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1. BEVEZETES

A 21. szazadi népbetegségek aranyanak emelkedése a gyogyszeripar folyamatos
fejlédése ellenére bebizonyitotta, hogy az 0Osidok ota kornyezetiinkben fellelhetd
gyogynovényekre, a novények gyogyitd tulajdonsdgainak alkalmazdsira tovabbra is
szlikség van. Ezeket a jotékony hatassal rendelkezd novényeket a gydgyszeripar is
felhasznalja, ugyanakkor egyre nagyobb szamban jelentek meg olyan taplalék-
kiegészitok és kiilonbozé komplementer terapias készitmények, amelyekrol sok esetben
kideriil, hogy hatasmechanizmusuk nem bizonyitott sem egyed (klinikai tesztek), sem
cellularis/molekuléris szinteken. Az a tény, hogy az egyes taplalékkiegészitok és
komplementer terapias készitmények mégis forgalomba hozhatoak, azzal magyarazhato,
hogy nem toxikusak, csakhogy, az esetek tobbségében nem ismertek a dozisfiiggd
hatdsok sem, és akkor nem is emlitettiik a fogyasztok egyedi genomjaval és egyéni
egészségi allapotaval 0Osszefliggd valaszreakcioit. A novényi eredeti bioaktiv
hatéanyagok (drogok) a hatasmechanizmusuk ismerete nélkiili kronikus betegségek
kezelésére torténd alkalmazasa egészségre karos hatasokat is eredményezhet. E
megfontolasok alapjan kijelenthetd, hogy a ndvényi eredetli bioaktiv hatéanyagok
jovobeli preventiv €s/vagy terapias alkalmazasait nagy koriiltekintéssel kell végezni, €s
az is nyilvanvalo, hogy a posztgenomialis éraban, erre a célra a rendszerbioldgiai
megkozelités latszik a legalkalmasabbnak.

Szamos epidemiologiai tanulmany ramutat arra a tényre, hogy a civilizalt
életmoddal kapcsolatos kiilonféle hatdsoknak kdszonhetden megndvekedett a kronikus
betegségek okozta elhaldlozasok szdma is. Magyarorszag egészségiigyi allapota eurdpai
viszonylatban az egyik legkedvezdtlenebb helyzetben van, mig a vilag orszagai kozott a
kozépmezonyben foglal helyet (Tompa, 2011; WHO). Az eltéré korosztalyoknal és
nemeknél kialakult betegségek gyakorisaga mellett elmondhat6 altalanossagban, hogy az
0sszes halalozasok szamat figyelembe véve a leggyakrabban eléfordul6 halalokok kozott
a sziv- és érrendszeri betegségek (54%), a daganatos betegségek (27%), az emésztdszervi
betegségek (8%) és a 1égzdszervi betegségek (4%) szerepelnek. Bizonyitott tény, hogy a
sziv és érrendszeri betegségek terapiaja hatékonynak mutatkozik, és prevencidja terén is
novekszik, azonban prevencidja még nem jelentds hatdsu, ami azzal is magyardzhato,
hogy a genetikai hajlammal kapcsolatos sziirdvizsgalatok és a korai diagnosztika

lehetdségei korlatozottak. Magyarorszagon 2013-ban — mint az a Nemzeti



Egészségfejlesztési Intézet legfrissebb jelentésébdl kideriill — a bejelentetett Osszes
elhaldlozas (126.778 f6) koziil 33.274 haldleset vezethetd vissza daganatos
megbetegedésre. Mindkét nem esetében a tiid6-, valamint a vastag-és végbél daganatok
allnak az els6 két helyen, mig a harmadik leggyakrabb daganattipus a férfiaknal a
prosztata-, néknél pedig az emlédaganat.

