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1. Bevezetés

A daganatos megbetegedések eléfordulasa novekvo tendenciat mutat vilagszerte, 2018-
ban 8,1 milli6, 2020-ban mar 19,3 milli6 volt az Gj esetek szama (1, 2), annak ellenére,
hogy az esetek 30-50%-a megelézheté lenne a kockazati tényezok elkeriilésével és a
bizonyitékokon alapulé megeldzési iranyelvek betartasaval (3, 4). Korai diagnozissal és
a megfeleld kezelés és ellatas biztositasaval pedig a betegséggel jard gazdasagi terhet is
csokkenteni lehetne.

A daganatok kialakuldsdban kornyezeti, életmddbeli, illetve szervezeten beliil keletkezd
kivaltd okok is szerepet jatszhatnak. A daganatkialakulast el6idézd belsd tényez6khoz
soroljuk példaul az oroklott mutaciokat, a hormonrendszer -eltéréseit vagy az
immunrendszer koros miikodéseit. A daganatok csupan 5-10%-at okozzak oOrdkletes

genetikai rendellenességek (1. abra) (5).

Breast
Molar;oma 18

Prostate
2.2

Others
10-15%

Testicular Alcohol
8.6 4-6%
Kidney
25
Colorectal
25
Thyroid
85

Lung
26

Multiple myeloma
43

Laryngeal 1;05133;:‘0
8.0

1. abra. A daganatok kialakuldsénak kiilsd €s belso tényezdi (Anand et al., 2008)
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Az onkogének vagy tumorszuppresszor gének mutécioi kontrolldlatlan sejtszaporodashoz

crer

crcr

szovetstruktara felbomlasaban és a metasztazisképzésben (7).

A kiils6 vagy mas néven kornyezeti kockazati tényezok kozé soroljuk a taplalkozast és a
fizikai aktvitast, illetve az ezek nem megfelel6 mindségének és szintjének kdvetkeztében
kialakul6 elhizést, tovabba a dohanyzast, az alkoholfogyasztast (azaz gyijté néven az
¢letmodi  tényezoket) ¢és a korokozok okozta fertdzéseket. A megndvekedett
taplalékbevitel, az alacsony fizikai aktivitds és az ezekbdl kdvetkezd elhizas hatasara
kialakul6 metabolikus ¢és hormondlis eltérések hatdssal lehetnek a DNS
(dezoxiribonukleinsav) hibajavitasaban, a sejtproliferacioban és az apoptdzis
folyamataban részt vevé gének kifejezodésére (8). A sulyos elhizas gyakran kronikus
gyulladassal tarsul, mely soran a gyulladast el6segit6 IL-1p, IL-6 és IL-8 citokinek szintje
tartosan emelkedett, valamint az NFkB (nuclear factor kappa B) jelatviteli Gt aktivacidja
folyamatos. Ez az allapot gyulladdsos megbetegedésekhez vezethet, ami egyben a
daganatok kialakulasanak is kedvez (9). Az elhizashoz tarsulé metabolikus szindroma
szintén kockazati tényez6 lehet a daganatok kialakulasaban (10-14).

A nyugatias étrendre jellemzd energiadus élelmiszerek megndvekedett fogyasztasanak €s
a fizikai inaktivitasnak kdszonhetden olyan populaciokban is megemelkedett bizonyos
daganat tipusok el6fordulasa, ahol kordbban ezek alacsony prevalencidval rendelkeztek
(15, 16).

Az o6roklott tényezok befolyasolhatok az életmddbeli tényezOk epigenetikai hatasai altal,
melyek a genetikai szabdlyozast modositva szerepet jatszhatnak a betegségek
kialakulasdnak megelézésében. A megeldzésben és a kezelések kiegészitéseként egyre
nagyobb szerepet tulajdonitanak a taplalkozasnak, a rendszeres fizikai aktivitasnak, a
mentalis egészség megdrzésének vagy a megfeleld pszichologiai tamogatasnak (4). A
taplalkozas hozzdjarulhat a kezelések sikerességéhez, a mellékhatasok csokkentéséhez,
valamint a betegek taplaltsagi allapotanak és altalanos jolétének javitasahoz is (17, 18).
Mindemellett a kiegyensulyozott és valtozatos taplalkozas, mely megfelel6 ardnyban
tartalmaz zoldségeket, gyiimolcsoket, teljes értékli gabondkat €s fehérjéket, csokkentheti

a daganatok kialakulasanak kockazatat (19). Eppen ezért van sziikség az élelmiszerekben
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talalhatd makro- és mikrotapanyagok vagy bioldgiailag aktiv vegyiiletek hatdsainak

minél alaposabb ¢és széleskoriibb vizsgalatara.

1.1 Az egy-szén ciklus

Az egy-szén ciklus biokémiai reakciok 0sszessége, melyek lehetdve teszik a metabolikus
anyagcseréhez sziikséges 1-szén egységek (metenil-, formil- és metil-csoportok)
szallitasat (20). Ilyen fizioldgiai folyamatok példaul az aminodsavak és nukleinsavak
felépitése, a génexpresszid metilacio altali szabalyozasa, a redox-homeosztazis
fenntartasa, a sejtek szaporodasa, illetve a programozott sejthalal szabalyozasa (21),

valamint a DNS epigenetikai modositasa, a DNS metilacidja révén (20, 22).

1.1.1 Az egy-szén ciklus miikddése és a metil-donorok szerepe

Azokat az étrendi Osszetevoket, melyek az 1-szén egységek kozvetitése soran
koenzimként biztositjadk a ciklus enzimjeinek miikddését, metil-donor vegyiileteknek
nevezziikk. Ezek a folat, a betain, a kolin, a metionin, valamint a B2-, B6- ¢és B12-
vitaminok (21, 23, 24). Az egy-szén ciklus a folat és a metionin ciklusokbdl all (2. abra)
(25).

A folat (szintetikus formaja a folsav) ahhoz, hogy aktiv koenzimként tudjon miikodni,
dihidrofolatta (DHF) redukalédik a DHF reduktdz enzim segitségével. Miel6tt belépne a
folat ciklusba tovabb redukalodik a bioldgiailag aktiv formdjava, tetrahidrofolatta (THF)
(21). A folat ciklusban a THF atalakul 5,10-metilén-tetrahidrofolatta (me-THF), melyet
a B6-vitamin-fiiggd enzim, a szerin hidroxi-metiltranszferaz (SHMT) katalizal. Ezt
kovetden irreverzibilis folyamatban a me-THF vagy 5-metiltetrahidrofolatta (MTHF)
redukalodik a B2-vitamin-fiiggd metiléntetrahidrofolat reduktaz (MTHFR) enzim
segitségével, vagy reakciok sorozatan keresztiil 10-formil-tetrahidrofolatta (f-THF)
alakul at. A mTHF demetilalaséval a folat ciklus lezarul és a metil-csoport atkeriil a

metionin ciklusba (26).
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2. abra. A folat és metionin ciklusokbdl allo egy-szén ciklus, valamint a ciklus enzimjei
¢s a miikodésiikoz sziikséges metil-donor vegyiiletek. A képek abrazoljak az egyes metil-
donorok lehetséges étrendi forrasait (Mafra et al., 2019).

A metionin ciklus els6 1épéseként a folat ciklusbol atadott metil-csoport homociszteinre
(HCY) kertil, melyet a metionin szintdz (MS) enzim katalizal. A MS enzim kofaktora a
B12-vitamin (27). A HCY metilalasaval metionin keletkezik. Egy masik, metionin
cikluson beliil végbemend reakcio soran, melyet a B6-vitamin-fiiggd betain-homocisztein
S-metiltranszferdz (BHMT) enzim katalizal ¢s melyben betainrol keriil at a metil-csoport
HCY-re, szintén metionin keletkezik (28, 29). Metionin adeniltranszferaz (MAT) enzim
segitségével a metioninbdl képzoédik az univerzalis metil-donornak is nevezett S-
adenozil-metionin (SAM), melynek fontos szerepe van a fentebb emlitett folyamatokban
(30). A SAM-bol demetilalassal keletkezik az S-adenozil-homocisztein (SAH). Az S-
adenozil-homocisztein hidrolaz (SAHH) enzim altal katalizalt reverzibilis folyamat soran

a SAH visszaalakul HCY-né és ezzel a metionin ciklus befejezodik.
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Az egy-szén ciklus megfelelé mikodéséhez sziikség van a metil-donorokra, melyek
katalitikus koenzimként funkcionalnak a ciklus soran, és biztositjak a metil-csoportok
hozzaférhetoségét. Hianyuk a sejtekben talalhato SAM szintjének csokkenéséhez vagy a
SAH felhalmozddasahoz vezethet, melyek a metilacios kapacitast karositjak (22, 31).
Az egy-szén ciklus érzékeny az étrendbdl szarmazd B vitamin bevitelre, mert ettol
fliggéen aktivalodnak az egyes ttvonalak (32). Annak ellenére, hogy a B6-vitamin nem
kozvetleniil az egy-szén ciklus reakcidiban érintett, mégis befolyasolhatja a metilacios
reakciokat azaltal, hogy hianya megemeli a vér homocisztein szintjét (33). Az MTHFR
enzim kofaktoraként a B2-vitamin nagyon fontos szerepet tolt be, hiszen a nem megfeleld
B2-vitamin ellatottsag ronthatja az enzimaktivitast és ez az egy-szén ciklus gatlasat is
okozhatja (34). Ezen kiviil a B vitaminok fontos részei a metabolikus Gtvonalaknak és
részt vesznek alapvetd sejtszintli funkcidkban is. Kovetkezésképpen fontos szerepiik van
az energiatermeld folyamatokban, az oxigén transzportban és az idegrendszeri
funkciokban is (35, 36).

Az egy-szén ciklusban részt vevd enzimekben eléforduld genetikai eltérések is
befolyasoljak a ciklus miikodését. Ezek koziil az egyik legismertebb az MTHFR enzimet
kodolo gén 677-es poziciojat érinté (MTHFR C677T) egypontos nukleotid polimorfizmus
(SNP). A gén heterozigota (CT) mutacioja csokkent, megkozelitdleg 65%-0s, mig a
homozigota (TT) mutacid mar csak 30%-os enzimaktivitidst eredményez. Az MTHFR
mutacié megakadalyozza a me-THF m-THF-a val¢ atalakulasat, ami a homocisztein szint
megemelkedéséhez vezet, és ezzel gatolhatja a metilaciés folyamatokat (37-39). Az
MTHFR gén mutacioja foldrajzi és etnikai eltéréseket mutat. Az 1000 Genom Projekt
adatai alapjan a teljes népesség megkozelitdleg 25%-aban van jelen az MTHFR C677T
polimorfizmusa, mely a spanyol ajku, hispan népesség korében a leggyakoribb, 47%
kortili. Ezt kdveti az eurdpai populacio, ahol ez az érték 36%, a kelet-azsiaiaknal 30%, a
dél-azsiaiaknal 12% és az afriakaiknal 9%. Az eurdpaiak megkdzelitdleg 13,5%-a
hordozza a homozigéta mutaciot e felmérés szerint (40, 41). Ezek alapjan az MTHFR
polimorfizmus el6forduldsi gyakorisdga jelentds kiillonbséget mutat a vizsgalt
népcsoportok kozott, ami arra utal, hogy az MTHFR gén megfelel6 miikddése erdsen

Osszefiigg az etnikai hovatartozéssal.
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1.1.2 Metil-donorok jelent6sége daganatokban

A metil-donorok hianya a szervezetben kronikus megbetegedésekhez vezethet, de
rendellenességeket okozhat a nukleotid szintézisben is. A taplalkozassal bevihetd metil-
donorok fontossagat, illetve daganat megel6z6 és kockazat csokkentd hatasat széles
korben vizsgaltak mar, tobbek kozott emld, kolorektalis, hasnyalmirigy és tiidé tumorok
esetében is (42-50).

Ben és Sun arrdl szamoltak be, hogy a B vitaminok dozisfiiggd modon csokkenthetik a
kolorektalis daganatok kialakulasanak kockazatat (46, 51). Cho és munkatarsai a betaint
szignifikansan kockdzat csokkentd hatastinak taldltdk kolorektdlis adenoma
kialakuldsdban, mig kolin esetében pozitiv 0Osszefiiggést talaltak az adenoma
el6fordulasaval (52). Sharp és Donk tanulmanyaikban a kolorektalis daganatok
kialakuldsdban szerepet jatszd egypontos nukleotid polimorfizmusokrdl (SNP)
szamolnak be, melyek hatasat a metil-donor bevitel befolyasolhatja (53, 54).

Egy pilot tanulmany szerint a magas d6zisu B6-vitamin bevitel fokozhatja a kemoterapias
kezelések tumorellenes hatasat kolorektalis, hasnyalmirigy és nyel6csé karcindmak
esetében (55). Egy metaanaliziseken alapuld Osszefoglald tanulmany megallapitotta,
hogy a folat bevitel csokkentheti az 6sszhalalozast, valamint a krénikus megbetegedések
kialakulasanak kockazatat (43). Egy masik tanulmanyban hasonld eredményekrol
szamoltak be, melyben a csokkent vagy hianyos folat bevitel 6sszhangban 4llt bizonyos
daganatok kialakulasaval, kivéve a prosztata daganatokat (56).

A European Prospective Investigation into Cancer and Nutrition (EPIC) 10 eurdpai
orszag bevonasaval késziilt kohorsz tanulmany, melynek célja volt, hogy megvizsgalja,
milyen Gsszefliggés van a taplalkozas, a taplaltsagi allapot, az ¢letmod és a kornyezeti
hatdsok, valamint a daganatok és egyéb kronikus megbetegedések eléfordulasa kozott
(57). Ennek a tanulmanynak része az az eset-kontroll vizsgalat, mely felfedte, hogy a
kolin és a betain magasabb plazma koncentracidja ellensulyozhatja az alacsony folat
szintet, ezzel csokkentve a kolorektalis daganatok kialakulasanak kockazatat (58).
Epidemiologiai tanulméanyok szerint a gytimolcsoknek, zoldségeknek és mikroelemeknek
jelentds szerepe van a tiidddaganatok kialakulasi kockazatanak csokkentésében. Stidley
€s munkatarsai tanulmanyukban dohanyosokat vizsgalva azt talalta, hogy a zold leveles

z0ldségekben ¢és a folatban gazdag értend, valamint a multivitaminok valoban
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crcr

feltételezhetden a daganatok kialakulasanak esélyét is (59).

Beszamoltak arrél is, hogy a korai fejlodési szakaszban és a tumor kialakulasat
megel6zéen alkalmazott magasabb metil-donor tartalmt étrend megel6z6 szereppel
birhat a prosztata daganatok kialakulasaban (60).

A metil-donorok miikddése kozotti szoros Osszefliggést allapitott meg az az in vivo
tanulmany, melyben bizonyos metil-donorok egyiittes étrendi bevitelét ¢s a DNS
metilacié kozotti kapesolatot vizsgaltak. Azt talaltdk, hogy a kolint, a metionint és a
folatot egyiittesen érdemes vizsgalni azok kolcsonods egymasra hatasa miatt (61). Park és
munkatarsai leirtak, hogy metil-donorokkal kezelt emlé daganatos sejtek kozott
szignifikdnsan nagyobb szazalékban talaltak apoptotikus sejteket, ami a BCL-2 fehérje
csokkent kifejezodésével tarsult (62). Szintén in vitro vizsgalatokkal mutattak ki, hogy a
folat kezelés az emld tumor sejtekben apoptozist indukal a PTEN/AKT/p53
szignalizacios utvonalon keresztiil, mik6zben csokkentik az AKT és ERK jelatvitelt (63,
64). Ismert, hogy az AKT jelatvitel gatolhatja a pro-apoptotikus caspase-9 és caspase-3
fehérjék aktivaciojat (65), illetve, hogy a MAPK jelatvitel upstream gatloi csokkenthetik
a tumor proliferaciot és kozvetithetik az apoptdzist, mégis bizonyos esetben az ERK1/2
aktivacidja szerepet jatszhat az apoptdzis indukalasaban is (66).

A nuklearis faktor kappa B (NFkB) fehérjének kozponti szerepe van a jelatviteli
utvonalak halozataban, mivel minden sejtben jelen van; kozel 150 gén és szamos
biologiai folyamat szabdlyozasaért (sejtek talélése, proliferacidja, apoptozis,
stresszvalasz, velesziiletett és szerzett immunvalasz) felelés (67). Tobbszorésen
bizonyitott az is, hogy szerepe van tobb huméan megbetegedés, ugymint a daganatos
megbetegedések kialakuldsdban. A hasnyalmirigy sejtekben az NFkB teremt egyensulyt
a proliferacid és az apoptozis kozott. Aktivan részt vesz a korai karcinogenezisben,
azonban szuppresszidja normalizalhatja a hasnyalmirigy sejtekben zajlé apoptotikus
folyamatokat (68). In vitro kisérletekkel kimutattak, hogy az NFkB gatlasa csokkentette
a mezenchimalis faktorok és egyes epithelidlis-mezenchimalis tranzicidoban (EMT)
szerepet jatszo transzkripcios faktorok expressziojat. Mindez in vivo koriilmények kozott
tumor méret csokkenésben, EMT gének expresszio valtozasaban és a sejt-sejt kapcsolatok

helyreallitasaban nyilvanult meg, csokkentve ezzel az attétek képzodését (69).
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Bizonyos tumor tipusok legfobb kockézati tényezdje a kronikus gyulladés. Ilyenek a
gyulladésos bélbetegségek, példaul a colitis ulcerosa, mely a kolorektalis daganatok
kialakulasi kockazatat novelik, vagy a kronikus 1égzdszervi gyulladasok és a dohanyzas,
melyek pedig a tiidében indukalhatnak karcinogenezist (70). A gyulladas altali
tumorképzddésben az NFkB fontos szerepet jatszik (70), mely utvonalat az 1L-17 citokin
termelddése aktival (71). Hasnyalmirigy daganatok esetében ez a folyamat vezet a pro-
tumorigenikus folyamatok aktivalédasahoz (72). A kronikus gyulladasok emelkedett
NFkB aktivitast okoznak, ami a TNFa, IL-1b, IL-6 és IL-8 citokinek felszabaduldsaval
jar, melyet a STAT3 aktivacidja kovet (73). A STAT3 és az NFkB szinergisztikus moédon
ellendrzi olyan gének csoportjat, melyek citokineket és kemokineket kodolnak (70). Ezen
kiviil képesek sajat maguk aktivacidjat eldidézni azaltal, hogy egymas promoter
régiojahoz kotddnek (74), vagyis a foszforilalatlan STAT3 hozza tud kotédni az NFkB
promoteréhez és ezaltal aktivalja az NFKB transzkripcidjat (75). Tovabba a STAT3 poszt-
transzlaciés acetilacioval modosithatja az NFkB fehérjét, ami meghosszabbitja a
sejtmagban maradas idejét és aktivan tartja az NFkB-t, mellyel a daganatok kialakuldsat
segiti el6 (74). A STATS3 thlzott mértéki jelenléte prognosztikus jelentdséggel bir tobb
szolid daganat tipus esetében, koztiik az emld, hasnyalmirigy és tiidé daganatokban is
(76). A STAT3 gatlasa a sejtciklus G1/S fazisanak eltolodasat okozza megnovekedett
p21WAFLCIPL s7int mellett, valamint a STAT3 expresszi6 rovid hajtii RNS (shRNS) és RNS
interferenca (RNSi) altali csendesitése csokkent sejtproliferaciot, sejtciklus gatlést,

megndvekedett apoptozist, és tumor ndovekedés gatlast okoz (77).

1.2 Emlddaganatok

Az emlddaganat a leggyakrabban diagnosztizalt daganat tipus a ndknél, mely az Osszes
eléforduld daganat 11,7%-4t teszi ki vilagszerte és a haldlozdsok tekintetében is vezetd
helyen all (2). Az 5 éves relativ tulélési arany koriilbeliil 10%-kal javult az elmult 40 év
soran a megeldzésnek €s a korai diagnézisnak koszonhetéen (78).

Az emlédaganatok kisebb részének hatterében all 6roklott genetikai eltérés. Ezek koziil a
BRCAL és BRCA2 tumorszuppresszor génekben bekovetkez6 mutaciok a leggyakoribbak.

Hosszutavon befolyasolhatja az emlddaganat kialakulédsat a tilsuly és az elhizas, a fizikai
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aktivitas hidnya, a nem megfeleld tdpanyagbevitel, a finomitott, feldolgozott ételek tulzott
fogyasztasa, a mértéktelen alkoholfogyasztas vagy a kiilonb6z6é gyogyszeres kezelések
(79-81).

Szovettani osztalyozds szempontjabol az invaziv emldédaganatok 70-80%-a duktalis
karcindéma, melyet a lobularis karcindémak kovetnek (10%). A génexpresszios vizsgalatok
alapjan felallitott molekuldris osztidlyozas szerint megkiilonbdztetiink luminalis A,
luminalis B, HER2 pozitiv és bazalis tipusi emlddaganatokat. Ezek az altipusok
kiilonb6zé génexpresszids mintazatokkal, mutdcidkkal és nem utolsésorban eltérd
prognoézissal jellemezhetok (82-85).

A luminalis altipusok hormonreceptor-pozitiv daganatok (86). A luminalis A tipusu
emldkarcindma klinikai szempontbdl lassan novekvd, alacsony grade-del jellemezhetd,
az emlédaganatok koziil a legjobb prognoézissal bird tipus. Ezzel szemben a luminélis B
tipus szovettani grade-je magasabb (80) és rosszabb prognodzissal rendelkezik (87). A
lumindlis A tipus jobban reagdlhat az endokrin terapiara, mig a luminalis B tipus a
kemoterapias kezelésre adhat kedvezébb valaszt (88, 89). Epidemiologiai tanulmanyok
azt is leirtdk, hogy a hormonalis allapotot befolyasolo tényezOk Osszefiiggenek a
hormonreceptor-pozitiv daganatok el6fordulasaval 50 év alatti néknél, mig a
hormonreceptor-negativ emlé daganatok érzékenyebben reagalnak a nem hormonalis
tényezokre, mint példaul a taplalkozasra (90, 91).

