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Tumorproméciéban szerepet jatszé gének expresszio-
valtozasainak vizsgalata tartésitészer expozicié hatasara
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Osszefoglalis

Az adalékanyagok alkalmazisa az élelmiszeriparban rendkiviil gyorsan elterjedt a viligon. Szinte minden
élelmiszercsoportban alkalmazzik, az évek soran folyamatosan n6vekvd szimban és mennyiségben. Az élel-
miszeradalékok legfontosabb csoportjat képezik a tartésitoszerek. Fogyasztasuk terhelheti a majat, tilérzé-
kenységet okozhat, kihathat gyermekek esetében a viselkedésre, kockézati tényezSként szerepelhet krénikus
betegségek kialakuldsiban. Munkank sordn intézetiinkben kidolgozott 4llatkisérletes tesztrendszerben vizsgal-
tuk két széles korben elterjedt tartésitészer, a Na-benzoat* (E211) és a K-szorbat" (E202) génexpressziéra
gyakorolt hatasit. A kisérleti csoportok 6-6 db 6 hetes CD1 egeret tartalmaztak, melyek 3 héten keresztiil
specialis oldatot kaptak. Az oldat fogyasztdsa sordn 0,5-sz6r6s, illetve 5-sz0ros ADI (human ekvivalens) dézis-
nak voltak kitéve az llatok. A 21. napon cervicalis dislocacio utin az egereket felboncoltuk; szerveiket
kiemeltiik, majukbél, veséjiikkbsl RNS-t izol4ltunk. Kvantitativ Real Time PCR-ral hatiroztuk meg az NFkB,
MAPKS, GADD45a génexpressziés mintizatokat mRNS szinten. Eredményeink azt mutatjak, hogy mindkét
tart6sitészer hatassal van daganatok kialakuldsiban szerepet jatszé vizsgalt gének expresszids mintdzatara,
szignifikans kiilonbségeket tapasztaltunk mindkét szerv esetén. A K-szorbit és a Na-benzoét génexpresszié
médosité hatdsa arra enged kovetkeztetni, hogy e tartésitészerek folyamatos fogyasztdsa megemelheti a daga-
natok kialakuldsanak kockézatat valamint hogy ezen szerek a génaktivaciés folyamatokat befolydsolhatjak.

Kulcsszavak: karcinogenezis, génexpresszié, Na-benzoit, K-szorbdt

The examination of changes on the impact of preservatives in the expression
of the genes which play role in tumor promotion

Summary

The food industrial usage of additives were rapidly spread around the world. Almost in all food groups use
them and steadily increasing their number and quantitity. The most important group of food additives are the
preservatives. Our consumption interfere with the liver, may cause hypersensitivity, as risk factor can affect
children's behavior and may play role in induction of chronic disease. In our study we examined two widely
used preservatives: sodium benzoate (E211) and potassium sorbate (E202) gene expressional effect in animal
test system. (The examination protocoll developed in our institute). Each examined group were included six
week old, type CD1 mices, which trough 3 weeks consumpt special solution. The treated groups exposed with
0,5x and 5x acceptable daily intake (based on human equivalent dose). At the 21" th day, after the cervical
dislocation, during the autopsy we had taken samples from the livers and kidneys then we isolated RNA with
Trizol protocoll. The gene expressions (NFkB, GADD45a,, MAPKS8) were determined with Quantitative Real
Time PCR in GeneAmp® 5700 Sequence Detection System appliance (Applied Biosystems). Our results
representate that each preservatives had effect on tumour promotion. We find significant differences at both of
organ. This preservative's gene expression modificational effect suggest that the continous comsumption of the
examined additives can increase the risk of tumour.

Keywords: carcinogenesis, gene expression, sodium benzoate, potassium sorbate

*Na-benzoat = Nitrium benzodt
* K-szorbat = Kélium szorbit
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Anyag és mddszer

Molekuldris epidemioldgiai vizsgélatunkat
kontrollcsoport mellett, dllatkisérletes teszt-
rendszerben végeztiik. A mintavalasztas ered-
ményeként csoportonként 6-6 db, 6 hetes
néstény CD1 egereket (42 db) alkalmaztunk,
génexpresszids sajitossigaik miatt. Vizsga-
latainkhoz felhasznaltuk a kivalasztott tart6-
sitészereket, célcsoportonként kiil6nb6zé
dézisokban, a humadn ekvivalens dézist figye-
lembe véve. A csoportbeosztist az 1. tibla-
zat foglalja Gssze. A kisérlet ideje alatt az 4l-
latok tart6sit6szerrel kevert ivévizet kaptak.
A vizsgilt anyagok molekula specifikiciéit te-
kintve a nitrium-benzoat kémiai Gton a nat-
rium-hidroxid és a benzoesav reakciéja so-
ran keletkezik, nem 6li meg a baktériumokat
és a gombdkat, a szaporodasukat teszi szinte
lehetetlenné (bacteriostaticum). Hat4sat csak
erésen savas pH esetén (<3,6) tudja kifejte-
ni [Natrium-benzoat granuldtum, Uniken
Kft., azonosité sz.: B-001764]. A kélium-
szorbatot tobblépcsds kémiai reakcival
szorbinsavbdl szintetizaljak, gitolja az élesz-
t6k, a penészgombik és néhany baktérium
novekedését. Nincs csiradlé hatdsa, ezért
csak higiéniailag kifogastalan termékek eltart-
hatésdgat hosszabbitja meg. Hatékonysiga
savas kozegben (ph<6,5) alegnagyobb [Ka4-
lium-szorbat, Kerttrade Kft., OETI eng.sz.:

1294./1994. OETI]. Cervicalis dislocatiot

kovetSen az egereket felboncoltuk, mijukat

és veséjiitket kiemeltiik. Az igy nyert szovet-

bél1 Trizol protokoll alapjan total RNS-t izo-

laltunk. A génexpressziékat (NFkB,

GADD450., MAPk8) kvantitativ RT-PCR-ral

hatdroztuk meg, SYBR Green protokoll sze-

rint, ROSCHE LightCycler 480 késziilék
segitségével. A gép rendelkezik egy beépitett
normdl PCR géppel és egy CCD kameraval.

