekkel itattak. A
szinezékeket fogyasztd gyermekeknél hiperaktivitast felmérd, valamint viselkedési
tesztet végeztek, majd a teszt eredményét és a fogyasztas Osszefliggését vizsgaltak
(az italok elfogyasztdsa eldtt és utan egyarant elvégeztették a teszteket). Az adott
szinez€kanyagokkal ellatott termékeknél a tobbi termékkel dsszehasonlitva nagyobb
szintli hiperaktivitdst és alacsonyabb szintli figyelem Osszpontositdst mértek a
kutatok, ezen hatds ugyanakkor klinikai koriilmények kozott nem nyert bizonyitést
(Bateman et al., 2004; Raposa et al., 2016a).

Pollock és mtsai. ugyancsak vizsgdltdk a mesterséges szinezékek, igy az
azorubin magatartastani vonatkozasait, hatasait. Vizsgélatukban 39 gyermek (n=39),
kettés vak, placebo — kontrollalt vizsgélatat kivantdk elvégezni és a mesterséges
szinezékmentes étrend eldnyeit felderiteni. Vizsgalatukban egy mesterséges
szinezékeket tartalmazd keveréket hasznaltak (azorubin (25 mg), tartrazin (50 mg),
sunset yellow FCF (25 mg) és amarant (25 mg). A vizsgalat limitacidja ebben az
esetben is az eldzéekben emlitett, nem szepardlhaté hatdsmechanizmus.
Eredményeiket végiil 19 gyermek (n=19) adatai adtdk. A ,,Conner”-féle teszt
(ADHD Connors test) alapjan mérhetd hatasa volt a szinezékelegynek, ugyanakkor
ezen hatdst a sziilok nem észlelték gyermekeiken (Pollock és Warner, 1990; EFSA
ANS, 2009b).

Jelentds vizsgalati eredmény még a Carter és mtsai. altal végzett DBPCFC
vizsgalat, melyben hasonld eredményre jutottak. Az adalékanyagot fogyaszté 19
fonél (n=19) szignifikdnsan rosszabb teljesitményt és viselkedési problémat figyeltek
meg. Ugyanakkor ebben az esetben is szinezékkeverékkel tortént a vizsgalat, 1 mg
tartrazine, 1 mg sunset yellow FCF, 1 mg kinolin sarga, 0,5 mg azorubin, 0,5 mg
brillant kék, 0,5 mg eritrozin, 0,5 mg green S, 0,5 mg indigé karmin, 0,5 mg
amarant)(Carter et al., 1993; EFSA ANS, 2009b).

Joel és mtsai. egy metaanalizis keretében vizsgaltak a mesterséges szinezékek
ADHD hatasait. Tanulmanyukba 24 vizsgélat eredményeit vetették dssze, majd ebbdl
vontdk le konkluziojukat. Kovetkezésképpen megéllapitottdk, hogy a mesterséges
szinezékek (tobbek kozott az azorubin is) fogyasztasanak korlatozasa, mell6zése
pozitiv hatassal van az ADHD tiineteire, mindemellett - bar a szinezékek hatasai

megfigyelhetdk voltak egyes tanulmanyokban — tobb esetben kutatasi hibak, torzitas,
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valamint helytelen mintanagysag valasztas jellemezte azokat. A pontos hatdstan
megismerésé¢hez tovabbi vizsgalatok lefolytatasat tartottak sziikségesnek (Joel et al.,

2012).

Genotoxicitas, karcinogenitas

Genotoxicitds tekintetében tobb in vivo és in vitro tanulmany is hasonld
eredménnyel zarult, melyek alapjan az azorubin hatasa tobb esetben sem bizonyult
mutagénnek. Az E. coli esetében, az anyagot 0,5 g/100 ml koncentracioban
alkalmazva nem volt megfigyelheté mutagén hatas (Liick és Rickerl, 1960). A
szinezéket Salmonella typhimurium (TA1538) baktérium térzson vizsgalva 50
pg/plate mennyiségben sem mutatott genotoxicitdsra utalo jelet (Garner €¢s Nutman,
1977).

A fent emlitett baktérium mads torzseit vizsgalva - S. typhimurium TA1535,
TA1538, TA100, TA98 - kiilonb6z6 koncentracioban (1, 2, 20, 500 és 1000
pg/plate/108 baktérium) sem mutatott citotoxicitasra vagy mutagenitasra utalo jelet,
attol fliggetleniil, hogy metabolikus aktivacié tortént-e vagy sem (Viola és Nosotti,
1978; EFSA ANS, 2009b).

A szinezék hatasat vizsgaltdk Saccharomyces cerevisiae (BZ34) esetében is.
A kezelést (Smg/ml) stabil és ndovekedési fazisban egyardnt elvégezték, ugyanakkor
az mitotikus génkonverziot nem indukalt, sem szignifikans sejthalal szam novekedés,
sem sejtosztodas gatlas nem volt megfigyelhetd (Sankaranarayanan és Murthy, 1979;
EFSA ANS, 2009b).

In vivo vizsgéalatok tekintetében eltérd eredményekrél tudunk beszamolni.
Egy rovidtava (,,short term study”) vizsgélat alapjan (5 nap) az azorubin kezelés
(oralis bevitel) hatasara (1 vagy 10 mg/ttkg/nap) a mitdzis, metafazisaban 1évé sejtek
esetén nem emelkedett a kromoszomakarosodast szenvedett sejtek szdma C57B1/6
torzsli egerekben (Durnev et al., 1995; EFSA ANS, 2009b).

Ezzel ellentétes eredménnyel zarult a K.A. Amin és mtsai. altal végzett
kutatés, melyben az azorubin biokémiai paraméterekre gyakorolt hatdsat vizsgaltak,
him, albin6é patkdnyokban (Rattus Norvegicus). Ez esetben a vese és majfunkcid

illetve az oxidativ stressz biomarkereit figyelték meg. A vizsgélatban vérképanalizist,
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a boncolast kdvetden a maj szoveti homogenizatumabol GSH, katalaz, SOD és MDA
szinteket mértek és vizsgaltak.

Eredményként az ALT, AST, ALP, karbamid, kreatinin, &sszfehérje és albumin
szintek szignifikansan emelkedtek a kontrollhoz képest, nagyobb expozicidban még
hangstlyosabban. A GSH, SOD, katalaz szint csokkent, az MDA szint nétt, a az
azorubin expozicid hatdsdra. Megallapitottdk, hogy nem csak a nagy expozicio,
hanem tart6és kisebb expozici6 is hatdssal van az egyes szervek pl. vese, majj
biokémiai paramétereire (Amin et al., 2010; Raposa et al., 2013).

A tartrazinndl mar emlitett TemaNord tanulmany az azorubin esetében is
széleskorben megvizsgalta az in vivo és in vitro vizsgéalatok jelentdsebb eredményeit,
majd azokbol kovetkeztetést vont le. Figyelembe véve a Salmonella/mikroszoma
tesztek, az egér lymphoma (vad tipusos TK (+/-) sejt haldlozas) vizsgalatok, a
kromoszéma abberéacid/ testvér kromatid vizsgalatok (kinai horcs6gok ovarium
sejtjei esetében), valamint DNS repair vizsgélatok (patkdnyok majsejtjei esetében)
eredményeit, nem talalt Gsszefliggést az anyag hatdstana és a genotoxicitas kozott
(EFSA ANS, 2009b; TemaNord, 2002; Ashby és Tennant, 1988; Benigni, 1989;
Cameron et al., 1987; Gulati et al., 1989; Kornbrust és Bartknecht, 1985; McGregor
et al.,, 1988; Mortelmans et al., 1986; Shelby és Stasiewics, 1984; Sweeney et al.,
1994; Tennant et al., 1986; 1987; Zeiger, 1987).

A hosszatavu, karcinogenitast vizsgald kutatdsok eredménye tobb esetben
igazolta azt a tényt, hogy az anyagnak nincs daganatkelté hatdsa. Ugyanakkor Mason
¢s mtsai. tanulmanyukban nagyobb dozis hatdsdra (1786 mg/ttkg/ nap) szignifikans
haemoglobin szint, valamint PCV érték (packed cell volume) csokkenést mértek,
megemlitendd ugyanakkor a nagy doézismennyiség, hiszen ez esetben a NOAEL (no
observed adverse effect level) dozismennyisége csupan 375 mg/ttkg/ nap (JECFA
1983a; b), igy annak 4,7-szeres expozicidjanal volt csak megfigyelhetd a fent leirt
hatas (Mason et al., 1974).

Bonser és mtsai. altal folytatott vizsgalatban az azorubin olajos oldatat,
szubkutan formaban kaptak az egerek (tOrzsre vonatkozd adat nem allt
rendelkezésre) (n= 15/ nem/ csoport). A kezelés a kovetkezOképpen épiilt fel: 6
honapon keresztiil 2 injekcidé hetente (6 mg azorubin), majd 6 honapon keresztiil 2

injekcid hetente (3 mg azorubin), ami 0sszességében 468 mg dozisterhelést jelentett
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a vizsgalat soran. A kontrollcsoport szinezékanyagmentes olajat kapott, szubkutan. A
12 hoénapos kezelési idOt kovetden az allatok talélését vizsgaltdk a természetes
halalig. 89 héttel a kezelés megkezdése utdn 7 ndstény allat esetében taldltak
limfomat, szubkutdn eredetli szarkdémat vagy hepatomat nem detektaltak. Mivel
limfomat a kontrollcsoport esetében is talaltak, igy azt spontan esetként értelmezték a
kutatok és konklizioként kijelentették, hogy az anyagnak nincs hosszii tavon,
karcinogén hatasa az egerekre nézve (Bonser et al., 1956).

A DFG (Német Tudomanyos Tarsasag) tobb ddzisban és expozicid tipusban
vizsgalta az azorubint patkdnyok esetében (torzsre vonatkozd adat nem allt
rendelkezésre). A szinezéket 1%-0s koncentracidban (ivovizben feloldva), 209 napig
fogyasztd allatok esetében (919 napon at vizsgalva), a szinezéket 1%-os
koncentracidban (ivovizben feloldva), 250 napig fogyasztd allatok esetében (545
napon at vizsgalva), valamint a szinezéket 0,2 %-os koncentracioban (ivovizben
feloldva), 417 napig fogyasztd allatok esetében (838 napon 4t vizsgalva) sem volt
fellelhetd tumor kialakulasra utald jel, képlet.

Masik vizsgélatukban szubkutdn injekcid formdjaban is lefolytattdk a
kezelést, melyben az allatok heti 2 alkalommal, 5 mg szinezékanyagot- azorubint
kaptak, 1 éven keresztiil. Az allatokat 6sszesen 938 napon at vizsgalva, egy allatnal
detektaltak axillaris tumort. Az ismételt vizsgalatot lefolytatva — azonos kezeléssel és
feltételekkel — nem talaltak semmilyen elvaltozast 521 nap elteltével. gy azt nem

tekintették mutagénnek (DFG, 1957; EFSA ANS, 2009b).

Reproduktiv toxikologia

A JECFA ¢s az SCF altal meghatarozott napi ajanlott mennyiség (0-400
mg/ttkg/nap) mellett, — melyet mar a felhasznalas alfejezetben ismertettiink — legyen
sz6 akéar egy generacios, akar tobbgeneracios hossztavi vizsgalatrol, tobb esetben
sem taldltak karciongén hatdsra vagy reproduktivitdsra gyakorolt hatést
patkanyokban (Holmes et al., 1978a; b; Gaunt et al., 1967).

Holmes és mtsai. egy négy generacios vizsgalat lefolytatdsat kdvetden a generaciok
kozott nem taladltak valtozast a fertilitds, ¢életképesség, illetve a laktacio terén.

Tovabba a 3b generacio egy éves kezelési periddusat kovetden sem figyeltek meg
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abnormalitdst a testtdomeg valtozasban, vizeletmintdkban, vérmintdkban,
hisztologiaban (Holmes et al., 1978b; COT, 2006).

Egy két generacids, reproduktivitasi vizsgdlat ugyancsak széleskorlien
vizsgalta az azorubin Orokletes neurologiai és toxikologiai hatdsait, magas
dozisterhelés mellett patkanyokban (torzsre vonatkozé adat nem allt rendelkezésre)
(1200 mg/ttkg/map). Az F1 generdcié (n=15) 110-115 hétig kapta az elézdekben
emlitett dozist (ordlisan). Nem volt megfigyelheté semmilyen klinikai, viselkedésbeli
vagy reproduktiv toxikologiai hatds az FO generdcidban. Az F1 generéciod
mortalitdsat nem befolyasolta a kezelés. A szovetmintak hisztopatologidja alapjan az
agyban, az iil6idegben (nervus ischiadicus) és a gerincvelében sem volt eltérést a

tumor incidenciat tekintve (Ford et al., 1987, COT, 2006).

2.6. A taplalkozas hatasa a tumoros elvaltozasok kialakulasara

2.6.1. A taplalkozas és a rak kapcsolata

A kronikus, nem fert6z6 betegségek kockazati tényezdi koz¢ tartozo, egyik 16
modosithatd tényezd a taplalkozas.

Doll és Peto tanulmanya szerint a helytelen, nem megfeleld taplalkozas a
karcinogén elvaltozasok miatti 0sszes haldlozds mintegy harmadaért felelés (30-
35%). Ugyanakkor az is megemlitendd, hogy ezen betegség eléfordulasi gyakorisaga
szervi lokalizaltsag tekintetében eléggé eltérd, differencialt. Az egyes tapanyagok,
¢lelmiszer 0sszetevok kdzotti pontos kapcsolat amellett a mai napig nem ismert teljes
mértékben. Ennek oka a daganatos megbetegedések kialakuldsanak hosszi
iddtartama (prospektiv dimenzidoban nagy a résztvevoi kiesés, haldlozas), valamint a
taplalkozasi és ¢életmodbeli tényezOkre torténd hosszi idejii visszaemlékezés
(retrospektiv dimenzidban gyakori a visszaemlékezési torzitas) (Doll és Peto, 1981;
Rodler, 2008a; b).

A daganatos megbetegedések kialakulasanak szdmtalan oka lehet,
orokléstani, életvitelbeli és kornyezeti rizikotényezOk tekintetben is. Az életvitel
szempontjabol olyan rizikotényezOk befolyasoljdk a daganat kialakuldsat, mint a
dohényzas, alkoholfogyasztas, taplalkozas.

A taplalkozas, mint befolydsold faktor, jelentés oki tényez0 a daganatos

betegségek kialakuldsaban. Mig a gyomor és vastagbél érintettsége 35-70%, addig az
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epehdlyag, a hasnyalmirigy és az emld 50%-ban, a tiid6, hdlyag, szdj és garat
valamint a nyeldcsé mintegy 20%-ban érintett a taplalkozas kapcsan (részletesen a 3.
dbra alapjan). A helytelen taplalkozasi faktorok és taplalkozassal 6sszefliggd koros
allapotok, mint a magas energiabevitel, magas telitett zsirsav bevitel, az
antioxidansok, vitaminok ¢€s élelmi rostok csdkkent fogyasztasa, mind hajlamositd és
rizikétényezo lehet a daganatos betegségek kialakulasaban.