A HER2 pozitiv daganatokat magas szovettani grade és agressziv klinikai lefolyas
jellemzik. Mindazonaltal jol reagdlnak HER2-célzott terapids szerekre (trastuzumab,
pertuzumab, lapatinib, neratinib) és antraciklin alapti szerekre, melyek alkalmazasa
nagymértékben hozzajarul a jobb kimenetelhez (88, 89, 92-95).

A bazalis tipusii vagy tripla-negativ karcinomak csoportjaba jellemzdéen high grade
daganatok tartoznak, magas proliferacios rataval. A BRCA1 mutéacié miatt kialakulo
emlddaganatok kb. 70-90%-a tripla-negativ tipust, mig a BRCA2 mutacio esetében ez az
arany 16-23% (96). Platina alapu kemoterapiara és poli-ADP-rib6z-polimeraz-gatlo
(PARP gatlo) kezelésre érzékenyen reagalnak (89).
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1.3 Kolorektalis daganatok

Egy 2020-as riport szerint a kolorektalis daganatok a harmadik leggyakrabban
diagnosztizalt daganatos megbetegedések a vilagon. El6fordulasi gyakorisaguk a fejlodo
orszagokban novekvo tendenciat mutat, ami parhuzamba allithato az iparosodassal és a
gazdasagi novekedéssel jaro kockazati tényezokkel (2, 97).

A rosszindulati daganatok koziil a kolorektalis daganatoknal fordul elé az egyik
legnagyobb aranyban csaladi 6roklédés (98). Az 6roklédo kolorektalis daganatok két
leggyakoribb formdja a familiaris adenomatous polyposis (FAP) ¢és az 0Orokolt
nonpolyposis kolorektalis daganat (HNPCC vagy Lynch szindroma), melyeket magas
penetranciaju gének mutaciéi okoznak (MLH1, MSH2, MSHG6 és PMS2 az eldbbi, APC
az utobbi esetben) (99).

A kronikus gyulladésok jelentdsen novelhetik a kolorektalis daganatok kialakuldsanak
esélyét azaltal, hogy a megndvekedett oxidativ stressz kovetkeztében DNS karosodast és
nukleotid moddosulast okoznak a bélhamsejtekben (100, 101). A gyulladasos
bélbetegségek (colitis ulcerosa, Chron-betegség) és a cukorbetegség kovetkeztében
megemelkedett inzulinszint okozta gyulladasos allapot is emelkedett kockazattal jarhat
(102, 103).

Az Gsszes daganat tipus koziil a kolorektalis daganatok esetében van a legnagyobb és
leginkabb bizonyitott szerepe az életmodbeli tényezdknek. A World Cancer Research
Fund (WCRF) és az American Institute of Cancer Research (AICR) altal elvégzett
tanulmanyban a taplalkozas, a teststly €s a fizikai aktivitas hatasat vizsgaltak kolorektalis
daganat kialakulasanak tekintetében. Er6s evidenciaként fogalmaztdk meg a fizikai
aktivitds és egyes élelmiszerek kockazatcsokkentd, valamint a voros husok, a tulzott
alkoholfogyasztas és az elhizas kockazatnoveld hatasat (104). Ezeken kiviil a dohanyzas
altal szervezetbe keriilé karos anyagok, melyek elérik a kolorektalis nyalkahartyat
genetikai €s epigenetikai elvaltozasokat okoznak, melyek hatassal lehetnek a kolorektalis
daganatok kialakulasara (105).

A legtobb kolorektalis daganattal kiizdd betegnél kemoterapia €s célzott terapias kezelés
kombinéciojat alkalmazzdk. A kemoterapids kezelés soran vagy fluoropirimidineket
haszndlnak  (5-fluorouracil vagy capecitabine) monoterdpidban, vagy a

fluoropirimidineket kombinaljak leucovorinnal, oxaliplatinnal (FOLFOX/CAPOX) és
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irinotecannal (FOLFIRI/CAPIRI) (106, 107). A leucovorin egy folsav szarmazék, ami
csokkenti a kezelés citotoxikus hatasat, mig az oxaliplatinnal vagy irinotecannal vald
kombinacié6 hosszabb tulélest eredményezhet (106). Metasztatikus kolorektalis
daganatok esetében a célzott terapiaval kiegészitett kemoterapia javithatja a betegség
kimenetelét. Az angiogenezis gatld bevacizumabbal (anti-VEGF antitest) kiegészitett

FOLFOX vagy FOLFIRI kezelés hosszabb progressziomentes tulélést biztosit (108).

1.4 Hasnyalmirigy daganatok

A hasnyalmirigy daganatok el6fordulasa és haldlozéasi aranya vilagszerte hasonldan
alakult a 2020-as GLOBOCAN felmérés eredménye szerint (2). Halalozasok tekintetében
a hetedik leggyakoribb daganatos halalok férfiak és nék esetében egyarant. Magyarorszag
kiemelkedd jelentdséggel bir, hiszen Eurdpdban, de még vildgviszonylatban is nalunk a
legmagasabb az el6fordulasi arany (109).

A hasnyalmirigy daganatos elvaltozasai kozil a leggyakoribbak a duktalis
adenokarcinomak, és csak kisebb részben jellemzdk a hormontermelé neuroendokrin
daganatok ¢és az emésztdenzimeket termeld acinus karcindmak. A hasnyalmirigy
daganatok nagyon rossz prognozissal tarsulnak, melynek oka tobbek kozott az attétek
korai megjelenése, a kezelésre adott rezisztencia kialakulasa, a genetikai és epigenetikai
elvaltozasok és a késéi diagndzis. Mindezek hozzajarulnak ahhoz, hogy az 5 éves teljes
talélés esélye mindossze 10% alatti (110, 111).

A hasnyalmirigy daganatok 10%-a familiaris 6roklédést mutat. Bizonyos familiaris
daganat szindromdak (Lynch szindréma, Peutz-Jeghers szindroma, 6roklodé emld- és
petefészek daganat szindroma, familiaris adenomatous polyposis és Li-Fraumeni
szindroma) is novelik a hasnyalmirigy daganatok kialakulasanak kockazatat (112, 113).
Az ismert 6roklott esetek hatterében leggyakrabban a BRCA2 gén mutacidja all, mely az
érintett csaladok 5-17%-aban meghatarozott (114). A genetikai tényezékon kiviil tovabbi
nem befolyasolhatd kockdzati tényezOk még a férfi nem, az 50 év feletti életkor, a
cukorbetegség, a Helicobacter pylori fert6zés és a kronikus hasnyalmirigy gyulladas
(1112).
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A megel6zhetd kockazati tényezok koziil a dohanyzas a legfontosabb és leginkabb
tanulmanyozott életmodi tényezd. A dohdnyzasnak tulajdonithatdé megbetegedést 15-
30%-ra becsiilik egyes populacidkban (115-117). A talzott alkoholfogyasztas egyfeldl
kétségteleniil megemeli a hasnyalmirigy daganat kialakulasanak kockazatat (118),
masrészt kronikus hasnyalmirigy gyulladas kialakulasahoz vezethet. Ahogy a
korabbiakban lattuk, az elhizés ¢s a fizikai inaktivitas kockézatnoveld tényezdk lehetnek
egyes daganat tipusok kialakulasdban és ez hasnyalmirigy daganatok esetében is igaz
(119-121). A taplalkozasi tényezOk akar 30-50%-ban befolyasolhatjak a hasnyalmirigy
daganat kialakulasat, melyek koziil a voros husok, a feldolgozott élelmiszerek és a
koleszterindus ételek talzott fogyasztasa kockazatnoveld lehet (122, 123).

A kezelési lehetségeket nagyban befolydsolja az a tény, hogy a betegek tobbségénél
lokalisan elérehaladott vagy sebészileg nem kimetszhetd allapota daganatot
diagnosztizalnak. A korai stadiumban diagnosztizalt daganatok esetében szdba johet a
sebészi kimetszés lehetdsége, melyet gemcitabine vagy S-fluorouracil kemoterapia kovet.
Az Un. borderline besorolasu sebészileg kimetszhetd hasnyalmirigy daganatok esetében
a mitétet megeléz6en FOLFIRINOX (folsav, 5-fluorouracil, irinotecan és oxaliplatin
kombinacidja) vagy gemcitabine és nab-paclitaxel kombinacidjaval kemoterapiat
alkalmaznak (124, 125). Minden mas esetben palliativ céllal alkalmaznak kemoterapias

kezelést az elobb emlitett szereket alkalmazva, stadiumtol fiiggéen (110).

1.5 Tiidédaganatok

A tiildédaganat vilagszerte a leggyakoribb daganatos halalok (2). Kialakulasaért elsorban
a dohanyzas felelds, azonban egyre kevésbé hagyhatd figyelmen kivil a nem
dohanyosokban kialakulo tiidédaganatok novekvo aranya (126).

A malignus tiidédaganatok két nagy, szovettanilag jol elkiiloniild csoportjat
kiilonboztetjiik meg: a nagyobb aranyban el6fordulé nem kis-sejtes tiidédaganatokat
(NSCLC) és a kis-sejtes tiidédaganatokat (SCLC). A WHO (World Health Organization)
osztalyozasa szerint a NSCLC harom leggyakoribb altipusa az adenokarcinéma, a

laphamsejtes karcinoma ¢és a nagysejtes karcinoma (127).
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A tiidédaganatok kialakuldsat 85-90%-ban a dohdnyzas okozza, de ezen kiviil
kockazatnoveld lehet az ionizal6d sugarzasnak, a passziv dohdnyzasnak, a radonnak és
egyes fémeknek (arzén, krom ¢és nikkel), valamint a policiklusos aromas
szénhidrogéneknek valo kitettség (128). Tovabba, a nem dohanyzas okozta
tiidédaganatok kialakuldsdban kockazati tényezOként tartjdk szdmon a tiido egyes
gyulladasos allapotait (példaul asztma, kronikus bronchitis, mellhartyagyulladas,
tidégyulladas, tuberkuldzis), a tiid6fibrozist és a HIV fert6zést is (129-131). Egy kohorsz
tanulmany keretén beliil taldltak olyan Osszefliggést is, mely szerint a magas husbevitel
megndvelheti a tiidékarcinoma kialakulasanak kockazatat (132).

Az elmult évtizedek alatt a NSCLC-k kezelési protokolljaban egyre nagyobb jelentdséget
kaptak a célzott és az immunterapias kezelések a standard citotoxikus kemoterapiak
mellett (133). Az egyes onkogén mutaciok azonositasaval lehetdvé valt az egyénre
szabott terapiak bevezetése, melyek jobb talélési esélyeket biztositanak. Els6 generacios
EGFR gatlok a gefitinib és az erlotinib, melyek hosszabb progressziomentes talélést
eredményeznek a kemoterapidval kezelt EGFR mutécioval rendelkezd betegekhez képest
(134, 135). Tovabbi EGRF gatlok az afatinib és a dacomitinib, valamint az osimertinib,
melyek az Gjabb mutaciok kovetkeztében fellépd progresszid kezelésére szolgalnak (136-
138). Az ALK gatlok koziil a crizotinib, ceritinib, alectinib és brigatinib nagyobb kezelési
hatékonysagot és progressziomentes tilélést eredményeztek a hagyomanyos platina alapt
kemoterapiaval (139) vagy az els6 generacios crizotinibbel szemben kialakult
rezisztenciaval (140-142) szemben. Mivel az ALK és a ROS1 kinaz doménje homologiat
mutat, az ALK pozitiv tiidddaganatok kezelésére szolgalo célzott terapiak a ROS1 pozitiv
daganatokban is hatasosak (143-145). Azoknak a NSCLC-s betegeknek, akik BRAF
mutéciot hordoznak, a vemurafenib és a dabrafenib BRAF gatlok nyujtanak terépias
lehetdséget (146, 147).

Az immun checkpoint géatlok alkalmazasa elfogadott immunterapias lehetdség olyan
eldrehaladott vagy metasztatikus NSCLC-k esetében, melyeknél a kemoterapias kezelés
soran progresszid mutatkozik. Ide tartoznak a PD-1 gatl6 antitestek, mint a nivolumab és
a pembrolizumab, valamint a PD-L1 gatl6 atezolizumab, durvalumab és avelumab (148).
Az immunterapias lehetdségek kemoterapiaval valdé kombindcidja (pembrolizumab,
carboplatin, pemetrexed) eldrehaladott NSCLC-k kezelésében jobb progresszidmentes

tulélést eredményez (149).
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2. Célkitiizések

Munkam els6 részében az elérhet6 szakirodalmi adatok 6sszegytjtésével szerettem volna
felmérni a metil-donorokkal kapcsolatos mar ismert tudomanyos eredményeket. Ezért

célul tiiztem ki, hogy

1. szisztematikus irodalomgytjtést végziink, majd metaanalizissel Osszefiiggést
keresiink a metil-donor bevitel és a kolorektalis daganat kialakulasanak kockazata

kozott.

Mivel a metil-donorok hatasmechanizmusara vonatkoz6 ismeretek, valamint az, hogy
mely szignalizacids utvonalon keresztiil fejtik ki hatdsukat még nem teljesen feltartak,
munkam kovetkezo részeben célul tiiztem ki, hogy megvizsgaljuk

a metil-donorok hatasat a daganatos sejtek novekedésére és proliferaciojara,

a metil-donorok szerepét a programozott sejthalalhoz kapcsolodo titvonalakban,

a metil-donorok hatasat gyulladasos folyamatokra,

o B~ w N

a metil-donoroknak a metasztatikus markerek expresszidjara kifejtett hatasat.

Végiil szakirodalmi adatok alapjan feltételeztiik, hogy a daganatos betegek metil-donor

bevitele befolyasolhatja a betegség kimenetelét, ezért célom volt

a daganatos betegek metil-donor fogyasztasanak felmérése,
ezzel egyidejlileg egyes ¢életmodbeli és szociookondmiai tényezdk vizsgélata,

a metil-donor bevitel tulélésre gyakorolt hatasanak vizsgalata,

© 0 N o

megvizsgalni egyes gyulladasos markerek hatasat a talélésre.
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3. Modszerek

3.1 Szisztematikus irodalomelemzés és metaanalizis

Munkénk kezdetén, mely az irodalomi adatok feltérképzésével kezdddott, igyekeztiink
felmérni, hogy melyek a leggyakrabban eléforduld daganat tipusok a népesség korében.
A kolorektalis daganat mar akkor is a harmadik leggyakrabban el6fordulé daganat tipus
volt a tiid6 és az eml6 daganatok utan. Emellett az akkori szakirodalom a leggyakrabban
a kolorektalis daganatok vonatkozasaban targyalta a metil-donorok szerepét. Masrészt a
gyakorlat is ezt tamasztotta ala, mert az Onkologiai Klinikara érkez6 betegek korében ez
a daganat tipus fordult el leggyakrabban. Mindezek alapjan a szisztematikus
irodalomelemzést a kolorektalis daganatokra fokuszalva végeztiik el.

A szisztematikus irodalomelemzés és metaanalizis a PRISMA (Preferred Reporting Items
for Systematic Reviews and Meta-Analyses) ellendrzési lista iranymutatasai szerint
késziilt el (150).

Szisztematikus irodalomkutatast végeztiink a PubMed, Ovid-Medline, Web of Science
(WoS) és ProQuest elektronikus adatbazisokban. A keresést 2021. marcius 15-t61
visszamendleg végeztiik el minden lehetséges évre. A keresés sordn olyan publikacidkat
gyljtottiink ki, melyeket a kovetkezd keresészavak kombinacidjanak eredményeként
kaptunk meg: B vitaminok, B2-vitamin, B6-vitamin, B12-vitamin, kolorektalis daganat
és étrendi bevitel. A keresOszavak kombinacioi a kovetkezdk voltak: PubMed esetén B
vitaminok ES kolorektalis daganat, B2-vitamin ES kolorektalis daganat, B6-vitamin ES
kolorektalis daganat, B12-vitamin ES kolorektalis daganat; Ovid-Medline esetén B
vitaminok ES kolorektalis daganat ES étrendi bevitel, Web of Science és ProQest
esetében: B2-vitamin ES kolorektalis daganat, B6-vitamin ES kolorektalis daganat, B12-
vitamin ES kolorektalis daganat.

A keresési taldlatokat cim és absztrakt alapjan vizsgaltuk at, majd bevonasi €és kizarasi
feltételek alapjan tovabb sziirtiik a taldlatokat. A kovetkezd bevonasi feltételeket
hataroztuk meg: 1. a publikacionak angol nyelviinek kell lennie, 2. a publikacionak
eredeti kozleménynek kell lennie, 3. a vizsgalat felndttek bevondsaval tortént, 4. a

vizsgalat érdeklddésének targya a B2-, B6- vagy B12-vitamin, 5. az érdeklédésre szamot
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tartd eredmény a CRC diagnézisa. Kizartuk azokat a talalatokat, melyek eredményei
kizardlag allatkisérlet vagy in vitro kisérlet alapjan sziilettek.

A kivalogatasi folyamat végén fennmarado6 tanulméanyokat alkalmassagi szempontoknak
feleltettiik meg, melyek a kdvetkezok voltak: 1. a publikacidban esélyhanyadossal (OR),
relativ kockazattal (RR) vagy kockazati arannyal (HR) szamoltak 95%-0s konfidencia
intervallum (CI) mellett; 2. a tanulmany kohorsz vagy eset-kontroll tipusu vizsgalat,
utébbi esetben csak olyan publikaciok keriiltek bevalogatasra, melyek a B2-, B6- ¢s B12-
vitaminok és az MTHFR polimorfizmus kozotti 6sszefiiggést vizsgaltak CRC-ben.

A metaanalizisbe bevont kohorsz és eset-kontroll vizsgalatok mindségi osztalyozasat a

Newcastle-Ottawa skala (NOS) szerint végeztiik el.

3.1.1 Statisztikai analizis

A véletlen hatds modell (random effects model) alapjan Osszesitettiik a megfigyelt
hatasnagysagokat, beleértve az esélyhanyadosokat, a konfidencia intervallumokat és a
tanulmanyok sulyozasat. Kiszamoltuk a kombinalt hatdsnagysadgokat (CES), valamint a
hozzajuk tartoz6 95%-os konfidencia intervallumokat és 95%-0s elOrejelzési
értéktartomanyokat (PI). A heterogenitas meghatarozasara 12 statisztikat és Cochran’s Q
tesztet végeztiink. A heterogenitas lehetséges okanak kisziirésére meghataroztuk a kiugrd
hatasnagysagokkal rendelkezd tanulmanyokat, melyhez tolcsérdiagramot és Galbraith
diagramot hasznaltunk. A t6lcsérdiagram elemzése soran a *Trim and Fill’ modszert is
alkalmaztuk a valos hatasnagysag és a kombinalt hatasnagysag szorasanak becsléséhez.
A tanulmanyok publikacios torzitasdnak értékeléséhez elvégeztiik az Egger regresszios
tesztet és a Begg és Mazumdar-féle rangkorrelacios tesztet. A bevont tanulmanyok egyedi
publikacids és egyéb torzitdsait az eredeti kozleményben leirtak alapjan értékeltiik.

Minden statisztikai elemzés a Meta-Essentials eszkozeivel valosult meg (151).
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3.2 Invitro vizsgalatok

Az in vitro vizsgalatokhoz kivalasztott sejtvonalaknal is hasonlo volt a szempont, mint a
metaanalizis esetében, szerettlink volna olyan daganat tipusokat kivalasztani, melyek
eléfordulasa gyakori a betegek korében. Emlo, tiid6 és kolorektalis sejtvonalakon kezdtiik
el a vizsgalatainkat. Mivel a hasnyalmirigy daganattal diagnosztizalt betegek allapotanak
javitasaban a taplalasterapia kiemelt jelentoségli lehet a rosszabb progndzis miatt,
szerettiik volna megnézni, hogy a taplalkozassal bevihetd metil-donorok milyen hatassal
lehetnek a hasnyalmirigy tumor sejtekre. A kezdeti mérések soran a kolorektalis tumor
sejtvonalnal az alkalmazott koncentracioknal nem talaltunk szignifikans kiilonbségeket a
vizsgalt sejtfunkciok tekintetében, igy az eldsziirés utdn az elébb emlitett harom

sejtvonalat vizsgaltuk tovabb.

