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1. A doktori értekezés el6zményei és célkitiizései

A tapléalkozas és az egészségi allapot kozotti szoros dsszefiiggésekre epidemioldgiai,
experimentalis €s klinikai kutatdsok is ramutatnak. Egyes allatfajoknal megfigyelhetd
kiilonboz6 korallapotokra adott Osztonds diétavaltoztatds, az Okorig visszanyulo
hagyomanyos kinai orvoslas, az indiai ajurvéda szemlélete, vagy az eurdpai kulturaban —
tévesen — Hippokratésznak tulajdonitott vélekedés: ,,Gyogyszered legyen az ételed, s
ételed legyen a gyogyszered”, majd késébb: ,,4z vagy amit megeszel” (Feuerbach) korai,
empirikus, bizonyos értelemben intuitiv, de ma is érvényes taplalkozasbiologiai
eredményeknek tekinthetdk. Vitaminhiany okozta megbetegedések — skorbut, beriberi —
voltak az elsd olyan esetek, amelyekben a fenti dsszefiiggést ma elfogadott tudomanyos
modszerekkel igazoltak, egyuttal a hatékony kezelést is elérhetdvé tették. Ennek nyoman
valt indokolttd az emberi szervezet tapanyagigényének alaposabb megismerése,
sz€leskorti  kutatdsa, majd az ezekbdl szdrmazd informéciok alkalmazésa,
népegészségiigyi gyakorlatba iiltetése.

A kutat6éi tarsadalom és a vonatkozd ipari szereplok jelentds javuldst vartak az
¢lelmiszerek asvanyi anyagokkal, vitaminokkal torténé dusitasatol. Egyes betegségek
(angolkér, veldcsdzarddasi defektusok, golyva, kora/tjsziildttkori agyvérzés stb.)
morbiditdsa valoban szignifikansan csokkent, de mas, kronikus bantalmak hasonlo
statisztikaiban napjainkban is lassi emelkedés tapasztalhatd. Ilyen megbetegedések —
tobbek kozott — a II. tipusti cukorbetegség, az érelmeszesedés, a sziv €s keringési
rendellenességek, a gyomor-bél rendszeri és daganatos elvaltozasok. A nyugati
tarsadalmakban megfigyelhetd kiemelkedd prevalencia sejteti, hogy a hattérben legalabb
részben a néhany évtized alatt — evoliciés szemmel nézve pillanatok alatt — atalakuld
¢letmod allhat. A széles spektrumban jelentkezd civilizacios artalmak koziil meg kell
emliteni a mozgéasszegénységet, a stressz jellemezte szociokulturalis kornyezetet, a
légszennyezddést, az individuum karos szokasai eredményezte negativ élettani hatdsokat
IS, de meghataroz6 jelentdségli az élelmiszerfogyasztasi szokasok atalakulasa. Ezek
mindegyike képes a human szervezet homeosztazisanak felboritasaval a fent sorolt
krénikus betegségek eldidézésére.

A WHO mér az ezredfordul6 kornyékén felhivta a figyelmet a civilizacios betegségek
emelkedd morbiditdsara. Prognézisuk helytallonak bizonyult, a taplalkozassal
Osszefiiggd civilizacios betegségek komoly kozegészségligyi terhet ronak az allamok

egeészseégligyi ellatérendszereire. Noha az egészségtudatos taplalkozas kovetdinek szdma



novekszik, sajnos még gyerekcipdben jar, és sokszor kevéssé tudomanyos trendek is
befolyasoljak. Az egészségtelen taplalkozas karos kovetkezményei, az uttord
¢lelmiszermodositasi probalkozasok (pl. vitaminpo6tlas) részbeni sikeressége, az Gjonnan
jelentkezO egészségligyi problémak (gluténérzékenység, 1) virusinfekcidk stb.)
szofisztikaltabb megolddsokat kivannak. Részben olyan ¢élelmiszerek kifejlesztésére
Osztondznek, amelyek jotékony hatasuk révén betegségmegeldzd, preventiv hatdssal
rendelkeznek. Részben kiilonb6zé megbetegedések gyogyitd, kurativ kezelésére
alkalmas hatéanyagok keresését inspirdljdk. Az utdbbi  évtizedekben a
gyogyszerhatbanyag-fejlesztéssel kapcsolatos vizsgalatok szamottevo része fordult a
farmakologiailag aktiv novényi eredetli vegyiiletek iranyaba (nutraceutikumok). A mar
alkalmazott torzskonyvezett gyogyszerek (aspirin-fiizfa, paclitaxel- tiszafa, tamiflu-japan
csillaganizs stb.) mellett jelenleg is intenziv kutatdsok folynak ndvényi eredetii
biologiailag aktiv komponenseken alapul6 termékek fejlesztése céljabol.