Ezen betegségek nagy része tehdt megeldzhetd a primer prevencid

eszkozeivel, helyes taplalkozéssal. Az egészségfejlesztésre ¢€és az egészséges

taplalkozasra vald nevelésre mar fiatal korban nagy hangsulyt kell fektetni (Willet,

2000; Anés et al., 2008; Rodler, 2008a, Ember et al., 2013b).

ége, szaj,
nyel6cs6,
garatrak
dometridlis
rak Tudorak
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Ta p lalkozas

Gyomorrak X asnyalmlngyrak
35% 50%

rosztata E13
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10% 5%

peholyagrak

0%

3. abra: Taplalkozas kovetkeztében kialakulé daganatos halalozasok (%)
Forras: Willet, 2000

Osszefoglalva az élelmiszer-adalékanyagokkal, szinezékekkel, valamint a
taplalkozasi tényezOk rakkal kapcsolatos szakirodalmat, kijelenthetjiik, hogy korunk
¢lelmiszerei bonyolult komponensii komplexek. Tépanyagok, illetve a gyartas soran
¢lelmiszerbe jutd adalék és segédanyagok hatdrozzak meg felépitésiiket.

Szamos kutatas foglalkozik egyes elemek allatkisérletes €s human vizsgélataval, de
ezekben az esetekben csak annak az egy Osszetevonek vizsgalhatok élettani vagy

akar génexpresszids hatasai. Ezért is indokolt vizsgalni a jovében az ¢élelmiszerek és
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azok csoportjainak egyiittes hatasat, mivel egyes anyagok esetében feltételezhetd

karcinogén hatas addicio.

2.6.2. Taplalkozasi tényezok epigenetikai vonatkozasai

Az epigenetika a 21. szdzad egyik ujkeletli tudomédnyaga, amely a gének

olyan o6rokloédési formajat vizsgalja, mely nem jar a DNS nukleotid sorrendjének
megvaltozasaval.
Az epigenetika mindemellett arra a kérdésre keresi a valaszt, hogy a sziiloket ért
kornyezeti behatasok és azok molekularis kovetkezményei, hogyan befolyasoljak az
utédok génkifejez0dését. Részben az epigenetikahoz kapcsolhatd tudoménydg a
nutrigenomika, mely az egyes tapladlkozas faktorok és az emberi genom
interakcidjaval foglalkozik (Ember et al., 2007; 2013a, Simopoulos és Ordovas,
2004).

A gének expressziojanak  regulatorai lehetnek az egyes
¢lelmiszerkomponensek, igy a makro- és mikronutriensek (pl: 4svanyi anyagok,
zsirsavak) antinutritiv anyagok, fitokemikalidk, taplalék komponensek anyagcsere
termékei (pl: eikozanoidok) vagy az egyes szervezetben végbemend folyamatok
anyagcsere ¢s melléktermékei (pl: ecetsav, propionsav, vajsav, izovajsav,
valeridnsav, izovaleridnsav), az ¢ételkészitési eljards melléktermékei (pl:
heterociklikus amin - HCA), vagy akar az egyes ¢lelmiszer-adalékanyagok is.

A génexpresszid tapanyagfiiggd szabalyozdsa olyan modon torténhet, hogy a gén
milkddését, annak transzkripciojat a taplalék egyes 0sszetevoi befolyasoljak (ldsd a

3. tablazatban) (Harlés et al., 2005, Bir¢ et al., 2008).

Célhely Szabalyozo tapanyag
Génatiras Zsirsavak, gliikoz, koleszterin, retinoidok, D-
vitamin

mRNS stabilitdsa |Zsirsavak, gliikoz, szelén, vas
mRNS feldolgozéasa [Tobbszordsen telitetlen zsirsavak, gliik6z

mRNS atirasa 'Vas, aminosavak
Atiras utani Vitaminok, asvanyi anyagok
modositas

3. tablazat: Szabalyozo6 tipanyagok és célhelyeik
Forras: Biro et al., 2008
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A vizsgalatban felhaszndlt metildciés markerek jellemzdit részletesen a

késébbiekben ismertetjiik.

2.7. Karcinogenezis és a daganatkeletkezési modell jellemzoi

2.7.1. A sejtosztodas

Az ¢l6 sejtek f0 mechanizmusai koziil megkiilonboztetjik a nyugalmi
allapotot, az osztodast (proliferacid) és a sejt elhalast, programozott sejthalalt, mas
néven apoptozist. Normal esetben, valamint fiziologias koriilmények mellett a
proliferacio és az apoptdzis aranyban van egymadssal. A proliferdcié soran DNS
replikacid torténik, azaz a sejt genetikai dllomanya duplikdlédik. Ha a jelatviteli
rendszer, a transzkripcid rendszere vagy folyamata defektust szenved, Ugy az
osztddas illetve az aktiv sejthalal kontrollalatlanna valik.

Genetikai allomanyunkat folyamatos karosodasok, torések érik, melyeket
cellularis szinten a DNS repair mechanizmus javit ki (karcinogenezis egyik oka DNS
repair defektusa).

Amennyiben sem az apoptozis, sem a DNS repair nem képes kikiiszobolni a
DNS-t ért karosodast, gy az sejtburjanzdshoz ¢és a daganatos betegség
kialakulasdhoz vezethet (a sejt novekedését és osztddasat befolydsold proto-
onkogének és tumorszuppresszor gének valamint a mutatorgének karosodasan kiviil).

A normalis sejtosztddastol a daganatos sejtosztddas folyamata nagyban eltér

(Krémer et al., 2001; Gomba et al., 1997).

2.7.2. Karcinogenezis: a tumor kialakulas folyamatanak tényezoi

A daganat kialakulas egy tobb lépcsds, bonyolult folyamat. A koérnyezeti
illetve kémiai karcinogének a DNS-hez csatlakozva adduktokat képeznek (direkt
karcinogének és prokarcinogének — utdbbi esetben a metabolikus aktivacioval jon
Iétre a reaktiv metabolit).

A daganat kialakulasat eldsegité mutaciok haromféle géncsoport dllomanyat
érinthetik, ezek a tumorszupresszor gének, a proto-onkogének és a mutatorgének. A

tumorszupresszor gének esetében a defektus a sejtosztédds mechanizmusanak
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szabalyozasat érinti, bekdvetkezésekor a normal sejtciklus kontrollalasa keriil
veszélybe. A proto-onkogének illetve azok anyagcseretermékei a sejtosztddas
stimulalasat végzik. Mutacid esetén onkogénné transzformalédnak, melyek egyes
esetekben folyamatos aktivacio alatt allhatnak, mas mutacid tipusok esetén
emelkedett mennyiségben termelédhetnek. A mutatorgének a DNS kiilonbozd
hibainak korrigalasaban jatszanak szerepet, ezen faktorok hibas funkcidjanak esetén
a genomban rogziilhetnek a daganat kialakuldshoz vezeté mutaciok (Ember et al.,
2013b)

Az onkogenezis komplex rendszerében tobb olyan kéros mechanizmus keriilt
mar detektalasra, melyekhez szorosan kothetd a daganat kialakulas. Ilyen koros
mechanizmus a fokozott novekedés, mely egyrészt a ndvekedési faktorok
overexpresszidjan alapul (pl: EGFR, epidermalis novekedési faktor) maésrészt
novelheti a sejtek novekedési stimulusokra vonatkoztatott szenzitivitasat (c-erb-B2)
(Stern et al., 1986).

Ismert tovabba az egyes onkogének hianyzo GTP-az aktivitdsdnak kovetkezménye
is, mely a novekedési faktor jelatvitelének talmiikodéséhez vezethet (ras) (Medarde
¢és Santos, 2011). Tovabba bizonyos fehérjék ezton torténd overexpresszidjahoz (c-
sis) (Liu et al., 2001). Mindemellett szamos onkogén segitheti a sejtciklusba torténd
belépést (c-myc) (NCBI, 2017).

Ilyen mechanizmus még a tumorszupresszor gének gatlasa is, mely torténhet a
kontakt gatlas megsziinése tjan, a ndvekedést aktivalo jelatvitel alulregulaltsagdnak
hidnya esetén vagy akar a sejtciklus kontollaltsagdnak hianyabol adoddéan. A p53
esetében a sériilt DNS javitasahoz sziikséges, sejt proliferacid gatlas feletti kontroll
hidnya okozza a koros folyamatot (Balajthy et al., 2011; Kopper, 2005; Rodler,
2008a).

Fontos megemliteni még az apoptdzis gatlasanak mechanizmusat, mely egyes
esetekben a transzlokacio 4ltal aktivalt, apoptdzist gatld gének overexpresszidjan
alapul (bcl-2) (Tsujimoto et al., 1984; Ember et al., 2013b; Varga, 2002)

Bér a tumor kialakulds hosszl latenciaidejli, akar évekig eltartdo folyamat
lehet, a biomarkerek segitségével kromoszomalis és DNS-t érintd valtozasaik mar
korai stadiumban megfigyelhetdek.

A klinikai daganat kialakulasanak fobb szakaszait a 4. dbra szemlélteti.
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4. abra:A Kkarcinogenezis tobblépcsds folyamata
Forras: Ember et al., 2013b

2.7.3. Biomarkerek, mint a vizsgalat indikatorai

A biomarkerek, olyan biologiai paraméterek valamint anyagcserekdzti-

termékek (metabolitok) lehetnek, melyek jelenléte normélis valamint koros

folyamatokat, kezelésekre adott valaszokat jeleznek ¢és mértékiik értékekkel

kifejezhetd, objektivan megallapithato.

A biomarkereket leggyakrabban tobb fécsoportba osztjak, tobb klasszifikacid ismert

(5. abra), Az egyes kategoriak kozott vannak bizonyos atfedések, mivel az expozicid

¢s az adott betegség kozotti kapcsolat egyénenként eltérd lehet (Ember et al., 2013c¢).

29



EPIDEMIOLOGIA

EXPOZICIO —» | | - BETEGSEG

MOLEKULARIS EPIDEMIOLOGIA

AZ EXPOZICIO MARKEREI-~--A HATAS MARKEREI-—-A BETEGSEGET JELZO MARKEREK
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5. abra: A hagyomanyos epidemiologia és a molekularis epidemiolégia dimenzioi
Forras: Ember et al., 2013c¢

gy megkiilonboztetjiik a belsd dozis biomarkereit. Ezek esetében napjaink szenzitiv
immunoassay-i lehetdséget adnak arra, hogy a kémiai Kkarcinogéneket
szovetmintabol, metabolitjaikat vér és vizelet mintdbol mar alacsony
koncentracidban is mérhessiik. Ugyanakkor az is fontos, hogy a mért Osszetételi
arany a célsejtekkel vald kolcsonhatasra nem utal. Mar itt is nagy jelentoségliek az
egyéni fiziologids kiilonbségek, a vegyiilet abszorpcidja, szervezeten beliili
metabolizmusa, kivalasztasa (pl.: dohanyosok esetében a nikotin metabolitjanak a
kotininnek a kimutatésa).

A kovetkezd dimenziét a biologiailag hatasos dozis biomarkereivel
jellemezhetjiikk. Ebben az esetben az a dozis mérvadd, mely a betegség
kialakuldsadban szerepet jatszé szervet elérte. Gyakorlati tekintetben a bioldgiailag
hatasos dozis a célsejtekhez eljutott anyagmennyiség. A kimutathaté specifikus
karcinogén DNS/fehérje adduktok mérése nemcsak az abszorpcid és disztriblicio
egyéni kiilonbségeit fejezi ki, hanem az adott vegyiilet metabolizmusat és DNS
repair mechanizmusra gyakorolt hatasat is (Ember et al., 2013c; Fehér et al., 2008).

Ezt koveti a korai bioldgiai hatds és azok biomarkerei. Ezek a vizsgalt

betegséggel kapcsolatos korai valtozasokat jelzik. Hasonléan az el6zéekben
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elmondottakhoz, ezen hatdsok is direkt modédon mérhetdk a célsejtekben.
Megjelenésiik és mennyiségiik aranyos a betegség kialakuldsdnak kockézataval.
Karcinogenezis esetében a mutagén valtozas tobbféle modja ismert, lehet génszinti,
pontmutacio, génamplifikdcid. A mutagenitds lokalizacidja lehetdséget ad a kialakitod
agens azonositasdra. A mutaciok spektrumdnak ismeretében pedig lehetdség nyilik
azok etiologidjanak feltarasara.

Az utols6 dimenzidban az egyéni érzékenység biomarkereié a ,,foszerep”.
Egyénenként valtozd, hogy milyen a karcinogén anyag metabolizmusdnak mértéke,
milyen modon miikddik az expozicidnak kitett egyén DNS repair mechanizmusa,
milyen a proto-onkogének és tumorszupresszor gének polimorfizmusa,- mitkddésiik
nagyban fligg az egyén egészségi allapotatdl, immunrendszerének stabilitdsatol
(Ember et al., 2013c, Fehér et al., 2008).

Meg kell emliteniink, hogy a daganatok vonatkozasaban jelenleg nem
rendelkeziink globalisan alkalmazhatd, daganatspecifikus biomarkerrel, ezért
sz¢leskorli kutatas folyik, a prevencid €s a diagnosztika illetve a célzott molekularis
terapia fejlesztése irdnyaba. Fontos tény, hogy az egyes szakaszokban (exp. —
betegség) ismertek alkalmazhatdé markerek, de azok felhasznalhatosdga nem a

daganat kialakulas egészére terjed ki (részletesen lasd 6. abra).

Belsé ddzis.
Kotinin
1-OH-pirén

/ DDE. PCB-k

Egyéni érzékenység markerei

Bioldgiailag hatdsos dzis

CYPIAL CYP2E2. GSTMI DNS-, fehérjeaddultok

. 2E2, GST) :
Mikronutriensek (A, C, E vitamin) (PAHL, 4ABP. ETO)
DNS- repair Oxidativ stressz

al

Korai biologiai hatas

\ Kromoszéma abberaciok

Génmutacick (GPA. HPRT)
Onkogén aktivicio (erbB-2. mye, RAS)

Tumorszupresszor gének inaktivacidja

{(p33) Ciklin D1

Klinikai betegség

pl; daganatos
betegségek

6. abra: A biomarkerek fébb kategoriai
Forras: Ember et al., 2013¢
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A citokrom P450 enzimcsalad

A citokrém P450 vegyes funkcioji, exogén és endogén szubsztratok
oxidacidjaért és a szteroid hormonok metabolizmusaért felelds mono-oxigendz enzim

csalad.