Ezen betegségek okai Osszetettek, az oroklott, illetve a szomatikus sejtekben
ujonnan megjelend hajlamositdé mutacidkon tul a kornyezeti tényezdk is szerepet
jatszanak a kialakulasukban ugy, mint a nem megfelelé életmod (helytelen taplalkozas,
kevés mozgas, erételjes stressz). Ugyanakkor szamos kisérleti bizonyiték azt latszik
megerdsiteni, hogy a kdrnyezeti tényezok oldalan beavatkozva, sikereket lehet elérni az
elhalalozasi statisztikdkat vezetd sziv- és érrendszeri, illetve a rakos betegségek
prevencidja €s terapidja terén. Valojaban nem is marad mas terdpias lehetdség, mint a
kornyezeti tényezok oldalan torténd beavatkozas, hiszen a hajlamositd mutaciok sejt-
specifikus génterapias kijavitasa egyel6re kevésbé hatékony. Igy aztan érthetd, hogy a
taplalékkal bevitt ndvényi eredetii bioaktiv hatdanyagok egyre inkdbb felértékelddnek a
sziv- és érrendszeri, illetve a rakos betegségek prevencidja és terapiaja kapcsan (Dietz et
al., 2016). Ezeknek a molekulaknak a megismerése, jellemzése vilagszerte a tudomanyos
érdeklodés fokuszaban all (American Cancer Society, 2016). Ezt latszik alatamasztani To
Youyou 2015-6s Orvosi Nobel-dija is, hiszen az Artemisia annua (egynyari iir6m)
novénybdl kinyert artemisinin nevii bioaktiv hatdanyaggal sikeresen lehetett gyogyitani
a malariat.

A doktori munkamban szerepld vizsgalatokat a fenti szemlélet alapjan terveztem
és végeztem el. Az articsoka (Cynara scolymus L.) és gorogszéna (Trigonella foenum-
graecum L.) alapti ndvényi extraktumok eldallitdsdra és kémiai Osszetételének
meghatdrozasara torekedtem, majd a beazonositott bioaktiv komponensek alapjan
vizsgaltam az extraktumok potencialis citotoxikus ¢€s genotoxikus hatasait. Az
eredmények alpjan kijelenthetd, hogy az articsoka és gordgszéna extraktumok képesek
csokkenteni az emlétumoros sejtek életképességét és nem rendelkeznek genotoxikus
hatéssal. Ezek pedig mintegy eldrevetitik az articsoka és gorogszéna extraktumok

alkalmazasi lehetdségeit a rakos megbetegedések prevencidja és/vagy terapiaja soran.



2. IRODALMI ATTEKINTES
2.1. Az articsoka (Cynara scolymus L.) botanikaja és farmakolégiaja

Az articsoka (Cynara scolymus L.) a fészkesek csaladjaba (Asteraceae) tartozo
lagyszart, éveld novény (1. dbra). Az erdteljes gyokérzete akar 2-3 méter mélységig is
képes lehatolni. Alapi riigyeibdl sarjakat fejleszt, ezaltal évente megujul, viszont 4-5 év
utan a kdzépso tove elpusztul. A 1,5-2 m magas, eldgazd szaran a levelek tolevélrozsat
alkotnak. Gazdasagi értelemben vett termése a virdgzati kezdemény, mely a fOszar
melletti elagazasokon is megjelenik. A csoves virdgokbodl felépiild fészkes virdgzatat,
tobb sorban, a virdgzatra boruld, husos pikkelylevelek jellemzik. A csdves viragok,
Osszendtt sziromlevelei kék vagy lila szinben pompaznak. Hazankba Olaszorszagbol
keriilt be a novény a XV-XVI. szdzadban, melyet a viszonylag bonyolult
termesztéstechnoldgidja miatt elsdsorban a fouri kertészetekben termesztettek a XX.
szazad elejéig, majd a késObbiekben a ndvény termesztése teljesen hattérbe szorult
(Ombddi és Pestiné, 2011). A gydgyaszatban elsdsorban az articsoka leveleit hasznaljak

a biologiailag aktiv komponensei miatt (Bencsik, 2011).

i

1. abra: Articsoka (Internetl)

Napjainkban az articsoka (Cynara scolymus L.) igéretes orvosi névényként van
jelen a koztudatban, mivel kivonatai sok hasznos bioaktiv komponenst tartalmaznak,
melyek hatasait in vitro kisérletek és klinikai vizsgalatok soran tanulmanyoztak (Ben

Salem et al., 2015). A novény egészségtamogatd tulajdonsagai kozott azonositottak és



alaposan elemzték az antioxidans, a sziv- és érrendszeri, a majvédd, a koleretikus
(epetermelést  segité/epehajtd), a posztprandialis vércukorszint csokkentd, a
koleszterinszint csokkentd illetve trigliceridszint csokkentd, valamint a prebiotikus
hatésait.