Minden egyes sejtiink stabil belsé kornyezetének szabalyozasa (homeosztazis),
tavolabbi kornyezetével vald interakcidja az erek belsd falat boritd endothel sejtek
megkeriilhetetlen részvételével valosul meg. Jelentdségiiket bizonyitja, hogy szdmos, a
fent emlitett kronikus megbetegedés patomechanizmusanak része az endothelium
diszfunkcidja. Megel6zési €s kezelési stratégiak kialakitasaban, vizsgalataban intenziven
alkalmazzak laboratériumi koriilmények mellett — tobbek kozt — a hatdéanyagkutatasban
is. Kisérleteink soran bioldgiailag aktiv ndvényi molekulak hatasat tanulmanyoztuk olyan
megbetegedések in vitro modelljén, ahol az endothel diszfunkcio kozponti patogenetikai
tényezo.

A fentiekben megfogalmazott gondolatok mentén kutatdocsoportunk célja volt
novényi hatdéanyagok keresése, elballitasa, tisztitasa. Ezt kovetéen in vitro modell
segitségével a fent emlitett kronikus betegségekben lejatszodo patofiziologiai
folyamatokban vizsgaltuk a meggy ¢és a paprika eredetli vegyiiletek hatasait.

Munkénk sordn az alabbi problémakra kerestiink megoldast és a kovetkezd kérdéseket
kivantuk megvalaszolni:

Tisztitott antocianin frakcioval kapcsolatos kisérletek

1. Annak tudataban, hogy az antocianinok sokrétii terapids potenciallal — koztiik

immunmoduldl6 hatassal — rendelkeznek, célul tliztiik ki annak megvalaszolasat,
hogy a meggybdl tisztitott antocianin frakcié (TAF) miképpen befolyasolja az
endothel sejtek biologiai folyamatait lipopoliszacharid (LPS) altal indukalt
gyulladdsos modelliinkben.



Allitiaminnal kapcsolatos kisérletek

1. Az in vitro vizsgalatokhoz a kereskedelmi forgalombol nem beszerezhetd
allitiamin kémiai szintézis utjan torténd eldallitasat, majd tisztitasat, és szerkezetét
igazol6 analitikai vizsgalatat kellett megvaldsitanunk.

2. Annak a feltételezésnek a tisztazasa, hogy az allitiamin — az Allium nemzetségbe
tartozé fajokon kiviil — a paprikaban is akkumuléalodik-e.

3. Az allitiamin ¢lettani hatasanak vizsgalata hiperglikémids koriilmények kozott
endothel sejtkulturan.

4. A pozitiv biologiai hatasért felelds lehetséges mechanizmusok vizsgélata.

2. Anyag és modszer

2.1. A hatéanyagok eldallitasa

2.1.1. A tisztitott antocianin frakcio
A sejttenyésztési kisérletek soran vizsgalt TAF Dr. Homoki Judit Rita doktori
munkajanak eredménye és a Debreceni Egyetem Elelmiszertechnologiai Intézete

bocsatotta rendelkezésemre.

2.1.2. Az Allitiamin referenciaanyag el6allitasa
Az allitiamin szintézisét Matsukawa és munkatarsai kisérletei alapjan (Matsukawa et al.,
1953) — kisebb modositasokkal — valositottuk meg. A reakcidelegyet HPLC-vel
frakcionaltuk, majd a tisztitott allitiamin szerkezetét MALDI-TOF MS és NMR

modszerekkel validaltuk.