3.2.1 Sejttenyésztés

In vitro kisérleteink soran human eml6 adenokarcioma (MCF7; HTB-22), duktalis emld
karcinéma (T47D; HTB-133), tiidé karcindéma (A549), tiidé adenokarcindma (H1650;
CRL-5883) ¢és hasnyalmirigy adenokarcinoma (Panc-1) sejtvonalakat hasznaltunk (1.
tablazat), melyek amerikai (ATCC, American Type Culture Collection, Manassas, VA,
USA) vagy német (DSMZ, Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH, Braunschweig, Germany) sejtbankbol szarmaztak. A sejtvonalakat a nekik
megfeleld tapfolyadékokban tenyésztettiik, melyeket 10% fotalis borju szérummal (FBS,
FB-1090, Biosera, Nuaille, France) ¢s 0,4% gentamicinnel (Sandoz, Basel, Switzerland,
80 mg/2 ml) egészitettiink ki. A T47D sejtvonal esetében tovabbi 10 ug/ml inzulint
(12585-014; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) is adtunk a tapfolyadékhoz.
A sejteket a fenntartas soran, valamint a kezelések ideje alatt 37°C-on, 5 %-0s CO:2
koncentracid mellett tenyésztettiik inkubatorban. A sejtek kezelése 96 lyuku, 6 lyukt,

illetve T25-6s tenyésztéedényekben tortént a vizsgalat tipusatol fliggden.
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1. tablazat. Az in vitro kisérletek soran vizsgalt sejtvonalak osszefoglalasa

emld RPMI 1640
WP et | OO0 Al (LM-R1640; Biosera)
duktalis eml6 Ham’s F12 Nutrient Mix
T47D karcindbma ATCC HTB-133 (21765-029; Thermo Fisher Scientific)
. 1 ., high glucose DMEM
A549 tiido karcinoma = DSMZ ACC 107 (BE12-604Q; Lonza)
tido RPMI 1640
H1650 adenokarcindma ATCC | CRL-5883 (LM-R1640; Biosera)
hasnyalmirigy .
Panc-1 duktalis ATCC = CRL-1469 high glucose DMEM
. (BE12-604Q; Lonza)
karcindbma

3.2.2 Metil-donor kezelés

A vizsgalt tumor sejteken metil-donorokbol allo kezelést alkalmaztunk, melynek soran
L-metionint, Kolin-kloridot, folatot és Bl2-vitamint egyiitt hasznaltunk, tehat a
felhasznalt metil-donorok hatasat nem kiilon vizsgaltuk a sejtkultarakon. Ezeket a metil-
donor vegyiileteket minden kezelés eldtt frissen adtuk hozza a sejtek tapfolyadékahoz,
majd kiilonbozé koncentraciokat (1x-es, 10x-es és 20x-0s) alkalmazva kezeltik a
sejteket. Az alap (1x-es) koncentracid 17 mg/l L-metionint, 9 mg/l kolin-kloridot, 3 mg/I
folatot és 2 mg/l B12-vitamint tartalmazott (ennek megfeleléen a tobbi koncentracio
ennek 10x-es vagy 20x-os mennyiségét tartalmazta), melyet a vizsgalataink alapjaul
szolgalo korabbi tanulmany alapjan hataroztunk meg. A tervezett vizsgalattol fiiggden a
kiindul6 sejtszamot a sejtvonal, illetve a tenyésztéedény tipusa hatdrozta meg. Minden
esetben a sejteket 50%-o0s konfluencia szintig (a tenyésztofeliilet szazalékos boritottsaga)
tenyésztettik 24 oran keresztiil, ezutan a rajtuk 1évo tapfolyadékot a metil-donorok
keverékét tartalmazo tapfolyadékra cseréltiik. A 24, 48 és 72 oras inkubacios 1d9 letelte
utan vizsgaltuk a kezelések hatasat. A metil-donorokat a Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA) cégtdl rendeltiik.
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3.2.3 Eletképesség mérés

A kezelt sejtek életképesség mérését kolometrikus MTS esszével (CellTiter
96®AQueous One Solution Cell Proliferation Assay, G3582; Promega, Madison, WI,
USA) végeztiik el, melynek Osszetevoi egy tetrazolium vegyiilet (MTS; 3- (4, 5-dimetil-
tiazol-2-il) -5- (3-karboxi-metoxi-fenil) -2- (4-szulfofenil) -2H-tetrazolium) és egy
elektronatadé reagens (PMS; fenazin-metoszulfat). Az MTS teszt sordn a tetrazolium
festék fenazin-metoszulfat jelenlétében szines, oldhaté formazan termékké redukalodik a
sejtekben, mely jol oldodik a sejtek tapfolyadékaban. A képzddd formazan termék
mennyisége aranyos az eld sejtek szdmaval.

A sejtek proliferacios vizsgalatdhoz sejtvonaltol fiiggden 1,5 - 3 x 10* /ml sejtet raktunk
ki 96 lyuku sejttenyészté edényekbe. 24, 48 és 72 oraval a kezelés utan 20 pul MTS
reagenst adtunk a sejtekhez, majd 2 6ra inkubdaci6 utan 490 nm-en lemértiik a képzddd
formazan termék abszorbancidjat plate reader késziilék (Labsystems Multiskan MS,

Thermo Fisher ScientificWaltham, MA, USA) segitségével.

3.2.4 Aramlasi citometrias mérések

Az aramlasi citometriaval elvégzett vizsgilatainkhoz a sejteket 3 - 5 x 10* /ml
koncentracioban osztottuk ki 6 lyukd tenyésztdedényekbe. A 24, 48 és 72 oras metil-
donor kezelés utan a sejteken 1év6 tapfolyadékot, majd az egyszeres tripszin-EDTA (XC-
T1717; Biosera, Nuaille, France) oldatos kezelés utan a sejteket is Osszegyjtottik és
lecentrifugaltuk (1500 rpm, 5 perc). Ezt kovetéen a foszfattal pufferelt sooldattal (PBS)
még kétszer atmosott sejteket a tovabbiakban az apoptozis és sejtciklus mérésekhez

hasznaltuk fel.

3.2.4.1 Apoptdzis mérés

Az apoptotikus sejtfrakcié meghatarozasahoz Annexin V (AnnV) és propidium-jodid (P1)

festésen alapul6 apoptozis detektalo kitet (FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit with
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Pl; 640914; BioLegend, San Diego, CA, USA) hasznaltunk. Az Ann V fehérje a
sejtmembranban elhelyezkedd foszfatildil-szerinhez kotédik. A membranintegritds
sériilésekor vagy korai apoptozis esetén a foszfatil-szerin kihelyezddik a sejtmembran
kiils6 felszinére, ami az Ann V szamara specifikus kotédést biztosit. A PI egy olyan
fluoreszcens festék, amely csak a kés6i apoptotikus vagy nekrotikus sejteket jeldli azaltal,
hogy bejut a sejtmagba ¢s kotddik a DNS-hez. Ezek alapjan az apoptdzis méréseink soran
megkiilonboztettiink korai apoptotikus (AnnV+, Pl-), kés6i apoptotikus (AnnV+, PI+) és
nekrotikus (AnnV-, PI+) sejtfrakciokat. Az egészséges sejtek (AnnV-, Pl-) egyik
festékkel sem festddtek meg.

Centrifugalas utan a kitben talalhaté Annexin Binding Buffer-ben oldottuk fel a sejteket,
majd hozzaadtuk a szuszpenzidhoz a fluoreszcein-izotiocianattal (FITC) jelolt Ann V
fehérjét 1:100 higitasban és 15 percig inkubaltuk fényt6l elzart helyen. A mérést
megel6zoen 1 pl PI-dal is megfestettiik a sejteket. Minden minta esetén 10.000 eseményt
detektaltunk azonos bedllitasi paraméterek mellett, CytoFLEX Flow Cytometer és a
hozz4 tartoz6 CytExpert szoftver (Beckman Coulter, Indianapolis, IN, USA)

segitségével.

3.2.4.2 Sejtciklus mérés

Sejtciklus méréseinket fixalt sejteken végeztiik el PI-os festést kovetden. A modszer soran
ribonukledz (RN4z) enzimet hasznaltunk az RNS molekuldk emésztésére, igy a Pl a DNS-
hez kotodik, ezért a sejtekben mért fluoreszcens intenzitas aranyos a szubGl, G1, S és
G2/M fazisokban 1év0 sejtmagok DNS tartalmdval, és ebbdl kovetkeztethetiink a
sejtciklus fazisainak valtozasaira.

A mosasi 1épéseket kovetd centrifugalds utan a sejtpellethez cseppenként adtuk hozza a
70%-o0s jéghideg etanolt és 20 percig szobahdmérsékleten, majd tovabbi 30 percig -20
°C-on fixaltuk a sejteket. Kétszeri PBS-es mosast kovetden a sejteket 1%-0S RNaz
(R5503; Sigma Aldrich, 10 mg/ml) és 20 pl PI (P3566, Thermo Fischer Scientific Inc,
Waltham, MA, USA; 1 mg/ml) tartalmi PBS-ben reszuszpendaltuk, majd 1 6éran at
inkubaltuk 4 °C-on. A sejtek fluoreszcens intenzitasdinak meghatarozasara 20.000
eseményt detektaltunk azonos beallitasi paraméterek mellett, CytoFLEX Flow Cytometer
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¢s a hozza tartozd CytExpert szoftver (Beckman Coulter, Indianapolis, IN, USA)

segitségével.

3.2.5 Western blot

A fehérjék vizsgalatdhoz T25-0s flaskaban tenyésztettiik a sejteket, majd 24, 48 és 72
oras metil-donor kezelés utan a sejteket kétszer atmostuk PBS-el, majd a kés6bbi

felhasznalas id6pontjig -20°C-on taroltuk.

3.25.1 Fehérjeizolalas és minta el6készités

Az izolalas megkezdése eldtt a flaskara novesztett sejteket és az izolalashoz sziikséges
reagenseket jégre helyeztik. A sejtekre 0,5 mM natrium-ortovanadattal (NasVOs), 10
mM natrium-fluoriddal (NaF) és 1:200 protedz inhibitor koktéllal (PIC; P8340, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) kiegészitett RIPA (radioimmunoprecipitation assay)
lizispuffert pipettaztunk. Az edény aljardl sejtkaparo6 segitségével dsszegytijtottiik, majd
pipettaval Eppendorf csovekbe helyeztiik a lizdtumokat. Alapos szuszpendalés utan jégen
30 percig allni hagytuk, ezutan 4 °C-ra lehiitott centrifugaval 12.000 rpm-en 15 percig
centrifugaltuk. A feliilaszokat atpipettaztuk tiszta Eppendorf csdvekbe és az igy kapott
(A53226; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) segitségével hataroztuk meg a
gyartoi utasitds szerint. A fehérje extraktumokat 0tszords toménységli mintafelvivd
pufferrel egészitettiik ki és 95 °C-on 5 percig melegitettiik, majd felhasznalasig -20 °C-

on taroltuk.

3.2.5.2 Western blot analizis

A fehérjék vizsgalatdhoz sejtvonaltdl fliiggéen mintanként és vizsgalatonként azonos

mennyiségl, vizsgalattol fliggden 12 - 30 pg kozotti 6sszfehérje mennyiséget vittiink fel
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SDS tartalma 10%-os poliakrilamid gélre (SDS-PAGE), melyeket 80 V-on 20 percig,
majd 180 V-on 50 percig futtattunk Mini Protean vertical electrophoresis késziilék (Bio-
Rad, Hercules, CA, USA) segitségével. A lefuttatott fehérjéket polivinil-difluorid
(PVDF) membranra (IPVH00005; Merck KGaA, Darmstadt, Germany) blottoltuk 100 V-
os fesziiltséggel 60 percen keresztiil 4 °C-on. Tejporos blokkolds utan a membranokat
elsddleges antitestekkel inkubaltuk egy ¢éjszakan at 4 °C-on (2. tablazat). Mosasi [épések
utan a megfeleld torma-peroxidaz (HRP)-konjugalt masodlagos ellenanyagokkal torténd
jelolést végeztiik el. A membranok el6hivasa SuperSignal West Pico Chemiluminescent
Substrate Kit (34080; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) hasznalataval
tortént a gyartoi utasitas alapjan, majd ezt kovetden az eredmények vizualizalasat iBright
FL1500 Imaging System (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) késziilékkel
végeztiik el. Az immunoblottok denzitometrias kiértékelése Image J szoftverrel tortént,
melyet a Nemzeti Egészségiigyi Intézet (NIH) és a Wisconsini Egyetem Optikai és
Szamitdgépes Laboratoriuma (LOCI) fejlesztett ki.
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Caspase-9 Cell Signaling 9502S 1:1000 nyul
Bak (D4E4) Cell Signaling 12105T 1:1000 nyul
Puma Cell Signaling 12450T 1:1000 nyul
Bax (D2E11) Cell Signaling 5023T 1:1000 nyul
Bcl-2 (124) Cell Signaling 15071S 1:1000 egér
Mcl-1 (D5V5L) Cell Signaling 39224S 1:1000 nyul
p21 (SX118) Santa Cruz Biotechnology sc-53870 1:200 egér
p-Erk1/2 Cell Signaling 4370S 1:2000 nyul
p-p53 (B-3) (Thrb5) = Santa Cruz Biotechnology =~ sc-377553 1:200 egér
p-p53 (Serlb) Cell Signaling 9284T 1:1000 nyul
p-Akt Cell Signaling 3787S 1:1000 nyul
Akt (pan) (11E7) Cell Signaling 4685S 1:1000 nyul
beta-Actin (13E5) Cell Signaling 4970S 1:5000 nyul
CD30 Cell Signaling 25114 1:1000 nyul
NAE Cell Signaling 8242 1:1000 nyul
SDF-1a (FL-93) Santa Cruz Biotechnology SC-28876 1:500 nyul
STAT3 NeoMarkers RB-9237-PO 1:500 nyul
MMP-9 (GE-213) Sigma-Aldrich MAB13415 1 pg/mL egér
E-cadherin R&D Systems AF648 0,5 pg/mL kecske
Antlmoles 196 Cell Signaling 7076S 1:1000 16
Anﬁ;ggﬁ:iégel Cell Signaling 7074S 1:1000 kecske
Anti-goat 1gG, Dako P0449 1:1000 nyul
HRP-linked

3.2.6 Citokin array

A gyulladasos citokinek vizsgalatahoz Panc-1 sejtek metil-donor kezelés utani
feliiluszojat gytjtottikk be, melyeket a mérésekig -20 °C-on taroltunk. A sejtek altal
termelt gyulladasos citokin szinteket Proteome Profiler Human XL Cytokine Array Kit
(ARY022B, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) segitségével hataroztuk meg. A
mérések a gyartdi utasitasok szerint torténtek. A membranok vizualizalasat iBright
FL1500 Imaging System (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) késziilékkel

végeztiik el. Az atlagos jelintenzitasok kiértékelése Image J szoftverrel tortént, melyet a
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Nemzeti Egészségiigyi Intézet (NIH) és a Wisconsini Egyetem Optikai és Szamitogépes
Laboratériuma (LOCI) fejlesztett ki.

3.2.7 Statisztikai analizis

Eredményeink kiértékelését GraphPad Prism (San Diego, CA, USA) szoftverrel végeztiik
el. A statisztikai elemzéshez parositott mintds Wilcoxon-féle eldjeles rangprobat és
Bonferroni vagy Geisser—Greenhouse post hoc teszttel kiegészitett egy- vagy
tobbszempontos ANOVA-t hasznaltunk. A tobbszords Osszehasonlitdsokat Dunnett-
tesztettel végeztiink. A csoportok kozotti eltéréseket p < 0,05 értéknél tekintettiik
statisztikailag szignifikansnak. Ez aldl kivételt képeztek az MCF7, T47D, A549 és H1650
Western blot-ok értékelése, ahol a szignifikancia szintet a New England Journal of
Medicine (NEJM) szerinti p < 0,033 értéknél hataroztuk meg.
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3.3  Kérddives felmérés és huméan mintan végzett vizsgalatok

3.3.1 A vizsgalatban résztvevo betegek

A vizsgélatba 41 eml6 (BC), 37 kolorektélis (CRC) és 36 hasnyalmirigy (PC) daganattal
diagnosztizalt betegeket vontunk be életkorra, nemre vagy kezelési protokollra vonatkozo
kitétel nélkiil. A vizsgalatban vald részvétel teljesen Onkéntes volt, mely a betegek
részEérdl indoklas nélkiil visszavonhatd volt. A részvétel feltétele az irdsos beleegyezd
nyilatkozatok aléirdsa volt. Ezt kvetden a betegekhez egyéni kodokat rendeltiink, igy az
adatokat, a valaszokat ¢és az eredményeket személyhez nem kothetd, anonim moddon
dolgoztuk fel. A betegek részvétele nem befolyésolta a kezelésiik menetét. A vizsgalat
megkezdését a sziikséges szakhatosagi allasfoglalast kiadd etikai bizottsdg, az
Egészségiigyi Tudomanyos Tanacs Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsaga (ETT
TUKEB) engedélyezte (28123-6/2019/EUIG).

3.3.2 A szociodkonomiai hatteret, egyes életmodbeli szokasokat és a metil-donor

fogyasztas gyakorisagat felmérd kérddiv

A daganatos betegek korében egy onalldan dsszeallitott, zart kérdésekbdl allo kérddives
felmérést végeztiink, mellyel szociookondmiai adatokat, életmodbeli tényezdket és metil-
donor tartalmu élelmiszerek fogyasztasi gyakorisagat rogzitettik. A fogyasztasi
gyakorisagok kikérdezését Food Frequency Questionnare (FFQ) modszerrel végeztiik. A
kérddivek interjuszerti kikérdezése személyesen vagy telefonon keresztiil tortént. A
valaszok feldolgozasahoz egy altalunk definidlt, szamozason alapuld kodolast
hasznaltunk, majd ennek segitségével készitettiik el a statisztikai elemzéseket.

A fizikai aktivitas felméréséhez kiilonb6z6 mozgasformakat definialtunk. Nehezebb,
nagyobb megterheléssel jaro6 mozgasforma volt a futds és az uszas; kdzepes erdsséglinek
tekintettiik a nordic walking-ot és a kerékparozast; a kdnnyebb, nem nagy intenzitasu
kategoriaba soroltuk a tornat, a jogat és a gydgytornat. Ezeken kiviil meghataroztunk egy
‘egyeb’ kategoridt is, amibe azokat a mindennapos tevékenységek tartoztak, melyek

olyan fizikai aktivitasnak tekinthetok, melyek segithetik a betegek jo fizikalis
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allapotanak, aktiv életformajanak megtartasat (példaul séta, hazi munka, kertészkedés,
kirandulas).

Az FFQ alapjan bevitt metil-donor mennyiségeket az USDA (U.S. Department of
Agriculture) FoodData Central elektronikus adatbazisanak segitségével hataroztuk meg.
A beviteli értékek alapjan a betegeket alacsony, kdzepes és magas napi bevitel szerinti
csoportokba osztottuk, ahol az alacsony napi bevitel jelentette az RDA (Recommended
Dietary Allowances) koriili vagy annal alacsonyabb bevitelt (5. tablazat). A statisztikali
elemzések soran a metil-donorok koziil a betain, kolin, metionin, folat és B2-, B6-, B12-

vitaminok egyenkénti és Gsszesitett hatasat vizsgaltuk a betegek tlélésére vonatkozodan.

3.3.3 Human vérmintak

A vizsgalatainkba bevont személyektdl laboratériumi vérvétel sordn trikalium-etilén-
diamin-tetraecetsav (K3-EDTA) antikoagulanst tartalmazo6 cs6be vénas vért gylijtottiink.
A vérmintakat centrifugélassal szeparaltuk 3000 rpm fordulatszdmon 10 percig 4 °C-on.
Az alakos elemektdl szétvalasztott sejtmentes vérplazmat egy tiszta csOben ismét
lecentrifugaltuk, majd aliquotokba osztottuk szét és -20 °C-on taroltuk a felhasznalasig.
A centrifugalas soran visszamaradt vorosvértesteket szintén elraktuk tovabbi vizsgalatok

céljabol.

3.3.4 Szendvics ELISA

Az IL-6 ¢és IL-8 citokinek kvantitativ vizsgalatdhoz a vérmintakbdl szarmazo
vérplazmékat hasznaltuk fel. A vérplazmakban taldlhato IL-6 és IL-8 koncentracidkat
Quantikine Human ELISA Kit (D6050 és D8000C; R&D Systems, Minneapolis, MN,
USA) segitségével hataroztuk meg gyartoi utasitas szerint. A méréseket human IL-6 vagy
IL-8 citokinekre specikfikus monoklonalis ellenanyaggal elére bevont felszinii plate-eken
végeztiik. A megfeleld mennyiségli mintdk kiosztdsa utan az inkubacios 1d6 alatt a
mintdban talalhat6 citokinek hozzakotddtek az antitestekhez. Mosasi 1épések utan adtuk

hozza a HRP-konjugalt poliklonalis ellenanyagot. Ismételt mosasi 1épéseket kovetden a
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szubsztrat oldat hozzaadasaval kapott szinvaltozas intenzitasa jol mutatta a plate-eken
megkotott citokinek mennyiségét. Az egyes lyukakban mérhetd optikai denzitast 450 nm-
en mértik le plate reader késziilék (Labsystems Multiskan MS, Thermo Fisher
ScientificWaltham, MA, USA) segitségével. A vérplazmakban mért IL-6 és IL-8 citokin
koncentraciokat standard gorbék alapjan szamoltuk ki és pg / ml mértékegységben adtuk

meg.

3.3.5 SNP mérés PCR alapi KASPar médszerrel

3.3.5.1 DNS izolalas

A humén vérmintdk szeparaldsa utan elrakott vordsvértestek felhasznalasaval DNS-t
izolaltunk. Az izolalast QlAamp DNA Blood Mini Kit (51104, Qiagen GmbH, Hilden,
Germany) segitségével végeztiik el a gyartdi utasitasok betartasaval. 200 pl mintat a
kitben talalhato protedzzal és Buffer AL-lal alaposan Osszevortexeltiink, majd 56 °C-on
10 percig inkubdltunk. 200 pl 96%-0s etanol hozzaadasa utan a keveréket a kitben
talalhato specialis, DNS-t adszorbeald szilirével rendelkezd csdvekbe helyeztiik at és
12.000 g fordulatszamon 1 percig centrifugaltuk. A sz{ird feliiletén megkdtott DNS-t a
kitben taldlhaté mosopufferekkel kétszer atmostuk, végiil a Buffer AE oldattal 1 percig
inkubaltuk. Centrifugalas (6000 g, 1 perc) utan megkaptuk a mintakbol izolalt DNS-eket,
melyek koncentracioit (ng / pl) és tisztasagi értékeit (OD260/230, OD260/280)
NanoDrop 1000 spektrofotométer (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, USA)

segitségével hataroztuk meg.