Szamos antioxidans tulajdonsaggal rendelkezd bioaktiv dsszetevot azonositottak
articsoOkaban ¢és igazoltdk antioxidans aktivitdsukat szdmos preklinikai vizsgalatban
(Betancor-Fernandez et al., 2003; Wang et al., 2003; Llorach, 2002; Fintelmann, 1996a;
Adzet et al., 1987). Tovabbi tanulmanyok felvetettek egy antioxidans alapti majvédo
hatast, amelyet patkany majsejteken tenyésztett endotelialis sejteken (Gebhardt és Fausel,
1997; Gebhardt, 1995; Adzet et al., 1987), monocitakon (Zapolska-Downar et al., 2002)
és in vivo patkany modellrendszeren igazoltak (Magielse et al., 2014; Jimenez-Escrig et
al., 2003). Az articsoka majvédo hatasat a polifenol tartalmaval is 6sszefiiggésbe hoztak,
ami  ezaltal ellensulyozza a lipidperoxidaciot a patkdny majsejtjeinek
membranstrukturaiban (Gebhardt, 1995), és eldsegiti az epetermelés altal asszisztalt
zsirlebontast (Kraft, 1997), beleértve a toxinok eltavolitasat is (Fintelmann, 1996b). Az
articsoka antioxidans tulajdonsagu vegyiileteirdl azt is feltételezték tovabba, hogy gatolja
az LDL (low-density lipoproteinek) oxidaciojat (Brown és Rice-Evans, 1998).

Az articsoOka sziv- €s érrendszeri hatasairdl azt feltételezték, hogy kapcsolatban all
(feliilszabalyozas), amely egy fokozott nitrogénmonoxid termeléshez és vazodilatator
aktivitdshoz vezet, tenyésztett human koldokzsindr endotelialis sejteken bizonyitva
mindezt (Li et al., 2004; Lupattelli et al., 2004). Tovabba az articsoka koleszterinszint
csokkentd hatdsa alapvetden hozzajarulhat a sziv- és érrendszeri véddhatashoz. E16szor a
cinarinrdl, az articsoka kivonatok egyik polifenol osszetevdjérdl feltételezték azt, hogy
csokkenti a szérumban a koleszterin €s triglicerid szinteket, mely hatast in vitro, allatokon
végzett kisérleti tanulmanyok soran elemezték (Lietti, 1977; Wojcicki, 1978). Azonban a
luteolint, az articsokaban is fellelhetd egyik flavonoidot talaltak felelésnek a koleszterin
szintézis gatlasaért, mig a cinarinnak nem volt hatdsa a koleszterin szintézisre (Gebhardt,
1996). Tovabbi, fehérpatkdnyokon végzett kutatdsok sordn bizonyitast nyert, hogy az
articsoka kivonatok megakadalyozhatjdk az ateroszklerotikus plakkok (érelmeszesedés)
kifejlodését (Samochowiec, 1962). Az articsoka érelmeszesedés elleni hatasat részben
szintén az antioxidans hatdsanak tulajdonitottak, amely ezaltal csokkenti az LDL (low-
density lipoproteinek) oxidacigjat (Brown és Rice-Evans, 1998), részben pedig a

koleszterinszintézis gatlasanak koszonhetd (Wegener, 1995). Ujabban mind a

4



caffeoylquinic savak-rol, mind a luteolin-gliikozidok-rol azt feltételezik, hogy szerepet
jatszhatnak az articsoka érelmeszesedés gatlo hatasainak kialakulasaban (Wang et al.,
2003). Tovabbi megfigyelések azt mutattak, hogy az articsoka pozitiv hatasokat fejtett ki
a szérum lipid profiljara és a vér gliikkdzszintjére is. Tovabba articsoka levelébdl készitett
Kivonatokrol azt is kimutattak, hogy noveli a gyulladascsokkent6 valaszt a nem alkoholos
steatohepatitises patkanyokban (Safaa et al., 2013) és a nem alkoholos zsirmajjal
rendelkez6 betegekben (Rangboo et al., 2016).