A CYP450 enzimek vastartalmi fehérjék, esetikben a vasion a vas-
protoporfirin IX (hem) komplexként kapcsolédik az enzim fehérj¢éhez. Az
enzimcsaldd minden tagjat Osszességében egy polipeptid lanc alkotja, mely egy
hidrofob, elektrosztatikus és kovalens kotéssel kapcsolodd hem gytirtit tartalmaz.
Jelenleg 57 tagja ismert, melyek a koleszterin, a szteroid, valamint a lipidszintézis
mellett a gydgyszermetabolizmusban is szerepet jatszanak (Smith et al., 1998;

Nelson et al., 2004)(7. dbra).
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citoplazma !I: v m ?

sllrisronia citokréom P450 ‘
{, : ]
v \4
m:lt::::;l::;; s I aktivicié || inaktivacié I exkrécié
(kivalasztas)

DNS addukt

H
\ daganatellenes hatas

daganat

}

[ tumor kialakulds és progresszio |

7. abra: A citokrém P450 miikodési mechanizmusa a daganatos betegségek kialakuldasaban
Forras: Tsunehiro et al., 2008

A CYPIAI jellemzoi

crer

kédolja, AHH-ként (aril szénhidrogén hidroxildz) is kozismert enzim. Fontos
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szerepet tolt be a policiklusos aromas szénhidrogének metabolikus aktivaciojaban.
Endogén szubszrtatjai részt vesznek a szteroidok, a zsirsavak valamint a koffein,
phetidin, phenacetin oxidacidjanak katalizalasdban is (Ma és Lu, 2007, Badal és
Delgoda, 2014). Miikodését tekintve hozzajarul a xenobiotikumok ¢€s a gyogyszerek
valamint a policiklikus aromas szénhidrogének metabolizmuséhoz.

Katalizal6 miikodésére jo példa a benzopirén epoxidba torténd atalakuldsi
folyamata. A reakcid sordn a benzopirén oxidacidjat katalizdlja a CYPIAIL, igy a
vegylilet el6szor BP-7,8 epoxiddd alakul, majd az epoxid hidrolaz BP-7,8-
dihydrodiolld alakitja. Végiil a CYPIAI katalizacidja kovetkeztében alakul ki
végleges, karcinogén formaja a BP-7,8-dihydrodiol-9,10-epoxid (Beresford, 1993).
Regulacio szempontjabodla CYP1A1, a CYPIA2 és a CYPIBI gének szabalyozasat az
aryl hidrokarbon receptorok végzik egy ligés aktivalt transzkripcds faktorral. A
CYPIAI fokozott miikodése, metabolizalo funkcidja révén tébb human
karcindbméaban is megfigyelhetd (tiidérak, emlérak, vastagbélrak, méhtestrak,
bazalsejtes karcindma) (Raposa et al., 2013; 2016a; Badal ¢s Delgoda, 2014, Go et
al., 2015).

A CYP2E] jellemzoi

A Citokrom P450 2E1 gén altal koédolt, kevert funkcidju oxidazrendszerrel
rendelkez0 membran fehérje, enzim, a xenobiotikumok anyagcseréjében jatszik
szerepet. Nagy mennyiségben a majban taldlhaté meg, ahol az 6sszes citokrom P450
mRNS 50%-at, a citokrom P450 fehérje 7%-at teszi ki ezen izoforma (Bieche et al.,
2007; Shimada et al., 1994). A legtobb gyodgyszer deaktivaldsaban részt vesz direkt
¢és indirekt modon. Az oxidacids anyagcserében, a szubsztratok csak egy kis részét
érinti (javarészt kisebb polaris molekuldk) (Kessova és Cederbaum, 2003).

A CYP2EI ugyancsak az endoplazmatikus retikulumban taldlhaté (hasonléan a
CYPIAlI-hez), endogén szubsztratjai: aceton, acetol, exogén szubsztratjai az
acetaminophen, halothan, isofluran, paracetamol, benzén, anilin, nitrosamin, etanol
¢és metanol (Tomaszewski et al., 2008). A mdj in vivo vizsgélata sordn bizonyitottak a
CYP2EI szerepét az alkohol kivéltotta oxidativ stressz kialakuldsaban, mely zsirmaj

kialakulasahoz vezetett (Lu et al., 2008).
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Sejtciklus szabalyozasaban résztvevo gének, kinazok jellemzoi

Az NF-xkB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells)
jellemzoi

Az NF-KB egy Toll-like receptorokon, TNFa, tirozin kinaz receptoron és
adhézids receptorokon (pl. T-sejt receptorok) keresztiil aktivalodd transzkripcios
faktor, els6dlegesen a sejttulélést €s a sejtproliferaciot segiti eld. Széleskori
receptorialis aktivacidja lehetdvé teszi, hogy tobbféle hatisra adott valaszt indukal
(bakterialis, virdlis antigének, lymphotoxin, TNFa, UV, szabadgyokok). Miikodési
mechanizmusat tekintve, aktivacidjakor a sejt tiléléséhez sziikséges antiapoptotikus
folyamatokat segiti eld, ezen kiviil az apoptotikus folyamatokat gatld fehérjék
atirodasat serkenti (Gilmore, 2006; Brasier, 2006; Liu et al., 2012, Raposa et. al.,
2016)(8. dbra).
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8. abra: Az NF-xB miikodési mechanizmusa (intracellularis dimenziéban)
Forras: http://www.genecopoeia.com/product/search/pathway’h NF-xkBPathway.jpg

Normal esetben nagyon kis mértékben expresszalodik a sejtekben, illetve a jelen 1évo

NF-kB fehérje egy Ot inaktivaldo IKB komplexhez (Inhibitor kappa B o +f
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egységhez) kapcsolddva talalhatd a sejt citoplazmajaban. Aktivaciokor ezt a kotést
egy ugynevezett NEMO (IKBy komplex) lelassitja (foszforildlja az IKB o+fp-t az
IKK segitségével) és az NF-KB p50-p65 alegységek felszabadulnak, ezt kdvetden
transzportalodnak a sejtmagba, ahol transzkripcids aktivatorként és promoter
specifikus aktivatorként szerepelnek az antiapoptotikus fehérjék atirasakor, illetve a
proapoptotikus fehérjék transzkripcids represszorai (Vlahopoulos et al., 2015;
Perkins,2007; Tian és Brasier, 2003; Sheikh és Huang, 2003).

Jelatviteli kapcsolatrendszere nagyon kiterjedt, széleskorii. Osszekottetésben
all a RAS onkogén jelatvitellel, a MAPK, JNK, ERK apoptotikus jelatvitellel, a SAPK,
p38 jelatvitellel (Escarcega et al., 2007). Direkt médon szabédlyozza a Ciklin D1
kifejezddést (epithelidlis szoveti architektura kialakulasa) a PPARYy kifejezddést és
kozvetetten szamos mas transzkripcios faktort és sejtciklus szabalyozéasban résztvevo
gént (Meffert et al., 2003; Gombos et al., 2007). Szdmos vizsgalat bizonyitotta, hogy
kiilonbozd tipustt daganatok - pajzsmirigy (Gombos et al., 2007; 2011), emld
(Ahmed et al., 2006), uroepitelialis és intesztindlis daganatok (Carrabino et al.,
2006), fej-nyaki daganatok (Chung et al., 2006), nazofarinx (Li et al., 2017) valamint
Barrett 6zofagusz - esetén (Abdel-Latiff et al., 2005; 2008) az NF-KB kulcsszerepet
jatszik a jelatvitelben.

Kifejezddése primer tumor sejtvonalakon egyenes ardnyu Osszefliggést
mutatott a malignitds fokaval: pajzsmirigy NPA (papillaris cc), WRO (follikularis
cc), FRO (anaplasztikus cc) sejtek. Az NF-KB éalland6 aktivacidja a tumorsejtekben
klonalis szelekcional kézenfekvden oOriasi elényt jelent (Gombos et al, 2007,

Pacifico és Leonardi, 2010).

A GADD45a (growth arrest és DNA damage inducible gene) jellemzoi

A GADDA45 csaladjaba tartozik a GADD450. A génterméket, fehérjét a
GADD45a gén kodolja. Ezen fehérjek (GADD45) szamos sejten beliili szabalyozasi
feladatot latnak el, ugy mint a DNS repair, a normal sejtciklus és az oregedés. A
GADD45 gének transzkripcids szintje emelkedést mutat stressz indukélta ndvekedési
allapotok (kornyezeti stressz) és a DNS karosodast okozo mutagén faktorokkal

torténd kezelés hatdsara. A GADD45a gén, DNS kéarosodas okozta transzkripcidjat
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p33 dependens és attol fliggetlen mechanizmusok is szabalyozzdk (Raposa et al.,

20164, Papathanasiou et al., 1991, Hollander et al., 1993)(9. dbra).
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9. abra: A A GADD45a miik6dési mechanizmusa kornyezeti stressz hatisara
Forras: Liebermann és Hoffmann, 2008

Funkci6jat tekintve kotddhet a proliferdld sejt nukledris antigénjéhez,
lehetséges a PCNA-val torténd interakcidja CDK komplex jelenlétében, kotheti a
GADD454-hoz a PCNA-t (CDK komplexumbdl mozditja ki), kettds szala DNS
karosodas esetén aktivalodik, stimuldlja a DNS repairt és az apoptdzist, gatolja a
sejtek S fazisba torténd 1épését. A GADD454, GADD45B ¢és a GADD45G kéti az
Mtk1 kindz N-terminalis tartomanyéaban, emellett a kindz tevékenységet aktivalja. A

GADD45GIPI-¢l torténd kolcsonhatasa is ismert (Tamura et al., 2012; Smith et al.,

szindroma) sejtekben rendellenes (Kastan et al., 1992).

A MAPKS8 (Mitogen-activated protein kinase 8) jellemzoi

A mitogén aktivalta protein kindz (MAPK) tutvonal, kiilonb6zd ugyanakkor
nagyon sokféle sejten kiviili jel tovabbitasdban jatszik szerepet, igy szdmos a sejten

beliil végbemend mechanizmust befolydsol, reguldl Ggy, mint a novekedési
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folyamatok, gyulladdsos mechanizmusok vagy akar az apoptézis. A MAPK
kaszkadrendszer kisebb alegységekbdl felépiild strukturat mutat, mely tobb egymast
kovetd foszforillacios 1épésbdl 4all. Ezen kaszkddot olyan kettds szelektiv
szerin/treonin valamint tirozin kinazok alkotjak, melyek foszforillacioja utjan
aktivalodnak a rendszert alkoto tovéabbi kinazok. A folyamat utolsoé kindzai a MAP
kindzok, melyet az eldtte elhelyezkedd MAP2K vagy MKK aktival, melyet az
MAPKKK vagy MAP3K foszforillal, amennyiben a receptor feldl érkezd jel indukalja
azt (Zhang és Liu, 2002, Zhou et al., 2015, Pimienta ¢s Pascual, 2007).

A leginkabb ismert és gyakran vizsgalt MAPK utvonal a p38, a JNK és az
ERK, ezen jelatviteli utak az utolsé kindzokrol kaptak elnevezésiiket. A JNK és a p38
utvonalnak leginkabb a gyulladdsos folyamatok soran betoltott szerepiikrdl ismertek.
A MAPK utvonal illetve a MAPKS tobb daganatképzddéssel és genotoxikologidval
foglalkoz6 kutatés alapjat képezi. A p38 MAPK szerepét detektaltak mar VCAM-1 és
az MCP-1 expresszioban is (Mako, 2011; Hoefen és Berk, 2002)
A MAPKS gén, egérparokkal végzett tanulmanyaiban emlitik a kinadz szerepét a T-
sejtek proliferacidjaban, apoptdzisdban és differencidlasdban egyarant (Klock és

Herrmann, 2002; Banning et al., 2014)(10. dbra).
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10. abra: C-Jun N-terminalis kinazok és a MAPK jelatviteli ut
Forras: http://rgd.mcw.edu/rgdweb/pathway/pathwayRecord.html?acc id=PW:0000313
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Epigenetikai biomarkerek jellemzo6i

A genom epigenetikai regulacidjanak meghatdrozéja a  kromatin
ujrarendez0dés €s a hiszton modosulasok. A hiszton modosulasok poszttranszlacids
modositdsok a hiszton globularis doménjén. A nukleoszomakat alkotd hiszton
fehérjék két 6 részbdl allnak, egy globularis C-termindlis és egy strukttralatlan,
flexibilis N-terminalis részbdl. A hisztonok N-terminalis részei, melyek kilognak az
oktamer nukleoszoma magbol, tobbféle poszttranszlacios kémiai moddosuldson
mehetnek keresztiil. Ezen médosulasok a kovetkez6k lehetnek: metilacio, acetilacio,
citrullacio, ubiqitinacid, foszforilacio, sumoilacio.

Az elézéekben emlitett kromatin szervezOdésre valamint a transzkripcid
regulacidjara hatast gyakorld mechanizmusok és azok részletei még nem ismertek
teljes mértékben. Ugyanakkor a jelenlegi elképzelés szerint a médositdé enzimek és
az atalakito faktorok ugy alakitjdk 4t a kromatint, hogy tovabbi cis és trans
kapcsolodasok, kotések jonnek létre. Ezek a kotés ujraszervezddések a DNS és
egyben a kromatin teljes strukturajat megvaltoztatjadk. Fontos megemliteni, hogy
ezen modosulasok ujabb fehérje komplexekkel valo kapcsolatot indukélnak, melyek
konformécios valtozast hoznak 1étre a kromatin szerkezetében. Az 1j kapcsolatok
pedig nagyban befolydsoljak a kromatin tulajdonsédgait, valamint magasabbrendii

szervezOdését (Ember et al., 2013b; Balogh ¢s Engelmann, 2011)(11. dbra).
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11. abra: A genom epigenetikus szabalyozasa
Forrés: Balogh és Engelmann, 2011
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A DNS metilacio és a metil-transzferazok

A DNS metilaciéo az emberi genom elézéekben mar ismertetett médosulasa,
mely nincs hatdssal a DNS szekvencidra, ugyanakkor reguldlja. A tudomany mai
allasa szerint a DNS metildcionak t6bb intracellularis folyamatban is szerepe van,
ilyen a szdvetspecifikus génexpresszio, sejftdifferencialédas, a genomi imprinting
vagy akar az X kromoszdma inaktivacio, az 6regedés (Esteller, 2008, Bibikova et al.,
2006).

A DNS-metil4ci6 soran a citozin pirimidin gylirijének szénatomjdhoz a DNS-

metiltranszferaz enzimek segitségével metil csoport kapcsolodik. A folyamatot a
DNS-metil-transzferaz csaladba tartozé enzimek (DNMTI, DNMT3A, DNMT3B)
katalizaljak. Ez a metilaci6 a CpG dinukleotidok (citozin - guanin nukleotid
szomszédos) esetében figyelheté meg. A CpG dinukleotidok egyenletesen vannak
jelen- CpG szigetekben csoportositva - a genomban (Yoder et al., 1997).
Az emberi gének megkdzelitéleg 50%-anak promoterében CpG-sziget van, melyek
altalaban metilalatlanok. Abnormalis metilaciojuk - a génmiikddés szabalyozasanak
megvaltoztatadsadval - daganatos megbetegedések kialakuldsdhoz vezethet. Ezzel
szemben a normadl sejtekben a promoétereknek csak 5%-a metildlt, prezentalva, hogy
az epigenetikus jelek nem uralkodé folyamatok. Az intragenikus CpG dinukletidok
novelik a transzkripcidt és/vagy aktivaljak az alternativ promotert (Hung és Shen,
2003; Eden és Cedar, 1994; Balogh és Engelmann, 2011)(12. dbra).
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12. abra: Az aktiv és passziv demetilacio folyamata
Forras: Balogh és Engelmann, 2011
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A metildcié és daganatos megbetegedés kozotti kapcsolatot mar régota
tanulmanyozzdk. Abnormalis metilaciét okozhatnak tobbek kozott a kornyezeti
hatasok, a taplalkozés (nutrigenomika) és egyéb uton a szervezetbe jutd karcinogén
anyagok. Normdl, fiziologias allapotban a genomban eléforduldé CpG szakaszok
demetilaltak maradnak, ezaltal nem vesznek részt a génmiikddés regulacidojaban
lokalizéltak ¢és hordoznak valamilyen szovetspecifikus metildcids mintézatot,
demetilalodhatnak, igy fokozhatjdk az adott gén kifejez6dését. Amennyiben
protoonkogének is felszabadulnak a metilacios gatlas aldl, ugy azok
daganatképzddést indukalhatnak (Esteller, 2008, Baylin és Herman, 2000).