3.3.5.2 SNP meghatarozas

A betegek MTHFR (C677T) polimorfizmusanak SNP meghatarozasahoz KASP-On-
Demand kit-et (KBS-1016-016, LGC Genomics, Hertfordshire, UK) hasznaltunk,
melyhez a gyart6 altal eldirt utasitasokat kovettiik. Mindegyik DNS mintabol 3 ul-t

pipettaztunk 96 lyuki PCR plate-ekre. Ezekhez adtuk hozzd a protokoll szerint
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Osszeallitott KASP genotyping mix-et, ami lyukanként 5 pl 2x KASP Master mix-et, 0,14
ul KASP Assay mix-et és 2 ul tisztitott vizet tartalmazott. A mintdk RT PCR-ben val6
futtatasat a KASP thermal protocol szerint végeztiik, mely soran 94 °C-on torténd 15
perces aktivacids ciklus utan 10 cikluson keresztiil 94 °C-on 20 masodpercig denaturalas
és 61-55 °C-on 60 masodpercig (0,6 °C-os ciklusonkénti homérséklet visszaeséssel)
elongécid torténik, majd 26 cikluson at 94 °C-on 20 masodpercig denaturalas és 55 °C-
on 60 masodpercig elongacio torténik. Az vizsgalt allélok jelolése FAM ¢és HEX
fluoreszcens festékekkel tortént, ahol a FAM jelolte az MTHFR gén C alléljat és a HEX
pedig a T alléljat. A termalis ciklusok futtatasat és az adatok kiértékelését az Applied
Biosystems QuantStudio™ 3 Real-Time PCR késziilékkel végeztiik el (Thermo Fisher
Scientific, Wilmington, DE, USA).

3.3.6 Statisztikai analizis

A kérddivek szociodkonomiai ¢€s ¢letmddbeli tényezdkre vonatkozd adatait leird
statisztika segitségével elemeztiik, melyet Microsoft Excel szoftver segitségével
végeztiink el. Minden mas statisztikai elemzéshez Bonferroni post hoc teszttel
kiegészitett tobbszempontos ANOVA-t, Mantel-Cox log-rank tesztetet és Spearman-féle
nem parametrikus korrelacidanalizist alkalmaztunk, melyhez GraphPad Prism (San
Diego, CA, USA) szoftvert hasznaltunk. A csoportok kozotti eltéréseket p < 0,05 értéknél
tekintettlik statisztikailag szignifikansnak. Ez alo6l kivételt képez a szendvics ELISA
kiértékelése, ahol a szignifikancia szintet 8 GP Prism stilus szerint hataroztuk meg (*:

0,01 <p<0,05; **: 0,001 <p<0,01; ***:0,0001 <p <0,001 és ****: p<0,0001).
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4. Eredmények

4.1 A szisztematikus irodalomkutatas és metaanalizis felépitése

Az elektronikus irodalomkutatds eredményeként Osszesen 1021 darab publikaciot
gyljtottiink ki a négy adatbazisbol. A keresési taldlatok atvizsgalasa utan 84 cikket
vetettiink ala a bevonasi €és kizarasi kritériumok szerinti vizsgalatnak. A feltételeknek
megfeleld 35 darab cikk teljes szovegének atnézését kovetden végiil 14 tanulmanyt
vontunk be a kvantitativ metaanalizisbe (9 kohorsz €s 5 eset-kontroll tanulmanyt) (3.

abra).

v
B
= Adatbazisokban torténd kereséssel
2 azonositott rekordok
2 (n=1021)
<
Kizért rekordok a cim vagy
> az absztrakt dttekintése utan
(n=924)
)
Rekordok a kizéras utan
(n=297)
.@ - Kivalogatott duplikdtumok
3 {n=13)
)
Rekordok a duplikdtumok
eltavolitasa utan
(n=84)
—
Kivélogatott nem relevéns és
> nem CRC témaju rekordok
{n=49)
)
a Teljes szdvegl cikkek
E alkalmassagi értékelése
= {(n=35)
<
Teljes szdvegl cikkek
> kizarédsa kulénbozd okokbdl
(n=21)
b A kvantitativ analizisbe
= 3
S bevont tanulményok
2 (metaanalizis)
(n=14)

3. abra. A kivalasztasi protokoll PRISMA folyamatabraja (sajat abra)
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Az els6 analizisbe bevont 9 kohorsz tanulmany esetében a kiszamolt altalanos
es¢lyhanyados a B vitamin bevitel CRC-re gyakorolt hatasat mutatta meg. Ennek a
csoportnak a teljes mintanagysaga 777.117 £6 volt, melyben 8.146 CRC esetet vizsgaltak.
Az clemzést a B vitamin tipusa szerint végeztiik el és a forest plot-okat kiilon B2-
vitaminra, B6-vitaminra és B12-vitaminra készitettik el.

A masodik analizis 5 eset-kontroll vizsgalatot foglalt magaba. A kiszamolt altalanos
es¢lyhanyados reprezentdlta az MTHFR C667T homozigéta polimorfizmus és a B
vitaminok kozotti Osszefiiggést, amely befolyasolja a polimorfizmus okozta CRC
kialakulasanak kockazatat. Az eset-kontroll vizsgalatokban Osszesen 7.790-en vettek
részt, ahol 2.230 CRC-vel diagnosztizalt beteg volt.

A publikéciok alacsony vagy magas csoportokba soroltdk a napi B vitamin beviteleket
tercilisek, kvartilisek és kvintilisek segitségével. A beviteli értékek kiilonboztek az egyes
tanulmanyokban, ezért minden esetben a legmagasabb és a legalacsonyabb beviteli

értéket hasonlitottuk 6ssze a vonatkozo esélyhanyadosokkal.

4.2 A B vitaminok bevitele és a CRC kialakuldsanak kockazata kdzotti 6sszefiiggés

A legmagasabb és legalacsonyabb B2-, B6- és B12-vitamin bevitel és a CRC kockazat
kozotti osszefliggés kimutatasara a kombinalt hatdsnagysagot hasznaltuk.

A legmagasabb és legalacsonyabb B2-vitamin beviteli kategoridkat dsszehasonlitva a
kombinalt hatasnagysag CRC kialakulasara 0,90 volt, 95%-0s CI mellett (0,83 — 0,97),
ami arra utal, hogy a magasabb B2-vitamin bevitel forditottan aranyos a CRC
kialakulasanak kockazatdval (4A 4bra.). Nem talaltunk kiilonbséget a C195% és P195%
értékek kozott. Heterogenitas a tanulmanyok kozott nem volt (12 = 0,00%; p = 0,910,
PI195% = 0,83 — 0,97) (4A abra). A ’Trim and fill’ moddszerrel sem talaltunk
heterogenitasra utald adatot, és sem a tdlcsérdiagram, sem a Galbraith diagram nem
mutatott kiugro hatasnagysag értékeket. Az Egger regresszios teszt (p = 0,202), valamint
a Begg és Mazumdar-féle rangkorrelacios teszt (p = 0,094) nem bizonyitott publikacios

torzitast.
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A metaanalizis sordn kapott eredmények azt is kimutattdk, hogy a magasabb étrendi B6-
vitamin bevitel altal csokken a CRC kialakulasanak esélye (CES = 0,80; CI195% 0,68 —
0,92) (4B abra.). A P195% érték (0,64 — 0,96) hasonlo volt a CI95%-hoz. Alacsony
mértékii statisztikai heterogenitast detektaltunk (I = 9,17%; p = 0,359; P195% 0.64 —
0.96) (4B abra). A *Trim and fill’ mddszer szerint azonban B6-vitamin esetében sem volt
heterogenitasra utal6 bizonyiték. A tolcsérdiagram és a Galbraith diagram nem mutatott
kiugro értékeket a hatdsnagysagok kozott. Publikécios torzitast nem talaltunk az elvégzett
Egger regresszios teszt (p = 0,880) és Begg és Mazumdar-féle rangkorrelacios teszt (p =
0,174) alapjan.

Sulyozas Hatasnagysag

A’ 0% 20% 40% 000 020 040 060 080 1.00 120 140 160 1.8
B2 0 i 5% & :
1 Kabat GC et al female 1 1 —_——

2 Shrubsole et al 2 2
3 Zschabitz S et al female 3 3 ——
4 Basset JK et al 4 4 ——
5 Yoon et al male 5 5 _
6 Yoon et al female 6 6 ———
7 CES: 0,90 CI (0,83-0,97) 7 =0
PI (0,83-0,97)

12: 0,00%, p =0,910 o ,

B csokkent CRC kockazat emelkedett CRC kockazat
B6 0 T J —
1 Larsson et al 1 1 —

2 Le Marchand et al 2 2 ——
3 Ishihara J. et al male 3 3 e
4 Ishihara J. et al female 4 4
5 Shernhammer et al male 5 5
6 Shernhammer et al female 6 6
7 Shrubsole et al 7 7
8 Zschabitz S et al 8 8 ——
9 Basset JK et al 9 9
10 CES: 0,80 CI (0,68-0,92) 10 bt
PI (0,64-0,96)
1%: 9,17%, p = 0,359 csokkent CRC kockazat emelkedett CRC kockazat

C.

B12 -
1 Shernhammer et al male 1 1 $ 1
2 Shernhammer et al female 2 2 —_—e—
3 Shrubshole 3 3 [ =
4 Basset JK et al 4 4 —C—
5 Zschabitz S et al female 5 5 —_——
6 CES: 0,98 CI (0,74-1,21) 6
PI (0,60-1,36)
12: 36,69%, p =0,177 csdkkent CRC kockéazat emelkedett CRC kockazat

4. abra. A B2-vitamin (A), a B6-vitamin (B) és a B12-vitamin (C) bevitel és a CRC
kialakulasanak kockazata kozotti 6sszefiiggés vizsgalata. A forest plot-ok a B vitaminok
bevitele és a CRC kozotti sszefliggést targyald tanulmanyok hatdsnagysagat abrazoljak.
A pontok mérete aranyos az egyes tanulmanyok stlyozasaval.
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A Bl2-vitaminokat targyalé kohorsz tanulmanyok esélyhanyadosaibol kiszamolt
kombinalt hatasnagysag alapjan megfigyeltiik, hogy a magasabb B12-vitamin bevitel
megemelheti a CRC kialakulasanak kockazatat (CES = 1,10; CI195% 0,80 — 1,39; P195%
0,50 — 1,69) egyes populaciokban. Szignifikansan jelentds 64,01%-0s (p = 0,011; P195%
= 0,50 - 1,69) heterogenitast mutattunk ki. A *Trim and fill’ mddszer szintén szignifikans
heterogenitast (p = 0,002) mutatott. Annak ellenére, hogy a hatasnagysag értékek koziil
nem igazolt kiugro értéket sem a tolcsérdiagram, sem a Galbraith plot (5. abra), az
Ishihara és munkatarsai altal kozolt tanulmanyt feltételeztiik leginkabb eltérének az

eredmények alapjan, ezért az Ishihara altal k6zolt eredményeket kizartuk az elemzésbol.

A. B.

Hatasnagysig
0.00 0.50 1.00 1.50 2.00

14,00

10,00
°
800 Ishihara J. et al /
_ male e °

g 600 Ishihara J. etal /.
Ishihara J. et al 8 female
, \male N 4,00 .

Ishihara J. et al /

female 2001 >

Standard hiba

0.30
o —

040 - 0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00
 Vizsgilatok # Kombindlt hatdsnagysag # Korrigilt CES Bevitt adatpontok

Inverz standard hiba

5. abra. A kiugré hatasnagysagok vizsgalata a B12-vitamint targyald tanulmanyok
kozott. A tolcsérdiagram (A) ferde hatarvonalan vagy a Galbraith diagramon (B) kiviil
es6 vizsgalatok lehetséges kiugro értékek.

Ennek hatasara jelentésen megvaltozott a Bl12-vitamin bevitellel kapcsolatos
metaanalizis eredménye. Az Ujraszamolt kombinalt hatisnagysagra 1 alatti értéket
kaptunk (CES = 0,98) és az I> mérsékeltebb, nem szignifikans értékiire valtozott (12 =
36,69%; p = 0,177). Ennek ellenére a heterogenitas tovabbi jelz6i (C195% 0,74 — 1,21;
P195% 0,60 — 1,36) tovabbra is magas heterogenitast jeleztek (4C abra). A tanulmany
kizarasat kovetden azonban nem talaltunk mar publikacios torzitast (p = 0,975 és p =

0,500).
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4.3 A B vitaminok bevitele és az MTHFR polimorfizmus kozotti 6sszefiiggés

A véletlen hatas modell alapjan azt talaltuk, hogy a magasabb B2- és B6-vitamin bevitel
csokkentheti a CRC kialakulasanak kockdzatat azokndl a betegeknél, akiknél jelen volt
az MTHFR C667T polimorfizmus (6. abra). A kiszdmolt kombinalt hatasnagysag 0,81
volt 95%-o0s CI (0,64 — 0,98) mellett (a P195% értéke is hasonld volt). Heterogenitast nem
tapasztaltunk az analizisbe bevont tanulmanyok kozétt (12 = 0,00%; p = 0,515) (6. 4bra).
A ’Trim and fill” médszerrel sem mutattunk ki heterogenitasra utal6 adatot. A publikacios
torzitas tesztelésére hasznalt Egger regresszids teszt (p = 0,759), valamint a Begg ¢és
Mazumdar-féle rangkorrelacios teszt (p = 0,340) egyike sem mutatott ki szignifikans

publikacids torzitast.

Sulyozas Hatasnagysag
1.00 -0.50 0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00
0 L 1 1 1 L 1 I

1 Donk et al B2 high TT 1 1 4

2 SharpLetal B2 highCT/TT 2 2 —_—

3 Donk et al B2 high CC 3 3 ——

4 Sharp Letal B2 high CC 4 4 —

5 Guerreiro CS et al B6 high TT 5 5 b

6 Slattery ML et al B6 high TT 6 6 —— 1

7 Theodoratou E etal B6 high TT 7 7

8 SharpLetal B6 highCT/TT 8 8 ————i

9 Guerreiro CS et al B6 high CC/CT 9 9 ——
10 Slattery ML et al B6 high CC 10 10 ——
11 Theodoratou E etal  B6 high CC 11 11 —————
12 SharpLetal B6 high CC 12 12 —_— e
13 CES: 0,81 CI (0,64-0,98) 13 ——

PI (0,64-0,98)
I2: 0,00%, p =0,515 csokkent CRC kockazat emelkedett CRC kockazat

6. abra. Az MTHFR C667T polimorfizmusanak a B vitamin bevitel és a CRC kialakulas
kockazat kozotti 6sszefliggésre gyakorolt hatasanak metaaalizis vizsgalata. A forest plot-
ok a B2- ¢és B6-vitaminok bevitele és a CRC kozotti 6sszefiiggést targyald tanulmanyok
hatdsnagysagat abrazoljak. A pontok mérete aranyos az egyes tanulmanyok sulyozasaval.

4.4 A metil-donor kezelés hatasa a tumorsejtek életképességére

A metil-donor kezelések tumorsejtek novekedésére gyakorolt hatasat emld, tidé és
hasnyalmirigy tumor sejtvonalakon vizsgaltuk meg MTS proliferacios teszt segitségével.
A kezelések soran alkalmazott 1x-es, 10x-es és 20x-0s metil-donor koncentraciok koziil

a 20x-os toménységben alkalmazott metil-donor kezelés az Gsszes vizsgalt sejtvonal

crer
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csoporthoz képest (7. abra). Ez a hatas az A549 sejtvonalndl mar 24 6ra utan jelentkezett
(p <0,01) (7C abra), mig MCF7 (p < 0,05 és p < 0,01) és Panc-1 (p < 0,01 és p <0,01)
sejtek esetében 48 €és 72 oras kezelés utan mértiink jelentds csokkenést (7A és 7E abra).
A T47D (p < 0,01) és H1650 (p < 0,001) sejtvonalak proliferacioja 72 o6ras 20x-0S

toménységli metil-donor kezelést kovetden csokkent le (7B és 7D éabra).

A MCF7 B T47D
*k * ,_|*
Fk dekk 2,07
2,01 M M mm Kontroll
[ /= Ix
3 y
- 15 j 1S = 10x
2 = 20x
3
1,04
£ 107 ]
B
=
“ 0.5 | I I 81
0,0- 0.0° e £
& s & & < > « o«
N n}‘e ® o of '\:"c » A~
H1650
5
C AS49 D
* ok
o — 1.5
3.0 d P . Kontroll
- T S = Ix
E 5i 10 m 0x
g = 20x
-
[~
=
b 05
= . 9]
0.0 0.0~
i > & & o & & &
N »° & & 87 > ® A
E Panc-1
20 ok &k
& Kk K Hl Kontroll
i i
3 Ix
a bS] =3 20x
>3
=
]
£ 1,01
<
g 3
=
< 0,5
0,0~ T T L T
P & & &
QS "}e g‘b‘o '\,»‘B

7. abra. A vizsgalt emld, tid6é és hasnyalmirigy daganatos sejtvonalak proliferacioja
metil-donor kezelés utan. Az MCF7 és T47D sejtek proliferacidja szignifikansan
lecsokkent 72 oras kezelés hatasara, ami az MCF7 sejtek esetében mar 48 oOras kezelés
utan is jelentkezett (A, B). Az A549 sejtekben a 24 oras, a H1650 sejtekben 72 6ras metil-
donor kezelés okozott szignifikans proliferacio csokkenést (C, D). A Panc-1 sejtek
proliferacioja 48 és 72 oras kezelés utan egyarant lecsokkent a kontroll csoporthoz képest

(E).
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45 A sejtciklus subGl fazisanak valtozasa metil-donor kezelés utan, valamint az ehhez

kapcsolodo jelatviteli utvonal elemeinek valtozasa

A sejtciklus mérések soran az apoptotikus sejtpopulaciot jelold subGl fazis valtozasat
aramlasos citometriaval vizsgaltuk, amely a sejtciklus hisztogramjan a G1 fazis elott
jelenik meg. A 20x-0s metil-donor koncentracioval kezelt tumorsejtek mindegyikében
megemelkedett a subG1 sejtek aranya. Szignifikans valtozast az MCF7 sejtekben 48 és
72 6ras kezelés utan (p < 0,001) (8B és 8D abra), a T47D sejtekben 72 oras kezelés utan
(p <0,01) (8F abra), valamint a Panc-1 sejtekben 48 6ras kezelés utan mértiink (p < 0,05)
(9B abra). Az altalunk vizsgalt A549 és H1650 tiid6 tumorsejtvonalak esetében csak a
subG1 fazis megnovekedett tendencidjat figyelhettiik meg (10. abra).
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8. abra. Az MCF7 ¢és T47D sejtek sejtciklus vizsgalata. A vizsgalt emld daganatos
sejtvonalak SubG1 fazisa szignifikansan megndvekedett metil-donor kezelés hatasara a
kontroll csoporthoz képest. Az MCF7 sejteknél 48 és 72 oras kezelés utan (A-C), a T47D
sejteknél pedig 72 oras kezelés utan nott meg a SubGl fazis (E, F). Minden oszlop a
pozitiv sejtek atlagos szamat mutatja a kontrollra normalizalva. **: p < 0,01; ***: p <
0,001. 10x és 20x: metil-donor koncentraciok.
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9. abra. A Panc-1 sejtek sejtciklus vizsgalata. A vizsgalt hasnyalmirigy daganatos sejtek
SubG1 fazisa szignifikansan megemelkedett 48 oras 20x-0s metil-donor kezelés utan a
kontrollhoz képest (A, B). Minden oszlop a pozitiv sejtek atlagos szdmat mutatja a
kontrollra normalizalva. *: p < 0,05. 1x és 20x: metil-donor koncentraciok.

Count

800

Count

A549 (24 6ra)

100

50
L

B Kontroll
W 10x
B 20x

400 600
il .

200
a1

Pl {x 10%)

H1650 (72 éra)

W Kontroll
i B 10x
4 B 20x

||

IAVA

[l | °

I \A A |
50

Pl (x 10%)

100

Pozitiv sejtek ardnya
(kontrollra normalizilva)

Pozitiv sejtek ardnya
(kontrollra normalizilva)

A549 (24 6ra)

Kontroll
10x
20x

oon

mm Kontroll
= 10x
B 20x

& @ &

10. abra. Az A549 és H1650 sejtek sejtciklus vizsgalata. A vizsgalt tiidé daganatos
sejtvonalak esetében megndvekedett tendenciaji SubGl fazisokat tapasztaltunk metil-
donor kezelés hatdsara a kontroll csoporthoz képest. Az A549 sejteknél 24 o6ras kezelés
utan (A, C), a H1650 sejteknél pedig 72 6ras kezelés utan nétt meg a SubGl1 fazis (B, D).
Minden oszlop a pozitiv sejtek atlagos szamat mutatja a kontrollra normalizalva. A549:
p=0,35; H1650: p = 0,46. 10x és 20x: metil-donor koncentraciok.
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Ismert, hogy a sejtek novekedésben ¢€s szaporoddsaban jelentds szerepet jatszo
MAPK/ERK jelatviteli utvonal aktivacioja eldsegiti a sejciklusba vald belépést
szabalyozd gének aktivaciojat és elnyomja azokat a géneket, melyek megakadalyozzak
ezt a folyamatot (ilyen a p21WAFYCIPL fehérjét kodold CDKNI1A gén). Ebbél kifolydlag
Western blot analizissel megvizsgaltuk, hogy a metil-donor kezelés miként befolyésolja
a tumor sejtekben a p-p44/42 MAPK (p-ERK1/2) szintet, valamint az AKT és a p53
fehérjék szintjét. Ezen kiviil a sejtciklus G1 fazisanak p53-fiiggd gatlasdban szerepet
jatszo p2lWAFLCipL
kezelés hatasara szignifikansan lecsokkent az AKT szintje az A549 sejtekben 24 6ra utan,
az MCF7 sejtekben 48 ora utan és a T47D sejtekben 72 o6ra utan a kontroll csoporthoz
képest (p < 0,001) (11E abra). Ezeknél a sejtvonalaknal az anti-apoptotikus AKT
csokkenésével egyiitt szintén szignifikansan csokkentek a sejtekben mért p-ERK1/2
szintek (p <0,001) is, az eldbb leirt koncentracional ¢s kezelési idoknél (11F éabra).