In vitro kutatasokban kimutattak, hogy a kerti articsokabdl izolalt inulin hatékony
prebiotikus stimulald a jotékony Bifidobacterium bifidum szamara (Lopez-Molina et al.,
2005). Taper és Roberfroid (1999) allatkisérletekben megallapitotta, hogy az inulin
jelentésen gatolja a daganatok novekedését. Az inulin egy prebiotikum, ami azt jelenti,
hogy noveli a vastagbél mikrobiomjanak aktivitasat, allando fenntartasat és ezaltal erdsiti
a szerzett immunitassal kapcsolatos valaszok hatékonysagat. Az inulin olyan vizben
old6d6, nagyméretii poliszacharid, melyet a zoldségek ¢és  gylimolcsok
fruktooligoszacharid része tartalmaz. Az emberi sz4jban és az emésztérendszerben sincs
olyan enzim, amely képes lenne feloldani vagy megemészteni, ezaltal a hasznos
baktériumok taplalasara szolgal és elésegiti ezek szaporodasat (Liu et al., 2016; Valerio
et al., 2006). Mivel az inulin természetes cukorp6tlo, nem noveli a vércukorszintet és
lebontasahoz sem sziikséges inzulin (Liu et al., 2017). Elettani hatasai kozott
megemlithetd még a cukoranyagcsere szabalyozasa, a zsirok lebontdsa, az &svanyi
anyagok hatékonyabb felszivodasa, a bél pH értékének eldnyds befolyasolasa (Jasso-
Padilla et al., 2017), jotékony hatasu lehet tovabba az élelmiszer-allergia, a sziv- és
érrendszeri betegségek, a vastagbélrak, valamint az emlérdk megeldzésében is (Kumar et
al., 2016).

Az articsoka kivonatok tumorellenes hatéasait is vizsgaltak és megfigyelték, hogy
a benne 1évd antioxidansok, mint példaul a rutin, a quercetin és a galluszsav képesek
voltak csokkenteni a leukémia sejtek viabilitdsat az apoptdzis indukaldsaval (Nadova et
al., 2008). Olyan Kkisérleti koriilmények kozott, amikor az MDA-MB231 human

mellréksejteket rovidebb iddtartamig inkubaltak az articsoka termésének (ehetd nyers

crer

crer

a hosszabb inkubdacids idejii kezelésnél tapasztaltdk a mellrdksejtek novekedésének
gatlasat, az epigenetikus és a ROS (Reactive Oxygen Species; reaktiv oxigén fajtak)

medialt oregedésen keresztiil (Mileo et al., 2015). Megallapitottak tovabba, hogy az
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articsoka termésébol késziilt, magas polifenol-tartalmu kivonatok csokkentették a sejtek
viabilitast a human majrak (HepG2) esetén, apoptozist indukalva dozisfliggd modon
(Miccadei et al., 2008). A vad- és a termesztett articsoka fajok vegetativ részeit is
hasznaltdk kiillonb6zo kivonatok elkészitéséhez, melyek hatasait DLD1 kolorektalis
sejteket hasznalva vizsgaltak (Simsek és Uysal, 2013). Az igy kezelt sejtek apoptozisba
1éptek a DNS-iik fragmentalodéasa soran, mialatt a proapoptotikus BAX gén indukcioja és
az antiapoptotikus Bcl-2 génexpresszidjanak gatlasa volt megfigyelhetd. A tenyésztett
malignus pleuralis (mellhartya) mezoteliom sejtek kifejezett citotoxikus hatast mutattak,
amikor articsoka levélkivonattal kezelték Oket, majd a kisérlet soran azonositott hibas
szabalyozasi utvonalakat hoztdk kapcsolatba a rak kialakulasaval és progresszidjaval
(Sharma et al., 2016). Annak érdekében, hogy a megfigyelt hatasokat hozzarendeljék a
bioaktiv Osszetevokhoz, in silico target joslast végeztek, mely soran 47 Osszetevot
fedeztek fel 93 génnel kapcsolatban, amelyeknek szerepe lehet a rakos sejtek
aktivalasat és az invazio korlatozasat is (Pulito et al., 2015; Sharma et al., 2016).

A fentiekben emlitett kutatdsi eredmények azt sugalljak, hogy az articsoka
citotoxicitdst mutat kiilonbozé tipust rakos sejtek kapcsan, és ezeket a hatdsokat
kiilonb6zé  bioaktiv  Osszetevok  generdljdk, feltehetdleg tobbféle cellularis
mechanizmuson keresztiil. Azért, hogy elemezzem az articsoka bioaktiv hatdanyagait és
ezekkel Osszefiiggésben a feltételezheté rakellenes hatasat, UHPLC-ESI-MS analitikai
kémiai, majd in vitro és in vivo hatastani vizsgalatokat végeztem két kiillonbozo (vizes és

alkoholos) articsoka kivonaton.