Az elsd identifikalt metil-transzferaz a DNMT1, amely DNS-replikaci6 soran
a DNS metilacid Ujra szintetizalt szaldnak pontos kopidjaért felel. A DNMTI
expresszid egy pontosan regulalt folyamat a sejtciklusban. Transzkripcid
szempontjabol, a DNMTI-nek két transzkripcids valtozatat detektaltdk: egy teljes
hosszisaghi aminosav ¢és egy petesejt specifikus varidns formaban. Fontos
megemliteni, hogy DNMTI1 de novo metilaciéra képes. A DNMTI dontérészt a

A DNMT3A4 és a DNMT3B mas néven de novo metil-transzferaz, amely
kiemelten fontos szerepet jatszik az embriondlis fejlédésben. A DNMT3A és a
DNMT3B a DNS metilaci6 folyamataért felelés. Ezek a metil-transzferazok, az
embriogenezis soran magasan expresszalodtak. A DNMT3A két enzimatikusan aktiv
fehérjeterméket kddol, mig a DNMT3B gén két aktiv és harom inaktiv izoformat. A
de novo metilacié egy kritikus fejlddési folyamat az embrionalis fejlodés sordn,
aminek folyaméan a DNMT3B defektusa, hidnya halalos kimeneteli lehet.

A human daganatok tobbségében az el6zdekben bemutatott harom DNS-
metil-transzferaz emelkedett mRNS és fehérje expresszios szintje jellemzd. A tumor
szupresszorgének hipermetilacidja korreldl a DNS-metil-transzferdzok magas
expressziojaval. Vizsgalati eredmények alapjan a tumoros elvaltozasok kialakulasat
ezen enzimek taltermelddése el6zi meg. A DNMT3A-ban eléforduld karos mutaciok

okozta daganatok ugyanakkor ritkak, azonfeliil altaldban rossz prognézistak.
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Allatkisérletekben kimutattak, hogy a DNMTI-ben bekovetkezd heterozigota
mutaciok a DNS metilacid csokkenését eredményezték, tovabba csokkentették az
intesztinumot érintd tumorok fejlédését, emellett ndvelték a lyphomagenezis
kockazatat (metilaciés szintjének valtozdsa kiilonbozé hatasokkal birhat). A
tiidédaganatos ragcsalé modellben pedig a DNMT3A delécidja eldsegitette a tumor
progresszidjat (Keith, 2001; Antunez et al., 2014). A DNS-metil-transzferdzok gén

szimb6lumat és kromoszomalis lokalizacidjat a 4. tabldazat szemlélteti.

DNS-metil-transzferaz-1

DNS-metil-transzferaz-3A

DNS-metil-transzferaz-3B

Gén szimbolum: DNMT1

Gén szimbolum: DNMT3A

Gén szimb6lum: DNMT3B

A gén kromoszomalis

lokalizacidja: 19p13.2

A gén kromoszomalis

lokalizacidja: 2p23.3

A gén kromoszomalis

lokalizacidja: 20q11.21

4. tablazat: DNS-metil-tanszferazok szimbéluma valamint citogenetikai helyei
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3. Problémafelvetés, célkitiizések

A taplalkozas kiemelten fontos része életiinknek, hiszen az ételekkel,
italokkal szervezetiinkbe juttatott makro- és mikronutriensek, egyéb élelmiszer
komponensek allandé hatdssal vannak szervezetiink ¢élettani folyamataira,
egészségiinkre, életmindségiinkre egyarant.

A legtobb kronikus, nem fert6z6 betegség kialakuldsanak szamos esetben van
taplalkozas vonatkozasu indikacidja, azok halmozottan akar ok-okozati viszonyban is
allhatnak egymadssal (obezitds - daganat, diabétesz, hipertonia).

A daganatos megbetegedések kiemelt helyet téltenek be a mortalitasi statisztikakban.
A vilagon az évi 56 milli6 haladleset 12%-ért ezen korkép a felelés a WHO adatai
szerint (WHO, 2017). Magyarorszagi adatok szerint, amennyiben a sziv ¢és
érrendszeri betegségek okéan torténd haldlozast egy kategdrianak tekintjiik, ugy a
masodik helyen a rosszindulat daganatos megbetegedések kapcsan bekdvetkezd
halalozésok szerepelnek (Osszhaldlozas 25%-a). A kardiovaszkularis betegségek
szeparalasa esetén (heveny szivizomelhalds, egyéb ischaemias szivbetegség,
cerebrovascularis betegség) még inkabb lathatdé ezen esetek magas szama,

Osszhaldlozasra vonatkoztatott aranya (13. dbra).

B rosszindulatt daganatok
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H szandékos 6ndrtalom

Begyéb

13. abra: Halalozasok a gyakoribb halidlokok szerint Magyarorszagon (2015)
Forras: KSH
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A daganatos megbetegedések egyes fajtainak eldfordulasi gyakorisagat is novekedés
jellemzi Magyarorszagon. Ha a tiidédaganatok és a ndi emlédaganatok szézezer
lakosra vonatkoztatott, incidens morbiditasi adatait szemiigyre vessziik 2003 és 2015
kozott, jo1 megfigyelhetd az emelkedd esetszam (14. és 15. dbra)
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14. abra: Tiidorak-incidencia, szazezer lakosra nézve Magyarorszagon (2003-2015)
Forras: KSH Stadata
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15. abra: A néi emlé rosszindulati daganata-incidencia, szazezer lakosra nézve
Magyarorszagon (2003-2015)
Forras: KSH Stadata
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A prevalens Osszesetszam is - a hdziorvosi praxisokban regisztralt daganatos betegek
szama - folyamatosan novekvd tendenciat mutat (16. dbra) Ggy, hogy a regisztralt
betegek csak egy toredékét képviselik a ténylegesen beteg egyének szamanak (rejtett
morbiditads). Ebbdl kifolyolag megallapithatd, hogy jelentds népegészségiigyi

kockazatu korképpel allunk szemben.
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16. abra: Haziorvosi praxisban regisztralt rosszindulatii daganatos betegek szamanak alakulasa
Magyarorszagon (2001-2015)
Forras: KSH Stadata

A taplalkozéssal potencialis rakkeltd vegyiiletek keriilhetnek szervezetiinkbe,
melyek megemelik korunk népbetegségeinek, igy a daganatok kialakuldsanak
kockazatat is. Helyes taplalkozéassal lehetdségiink nyilik a karos hatasok kivédésére,
melynek egyik formdja a kemopreventiv molekuldk szervezetiinkbe juttatdsa, masik
lehetdség, hogy tudatosan elkertilhetjiik a lehetséges rakkelto vegytileteket.

A 21. szézadban a ,,tudatos taplalkozas” mint fogalom, mar j61 ismert, mindemellett
azon laikusok szama, akik tartjak is az effajta vasarlasi attitlidot (megfeleld
nyersanyag valasztas) és taplalkozasi szokasokat, még mindig nagyon alacsony. Az
elfogyasztott élelmiszer-6sszetevok ismeretének hidnya mellett az Gsszetevok
termékben megtaldlhatdé mennyiségével, ADI (Acceptable Daily Intake) értékével,

egyes ¢€lettani hatdsaival sincsenek tisztaban.
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A fejlett orszagok élelmiszeripara folyamatosan probal alkalmazkodni az egyes
fogyasztdi igényekhez, ez idedlis esetben folyamatos termékmindséget foglal
magaban. Ezen kivil nem szabad elfelejteni, hogy ez szdmos kedvezdtlen
kovetkezménnyel is jarhat, az egyik ilyen az adalékanyagok hasznalatanak terjedése,
alkalmazasuk folyamatos novekedése. Az élelmiszeripar sem anyagi megfontolasbol,
sem a technologian beliili kezelhetdség szempontjabol nem kivan valtoztatni a mar
,,bevalt” gyartasi folyamatokon, eldallitasi protokollokon; annak ellenére, hogy ezek
jelentds részében szintetikus, mesterséges uton eldallitott adalékanyagokat
hasznalnak fel (Szakaly, 2008).

Ugyanakkor felvetddik a kérdés, hogy ezen anyagoknak lehetnek e kéros, az

egészségre artalmas hatasaik, illetve ezek a hatdsok milyen forméaban észlelhetdek?
Az adalékanyagok egyik leggyakrabban - érzékszervi tulajdonsagok befolydsolasara
- hasznalt csoportja a mesterséges szinezékek csoportja (Raposa et al., 2016a).
A mesterséges szinezékek, daganatokat indukdlé hatdsdval kapcsolatban
ellentmondasos eredmények sokszor nem egyértelmiieck, mivel a legtobb
vizsgalatban ezeket az anyagokat elemi allapotban és egymastdl teljesen eltérd
dozisban tanulmdnyozzak. Szervezeten beliilli metabolizaciéjuk, hatasuk,
genotoxicitasuk, esetleges rakkelté hatdsuk kiilonbozd vizsgélatok soran, eltérd
eredményeket mutat (Poul et al., 2009; Tsuda et al., 2001).

Szamos tudomanyos publikacid szamolt mar be a mesterséges szinezé¢kek azo
csoportjanak, szervezeten beliili negativ hatdsair6l. Az altalunk vélasztott azo
szinezékek: azorubin (E122) és tartrazin (E102), egyes irodalmi adatok alapjan
befolyasolhatjak a viselkedést (McCann et al, 2007; Conolly et al, 2010), a
biokémiai paramétereket, (Amin et al., 2010) valamint feltételezhetéen genotoxikus
hatasuk is lehet (Schweikl et al., 2008).

Kutatdsunkban a tumor kialakulas tobblépcsds folyamatdnak kiilonféle pontjain
kivantuk vizsgalni azon biomarkereket, melyek mind molekularis epidemiologiali,
mind epigenetikai szempontbdl ,.fényt derithetnek” ezen anyagok in vitro
mechanizmusaira és tumor kialakulasban betdltott szerepére.

Az ¢élelmiszeripar altal alkalmazott adalékanyagok, kiilondsen a szinezékek
folyamatos kis dozisu expozicidt jelentenek mar kisgyermekkortol kezdve

szervezetiink szdmara. A tobb ¢évig fennalld expozicid hatdsara bekovetkezd
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genetikai/epigenetika valtozasok 0sszefliggésbe hozhatéak a daganatkialakuldssal.

1. Vizsgalataink kezdetekor feltételeztiik, hogy a mesterséges szinezékeket

(szeparalva és egyiitt adva) adott koncentracioban (tobbféle dozis) tartalmazo

tapot fogyasztd kisérleti allatok esetében, a metabolizalé enzimek szintjén a

citokrom P450 enzimcsalad tagjainak (CYP1A41, CYP2E1) aktivitasa eltéro lesz a

kontrollcsoportéhoz képest, tobb szervbdl vett minta esetén, valamint

feltételezhetéen a dozis novekedésével egyenesen aranyos mRNS koncentracio

novekedést figyelhetiink meg.

2. Feltételeztiik tovabba, hogy a sejtciklus szabalyozasaban szerepet jatszo gének,

kindzok esetében (NF-kB, GADD45a, MAPKS) a mar ismertetett mesterséges

szinez€k expozicid hatasara, magasabb mMRNS koncentrdciét mériink a

kontrollecsoporthoz viszonyitva. Expozicié — hatas linearis kapcsolatat ebben az

esetben is feltételeztiik.

3. Kutatasunk soran valaszt kerestiink arra is, hogy az élelmiszerszinezékek milyen

interakcioban 4llnak egymassal, befolydsolja-e egyiitt fogyasztisuk a fent

emlitett biomarkereket.

4. Feltételeztiik, hogy metilacidos biomarkereink (DNMT1, DNMT3A, DNMT3B)

expresszios szintjei - dozisdependens modon - szignifikdns kiilonbséget

mutatnak majd kezelési csoportonként, egymashoz viszonyitva.

5. Tovabba, hogy a generaciokat dsszehasonlitva taldlunk olyan jelentds eltéréseket

(expozicioktol fliggden), a metilacioban szerepet jatszd gének expresszios

mintazatdban, mely bizonyitja a generacidos fokozddast (célunk a sziiléi és

nagysziilo taplalkozas kovetkezményeinek megismerése volt).
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4. Anyagok és modszerek

4.1. A vizsgalat soran felhasznalt anyagok

4.1.1. Kisérleti allatok

Vizsgalatainkban 4-6 hetes kort karcinogenezis irant érzékeny, beltenyésztett
Balb/c nude, AKR/J és CDI1 torzsli egereket hasznaltunk. Kisérleteinkben egyarant
hasznaltunk fel him és ndstény egyedeket, azok kivélasztasat random mintavétellel
végeztilk. Az allatokat a PTE AOK Orvosi Népegészségtani Intézetéhez tartozod

allathazban tenyésztették.

4.1.2. Felhasznalt vegyszerek, oldatok, tapok, primerek

Felhasznalt vegyszerek, oldatok:

° 7,12-dimetil-benzantracén (7,12-Dimethylbenz[a]anthracene — DMBA,
Sigma-Aldrich Kft., Budapest, Magyarorszag, Gy.sz.: 39570-100MG)
° Kukoricaolaj (Corn oil, Sigma-Aldrich Kft., Budapest, Magyarorszag,
Gy.sz.: C8267)
Specialis tap
° Tartrazin (E102, Sensient Colors, Medimpex Kereskedelmi Zrt., Budapest,

Magyarorszag, Gy.sz.: 14188)

° Azorubin (E122 , Sensient Colors, Medimpex Kereskedelmi Zrt.,
Budapest, Magyarorszag, Gy.sz: 14401)

) CRLT/n standard, ragcsalotap pellet (Szindbad Kft., Go6dollo,
Magyarorszag)

A specialis tap keverési protokollja

A darélt, normal ragcsalotapot a kiszdmolt mennyiségli tartrazinnal és
azorubinnal Osszekevertiik. A porkeveréket csapviz segitségével pépesitettiik,
elegyitettiik, hasabokba szabdaltuk, majd széritoszekrényben kiszaritottuk (héfok: 40
C°, szaritasi id6: 48 ora).
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A specialis tap elkészitéséhez és a dozisok meghatarozashoz sziikséges
szamitasok

El6szor a human ekvivalens dozis modifikalt verzidjat hataroztuk meg, a hasznalni

kivéant allat konverzios szorzdészamanak (12,3) segitségével (Shannon et al. 2007).