Azonban az MCF7 sejtek 72 6ras metil-donor kezelése az AKT és a p-ERK1/2 szintjeinek

emelkedését okozta az alkalmazott kezelési koncentraciokban (p < 0,001) (11E és 11F

abra). A H1650 sejtek esetében hasonloan emelkedett AKT szinteket detektaltunk 72 6ras

cyey

cre

kezelés utan p-ERK1/2 csokkenést tapasztaltunk a kontrollhoz képest (p < 0,001) (11F
abra).
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11. abra. Jelatviteli fehérjék szintjének valtozasa metil-donor Kezelés utan a vizsgalt
emld és tiidé daganatos sejtvonalakban. Az AKT, p-ERK1/2, p-p53 (Serl5) és a p-p53
(Thr55) fehérjék Western blot analizise (A-D) és statisztikai elemzése (E-H). Az AKT és
p-ERK1/2 fehérjék szintje szignifikansan lecsdkkent a vizsgalt sejtvonalakban. Azonban
az MCF7 és a H1650 sejtek 72 oras kezelése szignifikdnsan megemelte az AKT szintet
(E), valamint a p-ERK /2 szintje is megemelkedett az MCF7 sejtek 72 oras és az A549
10x-es koncentracioval valdo kezelése utan (F). A p53 (Thr55) foszforilacidja
szignifikansan lecsokkent mindegyik sejtvonalban (H), mig a p-p53 (Serl5) szintje
szignifikansan megemelkedett az MCF7 sejtek 72 6ras kezelése hatdsara. Minden oszlop
az atlagos normalizalt denzitdst mutatja. **: p <0,002; ***: p <0,001. 10x és 20x: metil-
donor koncentraciok.
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12. abra. Sejtproliferaciot befolyasolo fehérjék vizsgalata metil-donor kezelés a vizsgalt
hasnyalmirigy daganatos sejtvonalban. A p21P?tWAFCIPL &5 n ERK1/2 fehérkék Westrn
blot analizise (A) és statisztikai elemzése (B). A p21P2tWAFLCIRL fehérie szintje
szignifikdnsan megemelkedett, mig a p-ERK1/2 fehérje szignifikansan lecsokkent 48 oras
1x-es és 20x-0s metil-donor kezelés utan a kontroll csoporthoz képest (B). Minden oszlop
az atlagos normalizalt denzitast mutatja. *: p < 0,05; ***: p < 0,001. 1x és 20x: metil-
donor koncentraciok.

A sejtciklust befolyasolo és apoptozist indukaldo p53 fehérje Thr55-6s és Serl5-6s
amindsavakon foszforilalt allapotat az emld és tiidé tumor sejtvonalakon vizsgaltuk. A
metil-donor kezelések kovetkeztében szignifikansan lecsokkent a p-p53 (Thr55) fehérje
szintje az Osszes vizsgalt sejtvonal esetében (11G abra). A Serl5-6n foszforilalt p53
szintje csak az MCF7 sejtekben emelkedett meg 72 oras 10x-es (p < 0,001) és 20x-0s (p
A p53 altal indukalt sejtciklus gatlas vizsgilatara a p21WATYCIPL nsvekedés gatld fehérje
szintjét vizsgaltuk meg a Panc-1 sejtekben. A p21WAFYCIPL fehérie szintjének szignifikans
kezelés hatasara detektaltunk 48 ora utan a kontroll csoporthoz képest (p < 0,001) (12B
abra).
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4.6 A metil-donor kezelés altal okozott apoptdzis és az intrinsic apoptdzis utvonalban

szerepld pro- és anti-apoptotikus fehérjék valtozasa a kezelés hatasara

Apoptozis vizsgalatainkhoz el6szor aramlésos citometriaval hataroztuk meg a metil-
donor kezelés hatasara megjelend, a korai apoptdzis jelét mutatd sejtfrakcio ardnyanak
valtozasat, majd Western blot segitségével megnéztiik, hogy az apoptdzis folyamatat
befolyasold fehérjék expresszidja milyen mértékben valtozik meg a kezelt csoportokban
a kontroll csoporthoz képest.

AnnV ¢és PI kettds jelolés segitségével elkiilonitettiik az €16, a korai apoptotikus, a késdi
apoptotikus és a nekrotikus tumor sejtpopuléciokat. Méréseink alapjan azt talaltuk, hogy
az AnnV egyszeresen pozitiv korai apoptotikus sejtek aranya szignifikdnsan
megemelkedett az A549 sejtekben 24 oras (p < 0,001) (13A abra), a H1650 sejtekben (p
< 0,05) (13B abra) és a T47D sejtekben (p < 0,01) (14A abra) 72 o6ras 20x-0S

crer
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13. abra. Apoptotikus sejtfrakciok flow citometrias detektalasa a vizsgalt tiidé daganatos
sejtvonalakban. A korai apoptotikus sejtek (piros négyzettel jelolve) aranya
szignifikdnsan megemelkedett a 20x-os koncentracioval kezelt A549 ¢és H1650
sejtvonalakban 24 (A) és 72 (B) ora utan a kontroll csoporthoz képest. Minden oszlop a
pozitiv sejtek atlagos aranyat mutatja a korai apoptotikus, késdi apoptotikus, nekrotikus
és ¢él0 sejtfrakciokban. *: p <0,05; ***: p <0,001. 10x és 20x: metil-donor koncentraciok.

48



DOI:10.14753/SE.2023.2778

A masik altalunk vizsgalt eml6 tumor sejtvonal (MCE7) (p = 0,41) és a Panc-1 sejtek (p
= 0,326) esetében csak a korai apoptotikus sejtek emelkedd tendencidjat tudtunk
megallapitani 48 6ras kezelés utan (14B és 15B abra). Tovabba az A549, a T47D ¢és a
Panc-1 sejtvonalak esetében a korai apoptotikus sejtfrakcido novekedésével forditottan
aranyosan szignifikansan lecsokkent az €16 sejtek szama (p < 0,001, p < 0,01 és p < 0,01

a sejtvonalak emlitett sorrendjében).
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14. abra. Apoptotikus sejtfrakciok flow citometrias detektalasa a vizsgalt emld daganatos
sejtvonalakban. A korai apoptotikus sejtek (piros négyzettel jeldlve) aranya
szignifikansan megemelkedett a 20x-os koncentracioval kezelt T47D sejtvonalban 72
oOras kezelés utan a kontroll csoporthoz képest (A). Az MCF7 sejtvonal esetében a korai
apoptotikus sejtek novekedo tendenciajat figyeltiik meg 48 oras kezelés utan (B). Minden
oszlop a pozitiv sejtek atlagos aranyat mutatja a korai apoptotikus, késdi apoptotikus,
nekrotikus és €16 sejtfrakciokban. **: p <0,01. 10x és 20x: metil-donor koncentraciok.
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15. abra. Apoptotikus sejtfrakciok flow citometrias detektalasa a vizsgalt hasnyalmirigy
daganatos sejtvonalakban. A korai apoptotikus sejtek (piros négyzettel jelolve) aranya
nem mutatott szignifikins valtozast a Panc-1 sejtvonalban azonban az ¢é16 sejtek aranya
szignifikansan lecsokkent (A, B). Minden oszlop a pozitiv sejtek atlagos aranyat mutatja
a korai apoptotikus, kés6i apoptotikus, nekrotikus és €16 sejtfrakcidkban. **: p <0,01. 1x
¢s 20x: metil-donor koncentraciok.

A pro- és anti-apoptotikus fehérjék szintjeinek metil-donor kezelés hatasara bekovetkez6
valtozasa eltérdé koncentracioknal és kiillonbozo kezelési idoket kovetden jelentkezett a
vizsgalt sejtvonalak esetében. Az MCF7 eml6 tumor sejtekben a pro-apoptotikus caspase-
9 (p <0,033),aBAK (p <0, 033) és a BAX (p < 0.001) fehérjék szintje szignifikansan
apoptotikus PUMA viszont szignifikans csokkenést mutatott 48 6ras kezelés utan mind a
10x-es (p < 0,002), mind a 20x-o0s (p < 0,033) koncentracioknal. A caspase-9, BAK és
BAX fehérjék novekedésével 6sszhangban szignifikansan lecsdkkent az anti-apoptotikus
MCL-1 fehérje szintje (p < 0,033), azonban a BCL-2 fehérje esetében 48 oras (p < 0,033)
¢és 72 oras (p < 0,002) kezelés utan is szignifikdns emelkedést tapasztaltunk (16A abra).
A T47D sejtvonal esetében sem a pro-apoptotikus, sem az anti- apoptotikus fehérjék

szintjében nem taldltunk valtozast a metil-donor kezeléseket kovetden (16B éabra).
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16. abra. Apoptotikus fehérjék szintjének valtozasa metil-donor kezelés hatasara a
vizsgalt emld daganatos sejtvonalakban. A pro-és anti-apoptotikus fehérjék Western blot
analizise és statisztikai elemzése (A, B). A pro-apoptotikus Caspase-9, BAK és BAX
fehérjék szintje szignifikdnsan megnovekedett az MCF7 sejtekben 72 6réas kezelés utan,
mikozben az anti-apoptotikus MCL-1 szintje szignifikansan lecsokkent. A pro-
apoptotikus PUMA ¢és az anti-apoptotikus BCL-2 az elvarttal ellentétes modon valtozott
(A). AT47D sejtek esetében szignifikans valtozast nem tapasztaltunk (B). Minden oszlop
az atlagos normalizalt denzitast mutatja. *: p <0,033; **: p <0,002; ***: p <0,001. 10x
¢és 20x: metil-donor koncentraciok.

A tiid6 tumor sejtvonalak koziil a H1650 sejtek esetében szignifikdnsan emelkedett pro-
apoptotikus fehérje (caspase-9, BAK, BAX, PUMA) szinteket, valamint szignifikansan
csokkent anti-apoptotikus BCL-2 szintet detektaltunk 72 oras kezelés utan, ami az dsszes
metil-donor koncentracional jelentkezett, kivéve a caspase-9-nél, ahol a ndvekedést csak
a 10x-es metil-donor koncentracio esetében lattuk. Az MCL-1 szintje valtozatlan maradt

(17A ébra).
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17. abra. Apoptotikus fehérjék szintjének valtozasa metil-donor kezelés hatasara a
vizsgalt tiid6 daganatos sejtvonalakban. A pro-és anti-apoptotikus fehérjék Western blot
analizise és statisztikai elemzése (A, B). A pro-apoptotikus és anti-apoptotikus fehérjék
ellentétes iranyu valtozasat mutattuk ki mindkét sejtvonal esetében. A H1650 sejtekben
mindegyik fehérje szignifikansan valtozott a kezelés utan, kivéve az MCL-1 (A). Az
A549 esetében csak a Caspase-9 szint novekedett meg szignifikansan (B). Minden oszlop
az atlagos normalizalt denzitast mutatja. *: p < 0,033; **: p < 0,002. 10x és 20x: metil-
donor koncentraciok.

Az A549 sejtek 24 6rds metil-donor kezelése utan csak a caspase-9 fehérje szintjének
szignifikans névekedését tapasztaltuk (p < 0,002) a 20x-os koncentracional, de emellett
erdteljes tendenciat lattunk a BAK fehérje szintjének novekedését (p =0,10) és az MCL-
1 fehérje csokkenését (p = 0,15) illetden (17B éabra).

A Panc-1 sejtvonal metil-donor kezelése utan csak a pro-apoptotikus fehérjék szintjében
tortént valtozas a kontroll csoporthoz képest. A caspase-9, a BAK ¢s a PUMA fehérjék
szintje emelkedett meg szignifikdnsan a 72 6ras 20x-os kezelést kovetden (p < 0,01) (18.

abra).
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18. abra. Apoptotikus fehérjék szintjének valtozasa metil-donor kezelés hatasara a
vizsgalt hasnyalmirigy daganatos sejtvonalban. A pro-és anti-apoptotikus fehérjék
Western blot analizise (A) és statisztikai elemzése (B-D). A pro-apoptotikus BAK,
PUMA ¢s Caspase-9 fehérjék szintje szignifikdnsan megndvekedett 72 oras 20x-0S
kezelés utan a kontroll csoporthoz képest (B-D). Minden oszlop az atlagos normalizalt
denzitast mutatja. **: p <0,01. 1x és 20x: metil-donor koncentraciok
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4.7 A metil-donorok hatasa Panc-1 sejtek metasztatikus potencialjara

A hasnyalmirgy karcinomak agressziv tulajdonsagabol addéddéan ez a tumor tipus jol
jellemezhetd a korai metasztazisok megjelenésével. Megvizsgaltuk, hogy a metil-
donorok meg tudjak-e valtoztatni az attét képzés folyamatdban szerepet jatszo egyes
fehérjék mennyiségét. Ennek kideritésére egyrészt Panc-1 sejtek feliiliszojabol
végeztiink citokin array-t, masrészt a sejtekbdl izolalt fehérjéket futtattuk meg Western
blottal. A citokin array eredménye alapjan a 20x-0S metil-donor koncentracioval tortént
kezelést kovetden szignifikans csokkenést talaltunk a VEGF (p < 0,05) és az SDF-1a (p
< 0,01) fehérjék szintjében 48 6ra utan a kontroll csoporthoz képest (19B ébra). Az SDF-
la szintjének csokkenését Western blot-tal is igazoltuk. Ezen feliil szignifikdnsan
megnovekedett az E-cadherin fehérje szintje mindkét alkalmazott metil-donor

koncentracio esetében 48 dra utan a kezeletlen kontrollhoz képest (p < 0,01) (19D abra).
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19. abra. Attétképz6 tulajdonsagot befolyasol6 fehérjék szintjének valtozasa metil-donor
kezelés utan a vizsgalt hasnydlmirigy daganatos sejtvonalban. A metasztdzis markerek
citokin array (A, B) és Western blot (C, D) analizise a hozzajuk tartozé statisztikai
elemzésekkel. Citokin array-vel kimutattuk a VEGF és SDF-1a szintek szignifikans
csokkenését (B), valamint az SDF-1a esetében ezt Western blottal is megerdsitettiik (D).
Az E-cadherin szintje szignifikdnsan megnovekedett 48 o6ras 20x-os kezelés utdn a
kontrollhoz képest (D). Minden oszlop az atlagos normalizalt denzitast mutatja. *: p <
0,05; **: p < 0,01. 1x és 20x: metil-donor koncentraciok.

54



DOI:10.14753/SE.2023.2778

4.8 A metil-donorok hatasa Panc-1 sejtek gyulladasos folyamataira

Mivel a gyulladasos folyamatok hozzajarulhatnak a daganatok kialakuldsahoz, ahogy a
kronikus hasnyalmirigy gyulladas is hajlamosito tényezo lehet a hasnyalmirigy daganatra,
megvizsgaltuk, hogy egyes citokinek és gyulladast eldsegité fehérjék szintjét hogyan
befolyasoljak a metil-donorok. Citokin array-vel kimutattuk, hogy az IL-17 citokin szintje
kontrollhoz viszonyitva (p < 0,01) (20B abra). Ugyezen koncentracio és kezelési id6
mellett, az NFkB fehérje szintjében szintén szignifikdns (p < 0,05) csokkenést mutattunk
ki Western blottal a kontrollhoz képest. (20D anra). A CD30 fehérje csokkenését nem
tudtuk statisztikai prébaval igazolni. Igaz ez a STAT3 fehérjére is, ennél azonban
erdteljes csokkend tendenciat mutat a Western blot eredménye a kontroll csoporthoz

képest (20D abra).
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20. abra. Gyulladast befolyasold fehérjék szintjének valtozasa metil-donor kezelés utan
a vizsgalt hasnyalmirigy daganatos sejtvonalban. A gyullad4dsos markerek citokin array
(A, B) és Western blot (C, D) analizise a hozzajuk tartoz6 statisztikai elemzésekkel.
Citokin array-vel kimutattuk az IL-17, valamint Western blottal az NFkB szintjének
(B, D). A CD30 szintjének szignifikans csokkenését sem a citokine array, sem a Western
blot nem igazolta (B, D). Hasonléan, a STAT3 csokkenése sem mutatott szignifikans
kiilonbséget (D). Minden oszlop az atlagos normalizalt denzitdst mutatja. *: p <0,05; **:
p <0,01. 1x és 20x: metil-donor koncentraciok.
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4.9 A kérddives felmérés eredménye

4.9.1 Leir6 adatok Osszegzése

A kérdobives felmérés szociodkondmiai adatait a 3. tdblazat foglalja ossze.

A vizsgélatban 0sszesen 122 beteg vett részt, akik koziil az utdlagos ellenérzés soran 8
beteget ki kellett zarnunk, mert nem a vizsgalatunk targyat képezé daganat tipussal
diagnosztizaltak oket vagy kizarolag vérmintaval rendelkeztek. A kérddives felmérésbe
végil 41 emld, 37 kolorektalis és 36 hasnyalmirigy daganattal diagnosztizalt beteget
vontunk be.

Osszesen 83 nét és 31 férfit kérdeztiink ki. A BC csoportban 52,95 + 12,14, a CRC
csoportban 58,68 = 9,23 és a PC csoportban 60,44 + 9,29 volt az atlag életkor. A betegek
kortlbeliil felének a legmagasabb iskolai végzettsége valamilyen fels6foku végzettség
volt és mindossze 3,57%-uk rendelkezett kizarolag altalanos iskolai végzettséggel.
Csaladi allapotukra vonatkozoan megallapitottuk, hogy a bevalogatott betegek 57,52%-a
hazassagban ¢élt, 15,04%-uk elvalt, 9,73%-uk 6zvegy volt és 12,39%-uk egyediilallé volt
az interji idOpontjdban. A legtobb beteg valamelyik varosbdl vagy kozség méretli

teleptilésrdl érkezett a klinikdra, mig a fodvarosban €16 betegek aranya 34,21% volt.
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3. tablazat. A kérddives felmérésben résztvevd beteg populacié szociodkondmiai adatai

emld 41 (35,96)
kolorektalis 37 (32,45)
hasniélmiriii 36 (31,57)
né 83 (73)
férfi 31 i27i
emld 52,95+ 12,14
kolorektalis 58,68 £9,23
hasnyalmirigy 60,44 + 9,29
Iskolai végzettség (; %)
posztgradualis vagy doktori 3(2,68)
foiskolai vagy egyetemi oklevél 46 (41,07)
fels6foku vagy OKJ 6 (5,36)
gimnazium/érettségi 29 (25,89)
szakmunkasképz6/szakiskola 24 (21,43)
altalanos iskola 4 (3,57)
Csaldi llapot
nétlen/hajadon 14 (12,39)
parkapcsolat 4 (3,54)
élettarsi kapcsolat 2 (1,77)
hazas 65 (57,52)
elvalt 17 (15,04)
ozve 11 (9,73
‘Lakhety
fovaros 39 (34,21)
megyeszékhely 2 (1,75)
megyei jogl varos 1(0,88)
varos 50 (43,86)
kozség 9 (7,89)
falu 13 (11,40)

4.9.2 Dohanyzas, alkoholfogyasztas és fizikai aktivitas a betegek korében

Az 8sszes betegcsoportot egyiitt vizsgalva kideriilt, hogy a betegek 84%-a egyaltalan nem
dohanyzik, a naponta rendszeresen dohdnyzok aranya 14% volt (21A é4bra). Koziiliik a
PC csoportban volt a legmagasabb (28%) és a BC csoportban a legalacsonyabb (2%) a
naponta dohanyzok szama (22A. abra). A dohanyzas szignifikdns negativ korrelaciot
(Spearman r = -0,350; p = 0,043,) mutatott az Ossz-metil-donor bevitellel a PC
betegcsoportban.
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A. Dohényzas gyakorisaga B. Alkoholfogyasztas gyakorisaga

B Nem fogyaszt

B Havonta egyszer vagy
ritkdbban

® Havonta 2-4 alkalommal

B Hetente 2-3 alkalommal
Hetente 4-6 alkalommal

B Naponta

B Nem dohanyzik
m Alkalmanként
m Naponta

C. Fizikai aktivitas gyakorisaga D. Fizikai aktivitas jellege
B Tnaktiv o Inalm'v” ’
® Havonta egyszer vagy B Torna, joga, gyogytorna
ritkabban m Nordic walking,
W Havonta 2-4 alkalommal ;erte'kpa'roz'as
M Hetente 2-3 alkalommal m Fu a5, Oszas
Egyéb

Hetente 4-6 alkalommal
B Naponta 60%

21. abra. Dohanyzési és alkoholfogyasztasi szokasok, és a fizikai aktivitds a vizsgalt
betegpopulacioban. A dohanyzas gyakorisaga (A), az alkoholfogyasztas gyakorisaga (B)
¢s a fizikai aktivitas gyakorisaga és tipusa (C, D) szerinti eloszlas.