2.2. A gorogszéna (Trigonella foenum-graecum L.) botanikaja és farmakologiaja

A gorogszéna (Trigonella foenum-graecum L.), mas néven gorog lepkeszeg a
legrégebbi korok oOta ismert gyogyndvények egyike, mely a pillangosviraguak
(Fabaceae) csaladjaba tartozik (2. abra). Foleg Egyiptomban termesztik
kultarnovényként, de a Foldkozi-tenger keleti partvidékét érinté orszagokban is Gshonos.
Az elagaz6 szara 45-60 cm magas, melyen a landzsa alak hdrmasan Osszetett levélkék
enyhén fogazottan helyezkednek el. Sargasfehér viragai a lomblevelek honaljaban
képzddnek, termése lapitott, csOrszerli hiivelytermés, melyben a hosszikas, éretten

sargasbarna magvak tilnek (12-17 db; Petropoulos G.A., 2002).
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2. abra: Gorogszéna (Internet2)

Magja 4-5 mm hossza, kemény (3. abra), és magas szaponin- illetve galactomannan-
tartalma miatt vizben er6sen megduzzad. Csirazd képességét 1-2 évig is megorzi,
ezermagtomege 11,5-11,8 g. Gyokere kardgyokér. Hazdnkban vadon nem talalhato, de
Dr. Makai Sandor révén allamilag mindsitett, szabadalmaztatott OVARI-4-es fajtaval
rendelkeziink. A gorogszénat Azsiaban takarmanyként is hasznositjak, szénéjat
elsésorban lovakkal etetik. Tejel6 allatok zoldtakarmanyként torténd ellatdsanal ligyelni
kell arra, hogy nagyobb mennyiség etetésekor a tej atveheti a gorogszéna jellegzetes
illatat. A gérogszéna magjat porszertien megdrolve fliszerndvényként is hasznaljak, foleg

Indidban (Svab, 1993).

3. abra: Gorogszéna mag (Internet3)



A gorogszéna (Trigonella foenum-graecum L.) szamos bioaktiv komponenst
tartalmazo novény és tobb farmakologiai tulajdonsaggal is rendelkezik (Yadav et al.,
2014; Moradi és Moradi, 2013; Mehrafarin et al., 2010).

A gordgszéna levelébdl készitett kivonatok fajdalomcsillapitod hatasat kimutattak
patkanyokon a gerincvel6i 5-HT receptor (Szerotonin, 5-hidroxi-triptamin) rendszeren
vagy purin receptorokon (Parvizpur et al., 2004, Parvizpur et al., 2006). A gérogszéna
mag vizes kivonatanak és magspecifikus polifenol kivonatanak majvédo hatasat patkany
modellrendszeren igazoltdk (Kumar és Bhandari, 2013; Kaviarasan et al., 2008). A
gorogszéna vérzsircsokkentd (hypolipidémias) hatasat szintén vizsgaltak allatmodelleken
¢s azt talaltak, hogy csokkenti a trigliceridek, az dsszkoleszterin, illetve a kis stirtiségli
lipoproteinek (LDL) szintjét (Al-Habori és Raman, 1998; Al-Habori et al. 1998; Petit et
al., 1993; Petit et al.,, 1995; Stark és Madar, 1993; Valette et al., 1984). A
vérzsircsokkentd hatast feltehetéleg a szaponinok okozhatjdk, ami egy olyan
molekulacsoport, amely a gasztroenteralis traktusban szapogeninné alakul at. A
szapogeninek novelik az epével torténd koleszterin szekréciot, csokkentve ezzel a szérum
koleszterin szintet (Sauvarie et al., 1991; Yoshikawa et al., 1997; Varshney és Sharma,
1966).