Amikor megkaptuk egy darab egér tdpjanak human ekvivalens dézismennyiségét,

kiszamoltuk egy atlagos (tt: 20g) egér egyszeres expozicidjanak mértékét (egér

beviteli dozis (mg/ttkg)/ 1000 x20 = 20 g-os, atlagos egér napi beviteli mennyisége

(mg)). Az egyszeres expozicid mértékének meghatarozasa utan, megallapitasra kertilt

a napi beviteli mennyiség egyszeres illetve tizszeres mennyisége (a pontos

expozicidkat bovebben a kezelési metodikanal fejtjiik ki).

RNS izolalas reagensei

Trizol Reagent (cat. no.: 15596018; Invitrogen — Csertex Kft)

Kloroform (cat. No.: C7559 Sigma-Aldrich)

i-propil-alkohol (cat. No.: 19516 Sigma-Aldrich)

75 %-os etil-alkohol (96%-o0s etanolbol higitva — Egyetemi Gyogyszertar)

DEPC viz - Dietil-pirokarbamat — Cat. No.: D5758 Sigma Aldrich —
oldatabol 0,1%-ra higitva

MagNA Pure Compact RNA Isolation Kit (Tissue) (Roche Applied
Science — Roche Magyarorszag Kft)

Q-RT-PCR reagensei

KAPA SYBR® FAST One-Step qRT-PCR Kit (KapaBiosystems -
KK4680)

KAPA SYBR® FAST gqPCR Master Mix (2X)

dUTP (10 mM) 1 x 40 pl

KAPA RT Mix (50X) 1 x 40 pl

A primereket (forward — reverse) a 5. tablazat mutatja be részletesen. A primer

szekvencidk a gyartdé (Roche Warehouse, Budapest) adatai alapjan a kdvetkezok

voltak:
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Gén megnevezése Szimb6lum | Forward Primer / Reverse Primer
Cythochrome P1-450 2,3,7,8- CYPIAL 5’-AGGTCCAAAACAATCGTGATGAC-3’
Tetrachlorodibenzo-p-dioxin 5’-CTACAGGACATTTGAGAAGGGC-3’
5’-AAGAAAGGAATTGGGAAAGGTCC-3’
Cytochrome P450IIE Ethanol CYP2EI 5 CGTTGCCTTGCTTGTCTGGA-3’
Nuclear factor kappa-light-chain- NFxB 5’-AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-3’
enhancer of activated B cell * 3’>-TCAACTCCCCTGAAAGGGTCCG-5’
Growth arrest és DNA damage GADDAS 5'-GTGCT AGCAAGGCTCGGA-3’
inducible gene % | 5.GCTGCTCAACGTAGACCCC-3'

. . - 5’-GTTGCTCATAAACACAAACCTCC-3’
Mitogen-activated protein kinase 8 MAPKS8 5 GGGATGGGTTATGTTTICTAGAC-3’
DNA (cytosine-5)- DNMTI 5’-AAGAATGGTGTTGTCTACCGAC-3’
methyltransferase 1 5’-CATCCAGGTTGCTCCCCTTG-3’

DNA (cytosine-5)- DNMT34 5’-GAGGGAACTGAGACCCCAC-3

methyltransferase 3A 5’-CTGGAAGGTGAGTCTTGGCA-3’

DNA (cytosine-5)- DNMT3B 5’-AGCGGGTATGAGGAGTGCAT-3’

methyltransferase 3B 5’-GGGAGCATCCTTCGTGTCTG-3’

H thi i 5’-AGGGCATATCCAACAACAAACTT-3’
ypoxanthine guanine | 0

phosphoribosyl transferase 1

5’-GTTAAGCAGTACAGCCCCAAA-3’

5. tablazat: Primer szekvenciak

Késziilékek

ROCHE LightCycler 480

Kisérleteinket a ROCHE LightCycler 480 késziilek segitségével végeztiik,

mely rendelkezik egy beépitett normal PCR géppel és egy CCD kameraval. Az

emittalt fluoreszcens jeleket 500-600 nm kozott detektalja. Az eredményként kapott

fluoreszcens extinciot egy AD-konverteren keresztiil szamitogépes program

segitségével értékeltiik ki.
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4.2. Vizsgalati modszerek
4.2.1. Kisérleti allatok kezelési sémaja

A Balb/c nude egértorzs - CYP450 metabolizalo enzimeire vonatkozo - ,,short
term” Kkezelése

A 4-6 hetes koru Balb/c nude egerek nemre vald tekintet nélkiil (him és
ndstény egyedek egyarant) random mintavalasztas tjan keriiltek vizsgalatunkba. Az
csoportok elemszamat a kutatas tipusnak és a csoportszamnak, valamint a kiilfoldi
relevans kutatasok protokolljainak megfeleléen, 6-6 darabszamban hataroztuk meg
(n=6). A kisérleti allatokat a kezelési metodika alapjan 7 csoportba osztottuk. A
csoportok felosztdsara, tovabba a tdp adagolasara vonatkozo adatokat a 6. tdblazat
tartalmazza. Az 4llatok ad libitum fogyasztottak csapvizet a vizsgalat teljes ideje

alatt.

Csoport Kezelés Doézis

1. csoport Tartrazin 1x 92.5 mg/ttkg
2. csoport Tartrazin 10x 925 mg/ttkg
3. csoport Azorubin 1x 49.3 mg/ttkg
4. csoport Azorubin 10x 493 mg/ttkg

tartrazin - 925
Tartrazin 10x +

5. csoport mg/ttkg + DMBA 20
DMBA
mg/ttkg
6. csoport DMBA DMBA 20 mg/ttkg
7. csoport Kontroll -

6. tablazat: Csoportok felosztasa és kezelési expozicioja 1.

A vizsgalati allatokat 15 napig etettiik a kiszdmolt mennyiségli tappal (2g standard
ragcsalotap/ nap/ egyed) és a hozzaadott szinezékanyaggal, valamint két csoportot a
14. napon intraperitonealisan (dézis: 20 mg/ ttkg) DMBA-val oltottunk be. A
cervikalis diszlokaciot kovetden mintat vettiink az egyes szervekbdl (mdj, vese). A

szervekbdl a Trizol protokoll alapjan RNS-t izolaltunk.
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Az AKR/J egértorzs — sejtciklus szabalyozasban szerepet jatszo gének
expressziojanak vizsgalata - ,,Jong term” kisérlet

Vizsgalatunk masodik iiteméhez 4-6 hetes kora AKR/J egereket valasztottunk
ki, nemre vald tekintet nélkiil (him ¢és ndstény egyedek egyarant) random
mintavalasztds modszerével. A csoportok elemszamat hasonloan az els6 iitemhez 6-6
darabszamban hataroztuk meg (n=6). A kisérleti allatokat a kezelési metodika
alapjan 7 csoportba osztottuk, melynek részleteit a 7. tdblazat részletezi. Az elsd
iitem utan felmertilt, hogy megvizsgaljuk az anyagok esetleges hatdsaddicioit és azok
hatéasat, ezért a kezelést ennek megfeleléen hatdroztuk meg. Az éllatok ad libitum

fogyasztottak csapvizet a vizsgalat teljes ideje alatt.

Csoport Kezelés Doézis
1. csoport Tartrazin 1x 92.5 mg/ttkg
2. csoport Tartrazin 10x 925 mg/ttkg
3. csoport Azorubin 1x 49.3 mg/ttkg
4. csoport Azorubin 10x 493 mg/ttkg
Tartrazin 1x + tartrazin - 92.5 mg/ttkg +
5. csoport .
Azorubin 1x azorubin - 49.3 mg/ttkg
Tartrazin 10x + tartrazin - 925 mg/ttkg +
6. csoport .
Azorubin 10x azorubin - 493 mg/ttkg
7. csoport Kontroll -

7. tablazat: Csoportok felosztasa és kezelési expozicidja 2.

A vizsgélati allatoknak 42 napig adagoltuk a kiszamolt mennyiségli tapot (2g
standard ragcsalotap/ nap/ egyed) és a hozzédadott szinezékanyagokat. A kezelést
kovetden a kisérlet 43. napjan az allatokat ledltiik. Cervikalis diszlokaciot kovetden
mintat vettiink azok majabol. A szervekbdl a Trizol protokoll alapjan RNS-t
izolaltunk. Vizsgalt csoportjaink Osszehasonlitd elemzéséhez egy kontroll csoportot

hasznaltunk fel.
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Az CD1 egértorzs — metilacios mintazat kialakitasaért felelos génekre vonatkozo
-,,multigeneracios” kezelése

Multigeneréacios vizsgélatunkat gy terveztik meg, hogy az aldbbiakban
ismertetett kezelés - generacion beliili és generaciok kozotti - metilacidos mintazat
kialakitasaért felelds génekre gyakorolt hatdsat egyarant megvizsgalhassuk.

Vizsgalatunk utolso szakaszaban 4-6 hetes koru, CD1 egereket alkalmaztunk
kiindulasként. A teljeskoriibb eredmény érdekében ez esetben kiilonvalasztottuk a
nemeket, igy kiilon vizsgaltuk a him és ndstény egyedeket, kezelési csoporton beliil.
A csoportok elemszama, igy generacionként, 6 db ndstény és 6 db him egyed volt
(n=12). Az éllatokat adott kezelési csoporton beliil (egymas kozott) szaporitottuk,
hogy vizsgalhatd legyen az azonos kezelés esetleges generaciokra gyakorolt
hosszutavy, epigenetikai hatdsa. A teljes vizsgalat 3 generacid kezelését foglalta
magaban a kiindulasi GO generaciot is beleértve.

A kisérleti allatokat a kezelési metodika alapjan 3 csoportba osztottuk,
melynek részleteit a 8. tablazat tartalmazza. A vizsgalat iddigénye miatt eldzetes
eredményeink alapjan expozicioként a mar tobb szempontbdl vizsgalt tartrazint

valasztottuk. Az allatok ad libitum fogyasztottak csapvizet a vizsgélat teljes ideje

alatt.
Csoport Kezelés Doézis
1. csoport Tartrazin 1x 92.5 mg/ttkg
2. csoport Tartrazin 10x 925 mg/ttkg
3. csoport Kontroll -

8. tablazat: Csoportok felosztasa és kezelési expozicidja 3. (G0,G1,G2)

A 0. generacié (GO0) egyedeit 4-6 hetes koruktol kezd6dden, 42 napig etettiik
a kiszdmolt mennyiségili tappal (2g standard ragcsalotap/ nap/ egyed) és a hozzaadott
szinezékanyaggal majd szaporitottuk azokat. Az utddok megsziiletése (18-19 nap)
utan az anyadllatrol torténd levalasztasig (21 nap) a sziilok tovéabbra is kaptak a
specidlis illetve kontroll tapot. A levélasztast kovetden a GO egyedein cervikalis
diszlokaciot végeztiink, majd mintat vettiink azok méjabol és vesé€jébdl (figyelembe
véve a DNS-metil-transzferazok kifejezddésének fobb lokalizaciojat).
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A G1 egyedeit csoportazonosan azok elddeinek kezelésével tovabb taplaltuk,
mig el nem érték az ivarérett kort (7-8 hét), ekkor egymas kozott szaporitottuk dket
¢s hasonloképpen jartunk el, mint a GO egyedeinek esetében (vemhesség, levalasztas
alatti folytonos kezelés).

A G2 esetében kezelés és metodika szempontjabdl ugyanigy jartunk el, mint
a Gl esetében. A szervek szdvetmintaiboél mindegyik esetben Trizol protokoll

alapjan RNS-t izolaltunk.

4.2.2. RNS izolalas Trizol protokollal

e 50-100 mg szovetmintat homogenizaltunk 1 cm® Trizol reagensben 4 cm’-es
csében 45-90 masodpercig. A minta mennyisége nem haladhatja meg a
homogenizédlashoz hasznalt Trizol reagens mennyiségének 10 %-at

e a homogenizalt mintat 5 percig inkubaltuk szobahdmérsékleten

e hozziadtunk 0,2 cm?® kloroformot. Osszeraztuk erésen a csdvet 15 mp-ig

e 2-3 perc inkubdlads utan lecentrifugaltuk a mintat 12000 g-vel 15 percig 2-8
C°-on

e atvittiik a vizes fazist egy tiszta csébe. Hozzdadtunk 0,5 cm’ izopropil-
alkoholt

e 10 perc inkubdlas utan ujra lecentrifugaltuk 12000 g-vel 10 percig 2-8 C°-on.
Centrifugélas eldtt az RNS precipitdtum gyakran nem lathato, centrifugalas
utan a csd aljan gélszerti pelletet ad

e a feliilusz6 ledntése utan az RNS pelletet mostuk 1 cm® 75 %-os alkohollal

e vortexelés utan lecentrifugaltuk 7500 g-vel 5 percig 2-8 C°-on

o a feliilluszot ledntottiik, majd megszaritottuk a pelletet. 300-500 pl RN-4z
mentes vizben (DEPC viz) oldottuk

A szervekbdl izolalt mRNS-t a felhasznalasig -80 C°-on taroltuk

4.2.3. Kvantitativ RT-PCR protokoll

A kvantitativ RT-PCR-t a KAPA SYBR FASTqPCR Master Mix protokolja
alapjan az aldbbiak szerint végeztiikk. A hasznalt kit - a primereken kiviil - a

reakcidelegy 0sszes alkoto elemét tartalmazta.
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A szoftverben bedllitottuk a hdprogramot, a megtervezett plate alapjan a reakcio
paramétereit.

A reakcié tervezésétdl fliggd reakcidelegyet jégen Osszemértiik (10ul/cella KAPA
SYBR FASTqPCR Master Mixet, 0,4ul/cella KAPA RT Mixet, 0,4ul/cella dUTP,
0,4ul/cella primereket, steril bidesztvizet, Sul/cella templdt RNS), majd a celldkba
pipettaztuk (végtérfogat 20 pl/cella). Ezt kovetden a platet lefedtiik egy specidlis
foliaval. A ROCHE LightCycler 480 késziilék szoftverén a hdprogramot a kit
protokolljaban leirtak szerint beprogramoztuk, majd a plate-t a késziilékbe helyeztiik,
a megfeleld pozicioba rogzitettiik a CCD kamerat, ezutdn a szoftver segitségével
elinditottuk a reakciot (9. tabldazaf). A képalkotas 40 db PCR cikluson keresztiil
zajlott (denaturaci6 - extenzid). A késziiléket vezérld program ,,output”-ja egy riport,
melyet Microsoft Excel tdblazatkezeldé szoftverrel beolvastunk, beldle az aldbbi
képlet alapjan génexpresszios adatokat szamoltunk (comparative CT experiments) (a

relativ génexpresszios szinteket a HPRTI ,,house keeping” génhez viszonyitottuk):

GéneXp resszi6%: 2~ ACT=2 — (CT-vizsgalt gén-CT-HPRT1 gén)

Reverz AmpliTaq 40 db PCR ciklus
Traszkripciéo | Gold denaturacié extenzié
aktivacio
Hoémérséklet/idé | 48 C° 95 C° 95 C° 60 C°
30 perc 10 perc 15 mp. 1 perc
Végtérfogat
cellanként 20ul

9. tablazat: A Q-RT-PCR soran alkalmazott héprogram

4.2.4. Statisztikai elemzések modja

Statisztikai modszerek tekintetében a normdl eloszlast egymintas
Kolmogorov-Smirnov teszttel vizsgaltuk, a szords megéllapitasara Levene-féle F
probat alkalmaztunk, ezt kovetéen ANOVA tesztet valamint a variancianalizis post-
hoc elemzéseit alkalmaztuk.