2.2. Az allitiamin paprikamagban valo vizsgalata
A paprikamag etanolos extraktumat Strata-X-C kationcseréld oszlop segitségével

frakcionaltuk, majd HPLC és HPLC/MS modszerekkel vizsgaltuk.

A kisérletekhez sziikséges reagenseket a Sigma (MilliporeSigma, St. Louis, Missouri,
USA) és a Thermo Fisher Scientific (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,

USA) cégektdl szereztiik be.



2.3.  HUVEC sejtek izolaldsa, tenyésztése és flow citometrids karakterizalasa

A bioaktiv vegyiiletek hatdsit HUVEC (human umbilical vein endothelial cells:
human ko6ldokzsinor véna endothel sejtek) sejtkulturan végeztem. A koldokzsinorokat a
Debreceni Egyetem NOgyogyaszati Klinikdjarol kaptuk. A human eredetli
koldokzsinorokat érintd vizsgalatokat a Helsinki Nyilatkozatnak megfeleléen végeztiik
el, a protokollt pedig a Debreceni Egyetem Etikai Bizottsaga hagyta jova (regisztracios
szam: RKEB / IKEB 3712-2012). Az endothel sejteket koldokzsinor vénajabol
kollegendz enzim segitségével izoldltuk, majd M199-es médiumban, 5%-0s CO:
atmoszféraban és 37 °C-os hémérsékleten Galaxy 170 R inkubatorban (Eppendorf,
Hamburg, Németorszag) tenyésztettiik.

A koréllapotok modellezésére gyulladds okozta endothel diszfunkcié esetén 100
ng/ml LPS-t alkalmaztunk és 24 6ras inkubaciot kovetden vizsgaltuk a markeret, mig a
hiperglikémia okozta endothel diszfunkci6 esetén 30 mmol/l gliikozt alkalmaztunk majd
6, 12, 24 6ras valamint egyhetes inkubéaciokat kdvetden értékeltiik az intracellularis
valaszokat.

A sejteket egerekben termeltetett fluoroforral konjugalt, monoklonalis antitestekkel
jeloltik (FITC-CD31, PE-CD54, APC-CD106, PerCP-Cy5.5-CD45) ¢és Becton
Dickinson FACSArialll Cell Sorter tipust flow citométer (Becton Dickinson, Mountain

View, CA, USA) segitségével karakterizaltuk.

2.4. A sejtek életképességének meghatarozasa

Az alkalmazott hatdéanyagoknak a sejtek életképességére gyakorolt hatasat MTT-
assay-vel vizsgaltuk ¢és kombinalt DilC1(5)-SYTOX Green fluoreszcens jel6lést
alkalmaztunk. A sejteket 96 lyuku plate-re helyeztiik (2x10* sejt/lyuk), majd az adott
hatdanyagok kiilonb6z6 koncentracidival kezeltiik Oket 24 és 48 oran keresztiil a TAF,
24, 48 és 72 oran keresztiil az allitiamin esetében. Az abszorbancia értékeket és a
fluoreszcencia intenzitasokat Clariostar micro plate reader (BMG Labtech, Ortenberg,

Németorszag) segitségével detektaltuk.

2.5. Az intracellularis ROS tartalom mérése
Az intracellularis ROS tartalom mérésére a sejteket 2°,7’-diklor-fluorescein-diacetat
festékkel inkubaltuk 1 6ran keresztiil, 37° C-on, sotétben. Mig a H»Oz-vel végzett

vizsgélatok sordan 5 percenként monitoroztuk a sejteket — a TAF-val valo kezelések



esetében 60. percben, az allitiaminnal torténd kezelések soran a 120. percben leolvasott
fluoreszcencia értékekkel kalkuldltunk — addig az LPS altal indukalt ROS képzddés
vizsgalatakor 24 ora eltelte utan kapott intenzitasokat hasznaltuk fel. A fluoreszcencia
intenzitasokat micro plate reader (BMG Labtech, Ortenberg, Németorszag) segitségével
detektaltuk.