A hipoglikémias (vércukorcsokkentd) hatasokat tobbek kozott a gordgszéna
magban fellelhetd ritka aminosavnak, a 4-hidroxi-izoleucin-nek (4-HIL) tulajdonitjak,
amely fokozza a glikkoz altal indukalt inzulin kiaramlast in vitro human- és patkany
hasnyalmirigy szigetsejteken (Broca et al., 2004; Sauvarie et al., 1998). Az inzulin
szekrécio stimulalasan tul, a 4-HIL csokkentette az inzulin rezisztenciat (IR) izomban
és/vagy méajban, aktivalva az inzulinreceptor- szubsztrat asszocidlt foszfoinozitid 3 (PI3)
kinaz aktivitasat (Jetté et al., 2009). Tovabba a 4-HIL gatolhatja a palmitat indukalta
ROS-asszocialt gyulladast, és visszaallithatja az inzulin érzékenységet, szabalyozva az
inzulin receptor szubsztrat-1 (IRS-1) funkcidjat (Maurya et al., 2014). Egy masik in vitro
tanulmany szerint a gordgszéna mag kivonat tobbféle fehérjét képes foszforilalni,
beleértve az inzulin receptort, az inzulin receptor szubsztrat-l-et és a PI3-K p85
alegységét, mind 3T3-L1 adipocitdkban (zsirsejt) és human hepatoma (hepatocelluléris
karcindbma, majdaganatos sejt) HepG2 sejtekben, az inzulin jelatviteli Ut aktivaciojahoz
vezetve zsirsejtekben és majsejtekben (Vijayakumar et al., 2005). Azt is kimutattak
tovabba az inzulin rezisztens HepG2 sejteken, hogy a 4-HIL javitja az IR-t kiilonb6z6
mechanizmusokkal: (i) 4-HIL csokkentette a TNF-a szintet, a TACE/TIMP3 (TNF-a

konvertald6 enzim/metalloproteinaz-3 szovetinhibitor) rendszer fehérje expresszidjat
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befolyasolva, és (ii) a 4-HIL stimulalta az inzulin receptor szubsztrat-1 (IRS-1) és a
gliikéz transzporter négyes tipusat (GLUT4) (Gao et al., 2015). Egy 6sszehasonlito
tanulmanyban HepG2 sejteket hasznalva kimutattdk, hogy a gordgszéna mag vizes
kivonata, a 4-HIL és a metformin (gyogyszer) hasonlé antihiperglikémias hatast valt ki,
a fokozott inzulin jelatvitel, a génexpresszid ¢és a gliikozfelvétel fokozasa altal (Naicker
et al., 2016). A 4-HIL gyulladasellenes hatasat is vizsgaltadk TNF-o indukalt inzulin
rezisztenciaban C2C12 vazizomrostokon, ami azt mutatta, hogy a 4-HIL visszaforditja az
IR-t az AMP-aktivalt proteinkinaz (AMPK) aktivacidja altal és a citokin SOCS-3
(Suppressor Of Cytokine Signaling-3) gatlasa altal (Gautam et al., 2016). Egy masik
tanulmanyban azt allapitottak meg, hogy a 4-HIL mellett a dioszgenin, ami a
gorogszénaban is megtalalhatd szaponin, valtozasokat indukal a szérum, a m4j, a sziv és
az agy lipidprofiljaban, nagy zsirtartalmu diétas-sztreptozotocin (HFD-STZ) indukalt
cukorbeteg patkanyokban (Naidu et al., 2015). Raju és Bird (2006) a ,,Zucker”
elhizott/talsulyos (fa/fa) patkanyokban kimutatta, hogy a gérdgszéna magok szajon at
torténd bevitele csokkentheti a m4j elzsirosodéasat, a szérum ¢és a maj TNF-a szintek
modulalasaval. Tovabbd humdn kisérletek soran a gordgszéna az inzulin receptorok
szamanak novelésével csokkentette az IR-t (Raghuram et al., 1994), az adiponectin
(hormon) szinteket és a PPARy fehérje expressziojat patkanyokban (Mohammadi et al.,
2016). Egy masik kisérletben az alkoholos gorogszénamag kivonat novelte a testsulyt és
a gliikoz felvételt, csokkentette a szérum gliikdzszintet, a glikozilalt hemoglobin szintet,
a mgj gliikkdztranszportjat, a gyulladast fokozo citokineket, a hasnyalmirigy enzimeket és
visszaallitotta a kitirilt glikogén raktarakat az izomban és a majban dozisfiiggd mddon,
beleértve a lipidperoxidacio megel6zését és a m4j illetve a hasnyalmirigy GSH (glutation)
¢és SOD (szuperoxid diszmutaz) aktivitasanak visszaallitasat (Joshi et al., 2015).