A résztvevo betegek 84%-a nem vagy legfeljebb egyszer egy honapban fogyaszt alkoholt
(21B abra). A PC csoportban fordultak el6 a legnagyobb aranyban az alkoholt egyaltalan
nem fogyasztd betegek, illetve ebben a csoportban nem volt olyan beteg, aki naponta
fogyasztott volna valamilyen alkohol tartalmu italt. A BC csoportban volt a legnagyobb
azon betegek aranya, akik havonta legfeljebb egyszer fogyasztanak alkoholt (47%). A
naponta alkoholt fogyasztd betegek 3%-ban voltak jelen a BC és CRC csoportokban
egyarant (22B abra).

A kikérdezett betegek kozel egy harmadanal tapasztaltuk a napi rendszerességii fizikai
aktivitds meglétét és mindossze 2%-uk nem végzett semmilyen tipusit mozgasformat
(21C abra). A fizikai aktivitas jellege 6sszességében megkozelitdleg azonos volt a harom
csoportot egyiitt vizsgalva (21D abra). A BC csoportban nem volt olyan beteg, aki inaktiv
lett volna. Megfigyeltiik, hogy a PC csoportban voltak a legnagyobb aranyban (70%) azok
a betegek, akik inkabb kevésbé specifikus, konnyedebb mozgasformat végeztek, mint

példaul a kertészkedés vagy egyes hazimunkak. A BC csoportban voltak legtobben azok
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a betegek, akik a tornat, a jogat vagy a gyogytornat valasztottak mozgasformaként, mig a
CRC csoportban magasabb aranyban voltak a nordic walking-ot vagy kerékparozas
valaszto betegek. A mar nagyobb terheléssel jar6 futds vagy Uszas kevésbé volt jelen a
CRC és PC betegcsoportokban (2% ¢és 3%), azonban a BC csoportba tartozo betegek 9%-
ban valasztottak ezeket (22D abra).

A. Dohanyzas gyakorisaga B. Alkohol fogyasztas C. Fizikai aktivitas D. Fizikai aktivitas jellege
B Nem dohanyzik B Nem fogyaszt M Tnaktiv B Inaktiv
B Alkalmanként W Havonta egyszer vagy ¥ Havonta egyszer vagy m Torna, joga, gyogytorna
B Naponta titkabban ritkabban m Nordic walking,
@ Havonta 2-4 alkalommal ¥ Havonta 2-4 alkalommal kerékparozas
m Hetente 2-3 alkalommal W Hetente 2-3 alkalommal @ Futas, tiszas
Hetente 4-6 alkalommal Hetente 4-6 alkalommal Egyéb
® Naponta ® Naponta

54%

2.CRC

59%

3.PC

70%

22. abra. Dohanyzasi €s alkoholfogyasztasi szokasok, €s a fizikai aktivitds a vizsgalt
betegcsoportok szerinti bontdsban. A dohanyzas gyakorisadga, az alkoholfogyasztas és a
fizikai aktivitas gyakorisaga €s tipusa szerinti eloszlas az eml6 (1. A-D), kolorektalis (2.
A-D) és hasnyalirigy (3. A-D) daganatos betegek korében. BC: emlddaganatos betegek,
CRC: kolorektalis daganatos betegek, PC: hasnyalmirigy daganatos betegek.
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4.10 A vérplazméaban mért IL-6 és IL8 citokinek szintje

A vérmintdk koziil 35 emld, 34 kolorektalis és 35 hasnyalmirigy daganatos mintat
elemeztlink, mely soran a vérplazmaban 1évé gyulladaskelté 1L-6 és IL-8 citokinek
szintjét mértilkk meg ELISA moddszerrel (4. tablazat). Szignifikdnsan magasabb IL-6 ¢és
IL-8 szinteket mértiink a kolorektalis (IL-6: p = 0,0001, IL-8: p = 0,0119) és a
hasnyalmirigy (IL-6: p < 0,0001, IL-8: p = 0,0043) daganatos betegek vérplazmajaban a
kontroll csoporthoz viszonyitva. Az eml6daganatos betegek vérplazmajaban mért IL-6 és
IL-8 citokin szintek alacsonyabbak voltak és ez szignifikans kiilonbséget mutatott mind
a CRC (IL-6: p = 0,0013, IL-8: p = 0,0026), mind a PC (IL-6: p < 0,0001, IL-8: p =
0,0004) csoporthoz képest (23 A, B abra). Ezen kiviil a citokinek talélésre gyakorolt
hatasat megvizsgalva azt kaptuk, hogy a kolorektalis daganatos betegek esetében az
alacsony IL-8 szint szignifikansan jobb talélést eredményezhet (p = 0,032). Ezen kiviil a
kolorektalis betegeknél mért IL-6 szint pozitivan korrelalt az IL-8 szinttel (Spearman r =
0,479; p = 0,004).

4. tablazat. A IL-6 és IL-8 citokinek szintje a vizsgalt betegcsoportban

Betegcsoport ~ Citokin Citokin plazmaszint (pg / ml)
Alacsony Kozepes Magas

e IL-6 1,138 - 1,343 1,446 - 3,744 4,038 - 31,481
IL-8 1,987 - 3,925 4,434-9,903 10,480 - 120,661

BC IL-6 0,508 - 1,343 1,446 - 3,250 5,308 - 22,136

IL-8 0,309 - 3,925 4,434 -9,903 11,647 -22,798

PC IL-6 0,826 - 1,138 1,446 -3,052  4,137-112,118

IL-8 1,100 - 3,925 4,434-9,903 = 10,480 - 54,105
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23. abra. Citokin szintek vizsgalata a betegcsoportok vérplazmajabol. Az IL-6 (A) és IL-
8 (B) citokinek szignifikansan magasbb szintet mutattak a kolorektalis és hasnyalmirigy
daganatos betegekben a kontroll csoporthoz képest. Ezen kiviil szignifikans kiilonbség
van a kolorektalis €s emld, valamint a hasnyalmirigy és emlé daganatos betegcsoportok
kozott mért citokin szintekben. A kolorektalis daganatos betegek jobb tulélést mutattak
alacsony IL-8 szintek mellett (C). *: 0,01 < p < 0,05, **: 0,001 < p < 0,01, *** 0,0001 <
p < 0,001, ****: p < 0,0001. BC: emldédaganatos betegek, CRC: kolorektalis daganatos
betegek, PC: hasnyalmirigy daganatos betegek, OS: overall survival

4.11 A metil-donor bevitel és a talélés kozotti Osszefiiggés

A betegek metil-donor fogyasztasi gyakorisagat FFQ segitségével mértiik fel és az USDA
adatbazisa alapjan szamoltuk ki a betegek metil-donor bevitelét. Az alacsony, kdzepes és
magas beviteli mennyiségek hatdsat vizsgaltuk a betegek tulélése (OS) szempontjabol (5.

tablazat). A vizsgalt metil-donorok koziil szignifikans eredményt a metionin, a B6-
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vitamin, a folat, valamint az 6ssz-metil-donor (betain, kolin, metionin, folat és B2-, B6-,

B12-vitaminok) napi bevitelének tekintetében talaltunk.

5. tablazat. A metioninra, B6-vitaminra és folatra kiszamolt alacsony, kozepes és magas
napi beviteli csoportok

Loy niclattinzzs Napi metil-donor bevitel mennyisége (mg)

tartozé RDA
Alacsony Kozepes Magas
Metionin (19 mg/kg; 1140 mg /60 kg) < 1030,07 ;11%%%’%; 1503,58 <
B6-vitamin (1,3 - 2 mg) <2,084 222”%%‘; 2,572 <
Folét (0,4 mg) <0399 Oé?gjé = 0546<
Ossz-metil-donor <1278,48 21221;89‘;89 2189,79 <

Az alacsony, vagyis RDA koriili metionin (< 1030,07 mg), B6-vitamin (< 2,084 mg) és
0ssz-metil-donor (< 1278,48 mg) bevitel szignifikansan (az el6bbi sorrendben: p=0,014,
p =0,017 és p = 0,044) hosszabb tulélést eredményezhet a CRC betegcsoportban (24A,
24B és 24F abra). Hasonloképpen, az RDA érték koriili B6-vitamin és folat (< 0,399 mg)
bevitel hosszabb tulélést mutattak az emlétumoros betegek korében a kézepes és magas
beviteli csoportokhoz képest (p=0,012 és p = 0,019) (24C és 24D &bra). A hasnyalmirigy
daganatos betegek esetében azonban a kdzepes metionin (1030,07 mg feletti és 1503,58
mg alatti) és Ossz-metil-donor (1278,48 mg feletti és 2189,79 mg alatti) napi bevitel
mutatott szignifikansan (p = 0,012 és p = 0,015) jobb talélést (24E ¢és 24G abra).
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24. abra. Metil-donor bevitel hatasa az emld, kolorektalis és hasnyalmirigy daganatos
betegek tulélésére. A kolorektalis daganatos betegek szignifikansan hosszabb talélést
mutattak alacsonyabb B6-vitamin (A) és metionin (B) bevitel mellett. Hasonloképpen, az
alacsonyabb B6-vitamin és folat bevitel az emlé daganatos betegek jobb talélését
eredményezte (C, D). Hasnyalmirigy daganatos betegeknél a kozepes mértékii metionin
bevitel szignifikansan jobb tulélést biztositott (E). Az Ossz-metil-donor bevitel a
kolorektalis (F) és a hasnyalmirigy (G) daganatos betegcsoportok szignifikansan

r1L L

betegek, PC: hasnyalmirigy daganatos betegek, OS: overall survival.
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A metil-donor bevitel és a citokin szintek kozotti Osszefliggés vizsgalata soran azt
talaltuk, hogy a kolorektalis betegekben mért I1L-8 szint szignifikdns pozitiv korrelaciot
mutat a betain (Spearman r = 0,369; p = 0,028) és folat (Spearman r = 0,378; p = 0,032

bevitellel.

4.12 Az MTHFR C677T polimorfizmus eléfordulédsa a vizsgalt betegpopulacioban

A vizsgalatunkba bevont betegek koziil 87 beteg vérmintajan végeztiik el az MTHFR gén

crer

(47,13%) homozigoéta vad tipust (CC) személy volt. Az MTHFR enzim aktivitadsanak
csokkenését okozd heterozigota CT mutacio 49,43 %-ban, mig a homozigéta TT mutaciod
minddssze 3,44%-ban fordult eld (6. tablazat). Az SNP vizsgalat és a betegek metil-donor

bevitele kozott nem talaltunk szignifikdns korrelaciot.

6. tablazat. Az SNP vizsgalatok eredménye a vizsgalt betegpopulacioban

Osszesen 87 (100)
CcC 41 (47,13)
CT 43 (49,43)
TT 3 (3,44)
C% 62,5 (71,84)
T% 24,5 (28,16)
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5. Megbeszélés

A daganatos betegségek el6fordulasa emelkedik vilagszerte. A megel6zés nagyon fontos,
hiszen a fejlodé gazdasag, az ipari ndvekedés és az életmdod megvaltozasa egyre tobb
kockazati tényezdt rejt magaban. Az 6roklott tényezok befolyasolhatok az életmodbeli
tényezOk epigenetikai hatdsai altal, melyek a genetikai szabalyozast modositva szerepet
jatszhatnak a betegségek kialakulasanak megeldzésében. A bizonyitékokon alapuld
megeldzési iranyelvek betartdsaval, a korai diagnozissal, a megfeleld kezelés és ellatas
biztositasaval a daganatos betegségek 30-50%-a megel6zhetd lenne (3, 4).

A daganatok hagyomanyos kezelési moddjainak (sebészi beavatkozas, kemoterapia,
sugarterapia) elsddleges célja a daganatos sejtek elpusztitdsa és a metasztazisok
kialakuldsdnak megakadalyozasa. A megeldzésben és a kezelések kiegészitéseként egyre
nagyobb jelentdségii azonban az életmodbeli tényezok koziil a taplalkozas, a rendszeres
fizikai aktivitas, a mentalis egészség fenntartasa vagy a megfelelé pszicholodgiai
tamogatas (3). A daganatos betegek taplalkozasa figyelmet igényel, mert taplaltsagi
allapotuk nem csak a kezelések sikerességét befolyasolhatja, hanem erdnlétiik
megtartasdhoz, altalanos jolétiikk javitadsahoz vagy a kezelések mellékhatasainak
csokkentéséhez is nagyban hozzajarulhat. Ezért sziikséges a kiilonbozd ¢€lelmiszer
OsszetevOk hatasanak vizsgalata (21, 22, 31, 36).

Azokat a taplalkozassal bevihetd étrendi dsszeteviket, melyek koenzimként biztositjak
az egy-szén ciklus enzimjeinek miikodését, metil-donor vegyiileteknek nevezziik. Ezek a
folat, a betain, a kolin, a metionin, valamint a B2-, B6- és B12-vitaminok (21, 23, 24). A
B vitaminok ezen feliil részt vesznek az energiatermeld folyamatokban, az oxigén
transzportban és az idegrendszeri funkcidkban, igy hatdssal lehetnek a kognitiv és
pszichologiai folyamatokra is (35, 36). Egy atfogd metaanalizis tanulmanyban
megallapitottak, hogy a megfeleld folat bevitel csokkentheti az 6sszes halalokbol eredd
mortalitdst és szamos kronikus betegség, tgymint a daganatok, a sziv-érrendszeri
betegségek, a metabolikus eltéréssel 0sszefiiggd betegségek, kialakulasanak kockéazatat
(43). Szamos tanulmany beszamolt mar a taplalkozassal bevihetd metil-donorok

daganatok megel6zésében betoltott szerepérdl (44, 49, 50, 152, 153).
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5.1 A metaanalizis eredményeinek megbesz¢lése

Munkénk elsé részében szisztematikus irodalomkutatds és metaanalizis keretén beliil
felmértiik a B2-, B6- és B12-vitamin bevitel és a kolorektalis karcindma (CRC) kialakulas
kozotti Osszefiiggést, valamint a B2- és B6-vitaminok szerepét az MTHFR C677T
polimorfizmus hatdsédnak ellenstulyozasaban, ezéaltal a CRC kialakulas kockéazatanak
csOkkentésében (38, 39, 53, 54, 154). A szisztematikus irodalomelemzés és metaanalizis
elvégzésére meghatarozott protokollok allnak rendelkezésre, azonban az eredmények
értékelése tudomanyteriiletenként eltéré lehet. A legtobb esetben Cochrane Q teszt, p
értékek és 12 statisztika hasznalatosak, melyeket alcsoportelemzéssel, heterogenitas és
publikacios torzitas szamolasaval egészitenek ki. A heterogenitas értelmezésére altalaban
harom csoportot kiilonboztetnek meg az 12 értéke alapjan: 30-60% az alacsony, 50-90%
a meérsékelt és 75-100% a jelentds heterogenitast prezentalja. Azonban ez az érték
valdjdban nem alkalmas a heterogenitds mérésére, ezért munkank sordn eredményeink
értelmezéséhez az el6bb emlitett modszereken feliil a P195% (elérejezési értéktartomany)
értéket is hasznaltuk a heterogenitds mutatojaként Michael Borenstein “Common
mistakes in Meta-analysis and how to avoid them” cimii konyve alapjan (155).

Metaanalizisiink alapjan azt talaltuk, hogy a cikkekben meghatarozott B2- és B6-vitamin
beviteli értékek koziil a magasabb vitamin bevitel csokkentheti a CRC kialakulasanak
kockazatat. A cikkekben kozolt legmagasabb kvartilisekhez tartozo beviteli mennyiségek
atlagat figyelembe véve ez azt jelentette, hogy B2-vitamin esetében 6,535 mg, B6-vitamin
esetében pedig 3,101 mg napi bevitellel érhetd el ezen vitaminok kockéazatcsokkentd
tulajdonsaga. Az Osszhatds meghatdrozasara a kombinalt hatdsnagysag (CES) értékét
hasznaltuk a hozza tartozé CI95% értékekkel. Altalanossagban elmondhat6, hogy ha egy
meta-analizisben az Osszhatds nagysaga 1 feletti érték, akkor az megnovekedett
kockézatot jeldl, ha 1 alatti érték, akkor az a kockéazat csokkenését jelzi. Analizisiink
eredményeként a B2-vitaminra kapott CES érték 0,9, a B6-vitaminé pedig 0,8 volt, ami
azt mutatja, hogy ezek a vitaminok csokkenthetik a CRC kialakulasanak kockazatat. A
heterogenitas értékelésére altaliban, de nem helyesen, az 12 és hozza tartozo6 p értékeket
hasznaljak. Az I? valojdban egy ardnyszdm, mely azt mutatja meg, hogy a vizsgalatokban
megfigyelt hatasok variancidjanak mekkora hanyada tiikr6zi a valdésagban ténylegesen

meglévé hatdsok valtozasat, a valdodi hatasméretet, tehdt nem ad igazan valaszt a
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heterogenitdsra. A heterogenitasnak arra kell véalaszt adni, hogy mennyire valtozik a
valodi hatasméret a kiilonbozd vizsgalatokban. Ezért haszndltuk az eldrejelzési
értéktartomany (PI) mérési modszerét, mely jobban képes leirni, hogy mennyire valtozik
a valodi hatasméret a vizsgalatok soran. Vizsgalatunkban a B2-vitamin P195% értéke 0,83
- 0,97 kozotti, a B6-vitaminé pedig 0,64 — 0,96 kozotti volt, melyekbdl latszik, hogy a
valoédi hatdsnagysdg ezzel a szdmoléassal is 1 alatti. Mivel ezek az értékek sziik
intervallumokat jeldlnek, megéallapithattuk, hogy heterogenitds nem tapasztalhatdo a
tanulmanyok kozott.

A B12-vitaminokat targyalo kohorsz tanulmanyok esélyhanyadosai arra engedtek
kovetkeztetni, hogy a magasabb (atlagosan napi 10,254 ug) Bl2-vitamin bevitel
megemelheti a CRC kialakuldsanak kockazatat bizonyos populaciokban. Az
es¢lyhanyadosok megfelel6 statisztikai modszerekkel torténé megvizsgalasa utan, majd
ennek eredményeként Ishihara és munkatarsai (156) eredményeinek kizarasat kovetden
is, az analizisbe bevont vizsgalatok eredményei kozott jelentds eltérést, heterogenitast
talaltunk. Az igy kapott eredmény tehat ismét azt tamasztotta ald, hogy a B12-vitamin
bevitel ndvelheti a CRC kockézatat bizonyos populaciokban. Ennek okat megvizsgalva
azt talaltuk, hogy Ishihara és munkatarsai, illetve tovabbi tanulmanyok is pozitiv
Osszefliggést talaltak a magasabb B12-vitamin bevitel, a magasabb alkoholfogyasztas,
valamint a gyakoribb dohanyzas kozott (157, 158). Ishihara és munkatarsai annak
lehetdségét vetették fel cikkiikben, hogy a dohanyzasi és alkohol fogyasztasi szokéasok
korrekcigjat kovetden, ezek hatdsa még megjelenhetett az 6 eredményekben is. Erre
alapozva eredményiik valoszinlileg inkdbb a dohanyzas €s az alkoholfogyasztas CRC
kockazatnoveld hatasat mutathatja, ami egy jol ismert pozitiv sszefiiggés, és nem a B12-
vitamin étrendi bevitelének hatasat (156). Mindezekbdl arra kdvetkeztethetiink, hogy a
taplalkozassal bevitt B12-vitamin CRC kialakulasra gyakorolt hatasanak vizsgalatakor
figyelembe kell venni a dohanyzasi és alkoholfogyasztasi szokdsokat, valamint az egyéb
emésztorendszeri betegségeket, mert ezek a tényezOk torzithatjadk a vizsgalati
eredményeket (159).

Az egy-szén ciklusban részt vevo enzimek genetikai eltérései is befolyasolhatjak a ciklus
normalis miikodését. Ezek koziil az egyik legismertebb az MTHFR enzimet kodol6 gén
677-es pozicidjat érinté (MTHFR C677T) egypontos nukleotid polimorfizmus (SNP). A

gén homozigéta (TT) mutéicioja csokkent enzimaktivitast eredményez. Az MTHFR
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mutdcié megakadalyozza a me-THF m-THF-4 valo atalakuldsat és ezzel gatolja a
metilacios folyamatokat (37-39). Az egy-szén ciklus érzékeny az étrendbdl szarmazo B
vitamin bevitelre is. Hianyuk a sejtekben talalhato SAM szintjét csokkentheti vagy a SAH
felhalmozodasahoz vezethet, melyek a metilacios kapacitds karosodasat okozhatjak,
megnovelve a daganatok kialakulasanak esélyét. A B6-vitamin hianya megemelheti a vér
homocisztein szintjét (33), a nem megfelelé B2-vitamin ellatottsag pedig ronthatja az
MTHFR aktivitast, és ez az egy-szén ciklus gatlasat is okozhatja (34). Eredményeink
megerésitették, hogy a megfelelé B2- és B6-vitamin bevitel ellensulyozhatja a csokkent
MTHFR enzimaktivitast homozigdta TT genotipusu, CRC-vel diagnosztizalt betegekben.
A megfeleld B2-vitamin bevitel jotékony hatasat emlé és méhnyak daganatokban is
leirtak, kiemelve lehetséges daganatmegel6z6é szerepét (160-162). Publikacios torzitast
nem tapasztaltunk ezekben az elemzéseinkben. A B12-vitamin MTHFR aktivitisra
gyakorolt hatasat nem vizsgaltuk a kordbban leirtakat figyelembevéve. Tovabba, a B2- és
B6-vitamin bevitelt az el6z6 vizsgalattal ellentétben itt egylitt kezeltiik, mivel mindkét

vitamin ugyantigy az MTHFR enzim altal szabalyozott folat ciklusban jatszik szerepet.