2.6.  Reverz transzkripci6 és valos idejii kvantitativ polimeraz lancreakcio

A mintak totdl RNS-ét Extrazole-lal (Blirt, Gdansk, Lengyelorszag) izolaltuk,
amelynek min6ségi és mennyiségi ellendrzését NanoDrop-pal (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA) végeztiik el. A reverz transzkripciot egy 2720 Thermal
Cycler tipust késziiléken végeztiik el (Foster City, Kalifornia, USA). A kvantitativ valos
idejii PCR (Q-PCR) reakciokat egy Roche LightCycler 480 (Hoffmann-La Roche, Bazel,

Svijc) késziilék segitségével valositottuk meg.

2.7.  Citokin-szekrécid vizsgalata Luminex/MagPlex modszerrel

A citokinek koncentracioit MILLIPLEX MAP human citokin/kemokin magneses
panel (EMD Millipore Corp., Billerica, Massachusetts, USA) segitségével, Luminex 200
késziilék (Luminex Corp., Austin, Texas, USA) segitségével hataroztuk meg, a gyartd

instrukcidi alapjan.

2.8.  Glutation intracellularis szintjének vizsgalata
A glutation koncentraciét sejtlizatumbdl mértiik Abcam altal gyartott fluorometrias
glutation assay (Abcam, Cambridge, UK) segitségével a gyartd altal szolgaltatott lizis

puffer hasznélata mellett valamint a gyartd instrukcioi szerint.

2.9. A transzketoldz enzim aktivitasanak vizsgalata

A transzketoldz aktivitast citoszol frakciobol mértiikk kolorimetrids modszert
alkalmazva. A reakciomix 14,8 mol/L rib6z-5-foszfatot, 253 pmol/L NADH-t, 185 U/ml
triozfoszfat-izomerazt és 21,5 U/ml glicerin-3-foszfat-dehidrogenazt tartalmazott Tris
pufferben (pH=7,9). A modszer lényege, hogy a reakcidmixben 1évé NADH
mennyiségének valtozasa aranyos a minta transzketolaz aktivitasaval. Az abszorbancia
értékek monitorozasaval és a Lambert-Beer torvény alkalmazasaval értékeltiik az

enzimaktivitasokat a NADH extinkcios egylitthatojat hasznalva (Berrone et al., 2006).



2.10. ELISA assay-k

Az AGEs mennyiségét OxiSelect kompetitiv ELISA kitek segitségével, a gyartd
protokolljat kovetve hataroztuk meg (Cell Biolabs Inc., San Diego, California, USA). Az
aktivalt NF-kB-t Human InstantOne™ NFkB p65 (Total) ELISA kittel (Invitrogen,
Carlsbad, Kalifornia, USA) kvantifikaltuk, a gyarto instrukcioi alapjan. A tPA TxA2 és
ELISA kitek (Abcam, Cambridge, UK) segitségével hataroztuk meg, a gyartd instrukcioi

alapjan.

2.11. Statisztikai analizis
A statisztikai analizisekhez One-Way variancia-analizist (ANOVA) alkalmaztunk

Bonferroni szerint médositott t-teszttel kiegészitve.

3. Eredmények

3.1. A hatéanyagok analitikai vizsgalata
3.1.1. A tisztitott antocianin frakcid
Méréseink alapjan a TAF f6 antocianin komponensei a cianidin-3-O-gliikozil-

rutinozid, a cianidin-3-O-gliikozid és a cianidin-3-O-rutinozid.

3.1.2.  Azallitiamin

3.1.2.1. Az allitiamin szintézise
Az allitiamint a kémiai Gton torténd szintézis soran termel6dott melléktermékektol
folyadékkromatografias modszerrel elvalasztottuk, tisztitottuk. Az egyes csucsok
frakcioit Osszegytijtottik és a szerkezetiikkre vonatkoz6 MALDI-TOF MS és NMR
vizsgalatokat végeztiink. Mindkét modszer egyértelmiien igazolta, hogy a kromatograffal
tisztitott vegylilet az N-[(4-amino-2-metil-pirimidin-5-il)-metil]-N-[(2E)-5-hidroxi-3-

(prop-2-én-1-ildiszulfanil) pent-2-én-2-il] formamid, azaz allitiamin.