A gbrogszéna magok antioxidans tulajdonsagairdl azt feltételezték, hogy hozzajarul
az egészségvedo hatasdhoz (Srinivasan, 2014). Egy etanolos toxicitasi vizsgalatra alapulo
patkany tanulmanyban, a gorogszénamag vizes kivonata megakadalyozta a
lipidperoxidaci6 fokozddasat és novelte az antioxidans potencialt (Thirunavukkarasu et
al., 2003). Egy in vitro szén-tetrakloriddal (CCls) kezelt patkany toxicitasi tanulmanyban,
a gorogszéna mag €s a magkivonat bevitele, jotékony hatdssal volt a maj €és vese
védelmében az antioxidans hatdsain keresztiil, az antioxidans enzimek aktivitasanak
valtoztatasaval (Mbarki et al., 2017). Ezeket az eredményeket in vitro bizonyitékok is
alatdmasztjdk cukorbeteg emberi vorosvértestekben, mivel a gordgszéna magbodl

szarmaz6 fenolos savak a lipidperoxidacid koncentraciofiiggd gatlasat mutattdk
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(Kaviarasan et al., 2004). Tovabbi patkanykisérleteken alapuld kisérleti eredmények arra
utalnak, hogy a goérogszénanak erdteljes antioxidans hatdsa van, mely altal alkalmas lehet
rakterapiaban a ciszplatin-indukalta vese és ma4j toxicitas csokkentésére (Hegazy et al.,
2015). Valéban egy masik vizsgélat soran, a gorogszénamag kivonat csokkentette a
ciszplatin-indukalta reprodukcids toxicitast patkanyokban a here (Leydig sejtek) oxidativ
stressz és a gyulladasok mérséklésével (Hamza et al., 2016). Erdekes modon, egy
cukorbeteg patkanyokon alkalmazott 15 napos gordgszénamag kezelés, a hipoglikémias
hatas mellett, javitotta a rendellenes H202-, MDA-, 4HNE-szinteken, névelve a SOD,
GPx ¢és Cat enzimek aktivitasat, éppen ezen enzimeket kodold gének expresszidjanak
fokozasa altal a majban és agyban (Sharma et al.,, 2015). Egy 0&sszehasonlitd
tanulmanyban a gérogszéna levél- és magkivonatok antioxidans potencialjat értékelték,
beleértve az dsszpolifenoltartalmat, a gyokbefog6 aktivitast (DPPH; FRSA, Free Radical
Scaving Assay), a szuperoxid anion aktivitast, a redukalé kapacitast, a lipid peroxidaciot,
a vas tiocianat probat, a hidroxil gyokfogd aktivitdst és a DNS karosodas elleni
véddaktivitast (Singh et al., 2014). Az eredmények azt mutattak, hogy a gorogszéna
levélkivonatanak volt a legalacsonyabb szabadgydk és szuperoxid anion és hidroxil
gyokfogd aktivitisa, a legnagyobb redukald kapacitissal egyetemben. Tovabba a
gorogszéna levélkivonata mutatta a maximalis DNS karosodassal szembeni védelmet €s
gatlasdban mutatott maximalis hatdst. A gérogszéna magok bevétele a karcinogenezis
indukalta vastagbélrakos patkdnyok diétdja soran, szignifikdnsan csokkentette a
lipidperoxidaciot és egyidejlileg novelte az olyan keringd antioxidansok szintjét, mint
példaul az aszkorbinsav, E-vitamin, glutation, glutation peroxidaz, glutation S-
transzferdz, szuperoxid dizmutéaz és a kataldz szintjét (Devasena és Menon, 2002).

A fent emlitett kisérletek egyértelmiien a gérdgszéna rakellenes hatdsait erdsitik
meg (Jesus et al., 2016; Sung et al., 2012; Aggarwal et al., 2008). Vastagbélrak esetén a
gorogszéna magok rakellenes hatasait az ¢lelmi rost-, a flavonoid- és a szaponin
tartalmanak tulajdonitjak, amelyek modulaltak a béta-gliikkoronid4dz és micinaz enzimek
aktivitasat (Devasena és Menon, 2003). Sok figyelmet forditottak a gdrogszéna magbol
szarmazo dioszgeninnek, mivel az gatolni tudta a vastagbél aberrans kripta fokuszok
(ACF) képzodését és apoptozist indukalt a human vastagbélrak sejtekben (Raju et al.,
2004). A vegytiszta dioszgenin és a gorogszénabol izolalt dioszgenin is gatolta a
telomeraz aktivitast, azaltal hogy lecsokkentette a human telomerdz reverz transzkriptaz