Az emittalt fluoreszcens jeleket 500-600 nm
kozott detektdlja. Az eredményként kapott
fluoreszcens extinciét egy AD-konverteren
keresztiil szimitégépes program segitségével
értékeltitk ki. A primereket a Primer
Express™ Software-rel (Applied Biosystems)
terveztiik, az Integrated DNA Technologies
szintetiz4lta. A héprogramot a kit protokoll-
jdban lefrtak szerint programoztuk be, a plate
felépitése az 1. 4brdn lathaté. A relativ
génexpressziokat ,,comparative CT method”-
dal hatdroztuk meg és egy belsd, un.
»housekeeping” (HPRT1-Hypoxanthine
guanine phosphoribosyl transferase) gén-
hez viszonyitott értékeket szimoltunk. A sta-
tisztikai elemzéseinkhez SPSS 21 szoftvert al-
kalmaztunk. Eredményeink kiértékeléséhez
ANOVA tesztet majd post-hoc elemzéseket
végeztiink. A sz6rés és a megoszlis megilla-
pitisdhoz Kolmogorov-Smirnov tesztet hasz-
naltunk.

1. csoport Na-benzoat 0,5x expozici6

2. csoport K-szorbat 0,5x expozicié

3. csoport Na-benzoat 5x expozicio

4. csoport K-szorbat 5x expozicié

5. csoport Na-benzoat+K-szorbat 0,5x expozicié (mix)

6. csoport Na-benzoéat+K-szorbat 5x expozicié (mix)

7. csoport Kontroll csoport (nem adagoltunk nekik tartdsitoszert)

1. tablazat
A CD1 egerek csoportbeosztisa
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" Mdj - NFxB
50
4,0
3,0
2.0

1,0

0,0

0,5X Na- 0,5X K- 5X Na-B SX K-szo 0,5X mix SX mix kontroll
B 520

2. ibra
A CD1 egerek majaban detektalt NFkB mRINS expresszids valtozasai

0,6

0,5

04

0,3

0,2

0,1

0,0

B

Mdj - GADD45 ¢

0,5X Na- 05X K-sz0 5X Na-B 5X K-s2o0 0,5 mix  5X mix

kontroll

3. 4bra
A CD1 egerek majaban detektilt GADD450 mRINS expressziés valtozasai

A MAPKS gén 5-sz6ros ADI K-szorbat fo-
gyasztas hatdsara szignifikdns overexpressziét
mutatott a kontroll csoporthoz képest (1,9-
szeres), a 0,5-szeres ADI K-szorbatot fogyasz-
t6 egerek mdjiban szignifikdnsan alacso-
nyabb volt a mRNS szint, mint a kontroll
csoport egyedeinek méjdban (kevesebb, mint
fele). A 40 napos 0,5-szeres ADI Na-benzoat
expozici6 hatésara is szignifikansan alacso-

nyabb MAPK8-mRNS szintet detektaltunk,
mig a nagyobb dézis fogyasztisira a kont-
roll csoporttal megegyezd szintet mértiink.
Hasonl6an a mindkét tartésitészerbdl 0,5-
szeres ADI-t fogyaszt6 egerek méjabél izolalt
RNS szignifikdnsan alacsonyabb expresszi6t
mutatott, a nagyobb dézis a kontroll cso-

porthoz hasonlé expressziéval rendelkezik
4. 3bra).
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A natrium-benzoét alacsonyabb dézist expo-
zicibja 3,12-szeres expressziét okozott a ma-
gasabb dézist expozici6hoz képest, ez a kii-
16nbség szignifikans. A kilium-szorbat esetén
is kozelit6leg hdromszoros értéket mértiink,
azonban ez nem szignifikéns. Erdekes megfi-
gyelés, hogy a mindkét tart6sitészert egyide-
jlleg fogyaszt6 csoport egyedeinek veséjében
a GADD45a mRNS expresszi6 forditott ké-
pet mutatott, a nagyobb dézist fogyaszté egye-
dekben detektiltunk nagyobb génexpresszit,
értékét tekintve ez 3,38-szoros (6. dbra).

Hasonl6an a fentebb elemzett génekhez, a
MAPKS esetén is az alacsonyabb expozici6
magasabb expressziét eredményezett a vesé-
ben. A nétrium-benzoit esetén t6bb mint
2,8-szoros overexpressziét mértiink, a kali-
um-szorbat esetén 1,25-sz6r6s ez az érték.
Abban az esetben, amikor a kisérleti 4llatok
0,5-szeres ADl illetve 5-sz6rés ADI koncent-
raciéban fogyasztottdk a két vegyiilet keve-
rékét a kisérlet ideje alatt, 2,46-szoros over-
expressziét tapasztaltunk. Ezen kiilonbségek
paronként szignifikinsak (7. 4bra).

o3 Vese-GADD45a

0,2
0,2
g1
01

0,0

B

0,5X Na- 0,5X K-sz0 5X Na-B 5X K-szo 05X mix 5Xmix kontroll

6. abra
A CD1 egerek veséjében detektilt GADD45a expressziés valtozasai

Vese - MAPKS8

0,5X Na- 0,5X K-szo S5X Na-B 5XK-szo 0,5Xmix SXmix  kontroll

7. 4abra
A CD1 egerek veséjében detektalt MAPK8 mRINS expressziés valtozasai
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