3.1.2.2. A paprikamag kivonat HPLC- MS vizsgdlata
A paprikamag etanolos kivonatat HPLC-MS moddszerrel vizsgaltuk, amely soran

megallapitottuk, hogy a paprika mag akkumulalja az allitiamint.



3.2. Az endothel sejtek flow citometrias fenotipizalasa

Tekintettel arra, hogy kisérleteink soran primer sejtekkel dolgoztunk — nem pedig
kereskedelmi forgalombol beszerezhetd, a gyartéd altal karakterizalt sejtvonalakkal — in
vitro vizsgalatainkat a sejtek fenotipizalasaval kezdtik. A sejtmembranon kifejez6d6
pozitiv ¢és negativ markerfehérjéket (CD54; CD31; CD45; CDI106) specifikus
antitestekkel jeloltiik, majd aramlasi citometria segitségével karakterizaltuk az endothel
sejteket. Az adatok az izolalas hatékonysagat és pontossagat igazoljak és hitelesitették a
tovabbi HUVEC-kel végzett vizsgalatokhoz.

3.3. A TAF hatasa az LPS okozta inflammatorikus folyamatokra

3.3.1.1. Eletképességi vizsgdlatok

A hatbéanyagok in vitro vizsgalatanak els6 1épéseként meghataroztuk a TAF
koncentraciotartomanyat, amely a sejtek életképességét nem befolydsolja szignifikansan.
MTT assay-t és — annak érdekében, hogy kizarjuk a korai apoptotikus €s nekrotikus
események lehetdségét — kombinalt DilC1(5)-SYTOX Green fluoreszcens jelolést
alkalmaztunk. Megallapitottuk, hogy a TAF 1-100 pug/ml koncentracidtartomanyban nem
fejt ki negativ biologiai hatast a sejtek ¢€letképességére 24 ¢s 48 Ords mintavétel esetén

sem.

3.3.1.2. A TAF antioxidans kapacitdsa
végeztiink, hogy kizarjuk azokat a koncentracidkat, amelyek mar nem jelentenek
szignifikans antioxidans hatast. A sejtek €letképességét szignifikansan csokkentd 500 és
H20O2-vel kezeltiik, amelynek kovetkeztében 60 perc elteltével ROS mennyisége a
sejtekben kozel négyszeresére emelkedett. Ezt a novekményt az 50 és 100 pg/ml
pg/ml koncentacioban is képes volt a H20: 4altal kivaltott ROS termelddés jelentds
részének — majd egészének — elimindlasara, a tovabbi kutatasainkhoz ezt a koncentraciot

hasznaltuk.



3.3.2. A TAF enyhiti az LPS 4ltal el6idézett oxidativ stresszt

Az oxidativ stressz jellemzésére altalanosan hasznalt médszer a reaktiv oxigén
gyokok és a glutation (GSH) szint valtozasanak mérése. Az LPS tobb mint kétszeres ROS
produkciot eredményezett tenyészetiinkben a kontrollhoz viszonyitva, amit a TAF képes
volt szignifikdnsan csokkenteni. Bar dnmagéaban az LPS nem véltoztatta, a hozzaadott
TAF szignifikansan emelte a GSH szintjét. Mindezek a TAF-hoz kothetd antioxidans

kapacitas erdsitését jelzik.

3.3.3. A TAF antiinflammatorikus hatdsa

Az inflammaéci6 kardinalis része — az dsszetett folyamat inditasanak, idébeli és térbeli
behatdrolasanak, a résztvevo sejtek szabalyozdsanak eszkdze — a kiillonbdzd auto- para-
endokrin molekuldknak az adott szcenari6 (bakterialis betolakodod, szdvetsériilés stb.)
szerinti termelése (Chen et al., 2017). Kisérleteink kovetkezd 1épésében azt vizsgaltuk,
hogy a TAF az LPS kivaltotta citokin és kemokin szekréciét miképpen befolyasolja. Az
IL-6, IL-8, TNF-a, RANTES, GM-CSF ¢és tPA HUVEC modellben termelddott
mennyiségeinek vizsgéalataval az endotheliumot érintd inflammatérikus folyamatokrol
kovetden a sejtek feliiliszdjabol hataroztuk meg. A TAF szignifikansan csokkentette az

LPS kezelést kovetd fokozott citokin felszabadulast.