5.2 Az invitro vizsgalatok eredményeinek megbeszélése

Kutatasunk kovetkez6 szakaszaban megvizsgaltuk, hogy a metil-donor kezelések miként
befolyasolhatjak a daganatos sejtek novekedését, milyen jelatviteli itvonalakra lehetnek
hatdssal, hogyan befolydsolhatjdk a gyulladdsos markereket és az attétképzddéshez
kapcsolodo fehérjék szintjét.

Ehhez emlé (MCF7, T47D), tiidé (A549, H1650) és hasnyalmirigy (Panc-1) tumor
sejtvonalakat kezeltiink metil-donorok (L-metionin, kolin-klorid, folat és B12-vitamin)
keverékével. In vitro eredményeinkkel ald tudtuk tamasztani kezdeti hipotéziseinket,
melyek szerint a metil-donor kezelés hatasara csokkenhet a tumor sejtek proliferacioja,
valamint olyan Gtvonalakat aktivalhat, melyek a tumor sejtek programozott sejthalalahoz
vezethetnek. Mivel a metil-donor kezelés hatassal volt az altalunk vizsgalt 6sszes tumor
vizsgaltunk meg, a MAPK/ERK ¢és PI3K/AKT utvonalakat, melyek gyakran érintettek
daganatképzddés soran (163).
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Ismert, hogy a caspase-9 a MAPK/ERK utvonal altal foszforilalodik, vagyis
inaktivalodik, ami az apoptodzis gatlasat okozhatja (164). A kezelés hatasara
szignifikansan emelkedett caspase-9 szinteket és szignifikansan lecsokkent p-ERK1/2
fehérje szinteket mértiink, ami a MAPK/ERK jelatvitel gatlodasat jelezheti és
alatdmasztja az intrinsic Utvonal altal kivaltott apoptdzis indukalasat. Az MCF7, a T47D
¢s az A549 sejtvonalak esetében mindezt a szignifikdnsan lecsdokkent AKT szintek is
alatamasztottak. A PI3K/AKT jelatviteli itvonal gyakran talmiikodik emlédaganatokban
és attétképzodéshez, kemorezisztenciahoz és rosszabb prognézishoz vezethet (165). Bar
az MCF7 és a H1650 sejtekben megemelkedett az AKT szintje a metil-donor kezelést
kovetéen, mégsem jart egyiitt proliferacidé novekedéssel. Utdbbi valoszinileg a
lecsokkent p-ERK 1/2 kompenzalo hatasanak volt koszonhetd, mivel az ERK1/2 bizonyos
szint{i aktivitasa sziikséges a proliferacios utvonal megfelelé mitkodéséhez (66). Park és
munkatarsai metil-donor kezelést kovetden a fentiekhez hasonlé eredményeket kozoltek
az elébb emlitett emld tumor sejtvonalak esetében (62).

A szakirodalomban jol ismert, hogy a MAPK/ERK jelatviteli utvonal aktivalodasa
szlikséges a sejtciklusba vald belépést tdmogatd gének indukalasahoz, illetve azon
génekéhez is, melyek ezt a folyamatot elnyomjak, mint példaul a p21WAFYCIPL (166).
Tovabba az is, hogy hasnyalmirigy daganat esetében a p21WATVCIPL expresszio forditottan
aranyos a tumor differenciacioval, a klinikai stddiummal €s a nyirokcsom¢é attétek
jelenlétével (167). A Panc-1 tumor sejtek metil-donor kezelése utan a p-ERK1/2
szintjének csokkenése mellett szignifikinsan megndvekedett p21WAFYCIPL ciklin-fiiggd

1 WAF1/Cipl

kinaz inhibitor fehérje szintet is talaltunk. A p2 a sejtciklus G1 fazisanak p53-

fliggd gatlasaban jatszik szerepet. Mivel a Panc-1 sejtekben a TP53 gén mutalt, a
p21WAFLCIPL  fehérie  feliilreguldcidja az ismert p53-figgetlen utvonalak révén
valosulhatott meg (168). Ezek alapjan feltételezziik, hogy a metil-donor kezelés hatasara
lecsokkent p-ERK1/2 expresszionak ¢és a p53-fiiggetlen ttvonalak hatasanak
koszonhetéen megndvekedett p21WAFYCIPL szintje okozhatta a szignifikans proliferacid

csokkenést ebben a sejtvonalban.

A sejtciklust érint valtozasokat, kivaltképp az apoptotikus sejteket is magaba foglalo
subG1 fazis valtozasat vizsgalva azt tapasztaltuk, hogy a sejtciklus ezen fazisdban 1évo

sejtek ardnya szignifikdnsan megemelkedett az emld és hasnyalmirigy tumor sejtvonalak
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metil-donor kezelése utan, azonban a tiid6 tumor sejtvonalaknal csak ilyen iranyu
tendenciat, de nem szignifikdns valtozast lattunk. A metil-donor kezelés hatdsara
bekdvetkez6 apoptozist igazolta a szignifikdnsan megnovekedett korai apoptotikus sejtek
aranya a T47D, A549 ¢és H1650 sejtvonalak esetében. Ezért megvizsgaltuk a pro- és

antiapoptotikus fehérjék szintjét metil-donor kezelést kovetoen.

Igazoltuk, hogy a kezelés hatasara megnovekedett a mitokondridlis membran
permeabilizacidjdban szerepet jatsz6 pro-apoptotikus BAK ¢és BAX fehérjék
expresszidja. Tovabba szignifikansan emelkedett caspase-9 szinteket mértiink a kezelt
csoportokban (kivéve T47D-nél), amely a mitokondridlis membran karosodasanak
hatasara aktivalodik az apoptoszémakban, citokrom c felszabadulast kovetéen (164, 169).
Az anti-apoptotikus MCL-1 fehérje szintjeiben csokkenést tapasztaltunk a tumor
sejtvonalakban, ami szintén az apoptotikus Gtvonal aktivaciojat erésiti meg, hiszen az
MCL-1 képes a BAK ¢s BAX aktivitas altal kivaltott mitokondridlis membran karosodast
kivédeni (170-172). A masik altalunk vizsgalt anti-apoptotikus fehérje, a BCL-2
szignifikdnsan emelkedett szintjét mértilk metil-donor kezelés utdan az MCF7 tumor
sejtekben, ami gatolhatja a PUMA fehérjét, ezaltal kdzvetitve az apoptozissal szembeni
rezisztanciat (173). Ezzel Osszhangban a PUMA szintjének szignifikans csokkenését
tapasztaltuk az MCF7 tumor sejtek kezelését kovetden. Ezzel ellentétesen a BCL-2
fehérje szignifikans csokkenését tudtuk kimutatni a H1650 tumor sejtek esetében, ahol
egyuttal a pro-apoptotikus PUMA fehérje szintjének szignifikans emelkedését is
megfigyeltilk. A Panc-1 tumor sejtvonal metil-donor kezelése utan is megnovekedett
PUMA szintet mértiink. Annak ellenére, hogy a T47D sejtekben nem tapasztaltuk
ezeknek a fehérjéknek a szignifikans valtozasat, a korai apoptotikus sejtek jelenlétébol és
a SubGl1 fazis megnovekedésébdl kovetkeztethettiink a metil-donorok altal kivaltott

apoptozis jelenlétére.

A p53 egy citoplazmaban elhelyezkedd tumorszuppresszor fehérje. DNS karosodas
hatdséara a sejtmagba transzlokalddik, és sejtciklus gatlast és apoptozist indukal. A p53
Serl5-6s és Thr55-6s aminosavakon torténd foszforilacidja jelentds szereppel bir a
fehérje sejtmag és citoplazma kozotti elhelyezkedésében (174). A Thr55 foszforilacidja a
citoplazmaban tartja a p53 fehérjét. A p-p53 (Thr55) keletkezésének gétlasa a p-p53
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(Thr55) szint csokkenését eredményezi és lehetévé teszi a p53 sejtmagba vald
A sejt ezaltal érzékennyé valik a DNS karosodassal szemben (175, 176), ami a p53 Ser15-
0s amindsav foszforilaciojat eredményezi (177, 178). EbbOl kovetkezOen a metil-
donorokkal kezelt emld és tiid6 tumor sejtekben lecsokkent p-p53 (Thr55) szint
magyarazhatja a p53 helyredllitott miikodését, ami ezaltal eldidézheti a downstream
elhelyezkedd pro-apoptotikus szignalutvonalak aktivaciojat. Zhu ¢és munkatarsai
kimutattak, hogy a kurkumin és az E vitamin csokkenthetik a p53 foszforilaciojat a Ser15-
On, ami a kemoterapids szerek altal okozott citotoxicitas ellen nyujtott védelmet normal
tido epithel sejtekben (179). Az altalunk vizsgalt metil-donorok ennek megfeleléen a
normal sejtfunkciok tdmogatdsdt eredményezhetik, illetve a tumor sejteket
érzékenyithetik a kiilonbozd kezelésekkel szemben. Mivel a vizsgdlatainkban nem
hasznaltunk DNS karosit6 szereket, nem vartunk megnovekedett p-p53 (Serl5) szinteket
sem. A kapott eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy a metil-donor kezelés
helyreallithatja a p53 sejtmagi elhelyezkedését, mikozben apoptdzist indukalhat a tumor

sejtekben.

A gyulladasos allapotok szamos betegség kialakuldsanak okozoi lehetnek, beleértve a
daganatokat is. A kronikus hasnyalmirigy gyulladas hajlamositd tényezd lehet
hasnyalmirigy daganatra (180). Az NFkB fehérjének fontos szerepe van a gyulladast
elésegitd immunvalasz aktivacigjaban, hozzajarulva az attétképzodéshez ¢és a
kemorezisztencia kialakulasahoz (181). Az NFkB a hasnyalmirigy daganatok kb. 70%-
aban aktivalt formaban van jelen (69). A Panc-1 tumor sejteken elvégzett metil-donor
kezelés szignifikansan csokkentette az NFkB és az IL-17a citokin szinteket, ami arra
utalhat, hogy a megfelelé metil-donor bevitel hatékony lehet a hasnyalmirigy daganatos
betegek gyulladdsos folyamatainak befolyasoldsara. Habar a STAT3 fehérje szintjének
csOkkenését statisztikailag nem tudtuk igazolni Panc-1 sejtekben, a metil-donor kezelés
hatasara bekovetkezd csokkend tendenciaja dsszhangban van az NFkB csokkenésével.
Ezzel az eredménylinkkel parhuzamban, a hasnydlmirigy daganatos betegeknél mért
szignifikansan magasabb IL-6 és IL-8 citokin szintek megerdsitik az aktivalt NFkB
utvonal jelenlétét. Osszességében feltételezhetjiik, hogy a hasnyalmirigy daganatos
betegeknél mérhetd emelkedett citokin szintek az IL-17/NFkB/STAT3 jelatvitelen
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keresztiil valosulhatnak meg ¢és ez a jelatviteli aktivitas csokkenthetd metil-donor
bevitellel, igy enyhitve a gyulladds mértékét. Az NFkB és a STAT3 jelatvitel szamos
ponton kapcsolddik egymashoz €s nem csak a gyulladidsos folyamatokban jatszanak

szerepet, igy példaul befolyasolhatjak az apoptdzist és a sejtciklust is (75).

A hasnyalmirigy daganatok jelentds attétképzd potenciallal rendelkeznek, ezért
megvizsgaltuk, hogy a metil-donor kezelés befolyasolhatja-e ezeket a folyamatokat
érképz6désében betoltott szerepét mar korabban leirtak (182), valamint az is ismert, hogy
megemelkedett szintje rosszabb prognozissal jar (183). Ezen kiviil az SDF-1 az NFKB
utvonalat befolydsolva megvédi a tumor sejteket a gydgyszerek altal indukalt apoptozistol
¢és befolyasolja a tumor sejtek kozotti kapcsolodast (184). A vizsgalataink soran mért
szignifikansan csokkent SDF-1a és VEGF expresszio, valamint a megnovekedett E-
cadherin szint alapjan elmondhatjuk, hogy a metil-donorok gyengitették a Panc-1 sejtek
attétképz0 tulajdonsagait ¢és elOsegitették a normdl sejtekhez hasonld fenotipus

helyreallasat.

5.3 A human vizsgalatok eredményeinek megbeszélése

A metil-donorok daganatokra gyakorolt pozitiv hatasat nem csak in vitro koriilmények
kozott vizsgaltuk, hanem szerettiik volna megvizsgalni a klinikai gyakorlatban betdltott
hasznossagukat is. Ennek kideritésére kérddives felmérést végeztiink emld, kolorektalis
¢s hasnyalmirigy daganattal diagnosztizalt betegek korében, ami szociGkonomiai és
¢letmodbeli tényezdkkel, valamint metil-donor fogyasztassal kapcsolatos kérédéseket
tartalmazott. Megvizsgaltuk, hogy a metil-donorok napi bevitele kiilon-kiilon és egyiitt,
milyen hatdssal voltak a betegek tulélésére. Ezen kiviil a betegek vérmintaibol
gyulladdsos folyamatokra jellemzd citokinek és az MTHFR gén SNP vizsgalatat is
elvégeztiik.

A szociodkonomiai tényezOk hatdssal lehetnek egyes betegségek eldfordulasara. Az j
daganatos esetek kortilbeliil fele, mig a daganatok okozta haldlozas tobb, mint fele a

kevésbé fejlett orszagokban fordul el6 (185). A kiilonbozé daganat tipusok eléfordulasa
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Osszefligghet a szocialis helyzettel is. Egy tanulmanyban kimutattdk, hogy a jobb
szocidlis helyzetben ¢l6k kozott gyakrabban fordultak eld vastagbél, emld, petefészek és
bérdaganatok (186). Kérdéives vizsgalatunkbol kideriilt, hogy a vizsgalatba bevont
betegek 85 %-a varosban ¢él, koriilbeliil felének a legmagasabb iskolai végzettsége
valamilyen fels6fokt végzettség volt, valamint, hogy tobb, mint 60 %-uk hazassagban
vagy parkapcsolatban €.

A dohényzas ¢és a rendszeres alkohol fogyasztas nem volt jellemz6 a betegek korében,
atlagosan 80 %-uk keriilte ezen termékek hasznalatat. A naponta dohanyzok ardnya a
hasnyalmirigy tumoros betegcsoportban volt a legmagasabb (28%) és a dohanyzas
szignifikdns negativ korrelaciot mutatott az Ossz-metil-donor bevitellel ebben a
csoportban. A fizikai aktivitas kiilonb6z6 mértékben volt jellemz6 a betegek korében. A
kérdéivben meghatarozott mozgéasformakon kiviil a betegek nagy ardnyban végeztek
olyan mindennapos tevékenységeket, melyekkel eldsegithetik fizikalis allapotuk, aktiv
¢letformajuk megtartasat (példaul séta, hazi munka, kertészkedés, kirandulas).

Az FFQ modszerrel torténd kikérdezés eredményeként azt talaltuk, hogy a vizsgalt metil-
donorok koziil a metionin, a folat és a B6-vitamin szignifikansan befolyasolhatjak a
daganatos betegek tulélését, abban az esetben, ha a napi bevitel nem haladta meg az
ajanlott napi beviteli értéket (RDA). Ez az érték metionin esetében 19 mg/kg (1140 mg /
60 kg), folat esetében 0,4 mg és B6-vitaminnal 1,3 - 2 mg. Vizsgalatunkra vonatkozdan
ez azt jelentette, hogy azoknal a kolorektalis daganatos betegeknél tapasztalhattunk
hosszabb tulélést, akiknek a napi metionin bevitele (60 kg testsulyra szamolva) nem volt
tobb, mint 1030,07 mg ¢és a napi B6-vitamin bevitele 2,084 mg alatti volt. Az
emlétumoros betegeknél abban a csoportban mérhettiink jobb tulélést, amelyben a
betegek napi folat bevitele 0,399 mg alatti és napi B6-vitamin bevitele 2,084 mg alatti
volt. A hasnyalmirigy daganatos betegek esetében szignifikansan jobb tulélést a kdzepes
mennyiségli, tehat 1030,07 mg-nal nagyobb, de 1503,58 mg-ot nem meghaladd napi
metionin bevitel mutatott. A metil-donorok egylittes hatdsanak vizsgalata azt mutatta,
hogy az 1278,48 mg vagy annal kevesebb napi 6ssz-metil-donor bevitel eredményezhet
hosszabb tulélést a CRC csoportban. A PC csoportban, ebben az esetben is a kdzepes
(1278,48 mg-nal nagyobb, de 2189,79 mg-ot nem meghaladd) mennyiségii napi 6ssz-

metil-donor bevitel novelheti leginkabb a talélést.
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In vitro tanulmanyainkban szintén az RDA értékeket meg nem haladd metil-donor
koncentraciok bizonyultak hatdsosnak emld, tiidé és hasnyalmirigy daganatos sejtek
életképességének csokkentésében (152, 153), melyek megerdsitik a talélési vizsgalataink
eredményeit. Mindezek mellett az egyes tapanyagok hasznosulasat, igy a metil-donorokét
is, nehéz meghatarozni, mert nem allnak rendelkezésre megfeleld informaciok az RDA
értékek hasznosulasardl ugy, mint példaul egy-egy gyogyszer-hatastanulmany esetében.
Masrészt a taplalkozassal bevihetd makro- €és mikrotadpanyagok hasznosuldsat tobb
tényez0 is befolyasolhatja. Ilyen példaul, hogy a B vitaminok nem csak a taplalékbol,
hanem a bélben talalhat6 baktériumok altal is termelddnek, de a taplalék kiegészitdk altali
szuplementécio is ide sorolhatd, vagy az egyes betegségek, amelyek befolyasoljak a
tapanyagok felszivodasat. A PC csoportban megfigyelt magasabb metil-donor bevitel
masrészt azzal, hogy a gyulladasos allapotok csokkenthetik a tapanyagok felszivodasat
és hasznosulasat, ami ezaltal magasabb bevitelt igényelhet a szervezet megfeleld
miikodéséhez, igy a hosszabb tuléléshez is.

A hosszan tarto kronikus gyulladés a daganatok kialakulasanak egyik kiinduld tényezdje
lehet, amelyet az NFkB utvonal aktivacioja okoz, ahogy a hasnyalmirigy daganatok
esetében is leirtak (181). Az IL-8 citokinnek szerepe lehet az epithelialis-mezenchimalis
tranzicioban human karcioma sejtekben (187), valamint a MAPK/ERK jelatviteli titvonal
aktivalasaval eldsegiti a tiido és kolorektélis tumor sejtek proliferacigjat és attétképzését
(188, 189). A kolorektalis daganatos betegekben emlekedett az IL-6 citokin szintje, ami
rosszabb tulélést eredményez. Ennek hatterében az IL-6 altali sejtproliferacio novekedés
és az apoptozis gatlasa all (190). Hasonloan emelkedett IL-6 szintet mértek hasnyalmirigy
daganatos betegek vérplazmajaban is, amihez rosszabb prognozis és tulélés tarsult (191).
Ezekkel az eredményekkel egybehangzdan a kolorektalis és hasnyalmirigy daganatos
betegeink vérplazmaja szignifikansabb magasabb IL-6 és IL-8 szinteket mutatott. A
kolorektalis betegcsoportban pozitiv 6sszefliggést talaltunk az IL-6 és IL-8 szintek kozott,
kimutattuk. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a megfeleld betain és folat bevitel
csokkentheti a daganatok képzodését eldsegitdé gyulladasos kornyezet kialakulésat.
Tovabba, ezzel egybehangzo az az eredményiink, miszerint az alacsonyabb IL-8 szinthez

szignifikansan jobb talélés tarsulhat ezen betegcsoportban.

74



DOI:10.14753/SE.2023.2778

Az egy-szén ciklusban részt vevd enzimeket érintd leggyakoribb genetikai eltérés az
csokkent enzimaktivitast eredményeznek, ami a folat ciklus zavarat, és ezaltal a
metilacios folyamatok gatlasat okozza (192). Az altalunk vizsgalt betegpopulacio
MTHFR C677T SNP analizise nem mutatott korrelaciot a metil-donor bevitellel, igy
feltételezziik, hogy a metil-donorok tulélésre gyakorolt hatdsa a bevitt mennyiségekkel

fligg Gssze, azt a genetikai variabilitas nem befolyasolta.
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6. Kovetkeztetések

Eredményeink alapjan az alabbi kovetkeztetéseket allapithatjuk meg:

1. A magasabb B2- és B6-vitamin bevitel csokkentheti a CRC kialakulasanak
kockazatat. Tovabba, a Bl2-vitamin hatasanak vizsgalatakor figyelembe kell
venni a dohdnyzasi és alkoholfogyasztasi szokdsokat, mert ezek torzithatjak a

vizsgalati eredményeket.

2. A megfelel6 B2- és B6-vitamin bevitel ellensulyozhatja a csokkent MTHFR

enzimaktivitast homozigdta TT genotipusu, CRC-vel diagnosztizalt betegekben.

3. A metil-donor kezelés csokkentheti:
a. azMCF7, T47D, A549, H1650 és Panc-1 tumor sejtvonalak proliferaciojat
feltételezhetéen a MAPK/ERK jelatviteli utvonal gatlasa, tovabba

b. aPanc-1 sejtek esetén még a megnovekedett p21WAFYCIPL fehérje altal.

4. A metil-donor kezelés hatasara megemelkedhet:
a. a sejtciklus apoptotikus sejteket is tartalmazd subG1 fazisanak aranya az
MCF7, T47D ¢és Panc-1 tumor sejtekben, tovabba
b. a korai apoptotikus sejtek aranya a T47D, A549 és H1650 sejtvonalak

esetében.