Szamolasainkhoz, elemzéseinkhez: Microsoft Office Excel 2016, illetve SPSS 22.0
Statistics szoftver programot haszndltunk. A statisztikai szignifikancia szintet p<0,05

értéknél hataroztuk meg, 95% konfidencia intervallum mellett.
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5. Eredmények

5.1. A CYP450 metabolizalo enzimeinek génexpresszios mintazatara vonatkozo
vizsgalati eredmények (CYP1A41, CYP2EI)
5.1.1. A CYPIAI génexpresszios vizsgalati eredményei

Ezen gén termékei esetében tobb dozisndl is megfigyelhetd volt
overexpresszio, illetve szignifikans eltérés a kontrollcsoporthoz képest (maj
esetében). A legnagyobb overexpresszidt a tartrazin tizszeres valamint a DMBA
koz06s expozicidjanak elegye adta, ahol feltehetden hatas 6sszeadddasnak kdszonhetd
a szignifikdns eltérés a kontrollhoz képest (p<0,05). Fontos megemliteni, hogy ez
esetben 24 6ras DMBA kezelés (pozitiv kontroll), valamint a fent emlitett tizszeres
tartrazin + DMBA kezelés ugyancsak szignifikdns eltérést mutat egymashoz
viszonyitva (p<0,05).

Tovéabbi szignifikdns eltérést a szepardlt expozicidk tizszeres dozisanal
mértiink (p<0,05), az egyszeres dozisokndl nem (p>0,05), igy a modifikalé hatas
elképzelhetden dozisfliiggd faktor ebben az esetben. A CYPIAI valtozasait a majban

a 17. abra mutatja be.
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17. abra: A CYPIAI relativ génexpresszids valtozasai majban, szinezék expozicidk hatasara,
HPRT-hez viszonyitva (kezelt m, kontroll 0). A hibasavok a standard devidciot mutatjak (n=12).
*
p<0,05

A vese szdveti homogenizatumabol mért relativ génexpressziok részben

hasonlé eredményeket mutattak. Ugyanakkor elmondhatd, hogy ebben az esetben az
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azorubin egyszeres ¢és tizszeres expozicidja sem indukalt a vizsgalt génben (CYPIAI)
génexpresszid-emelkedést. Az egyszeres tartrazin expozicido bar nagyobb emelkedés
produkalt a vizes kontrollndl, jelentds kiilonbség itt sem volt tapasztalhatd (p>0,05).
A vesében jellemzden a tizszeres tartrazin okozott szignifikdns emelkedést (p<0,05),
de ebben a szervben még DMBA-val egyiitt adva sem volt akkora expresszios
novekedése, mint a DMBA-nak. A vesében tapasztalt expresszids mintazat
valtozasokbol, ugyancsak dozisfiiggd faktorra utald jeleket taldltunk, de ebben az
esetben ez csak a tartrazin kapcsan mondhaté el. A CYPIAI génexpresszios

mint4zatanak eltéréseit a vesében a 18. dbra mutatja be.
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18. abra: A CYPIAI relativ génexpresszids valtozasai vesében, szinezék expoziciok hatasara,
HPRT-hez viszonyitva (kezelt m, kontroll 0). A hibasavok a standard devidciot mutatjak (n=12).
*
p<0,05

5.1.2. A CYP2E] génexpresszios vizsgalati eredményei

A CYP2E] maj mintai esetében minden csoportnal mértiink emelkedést a vizes
kontrollhoz képest. Az azorubin expozicidi nem mutattak az anyagmennyiséggel
aranyos novekedést, kozel hasonldé mértékben okoztak génexpresszid emelkedést,
mely egy esetben sem bizonyult szignifikdnsnak (p>0,05). A tartrazin esetében mar
mas volt a helyzet, ezen anyagndl mind egyszeres, mind tizszeres ddzisban
szignifikans eltérést detektaltunk (p<0,05), a dézisfiiggd emelkedés ebben az esetben
is megmutatkozott.

A DMBA-val kezelt csoportokban hasonlé eredményeket kaptunk, mint a

CYPIAI vese mintainal. Ebben az esetben a tizszeres tartrazin + DMBA-val kezelt
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csoport szignifikans ndvekedést mutatott nemcsak a kontrollhoz, hanem még a sima
tizszeres tartrazin expozicioju csoporthoz viszonyitva is. Ennek értelmében, jelentds
hatas Osszeadodasrdl beszélhetiink, melyre a tartrazin igencsak hajlamos a kémiai
karcinogének — esetiinkben a DMBA — jelenlétében. A 24 6ras DMBA adta a
legnagyobb, szignifikans eltérést a kontrollhoz és a tobbi csoporthoz képest egyarant
(p<0,05).

A CYP2EI majban detektalt génexpresszios eltéréseit a 19.abra demonstralja.
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19. abra: A CYP2EI relativ génexpresszids valtozasai majban, szinezék expoziciok hatasara,
HPRT-hez viszonyitva (kezelt m, kontroll 0). A hibasavok a standard devidciot mutatjak (n=12).
*
p<0,05

A CYP2E] vese mintdiban tapasztalt génexpresszids mintavaltozasok
aranyaiban lekovették a CYPIAI vese mintdindl tapasztaltakat. Kiemelendd, hogy
ezekben a mintdkban el6szor fordult eld, hogy a tartrazin expozicid kisebb
emelkedést okozott, mint a kontrollcsoport. Az azorubinndl mért eltérések, hasonld
képet mutatnak mint az eddig tapasztaltak, jelentds eltérést nem taldltunk, az
emelkedés mértéke irregularis: az anyagmennyiség €s a kontrollcsoport figyelembe
vételével egyarant. Jelentds génexpresszid emelkedést a tartrazin tizszeres, a tartrazin
tizszeres + DMBA valamint a 24 6ras DMBA expozicidjanal mértiink (p<0,05). A
legkifejezettebb génexpresszid emelkedést ebben az esetben is a 24 6rds DMBA,
mint pozitiv kontroll mutatta (p>0,05). A CYP2EI vese mintdiban mért relativ

génexpresszid valtozasokat a 20. dbra szemlélteti.
57



*
*
50.0 f 1
- *

5.0
oo
£
72}
5350 *
&
20,0 *
95,0
=
200

15.0

10.0

5.0
0.0
1x azorubin 10x azorubin 1x tartrazin 10X tartrazin 10X tartrazin + DMBA
DMBA
CYP2E1-VESE

20. abra: A CYP2EI relativ génexpresszios valtozasai vesében, szinezék expoziciok hatasara,
HPRT-hez viszonyitva (kezelt m, kontroll 0). A hibasavok a standard devidciot mutatjak (n=12).
*
p<0,05

5.2. A sejtciklus szabalyozasaban résztvevo gének, kinazok (NF-xB, GADD45a,

MAPKS8) génexpresszios mintazatara vonatkozo vizsgalati eredmények

Kutatasunk elsé iitemének  Osszefoglaldsa alapjan a  sejtciklus
szabalyozasaban résztvevl génekre vonatkozd vizsgalatunkat ugyancsak tartrazin és
azorubin expozicioval végeztiik. Ebben az iitemben, a kontrollcsoporthoz képest a
majban torténd génexpresszids mintdzat valtozasokra, valamint szignifikdns

eltérésekre voltunk kivancsiak.

5.2.1. Az NF-kB génexpresszios vizsgalati eredményei

A szinezékek tekintetében megallapithatjuk, hogy az NF-xkB esetében az
azorubin, a tartrazin tizszeres expozicidju csoportja, tovabbd a két anyag mindkét
kozos expozicidja szignifikans eltérést mutatott a kontrollcsoporthoz képest
csoportja esetében ez az eltérés negativ irdnyu, tehat a kontrollcsoport alatti
génexpresszids aktivitas.

Vizsgéalatainkban feltételeztik még, hogy az egyszeres expozicioval kezelt
csoportokban a vizsgalt gének expresszids valtozasa szignifikdnsan alacsonyabb
mértékil lesz majd ugyanazon szerek tizszeres expozicidju csoportjaihoz viszonyitva,

mint ahogyan ezt mar mas karcinogén anyagok genotoxicitdsi vizsgalataban is
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megfigyelték (Bolognesi, 2003; Sasaki et al., 2002). Az NF-kB esetében, az azorubin
csoportjaindl nem figyelheté meg dozisdependens ndvekedés, ugyanakkor a
tartrazinnal és a kozos expozicidknal igen. Az el6zéekben ismertetett génexpresszid
emelkedések egymdashoz viszonyitva ugyanakkor csak a tartrazin expozicidinal
szignifikdnsak (p<0,05). Osszevetve tovidbbd az azorubint és tartrazint egyiittesen
egyszeres ¢€s tizszeres ADI dozisban fogyaszté csoportokat egymdssal - mivel
nagyobb dozisu tartrazin esetében tobb vizsgalati eredmény is DNS karosodasrol
szamol be (Sasaki et al., 2002, Ishidate et al., 1981; Giri et al., 1990; Durnev et. al.,
1995) - az eredmények azt mutatjak, hogy az NF-xB esetében a tartrazint+ azorubin
egyszeres expozicioji csoportjadhoz képest, egyediil a tartrazin tizszeres expozicidju
csoportja mutat nagyobb emelkedést. Ugyanezen szerek tizszeres expozicidjanal tobb
esetben taldltunk dozis-hatas fokozodasra utal6 jelet, mind a kozos expozicid, mind a

tartrazin tizszeres expozicidju csoportjanal egyarant (21. dbra).
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21. abra: Az NF-kB relativ génexpresszids valtozasai majban, szinezék expoziciok hatiasara,
HPRT-hez viszonyitva (kezelt m, kontroll 0). A hibasavok a standard devidciot mutatjak (n=12).
*
p<0,05

5.2.2. A GADD45a génexpresszios vizsgalati eredményei

A GADD450 expresszios sajatossagait a DNS repair és a proliferacio kozotti
kapcsolat és az adalékanyagok ebben betoltott modositd szerepe miatt vizsgaltuk
(Gramantieri et al. 2005). A szinezékekkel kezelt csoportok esetében

megallapithatjuk, hogy a kontrollcsoporthoz hasonlitva egy csoport mutatott
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szignifikans kiilonbséget (p>0,05). A teszteket elvégeztiik olyan mddon is, hogy az
egyszeres €s tizszeres expozicioval kezelt csoportokat egymassal is Osszevetettiik.
Ugyanakkor szignifikancia szinthez kozeli értékrél nem tudunk beszamolni. A
GADD45a. valtozatlan eredményeit (tartrazin 1x kiviil) és teljesen normal
tartomanyban reprezentalt expresszids mintazat lehetséges okait a jovoben kivanjuk

vizsgalni (Raposa et al., 2016b)(22. dbra).
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22. abra: Az GADD45a relativ génexpresszids valtozasai majban, szinezék expoziciok hatasara,
HPRT-hez viszonyitva (kezelt m, kontroll 0). A hibasavok a standard devidciot mutatjak (n=12).
*
p<0,05

5.2.3. A MAPKS8 génexpresszios vizsgalati eredményei

A MAPKS génexpresszids szintjei jo indikatorként hasznalhatoak genotoxicitas,
illetve tumorpromdcié vizsgalatara (Govindarajan et al., 2002; Ke et al., 2008).
Feltételezhetéen karcionogén anyagok hatdsara kialakulo aktivacioja, vizsgélatunk
tobb expozicidjanal is megmutatkozott.

A MAPKS esetében ismét a tartrazin valamint a két anyag k6z0s expozicioi
mutattak szignifikdns eltérést a kontrollcsoporthoz képest (p<0,05). Az azorubinnal
is mértiink valtozadsokat a génexpresszidos profilban, melyek ez esetben
anyagmennyiséggel egyenes ardnyosan ndvekedtek, de nem szignifikansak (p>0,05).
Figyelembe véve eddigi eredményeinket, nagyobb jelentdséget nem tulajdonitottunk

neki. A tartrazin egyszeres és tizszeres expozicidju csoportjanak valamint a két
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anyag koOz0s expozicidjdnak génexpressziés mintdzati eltérései dozisfiiggd
novekedést mutattak, kiilon érdekesség, hogy bar ebben az esetben is lathatd a két
anyag hatdsaddici6janak modifikdlé hatdsa, az csak a két anyag KkozOs
expoziciojanak esetében mutat statisztikailag szignifikans eltérést. A MAPKS

génexpresszios profiljanak valtozasait mRNS szinten a 23. dabra mutatja be.
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23. abra: Az MAPKS relativ génexpresszios valtozasai majban, szinezék expoziciok hatisara,
HPRT-hez viszonyitva (kezelt m, kontroll 0). A hibasavok a standard devidciot mutatjak (n=12).
*
p<0,05
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5.3. A metilaciOban szerepet jatszo gének expresszios mintazatara vonatkozo,
multigeneracios, epigenetikai vizsgalat eredményei

Vizsgalati eredményeinket a majban és a vesében, - tekintettel a metilacioban
szerepet jatszo gének expresszids valtozasainak epigenetikai vonatkozasaira - az
altalunk vizsgalt harom generdcid dsszehasonlitdé elemzéseként kozoljiik. A him és

ndstény egyedek eredményeit szepardltan mutatjuk be.

5.3.1. Him egyedek metilacioban szerepet jatszo génjeinek expresszids vizsgalati
eredményei

A him egyedek DNS-metil-transzferdz enzimeket (DNMT) kodold gének
génexpresszios profiljai, hdrom generaciora vonatkoztatva értenddek (GO= kiindulasi
generacio, Gl= beltenyésztett, masodik generacio, G2= beltenyésztett, harmadik
generacio) kezelést és az ‘érintett szerv eredményeit figyelembe véve. A
kontrollcsoport tekintetében varakozasunknak megfeleléen, nem tapasztaltunk
szignifikans eltérést a harom generacio kozott, egyik gén esetében sem (p>0,05). A
vizsgalt szervek (maj, vese) valtozatlan profilja az ,,inbred” tenyésztésnek és a
regularis ragcsalotdp fogyasztdsnak koszonhetd. A kontrollcsoportok harom

generacios valtozasait a 24. és 25. dabra szemlélteti.