3.3.4. A TAF hatasa az eikozanoidok szintézisére

A gyulladas szabalyozasaban alapvetd fontossagu fehérjék — citokinek, kemokinek —
mellett a gyulladas lokalis szabalyozasaban fontos szerepet toltenek be az arachidonsav
szarmazékai, az eikozanoidok is (Imig, 2020). Gyulladasos modelliinkben megvizsgaltuk
a TxA: valamint a PGl szintjeit. A TAF jelentdsen befolyasolta a PGI> szintjét, mig a
TXA:2 szekrécidja nem valtozott meg szignifikdns mértékben.

A PGI2 koncentraci6 emelkedésének gatlasa a gyakorlatban tobbféleképpen is
megvaldsulhat (szintetizal6 enzimek tanszkripcidjanak csokkenése, poszttranszlacios
modifikalasa, direkt gatlasa stb). Méréseink szerint a szintetizaldé enzimek (a COX-1, a
COX-2 ¢és a PGI2 szintdz) génjeinek expresszidja valtozik. Ez mind LPS (nd) mind TAF

(csokken) hatasara a vizsgalt specifikus mRNS alapjan transzkripcio szinten érvényesiil.



3.4. Az allitiamin hatasa a hiperglikémia altal kivaltott endothelialis diszfunkciora
Az allitiamin antihiperglikémiés hatasait szintén HUVEC modellben vizsgaltuk. Az
allitiamin esetében eldszor a sejtek életképességére gyakorolt hatdsat értékeltik MTT-
assay ¢€s DilCy(5) és SYTOX Green fluoreszcens jelolés alkalmazéasaval. A HUVEC-et
tovabbi kisérletek soran megvalosuld hosszabb tavu inkubéciokra — 72 oran keresztiil
monitoroztuk a sejteket. A legmagasabb allitiamin koncentradcid, ami még nem

csokkentette a sejtek viabilitasat 5 pg/ml volt mindegyik mintavételi idépontban.

3.4.2. Az allitiamin csokkenti az AGEs képzodését

Kisérleteinkben az endothel sejteket tartésan magas — de diabetesben eléforduld —
gliikoz koncentracionak (30 mmol/l) kitéve modelleztiik a kronikus hiperglikémiat. A
perzisztens hiperglikémia az €16 sejtekben AGEs (advanced glycation end-products:
késoi glikacios végtermékek) fokozott kialakulasat idézi el6. Az allitiamin hatéanyagra
vonatkoz6 vizsgalatokat az AGEs szintek értékelésével kezdtiik egynapos és egyhetes
magas cukor koncentracionak val6 kitettséget kovetden. Egy hetes inkubaciot kdvetden
30 mmol/l gliikkdz megemelte az AGEs szintjét az endothel sejtekben. A hiperglikémia
altal kivaltott majdnem kétszeres ndvekedést az allitiamin szignifikans mértékben képes

volt gatolni.

3.4.3. Az allitiamin befolyasolja a hiperglikémia okozta inflammatorikus
folyamatokat

Annak érdekében, hogy mélyebb betekintést nyerjiink a hiperglikémia okozta
cellularis eseményekbe olyan markerfehérjéket kerestiink, amelyek expreszios szintjében
rovidtavon is valtozas kovetkezik be hiperglikémids kdrnyezetben. Szamos tanulmany
kozolte a hiperglikémia €s az endothelium gyulladasos valasza k6zotti szoros kapcsolatot
(Funk et al., 2012; Hoffman, 2015). Ennél fogva a hiperglikémia soran aktivalodo
gyulladasos folyamatokban fontos szerepet jatsz6 NF-kB transzkripcids faktor
aktivaciojat értékeltik 6 ¢€és 12 o6rds hiperglikémias inkubacio elteltével HUVEC
sejtlizatumaban. Megallapitottuk, hogy a hiperglikémids allapot mar korai szakaszban
aktivalta az NF-xB-t, amit az allitiamin képes volt szignifikdnsan csokkenteni.