5. A metil-donor kezelés sejtvonaltol fiiggben aktivalhatja a pro-apoptotikus
szignalizé4cios Utvonalakat:
a. acaspase-9, BAK, BAX és PUMA fehérjék mennyiségének ndvekedése,
illetve
b. az anti-apoptotikus MCL-1 ¢és BCL-2 fehérjék mennyiségének

csokkentése altal.

6. Az MCF7, T47D és AS549 sejtvonalak metil-donor kezelése csékkent AKT

szinteket eredményezhet, ami megerdsitheti az apoptotikus folyamatok jelenlétét.
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A metil-donor kezelés altal csokkenhet a p-p53 (Thr55) szint az eml6 és tiid6 tumor
sejtekben, aminek kovetkeztében helyreallhat a p53 sejtmagi elhelyezkedése és ez

apoptozist indukalhat a tumor sejtekben.

A metil-donor kezelés gyengitheti a Panc-1 sejtek attétképzo tulajdonsagat az
SDF-1a és VEGF expresszié csokkentésével, tovabba eldsegitheti a normal
sejtekre  jellemz6  sejt-sejt  kapcsolatok —helyreallitasait a  szignifikansan

megnovekedett E-cadherin szint éltal.

A betain, kolin, metionin, folat, B2-, B6-, ¢s B12-vitaminok egyiittes bevitele jobb
tuléléssel jarhat kolorektalis betegek esetében, ha az Osszesitett mennyiség nem
haladja meg a 1278,48 mg-ot. A hasnyalmirigy daganatos csoportban az 1278,48
mg-nal nagyobb, de 2189,79 mg-ot meg nem haladé napi bevitel ndvelheti
leginkéabb a tulélést.

Az ajanlott napi bevitelhez (RDA) kozeli metionin (maximum 1030,07 mg) és B6-
vitamin (maximum 2,084 mg) bevitel a kolorektalis daganatos betegek hosszabb
tuléléséhez jarulhat hozza. Eml6tumoros betegek esetében az elébbi B6-vitamin
bevitel, illetve maximum 0,399 mg folat bevitel jarulhat hozza a jobb ttléléshez.
Hasnyalmirigy daganatos betegek jobb tulélését az 1030,07 mg-néal nagyobb, de

1503,58 mg-ot meg nem halad6 napi metionin bevitel segitheti eld.

A megfeleld betain és folat bevitel csokkentheti a kolorektalis daganatos betegek
IL-8 szintjét, és ez az alacsonyabb IL-8 szint szignifikansan jobb taléléssel

tarsulhat ebben a betegcsoportban.

A hasnyalmirigy daganatos betegeknél mért szignifikdnsan magasabb IL-6 és IL-
8 citokin szintek megerdsitik a hasnyalmirigy tumorokban leirt aktivalt NFkB
utvonal jelenlétét. Tovabba, mivel az talaltuk, hogy a Panc-1 tumor sejtek metil-

donor kezelése csokkentheti az NFkB és az IL-17a citokinek szintjét, ezért
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feltételezhetéen az IL-17/NFkB/STAT3 jelatvitelen keresztiill megvalosulod
gyulladas mértéke enyhitheté metil-donor bevitellel.
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7. Osszefoglalas

A daganatok megel6zésében egyre nagyobb szerepet tulajdonitanak az ¢letmodbeli
tényezoknek. A taplalkozassal bevihetd metil-donorok daganat megel6z6 és kockazat
csokkent6 hatdsat széles korben vizsgaltdk mar.

Szisztematikus irodalomgyijtéssel és metaanalizissel megallapitottuk, hogy a megfeleld
mennyiségii B2- és B6-vitamin bevitel csokkentheti a CRC kialakulasanak kockazatat,
valamint kompenzalhatja a lecsokkent MTHFR enzimaktivitast, ami szintén kockazati
tényez0 lehet e betegség kialakulasaban.

In vitro kisérletekkel igazoltuk, hogy a metil-donor kezelés szignifikansan csokkentheti
csokkentésén keresztiil, amihez a pro-apoptotikus caspase-9, BAK, BAX és PUMA
fehérjék szintjének emelkedése és az anti-apoptotikus MCL-1 és BCL-2 fehérjék
csokkenése tarsult. A metil-donor kezelés altal csokkent AKT szinteket mértiink, ami
apoptozis jelenlétét tamaszthatja ala. A sejtciklus szignifikansan emelkedett subG1 fazisa
és a korai apoptotikus sejtek megnovekedett ardnya szintén apoptozis indukalasara
utalnak. A metil-donor kezelés altal csokkenhet a p-p53 (Thr55) szint az emld és tiid6é
tumor sejtekben, aminek kovetkeztében helyreallhat a p53 sejtmagi elhelyezkedése, és ez
apoptozist indukalhat. A kezelés hatasara csokkent az IL-17 ¢s NFkB szintje a Panc-1
tumor sejtekben. Szignifikans csokkenést tapasztaltunk a VEGF és SDF-1a szintekben is,
valamint megndvekedett az E-cadherin expresszidja.

A daganatos betegek korében végzett vizsgalataink azt mutattak, hogy az RDA érték
koriili metionin, B6-vitamin és folat bevitel szignifikansan megnovelheti az emld és
kolorektalis daganatos betegek talélését. A hasnyalmirigy daganatos betegeknél
magasabb metionin bevitel biztosithatja a jobb tulélést. A kolorektalis és hasnyalmirigy
daganatos betegek IL-6 és IL-8 szintje magasabb volt a kontroll csoporthoz képest, és ez
utobbi pozitiv korrelaciot mutatott a betain és folat bevitellel a kolorektalis
betegcsoportban. Tovabba az talaltuk, hogy az alacsonyabb IL-8 szintekhez
szignifikansan jobb talélés tarsulhat a kolorektalis daganatos betegek kozott.

Mindezek alapjan elmondhatd, hogy a megfeleld6 mennyiségii metil-donor bevitel
szerepet jatszhat a daganatok kialakulasanak megel6zésében, valamint hatékony

kiegészitd kezelés lehet a daganatos betegek kiegészitd terapiaja soran.
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8. Summary

Lifestyle factors have a greater role in cancer prevention than considered before. The
tumor-preventive and risk-reducing effects of dietary methyl donors have already been
widely investigated.

In our systemaic review and meta-analysis we assessed the relationship between B
vitamin intake and CRC development. We found that optimal intake of vitamin B2 and
B6 could decrease the risk of CRC development and could compensate the reduced
activity of MTHFR enzyme which may be a risk factor of CRC as well.

According to our in vitro studies, methyl-donor treatment could significantly reduce
proliferation of breast, lung and pancreatic tumor cells through downregulating
MAPK/ERK and AKT signaling. These were accompanied by the increase in levels of
pro-apoptotic caspase-9, BAK, BAX and PUMA and the decrease in levels of anti-
apoptotic MCL-1 and BCL-2 proteins. Induction of apoptosis after methyl-donor
treatment could be supported by decreased AKT levels, increased subG1 cell fraction of
tumor cells and elevated number of early apoptotic tumor cells. The p-p53 (Thr55) protein
levels of breast and lung tumor cells can be reduced after methyl-donor treatment which
may result in restored nuclear localization of p53. The treatment significantly reduced the
levels of IL-17a and NFkB in Panc-1 tumor cells. A significant decrease in VEGF and
SDF-1a levels were also detected. Inversely, E-cadherin showed elevated expression after
methyl-donor treatment.

Questionnaire survey of cancer patients revealed that intakes of methionine, vitamin B6
and folate around RDA might significantly increase overall survival of breast and
colorectal cancer patients. A relatively higher intake of methionine might be needed to
reach better overall survival in case of pancreatic cancer patients. IL-6 and IL-8 citokine
levels were significantly higher in colorectal and pancreatic cancer patients compared to
the control group which positively correlated. IL-8 levels positively correlated with
intakes of betaine and folate in colorectal patients. Furthermore, lower levels of IL-8
could be associated with better overall survival.

We can conclude that appropriate intakes of methyl-donors may have a role in cancer
prevention and might be an effective complementary treatment during the therapy of

cancer patients.
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11. Koészonetnyilvanitas

Szeretném mindazoknak megkdszonni a segitséget €s a tamogatast, akik nélkiil doktori

munkam nem valosult volna meg €s talan én sem tartottam volna ki a végsokig.

Szeretném halamat és kdszonetemet kifejezni témavezetdmnek, Dr. Dank Magdolna
professzor asszonynak, hogy lehetdséget biztositott doktori munkam elkészitéséhez és
hogy a nehézségek ellenére mindvégig biztositott tdmogatasarol. Koszonom, hogy a

képzésem ideje alatt minden szakmai fejlddésemet tamogato intézkedéssel mogottem allt.

Nagyon nagy koszonettel tartozok Dr. Németh Zsuzsannanak az iranymutatasért, a
szakmai tamogatasért, a bizalomért, az ¢épitd kritikakért és a kitartd segitségért.

Ko6sz6nom neki, hogy tudasaval és lelkesedésével tamogatott, és kitartott mellettem.

Halaval tartozok Dr. Krenacs Tibornak, hogy laborjaban lehetdséget adott munkdim

elvégzéséhez. Koszonom szakértelmét és tamogatasat a cikkeim megjelenésében.

Szeretném megkdszonni az Onkoldgiai Klinika minden orvosanak, ndvérének é&s
munkatarsanak, hogy segitették a klinikumban végzett munkdm megvalosuléasat. Kiilon
koszondm Rimandczy Ritdnak a hematologiai mérésekben nytjtott segitségét, valamint
Hajdu Anettnek a kérddives felmérésben nyujtott segitségét és az értékes szakmai

tandcskozasokat, beszélgetéséket.

Ko6szoném Danké Titanillinak a sejttenyésztésben nyujtott segitségét, és hogy

bizalommal fordulhattam hozza barmikor.

Ko6szonettel tartozok Dr. Forika Gertrudnak a sok nevetésért és az egyiitt megkilizdott

pillanatokért. Nagyon hélas vagyok a végtelen szakmai és barati segitségért, amit kaptam.

Végiil szeretném megkdszonni a csaladom és a barataim szeretetét, timogatasat, és hogy

6k mindvégig tudtak, sikeriilni fog.
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1. melléklet: PRISMA ellenérzési lista

Location

Section and Item . where

Topic # Checklist item item is

reported

TITLE

Title | 1 I Identify the report as a systematic review.

ABSTRACT

Abstract | 2 | See the PRISMA 2020 for Abstracts checklist.

INTRODUCTION

Rationale 3 | Describe the rationale for the review in the context of existing
knowledge.

Objectives 4 | Provide an explicit statement of the objective(s) or question(s) the
review addresses.

METHODS

Eligibility 5 | Specify the inclusion and exclusion criteria for the review and how

criteria studies were grouped for the syntheses.

Information 6 | Specify all databases, registers, websites, organisations, reference

sources lists and other sources searched or consulted to identify studies.
Specify the date when each source was last searched or
consulted.

Search 7 | Present the full search strategies for all databases, registers and

strategy websites, including any filters and limits used.

Selection 8 | Specify the methods used to decide whether a study met the

process inclusion criteria of the review, including how many reviewers
screened each record and each report retrieved, whether they
worked independently, and if applicable, details of automation tools
used in the process.

Data 9 | Specify the methods used to collect data from reports, including

collection how many reviewers collected data from each report, whether they

process worked independently, any processes for obtaining or confirming
data from study investigators, and if applicable, details of
automation tools used in the process.

Data items 10a | List and define all outcomes for which data were sought. Specify
whether all results that were compatible with each outcome domain
in each study were sought (e.g. for all measures, time points,
analyses), and if not, the methods used to decide which results to
collect.

10b | List and define all other variables for which data were sought (e.g.
participant and intervention characteristics, funding sources).
Describe any assumptions made about any missing or unclear
information.

Study risk of 11 | Specify the methods used to assess risk of bias in the included

bias studies, including details of the tool(s) used, how many reviewers

assessment assessed each study and whether they worked independently, and
if applicable, details of automation tools used in the process.

Effect 12 | Specify for each outcome the effect measure(s) (e.g. risk ratio,

measures mean difference) used in the synthesis or presentation of results.

Synthesis 13a | Describe the processes used to decide which studies were eligible

methods for each synthesis (e.g. tabulating the study intervention
characteristics and comparing against the planned groups for each
synthesis (item #5)).
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Location

Section and where

Checklist item

Topic item is
reported

13b | Describe any methods required to prepare the data for
presentation or synthesis, such as handling of missing summary
statistics, or data conversions.

13c | Describe any methods used to tabulate or visually display results
of individual studies and syntheses.

13d | Describe any methods used to synthesize results and provide a
rationale for the choice(s). If meta-analysis was performed,
describe the model(s), method(s) to identify the presence and
extent of statistical heterogeneity, and software package(s) used.

13e | Describe any methods used to explore possible causes of
heterogeneity among study results (e.g. subgroup analysis, meta-
regression).

13f | Describe any sensitivity analyses conducted to assess robustness
of the synthesized results.

Reporting 14 | Describe any methods used to assess risk of bias due to missing
bias results in a synthesis (arising from reporting biases).

assessment

Certainty 15 | Describe any methods used to assess certainty (or confidence) in
assessment the body of evidence for an outcome.

RESULTS

Study 16a | Describe the results of the search and selection process, from the
selection number of records identified in the search to the number of studies

included in the review, ideally using a flow diagram.

16b | Cite studies that might appear to meet the inclusion criteria, but
which were excluded, and explain why they were excluded.

Study 17 | Cite each included study and present its characteristics.

characteristics

Risk of bias in 18 | Present assessments of risk of bias for each included study.

studies

Results of 19 | For all outcomes, present, for each study: (a) summary statistics

individual for each group (where appropriate) and (b) an effect estimate and

studies its precision (e.g. confidence/credible interval), ideally using
structured tables or plots.

Results of 20a | For each synthesis, briefly summarise the characteristics and risk

syntheses of bias among contributing studies.

20b | Present results of all statistical syntheses conducted. If meta-
analysis was done, present for each the summary estimate and its
precision (e.g. confidence/credible interval) and measures of
statistical heterogeneity. If comparing groups, describe the
direction of the effect.

20c | Present results of all investigations of possible causes of
heterogeneity among study results.

20d | Present results of all sensitivity analyses conducted to assess the
robustness of the synthesized results.

Reporting 21 | Present assessments of risk of bias due to missing results (arising
biases from reporting biases) for each synthesis assessed.

Certainty of 22 | Present assessments of certainty (or confidence) in the body of
evidence evidence for each outcome assessed.

DISCUSSION

Discussion 23a | Provide a general interpretation of the results in the context of

other evidence.
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Checklist item

Location
where
item is
reported

23b | Discuss any limitations of the evidence included in the review.
23c | Discuss any limitations of the review processes used.
23d | Discuss implications of the results for practice, policy, and future
research.
OTHER INFORMATION
Registration 24a | Provide registration information for the review, including register
and protocol name and registration number, or state that the review was not
registered.
24b | Indicate where the review protocol can be accessed, or state that a
protocol was not prepared.
24c | Describe and explain any amendments to information provided at
registration or in the protocol.
Support 25 | Describe sources of financial or non-financial support for the
review, and the role of the funders or sponsors in the review.
Competing 26 | Declare any competing interests of review authors.
interests
Availability of 27 | Report which of the following are publicly available and where they
data, code can be found: template data collection forms; data extracted from
and other included studies; data used for all analyses; analytic code; any
materials other materials used in the review.
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fogyasztas gyakorisagat felmérd kérddiv

Keérddwet felvevl neve:

Eqyetem Onkologiai
1083 Bodapest, T6mG u. 25-29.

Fehétal dituma:

2. melléklet: A szociookdndmiai hatteret, egyes ¢letmodbeli szokasokat és a metil-donor

Taplalkozasi szokasok felmérése

Transmetilalast befolyasolo természtes hatdanyagok fogyasztasi gyakorisagdnak vizsoalata

SZEMELYES ADATOK
Sorszam:

S

[] nBody 770 meliéklet csatoiva

Nem: El Ferfi I Ns

Diagndzis, fennalld betegség(ek):

Alland6 lakhelye a lakhely tipusa szerint:
[ fevéros J megyeszékhely
[] véros [] kozség
Legmagasabb iskolai vegzettsége:
[18 ataténos vagy kevesebb
[Joimnazium / érettségi
[Jszakmunkaskepzi/szakiskola
Jelenlegi csaladi allapota
[CInétlen/hajadon
[CJeayiitt él a partnerével

(hdzassag vagy bejegyzett élettarsi kapcsolat nélkal)
[CIhézassagban &

ELETMODBELI SZOKASOK

Dohanyzik jelenleg?

| igen, naponta dohanyzas kezdete:
[] igen, akkaimanként  dohanyzas kezdete:
[] nem

Milyen dohanyterméket szv naponta?
[Ikészen kaphatd, gyarilag elGalitott

[Icigaretta {naponta: ~ db)

o megyei jogd varos
[] falu

[T nem eqyetemi szitnd fels6foki iskolai oklevél / OKJ-s képzés

[] féiskotai vagy egyetemi oklevél, diploma
[ poszigradudlis vagy dokori vegzetiség
[ bejeqyzett élettarsi kapcsolatban &l

[ ehvait
[ Gaveay

[ szivar (naponta:  db)
(] pipadohény (naponta:  adag)

[]kézzel sodort cigaretta (naponta:  db) [ eavéb termék, éspedig: (naponta: dbv adag)

Az elmtt 12 honapban fogyasziott On barmilyen alkohottartalmi italt?

(mint példaul sor, bor, pezsgo, palinka, vodka, rum, whiskey, likor, alkohalos dditditalok)

Clnem [ hetente 2-3 alkalommal

[Jhavonta eqyszer vagy ritkabban [] hetente 4-6 akalommal

[Jhavonta 2-4 alkalommal [] mindennap

Az elmdlt héten fogyasztott-e alkohoitartalmu italt?

[Jigen [Jnem

Amennyiben igen, mit és mennyit fogysztott az egyes napokon?
Htlo Sar d Bor (dh Révidital (dl)
Kedd Sir ) Bor ) Ravidital i)
Szerda Sar ) Bor ) Favisdital (dh
Csidtirtik Sar d) Bor (d Riredial (i)
Péntek Sar d Bor dy Révidital dl)
Szombat Sar d) Bor (i) Ravidital (d)
Vasarnap Sar (dn Bor (dl) Ranidital (dn
* Roviditak palinka, rum, vodka, gin, whisky, Koryak sto.

Milyen gyakran fogyaszt teat?

[Inem fogyasztok [ hetente 2-3 alkalommal

[Jhavonta egyszer vagy ritkabban [] hetente 4-6 akalommal

[Jhavonta 2-4 alkalommal [ naponta

1
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KerdOwet felvevl neve: Semmeztweis Egyetam Onkologiai Kdzpont Felvetel dituma:
1083 Bucapest, Témd u. 25-29.

Taplalkozasi szokasok felmérése

Transmetildlast befolyasolo természtes hatoanyagok fogyasztasi gyakorisaganak vizsgalata

Milyen teat fogyaszt a felsoroltak koziil?

[tekete tea [tehértea [ egysh:
[Jzoid tea [] roiboas

[CJayimoicstea [ ayéayndvény

Milyen gyakran és milyen jelleg( fizikai aktivitast végez?

O (j, egészségesebb nyersanyagok hasznaiata

O egészségtelen nyersanyagok, ételek elhagyasa

O bizonyos nyersanyagok, tapialékok nagyobb mennyiségi fogyasztasa
O alkolhol elhagyasa

O nagyobb odafigyelés a minfségre (pl. aruhaz = piac)

O étekészitési technologia vafioztats

O tudatosabb vasarids

O eqyéb:
Rendszeresen szedett gyogyszerek (név, rendszeresség):

Rendszeresen szedett étrendkiegészitdk (név. rendszeresseéq):

Specidlis gyogyaszati célra szant tapszerek (név, rendszeresség, mennyiség):
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Kérdowet felevl neve: Semmedweis Egyetam Onkologiai Kozpont Fehétal dituma:
1083 Bucapest, Témd u. 25-29.

Taplalkozasi szokasok felmérése
Transmetilalast befolyasolo természies hatdanyagok fogyasztasi gyakorisaganak vizsgalata

RESZLETES TAPLALKOZASI ANAMNEZIS
(betain, folat, B, B,,. B,, metionin, choline, szelén)

!
| qabosariiék & qabonspar teméhek . 8)
| gaboramagvak (B,.. M)
Tehér liszthdl készidt péiank
tefjes kilrlésh isztbl kéaziilt pikaruk
8des péksd yek, cukrasz készitméayek

| iizmkorpa (b. Se)
| bacska iSe)
fehée rizs
bama rizs (Se)
arpa
[ 720 (50) - vorpa, pevety
buiger
glutéamentss készitméoek
pszeadocarediiak (Rejdina, amardnt, quinod)
quinoa {b)
kites 8. M)
szaraz thsrik:
tojdsos
dunm
tafes Kiinisd

| kuborica 8, )

[ TED £S TEJTEAMEREX,
TajlermakaK (CH)
[B6.5,.00
3.5%
2.8%
1,5%
SRE, 5
EEED
Kemény sat
misszistt sajt

Tt
12%

0%
jognert, kefir

R

hal @, B, M)

lazac (Se}

| tanger gyimiicsei . 8.)
belsleégek

marha

~ ves3(B,B)

s B

.5 won
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KerdOwet felevd neve: Semmetweis Egyetam Onikoldgiai Kazpont Fehétel dttuma:
1083 Badapest, Tomé u. 25-29.

Taplalkozasi szokasok felmérése

Transmetilalast befolyasolo természtes hatdanyagok foayasztasi gyakorisaganak vizsgalata

Igényel-e visszajelzést, tanacsadast az eredmeények kiértékelését kivetden?
Cigen [ etérhetdség ema, telefon):

[CInem
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