10

RELATIV GENEXPRESSZIO (%)

DNMT1 DNMT3A DNMT3B
HGO mGl mG2

24. abra: A kontrollcsoport expressziéos mintizatanak valtozasai, majban, HPRT-hez
viszonyitva. A hibasavok a standard deviaciét mutatjak (n=18).
* p<0,05
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25. abra: A kontrollcsoport expressziéos mintiazatanak valtozasai, vesében, HPRT-hez
viszonyitva. A hibasavok a standard devidciot mutatjak (n=18).
* p<0,05

A tartrazin egyszeres expozicidju csoportjanal tobb valtozas is megfigyelhetd
volt a maj expresszids profiljdban. Mig az elsd generacidoban egy aranylag alacsony
expresszios szintrél beszélhetiink, addig a mdasodik és harmadik generacid
emelkedett szintje tobb esetben megmutatkozott. Szintjeiket minden esetben
(DNMT1, DNMT3A4, DNMT3B) mérhet6 valtozas (emelkedés) jellemezte.

Ugyanakkor DNMT1 esetében statisztikailag szignifikans eltérés mutatkozott
a GO generaciot 0sszehasonlitva a G1 €s G2 generacioval egyarant (p<0,05). A G1 és
G2 kozott szignifikans kiillonbséget nem talaltunk (p>0,05).

A DNMT3A hasonléan a DNMTI gén expresszios szintjeihez, fokoz6dd
tendenciat mutatott a generaciok eldrehaladtaval, ezen kiviil szignifikans eltérés
mutatkozott (p<0,05) a GO expresszids szintjének €s a G1, G2 expresszios szintjének
Osszehasonlitasa esetén.

A DNMT3B esetében, — hasonldéan az elozoekben leirtakhoz - novekedés
jellemezte az expresszidt, ugyanakkor csak a G2 emelkedett szintje mutatott
szignifikans eltérést a GO-hoz képest (p<0,05), a tobbi Osszehasonlitisban nem

detektaltunk szignifikans eltérést (G0-G1, G1-G2) (26.dbra).
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26. abra: A tartrazin egyszeres expozicioju csoportjanak expresszios mintazatbeli valtozasai,
majban, HPRT-hez viszonyitva. A hibasavok a standard devidciot mutatjak (n=18).
%
p<0,05

A tartrazin egyszeres expozicidjadnak eredményei a vesében még
kifejezettebbek voltak. A metilaciot befolyasolo gének, génexpresszids szintjeinek
novekedésekor a DNMT1 szignifikéns eltérést mutatott minden esetben (GO-G1, G1-
G2, GO0-G2), igy nem csak az emelkedd trend volt megfigyelhetd, hanem az
anyagmennyiség generacios hatasa is (p<0,05). A DNMT3A4, DNMT3B lekdvette a
majnal tapasztalt valtozasokat, miszerint a GO expresszios szintjét dsszehasonlitva a
G1, G2 expresszios szintjeivel szignifikdns eltérést talaltunk, ugyanakkor a G1-G2

nem mutatott ilyen mértéki eltérést (27.dbra).

RELATIV GENEXPRESSZIO (%)

DNMT1 DNMT3A DNMT3B
m GO mG1 G2

27. abra: A tartrazin egyszeres expozicioju csoportjinak expressziés mintazatbeli valtozasai,
vesében, HPRT-hez viszonyitva. A hibasavok a standard devidciot mutatjak (n=18). * p<0,05
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A tartrazin tizszeres expozicidjanak ugyancsak egyértelmii hatasa volt a

kisérleti allatok generacidinak expresszids mintdzatara.

A maj, DNMT3A ¢és a DNMT3B génjérdl expresszalt szintek esetében a GO
expresszios szintjét Osszehasonlitva a G1, G2 expresszids szintjeivel szignifikans
eltérést talaltunk (p<0,05) ugyanakkor a G1-G2 dsszehasnolitdsa nem mutatott ilyen
mértéki differenciat. A DNMT1 expresszids mintazata ugyanakkor ismét nemcsak az
emelkedd trendet prezentalta, hanem az anyagmennyiség generdcids hatasat is, mivel

az minden esetben szignifikans eltérést mutatott (p<0,05)(28. dbra).
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28. abra: A tartrazin tizszeres expozicidju csoportjanak expressziéos mintazatbeli valtozasai,
majban, HPRT-hez viszonyitva. A hibasavok a standard devidciot mutatjak (n=18).
*
p<0,05

A tartrazin, vesére hatd tizszeres expozicidja még kifejezettebb hatdssal volt
az expresszios profilra, mint az egyszeres expozicio. Ebben az esetben egyértelmiien
igazolddik, mind a generécios fokozodas kérdése, mind az anyagmennyiség fliggd
dozis-hatas. A metildcidban szerepet jatszo gének, expresszids szintjének novekedése
a DNMTI DNMT3A, DNMT3B esetében egyarant szignifikans eltérést mutatott
minden esetben (GO0-G1, G1-G2, G0-G2) (p<0,05). A szignitkdnsan emelkedd trend
(6sszes gén esetén), valamint az egyszeres expozicid okozta eredményekkel torténd

Osszehasonlitasa, jelentds modifikald hatdsra hagy kovetkeztetni (29. dbra).
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RELATIV GENEXPRESSZIO (%)
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29. abra: A tartrazin tizszeres expozicioju csoportjanak expresszios mintazatbeli valtozasai,
vesében, HPRT-hez viszonyitva. A hibasavok a standard devidciot mutatjak (n=18).
%
p<0,05

5.3.2. Nostény egyedek, metilacioban szerepet jatszo génjeinek, expresszios
vizsgalati eredményei

A né6stények esetében, hasonld eredményt mértiink a kontrollcsoportoknal.
Viarakozéasunknak megfelelden nem tapasztaltunk szignifikans eltérést az expresszids
mint4dzatban a harom generacié kozott, egyik gén esetében sem (p>0,05). A maj és a
vese valtozatlan génexpresszids profilja, vélhetéen az ,,inbred” tenyésztésnek és a
regularis ragcsalotap fogyasztdsnak kdszonhetd. A kontrollcsoport megbizhatosagi
tartomdnyon beliili valtozésa elengedhetetlen a szignifikdns eltérések tényleges

¢észlelése érdekében (30. és 31. dabra).

10

RELATIV GENEXPRESSZIO (%)

DNMT1 DNMT3A DNMT3B
mGO mGl mG2
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RELATIV GENEXPRESSZIO (%)

DNMT1 DNMT3A DNMT3B
HGO ®mGl mG2

b
30, 31. abra: A kontrollcsoport expresszios mintazatanak valtozasai, majban (a), vesében (b),
HPRT-hez viszonyitva. A hibasavok a standard deviaciét mutatjak (n=18; n=18).

*
p<0,05

A tartrazin egyszeres expozicidju csoportjanal, a maj esetén, a DNMTI-ben
eddig nem tapasztalt tendenciat figyeltiink meg. Bar az eltérések minden esetben
szignifikansnak bizonyultak (p<0,05) eddigi eredményeinkkel ellentétesen a dozis és
az altala kivaltott hatds nem kovette a regularis tendenciat. Ebben az esetben a Gl
generacid magasabb expresszios szintet mutatott mint a G2. Mindemellett hasonléan
a himek ezen csoportjadhoz, a maj DNMT3A4 és a DNMT3B génjérdl expresszalt
szintek esetében a GO expresszids szintjét dsszehasonlitva a G1, G2 expresszios
szintjeivel szignifikdns eltérést taldltunk (p<0,05), ugyanakkor a GI1-G2
Osszehasonlitdsa nem mutatott ilyen mértéki differenciat (32. dbra).

Nostények esetében, a vesében mar egyszeres expozicioban mutatkozik azon

jelentds hatés, melyet a himek esetében csak a tizszeres expozicio eredményezett.
Ez esetben is egyértelmiien igazolodik mind a generéacios fokozddas kérdése, mind
az anyagmennyiség fliggd dozis-hatds. A metildcidban szerepet jatszod gének,
expresszios szintjeinek novekedése a DNMT1 DNMT3A4, DNMT3B esetében egyarant
szignifikans eltérést mutatott minden esetben (GO-G1, GI1-G2, GO0-G2)
(p<0,05)(33.dbra).
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RELATIV GENEXPRESSZIO (%)

DNMT1 DNMT3A DNMT3B
m GO mG1 uG2

32. dbra: A tartrazin egyszeres expozicioju csoportjanak expressziéos mintazatbeli valtozasai,
majban, HPRT-hez viszonyitva. A hibasavok a standard devidciot mutatjak (n=18).
%
p<0,05

RELATIV GENEXPRESSZIO (%)

DNMT1 DNMT3A DNMT3B

u GO Gl G2

33. abra: A tartrazin egyszeres expozicioju csoportjanak expressziés mintazatbeli valtozasai,
vesében, HPRT-hez viszonyitva. A hibasavok a standard devidciot mutatjak (n=18).
%
p<0,05

A tartrazin tizszeres expozicidja a majban és a vesében is teljes mértékben lekovette
a himeknél tapasztalt eredményeket.

A madj esetében, a DNMTI nemcsak az emelkedd trendet prezentélta, hanem
az anyagmennyiség generdcidkra gyakorolt hatdsit, minden esetben szignifikans
eltérést tapasztaltunk (p<0,05). DNMT3A4 és a DNMT3B génjérdl expresszalt szintek

esetében a GO expresszios szintjét dsszehasonlitva a G1, G2 expresszids szintjeivel
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szignifikans eltérést mutatott (p<0,05), de a G1-G2 szintjeit Osszevetve ez mar nem

mondhat6 el (csak egy esetben DMNTI)(34. dbra).

RELATIV GENEXPRESSZIO (%)

DNMT1 DNMT3A DNMT3B

u GO mG1 HG2

34. abra: A tartrazin tizszeres expozicioju csoportjanak expresszios mintazatbeli valtozasai,
majban, HPRT-hez viszonyitva. A hibasavok a standard devidciot mutatjak (n=18).
*
p<0,05

A tartrazin, vesére hatd tizszeres expozicidja itt is kiemelten jelezte a
modifikald hatést. Ebben az esetben is egyértelmiien igazolodik, mind a generacios
fokozodas kérdése, mind az anyagmennyiség fiiggd dozis-hatds. A metilaciot
befolyasoldo gének, expresszids szintjeinek novekedése a DNMTI DNMT3A,
DNMTS3B esetében egyarant szignifikans eltérést mutatott, minden esetben (G0-Gl1,
G1-G2, GO0-G2) (p<0,05). Mivel ezen iranyt emelkedés és szignifikdns eltérés
mindkét nem esetében hasonld effektivitast mutatott, igy az megbeszélésben

hatalmas jelentdséggel bir majd (35.dbra).
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RELATIV GENEXPRESSZIO (%)

DNMT1 DNMT3A DNMT3B
mGOo mG1 mG2

ore

35. abra: A tartrazin tizszeres expozicioju csoportjanak expresszios mintazatbeli valtozasai,

o7 o7

vesében, HPRT-hez viszonyitva. A hibasivok a standard devidciét mutatjak (n=18).
%
p<0,05
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6. Megbeszélés

Megvizsgalva a fejlett orszdgok mortalitdsi statisztikdit konnyen
megallapithatd, hogy a daganatos megbetegedések, a vezetd haldlokok koziil, kiemelt
helyen szerepelnek. A WHO adatai szerint az évi 56 milli6 halaleset 12%-ért ezen
koérkép felelds. Magyarorszagon az évi Osszhaldlozds mintegy 25%-a daganatos
eredetdi.

A daganatos megbetegedések egyes fajtainak eldfordulasi gyakorisagat is novekedés
jellemzi hazankban. Ha a tiidédaganatok és a néi emlédaganatok szazezer lakosra
vonatkoztatott, incidens morbiditasi adatait szemiigyre vessziik 2003 és 2015 kozott,
j61 megfigyelhetd az emelkedd esetszam.

A prevalens 0sszesetszam is tendenciozus ndvekedést mutat ugy, hogy a regisztralt
betegek csak egy toredékét képviselik a ténylegesen beteg egyének szamanak (rejtett
morbiditds). Kijelenthetd, hogy a daganatos megbetegedések korunk egyik
legjelentdsebb népegészségiigyi kockazatat jelentik.

Az ¢élelmiszeripar folyamatosan probal alkalmazkodni az egyes fogyasztoi
igényekhez, ez idealis esetben dalland6 termékmindséget foglal magaban.
Ugyanakkor nem szabad elfelejteni, hogy szamos kedvezdtlen kdvetkezménnyel is
jarhat ez a tendencia. Az egyik ilyen tényez6 az adalékanyagok haszndlatanak
folyamatos terjedése, alkalmazdsuk novekedése. Az ¢élelmiszeripar sem anyagi
megfontolasbol, sem a technologian beliili kezelhetdség szempontjabdl nem kivan
valtoztatni a mar ,,bevalt” gyartasi folyamatokon, eléallitasi protokollokon, annak
ellenére, hogy ezek jelentds részében szintetikus, mesterséges uton eldallitott
adalékanyagokat hasznalnak fel (Raposa et al., 2016a).

Az adalékanyagok fogalméat ¢és felhaszndlasdt hazankban egyrészrél a
1333/2008/EK rendelet (az élelmiszer-adalékanyagokrol), a 231/2012/EU rendelet
(az élelmiszer- adalékok specifikdcidinak meghatarozasarol) szabalyozza valamint a
Magyar Elelmiszerkonyv (Codex Alimentarius Hungaricus) ide vonatkozo 1-2-
89/107 szamu eldirasa (az ¢élelmiszerekhez engedélyezett adalékanyagok altalanos
eldirdsai) hatarozza meg (Soharné, 1993).

Az adalékanyagok egyik leggyakrabban - érzékszervi tulajdonsagok befolydsolasara

- hasznalt csoportja a mesterséges szinezékek. A mesterséges szinezékekkel
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kapcsolatos tudoméanyos eredmények sokszor eltérdek, nem egyértelmiiek, annak
ellenére, hogy nagy publicitasnak ,,0rvend” ez a témakor. A legtobb vizsgalatban
ezeket az anyagokat elemi allapotban és egymastol teljesen eltéréd dozisban
tanulmanyozzak. Szervezetbeli metabolizacidjuk, hatasvizsgélataik, genotoxicitasuk
esetleges karcinogén hatasuk eltéré vizsgalati eredményeket mutat (Raposa et al.,
2016a). Emellett felvetédik az a kérdés, hogy ezen anyagoknak vannak e karos, az
egészségre artalmas hatasaik illetve ezek a hatdsok milyen forméaban észlelhetdek?

A tumor kialakulas tobblépcsds folyamatanak kiilonféle pontjain kivantuk

vizsgalni azon biomarkereket, melyek mind molekularis epidemiologiat, mind az
epigenetikat kozvetetten érintd szempontbol (metilacids mintdzat expreszios
valtozasai) ,,fényt derithetnek” ezen anyagok in vivo mechanizmusaira és tumor
kialakulasban betoltott szerepére.
Az ¢élelmiszeripar altal alkalmazott adalékanyagok, kiilondsen a szinezékek
folyamatos kis dozisi expoziciot jelentenek mar kisgyermek kortdl kezdve
szervezetiink szdmara. A tobb ¢évig fennalld expozicid hatdsara bekovetkezd
genetikai/epigenetika valtozasok feltételezhetden 0Osszefliggésbe hozhatéak a
daganatkialakulassal (Esteller, 2008).