Kisérleteink kovetkezd 1épésében a TNF-a, IL-6 és IL-8 citokinek felszabaduldsat mértiik
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a sejtek feliiliszgjabol 6, 12, 24 6ras inkubalast kovetden. Mig az IL-6 szekrécidja az
Osszes mintavételi id6 alatt szignifikdnsan megnovekedett a 30 mmol/l-es kezeléseket
kovetden, addig a TNF-a szekrécio jelentdsen csak 6 és 12 ora utan. 24 orat kdvetden
nem szignifikdns, de markans bioldgiai valtozast figyeltiink meg. Az IL-8 szekrécio 6 és
24 o6ra inkubéci6 utan egyardnt statisztikailag jelentdsen emelkedett. Az allitiamin
minden mintavételi id6pontban képes volt a fokozott citokin felszabaduldst

szignifikansan mérsékelni.

3.4.4. Azallitiamin pozitiv biologiai hatasanak feltételezett eredete

3.4.4.1. Az allitiamin nem fokozza a transzketolaz enzim aktivitdsat

Felvetddik a kérdés, az allitiamin fentiekben bemutatott pozitiv hatdsai mogott milyen
molekularis hatdsmechanizmus all. Azt feltételeztiik, hogy az allitiamin képes a
benfotiaminhoz hasonléan (Hammes et al., 2003) aktivalni a transzketolaz enzimet. Ezért
megvizsgaltuk tenyészetiinkben, hogy az allitiamin képes-e ezen hatdsok gyakorldséra.
Az allitiamin nem befolyasolta szignifikdnsan, mig a benfotiamin majdnem kétszeresére
novelte a transzketolaz aktivitast. Az eredmények értelmében az allitiamin pozitiv hatasai

fiiggetlenek a transzketolaz enzim aktivacidjatol.

3.4.4.2. Az allitiamin erds antioxidans kapcitassal rendelkezik

A benfotiamin esetében leirtak a transzketoldz aktivitas fokozastol fliggetlen
mechanizmusokat (Balakumar et al., 2010) koztiik antioxidans hatasokat (Schmid et al.,
2008). Ugyanigy ismert a szakirodalomban a fokhagyma azon kénvegyiileteinek erds
antioxidans kapacitdsa, melyek allil-diszulfid molekularésszel rendelkeznek (ajoene, S-
allil cisztein, stb.) (Jang et al., 2017; Kay et al., 2010; Lu et al., 2017). Mindezeket
figyelembe véve, megvizsgaltuk az allitiamin ROS eliminal6 képességét. Az allitiamin a
H20: okozta fokozott ROS-termelést szignifikans mértékben képes volt csokkenteni, ami

az allitiamin erds antioxidans tulajdonsagat igazolja.
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4. Az értekezés 0j tudomanyos eredményei

Kisérleteink soran egyfelél in vitro modellrendszerben kiilonb6z6 hatéanyag
vizsgalatokat valdsitottunk meg, masfel6l miiszeres analitikai vizsgalatokat alkalmaztunk
az allitiamin paprikamagbdl valo identifikdldsdhoz. A dolgozatban bemutatott,
alapvetéen két kiilonb6z6 metodikara (in vitro kisérletek, hatéanyagok analitikajara
vonatkoz6 vizsgalatok) épiilt kisérletek 0j tudoményos eredményei harom pontban

Osszegezhetok.

1. A meggy antocianinjaival végzett kisérletek alapjan megallapitottuk, hogy a TAF 50
ug/ml-es koncentracioban enyhiti az oxidativ stresszt: ROS (73,9%; p <0,005), GSH
(97% p <0,0001). Tovabba csokkenti az LPS indukalta fokozott proinflammatorikus
citokinek szekréciojat: I1L-6 (33,4%; p<0,01), IL-8 (48,1%; p<0,005), TNF-a (52,8%
p<0,005), RANTES (35,9%; p<0,005), GM-CSF (51,6%; p<0,0001), pozitivan
befolyasolja a tPA szintjét (43,6%; p<0,0001), valamint a PGI> szintézisében
résztvevé enzimek expresszidjat: PGlo-szintaz (70,5%; p<0,005), COX-1 (50%;
p<0,01), COX-2 (52,3% p<0,001) LPS altal kivaltott gyulladas HUVEC modelljén.
Ezek alapjan feltételezhet6 a TAF pleiotrop hatasa, amely soran egyarant
érvényesiilhet antioxidans, gyulladascsokkentd, vazoaktiv és hemosztazis-modulald

szerepe akut gyulladas esetén.

2. Az allitiamin ,kapia” paprika magjaban vald kimutatasaval az Allium nemzetség
tagjain kiviili el6fordulasat elséként igazoltuk. A paprikamag analitikai vizsgalatahoz
kapcsolodo kisérleteink ezen kiviil hozzéjarulnak a paprikamag kémiai Osszetételének

pontosabb megismeréséhez is.

3. Az allitiamin bioldgiai aktivitasat hiperglikémias koriilmények kozott HUVEC
sejtkultiran vizsgaltuk. Kisérleteink soran igazoltuk, hogy az allitiamin 5 pg/ml-es
koncentracioban csokkenti a hiperglikémia okozta fokozott: AGEs képzddést (7 nap
43,9%; p<0,0001), az NF-kB aktivaciot (6 ora: 53,5%, p<0,0005; 12 ora 45,3%
p<0,005), a proinflammatoérikus citokinek szekrécigjat: IL-6 (6h: 56,5%, p<0,01; 12h:
34,6%, p<0,01; 24h: 47%, p<0,01), IL-8 (6h: 43,2%, p<0,0001; 12h: 22,9%, p<0,01;
24h: 34,1%, p<0,01), TNF-a (6h:72,2%, p<0,005; 12h: 60%, p<0,005; 24h: 61,5%,
p<0,05). Bizonyitottuk, hogy a megfigyelt hatdsok nem a transzketoldz enzim

aktivacigjahoz, hanem a vegyiilet antioxidans hatdsdhoz kothetdek.
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5. Az eredmények gyakorlati hasznosithatéosaga

Vizsgalataink alapkutatas jellege folytan, bar eredményeink magunkban hordozzak a
késébbi  hasznosithatosagot, csak mértékkel extrapolalhatunk a gyakorlati
alkalmazhatdsadg vonatkozasaban. Tovabbi allati és human vizsgalatok eredményei

alapjan itélheté meg objektiven hatdanyagaink gyakorlati jelentosége.

Mindazonaltal viszgalatainkban bizonyitottuk:

1. A TAF az endothelium gyulladasos patofizioldgiai folyamatait potensen képes
befolyasolni, pozitiv effektusa inflammécios endothel diszfunkciokban
hasznosithato.

2. Tekintettel arra, hogy els6ként vizsgaltuk ilyen konstellacioban az allitiamint,
eredményeink hozzéjarulnak ennek a viszonylag kevésbé kutatott vegyiiletnek a
jobb megértéséhez, kiilonds tekintettel a hiperglikémiara gyakorolt jotékony
hatasaira.

In vitro vizsgalataink eredményei alapjan mind a TAF, mind az allitiamin

potencialisan alkalmas lehet az endothel diszfunkcidval Osszefiiggd megbetegedések

3. Az allitiaminhoz kapcsolodd analitikai  vizsgalataink soran igazoltuk
laborléptékben ~ mikodd, — tiszta  allitiamin ~ gyartdas  metodusanak
miikodoképességét, ami alapul szolgalhat nagyobb volumenti el6allitas esetén. Az
allitiamin paprikamagban val6 azonositasa tagitotta ismereteinket egy tobbnyire
¢lelmiszeripari hulladékként kezelt ndvényi rész kémiai Osszetételét, potencialis
taplalkozasbiologiai értékét illetden, ezzel nyomatékositva élelmiszereink
kvalitativ analizisének fontossdgat, az abbdl nyerhetd, felbecsiilhetetlen Uj

informacio, tudas forrasaként.
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