Kutatasunkban két azoszinezék: a tartrazin és az azorubin génexpressziora €s
metilaciés mintazat kialakitdsdban szerepet jatszo génre gyakorolt hatasat kivantuk
vizsgalni mRNS szinten, oly modon, hogy a kisérleti allatok szerveibdl mintat véve,
Trizol protokoll alapjan RNS-t izoldltunk, majd azt RT-PCR-al analizédltuk .A
génexpresszids szinteket egy uUn. ,,house keeping” génhez (HPRTI) viszonyitva
szamitottuk ki, majd hasonlitottuk 6ssze az egyes kezelések esetén.

A citokrom P450 enzimcsalad képviseldinél (CYPIAI és CYP2EI) mért
valtozasok alapjan elmondhatjuk, hogy az azorubin jelentds génexpresszid valtozast
nem okozott a metabolizald enzimek esetében. Ennek értelmében vizsgalati
eredményiink tovabb boviti azokat az in vivo és in vitro szakirodalmi adatokat,
melyekben genotoxicitdsra illetve karcinogenezisre utald jelet nem talaltak (EFSA
ANS, 2009b; TemaNord, 2002; Ashby és Tennant, 1988; Benigni, 1989; Cameron et
al., 1987; Gulati et al., 1989; Kornbrust és Bartknecht, 1985; McGregor et al., 1988;
Mortelmans et al., 1986; Shelby és Stasiewics, 1984; Sweeney et al., 1994; Tennant
et al., 1986; 1987; Zeiger, 1987). Ugyanakkor mégis érdekes kérdés az expozicid
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nagysag kérdése, mivel a laikusok altalaban tdjékozatlanok az egyes élelmiszerek
Osszetevoinek mennyiségével kapcsolatban. Magasabb dozis fogyasztdsa esetén
(min. 4,7x ADI) ugyanakkor az azorubinnak igazoltan negativ hatisa van az egyes
biokémiai paraméterekre (Amin et al., 2010; Mason et al.,1974).

A tartrazinndl jelentds génexpresszio emelkedés, sok esetben szignifikans
eltérés volt megfigyelhetd. Megemlitendd, hogy ezek az eltérések esetlinkben
dozisfliggdnek bizonyultak, nem is beszélve a kémiai karcinogénnel torténd
interakciorol a CYPIA1 és CYP2E] esetében egyarant. Mégis megemlitendd, hogy a
DMBA kezelés valamint a tizszeres tartrazin expozicio + DMBA kezelés expresszids
szintjének Osszehasonlitdsa érdekes eredményt hozott, mivel a DMBA szintje
bizonyult magasabbnak, igy felmeriilhet a kérdés, hogy az anyag, nagy do6zisban
kemopreventiv hatdssal birhat e kémiai karcinogének esetén. Ezen megallapitas
eldontésére valamint eredménylink feliilvizsgélatra tovabbi vizsgalatot terveziink,
mivel a szakirodalomban nem talaltunk hasonl6 hatasra utal6 adatot.

Feltételezésiinket, mely szerint: a mesterséges szinezékeket (szeparalva és
egyiitt adva) adott koncentracidban (tobbféle dozis) tartalmazo tapot fogyasztd
kisérleti allatok esetében, a CYPIAI és CYP2EI aktivitasa eltéro lesz a
kontrollcsoportéhoz képest tobb szervbdl vett minta esetén, tovabba feltételezhetdéen
a dozis novekedésével egyenes aranyu mRNS koncentracidé novekedést figyelhetiink
meg — a tartrazin esetében teljes mértékben alatamasztottuk, mig az azorubin
esetében azt megcafoltuk (kontrollcsoporthoz viszonyitott szignifikans kiilonbséget,

azonkiviil dozisfliggd expresszié szint fokozddast nem tapasztaltunk).

A sejtciklus szabdlyozasaban szerepet jatszd gének esetében korabbi
eredményeink tovabbi megerdsitést nyertek. A CYP450 metabolizdld enzimeinél
tapasztalt eredményeket nagyban lekdvették az NF-kB, GADD45a. , MAPKS gének
expresszids valtozasai.

Feltételezésiink szerint, a tumor kialakuldsban jelentés szerepet jatszo
kinazok, sejtciklus szabalyoz6 gének (NF-xB, GADD450. , MAPKS) esetében a mar
ismertetett mesterséges szinezék expozicido hatdsdra magasabb mRNS koncentraciot
mériink a kontrollcsoporthoz viszonyitva. Expozicid6 — hatds egyenes aranyt

kapcsolattal.
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Eredményeink alapjan az azorubinnak ©Onmagéban a kontrollcsoporthoz
képest nem volt jelentds, szignifikans génexpresszi6 modifikalé hatésa. Igy azon
tudomanyos eredményeket tdmasztja ala vizsgalatunk eredménye, melyben nem volt
megfigyelhetd karcinogén hatas (Durnev et al., 1995; EFSA ANS 2009b; Holmes et
al., 1978 a; b; Gaunt et al., 1967).

A tartrazin hatasat tekintve mar jelentésebb eredményekrél tudunk
beszamolni. A GADD450. gént leszamitva, (ennek okat a jovében vizsgalni kivanjuk)
jelentds génexpresszio szint fokozodast mértiink a kontrollcsoporthoz képest
(szignifikans emelkedés). Dozisfiiggd emelkedést figyeltiink meg az NF-xB valamint
a MAPKS esetében egyarant. Ennek értelmében feltételezésiink csak a tartrazin
esetében igazolddott.

Kiemelendd, hogy a tartrazin tobb esetben hajlandosagot mutatott az azorubin
expozicioval torténd hatdsaddiciora az NF-kB, MAPKS esetében egyarant. Magasabb
dozisnal, tobb alkalommal szignifikdns eltérést detektaltunk a kontrollcsoporthoz
képest és emelkedett szintet az egyszeres expozicidhoz viszonyitva. A fentiek
tikrében elmondhatd, hogy a vizsgalt ¢élelmiszerszinezékek hajlandosagot

mutathatnak szervezeten beliili kGlcsonhatasra.

A metilacidban szerepet jatszd gének, expresszios vizsgalati eredményeit
Osszefoglalva elmondhatd, hogy a mésodik és harmadik generacioban szignifikans
fokozodas volt megfigyelhetd, mRNS szinten, minden gén esetén (DNMTI,
DNMT3A4, DNMT3B), mig a majban ezek a valtozasok tobb esetben csak a GO — G2
Osszehasonlitdsanak relaciéjaban mutatkoztak meg, addig a vese mintdinak esetében
ez mar a GO-G1 Osszevetésében is megfigyelhetd volt, nem beszélve a G2
,overexpresszid” szintjérél. A feltételezett generaciok kozotti  dozisfiiggd
hatasfokozodast expresszios szinten alatdmasztottuk.

Megemlitendd, hogy a generacids fokozddasra vonatkozd feltételezésiink is
igazolodott, mivel az anyagmennyiség novekedésével, a tizszeres expozicidknal
mind a majban, mind a vesében kimutathatd volt a GO-G1-G2 kozott a szignifikdns
eltérés, valamint a fokozodo trend.

Metilacids mintdzatot befolydsold génekre vonatkozo, vizsgdlati anyagot, a

rendelkezésre 4116 tudomanyos adatbazisokban nem talaltunk, ugyanakkor a fent leirt
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eredmények eddigi ismereteink alapjan daganatkeltd hatdsra utalhatnak. Tekintettel
arra, hogy a sejtciklust szabalyoz6 gének hipermetilacidja esetén allélvesztéssel jard
inaktivacié valamint facilitalt génmutéciot torténhet illetve, hogy a human daganatok
tobbségében az elézdekben bemutatott harom DNS-metil-transzferaz emelkedett
mRNS ¢és fehérje expresszids szintje jellemzdé (Chen és Chan, 2014; Jurasek et al.,
2017).

Osszefoglalva vizsgélati eredményeinket az azorubin esetében igazoltuk az

eddig publikalt evidencidkat, mivel daganatkeltd hatasra utalo jelet, tobb esetben sem
talaltunk.
A tartrazin esetében ugyanakkor jelentdés eredménynek szamit, hogy mind a
metabolizalo enzimek, a sejtciklus szabélyozas és a metilaciot befolydsold gének
szintjén dozisfliggd novekedést, generacios fokozodast, mas szinezékanyagokkal és
kémiai karcinogénnel torténd interakciot (tobb esetben hatdsaddiciot) mutattunk ki,
mely értelmében a tartrazin potencidlis rizikdtényezd lehet a daganat kialakulasra,
ellenben az irodalomban tobb helyen is megtaldlhaté eredményekkel (TemaNord,
2002; EFSA ANS, 2009a; Borzelleca ¢és Hallagan, 1988a; b; Moutinho et al., 2007;
Australian Government, 2014).

A disszertacioban bemutatott vizsgalati eredményeink felhivjak a figyelmet
arra, hogy érdemes megismerni az ¢lelmiszerbiztonsagi szabalyozasok szinezékekre
vonatkoz6 részeit és megfontolni felillvizsgalatukat. A fogyasztok tekintetében
elonyosebb lehet, ha egészségiikk megdrzése érdekében, olyan élelmiszereket
valasztanak, melyek természetes vagy természetazonos ¢élelmiszerszinezék(ek)et

tartalmaznak, vagy egyaltalan nem tartalmaznak ilyen adalékanyagot.
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7. Uj eredmények osszefoglalasa
7.1. A CYP450 metabolizalo enzimeinek génexpresszios mintazatara vonatkozo,

uj eredmények osszefoglalasa (CYPIAI, CYP2EI)

A citokrom P450 enzimcsalad képviseldinél mért valtozasokat tekintve, az
azorubin jelentds génexpresszid valtozast nem okozott a metabolizdld enzimek

esetében (m4j €s vese mintak esetében).

e Az azorubin egyszeres valamint tizszeres, ADI d6zisa nem okoz szignifikéns
génexpresszid emelkedést a CYPIAI és CYP2EI metabolizald enzimek

esetében.

A tartrazinndl jelentds emelkedés sok esetben szignifikans eltérés volt
megfigyelheté. Megemlitendd, hogy ezek az eltérések esetlinkben dozisfliggének
nyilvanultak, nem is beszélve a kémiai karcinogénnel torténd hatasaddiciorol a

CYPIAI és CYP2E] egyarant (maj és vese mintak esetében).

e A tartrazin tizszeres, ADI dozisa jelentds, szignifikdns génexpresszid
emelkedést okoz a CYPIAI, CYP2EI metabolizaldo enzimek esetében,
dozisfiiggd modon, mely a nagyobb dozis altal okozott nagyobb mértékii
fokozddast jelenti.

e A tartrazin kémiai karcinogénnel torténd hatdsaddicidja szignifikans mértékii
emelkedést okoz a szeparalt szinezékkel kezelt csoportok és a kontrollcsoport

expresszids szintjeihez képest.
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7.2. A sejtciklus szabalyozasaban szerepet jatszo gének, kinazok génexpresszios
mintazatara vonatkozo, uj eredmények osszefoglalasa (NF-xB, GADD45a,

MAPKS)

Eredményeink alapjan az azorubinnak ©Onmagéban a kontrollcsoporthoz
képest nem volt szignifikans, génexpresszid6 modifikdlé hatdsa a vizsgalt génekre
(mdj). E tényt figyelembe véve, vizsgalatunk eredménye azon kutatasokat tdmasztja

ala, melyben nem volt megfigyelhetd genotoxikus vagy karcinogén hatas.

e Az azorubin, egyszeres valamint tizszeres, ADI ddzisa nem okoz szignifikans

génexpresszid emelkedést a NF-kB, GADD45a, MAPKS gének esetében.

A tartrazin hatdsat tekintve a GADD450 gént leszamitva, jelentds
génexpresszids mintdzat valtozast mértiink a kontrollecsoporthoz képest (szignifikans
emelkedést okozott). Kovetkezésképpen dozisfiiggd emelkedést figyeltiink meg az
NF-kB, valamint a MAPKS esetében egyarant (m4j).

e A tartrazin egyszeres, illetve tizszeres, ADI ddzisa nem okoz szignifikans
génexpresszid emelkedést a GADD450. gén esetében.
e A tartrazin egyszeres valamint tizszeres, ADI doézisa szignifikans

génexpresszid emelkedést okoz a NF-xB, MAPKS gének esetében.

A tartrazin kifejezett hajlanddsdgot mutatott az azorubin expozicioval torténd
hatasaddiciéra az NF-xB, MAPKS esetében egyarant. Magasabb dozisnal, tobb
alkalommal szignifikans eltérést detektaltunk a kontrollcsoporthoz képest, illetve

emelkedett szintet az egyszeres expozicidhoz viszonyitva (maj).

e A vizsgalt élelmiszerszinezékek (tartrazin ¢€s azorubin) hajlandosagot

mutatnak hatasaddiciora, szervezeten beliili interakciora.
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7.3. A metilacioban szerepet jatszo gének, multigeneracios, epigenetikai

vizsgalat eredményei (DNMTI1, DNMT3A, DNMT3B)

A masodik és harmadik generacioban szignifikans, expresszion beliili
modifikécio, fokozodas volt megfigyelhetd, minden gén esetén (DNMT1, DNMT3A,
DNMT3B), mig a majban ezek a valtozasok tobb esetben csak a GO — G2
Osszehasonlitadsanak relaciéjaban mutatkoztak meg, addig a vese mintdinak esetében
ez mar a GO-G1 Osszevetésében is megfigyelhetd volt, nem beszélve a G2
maximalisan fokozodott expresszids szintjérdl (tartrazin expozicid hatdsa, maj

homogenizatumban).

e A tartrazin egyszeres, ADI dozisa szignifikdns génexpresszid emelkedést
okoz a metildcids mintazatot befolyasold gének, a DNMTI, DNMT3A,
DNMT3B esetében, G1-G2 generaciok kozott (mdj-vese homogenizatum -
mindkét nemben).

e A tartrazin tizszeres, ADI dozisa jelentds, szignifikdns génexpresszid
emelkedést okoz a metildcidos mintdzatot befolydsold gének, a DNMTI,
DNMT34, DNMT3B esetében, GO-G1-G2 relaciojaban  egyarant,
dozisdependens médon (maj-vese homogenizatum -mindkét nemben).

e A generaciok kozotti dozisfiiggd hatasfokozodast, expresszids szinten

bizonyitottuk (vesében kifejezettebb modon).
Az anyagmennyiség novekedésével, a tizszeres expozicioknal mind a majban,
mind a vesében kimutathaté volt a GO0-G1-G2 kozott a szignifikans eltérés

(kontrollhoz és egymashoz viszonyitva egyarant) valamint a fokoz6do trend.

e A metilicios mintazatot befolydsold gének termékeinek generacios

fokozodasara vonatkozoé feltételezésiink is igazolodott (maj, vese).
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