gén (hTERT) génexpressziojat (receptorszam valtoztatasaval), ¢és ilyenforman
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elésegitette az A549 tiidoraksejtek tulélését (Rahmati-Yamchi et al., 2014). Néhany
human emlétumoros sejtvonal esetén kimutattak, hogy a dioszgenin gatolta a pAkt gén
mely a ,,downstream target”-ek gatlasat eredményezte, ilyen példaul az NF-xB, a Bcl-2,
survivin (apoptozis-inhibitorfehérje; IAP) és a XIAP (X-kapcsolt apoptozis-gatlo fehérje;
X-chromosome-linked inhibitor of apoptosis protein), (Srinivasan et al., 2009). A
Raf/MEK/ERK jelatviteli utvonalat, az Akt-nak egy masik funkcionalis ,,downstream
target”-jét ugyancsak gatolta a dioszgenin az 0sztrogén receptort kifejez6 (ER+) MCF-7
sejtekben, a sejtciklus G1 szakaszanak leallasat okozva, és ,,downregulalva” a ciklin D1,
cdk-2 és cdk-4 expressziot, amely a sejt proliferacié gatlasahoz és apoptozis indukciohoz
vezetett (Srinivasan et al., 2009). Tovabba egy kloroform alapti gorogszénamag kivonat
hatdsosan gatolta a MCF-7 emldrdk sejtek viabilitasat, az apoptdzis indukaldsan
keresztiil, amely a caspase-3, -8, -9, p53, Fas, FADD, Bax és Bak gének megnovekedett
expresszidjan keresztiil id6 és dozisfiiggé modon hatott (Khoja et al., 2011). A rakos
sejteket 50 pg/ml kloroform alapti gérégszénamag kivonattal 24 6ran at kezelték, és ez a
kezelés apoptozist indukalt a sejtek 23,2%-aban, mig a 48 oras kezelés a sejtek 73,8%-
anak apoptozisat okozta. Egy masik tanulmdnyban metanol alapu gorogszénamag
kivonattal kezeltek MCF-7 emldraksejteket és azt talaltak, hogy a hatasa megegyezett a
legalabb 90%-0s metanol kivonattal indukalt apoptozissal a Fas receptor altal, amely
fiiggetlen a caspase-3, -8, p53 és FADD enzimekt6l (Alshatwi et al., 2013). Tovabba a
protodioszcinrdl, ami egy masik bioaktiv hatdanyag a gérogszénamagban, kimutattak,
hogy erdsen gatolja a HL-60 leukémia sejtek ndvekedését, viszont kevés hatasa volt egy
gyomorrak sejtvonal, a KATO III-al t6rténd in vitro kisérletek soran (Hibasami et al.,
2003). A HL-60 sejtek apoptozisa dsszefligghet a protodioszgenin altali koncentracio és
1d6fliggd DNS fragmentacidval. Egy vizes gordgszéna kivonat erdteljes citotoxicitast
mutatott olyan dagantos sejtvonalakkal szemben, mint a T-sejtes limfoma (TCP), a B-
sejtes limfomak, a papillaris pajzsmirigy rdk (FRO) és mellrdk (MCF-7) esetén, mig
normadl sejteken, beleértve a human limfocitdkat és a meningeomat (agyhartyadaganat)
nem talaltak szignifikans citotoxicitast (Alsemari et al., 2014).

Az 0Osszes fent emlitett kutatdsi adatsor egyértelmilen azt mutatja, hogy a
gorogszéna szelektiv citotoxicitast mutat kiilonb6zo tipusu rakos sejtek esetén, €és ezeket
a hatasokat kiilonb6z6 bioaktiv Gsszetevok generaljak, feltehetéleg tobbféle cellularis
mechanizmuson keresztiil, amelyek komplexitasa tovabbi analizist igényel. Azért, hogy

fényt deritsek a gorogszéna bioaktiv hatdanyag tartalmara €s a feltételezhetd rakellenes
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hatasara, UHPLC-ESI-MS analitikai kémiai, majd in vitro és in vivo hatastani

vizsgalatokat végeztem két kiillonboz6 (vizes és alkoholos) gorogszénamag kivonaton.

2.3. A novényi eredetii bioaktiv hatéanyagok

A természetes eredetli bioaktiv hatdanyagok azonositasa és hatasmechanizmusuk
felderitése jelentdsen valtozni latszik a posztgenomialis éraban. A korabbi kisérleti
megkozelitések soran egy bizonyos bioaktiv hatéanyag izoldlasara, majd szerkezetének
meghatdrozasara torekedtek, és ezt kovetden vizsgaltdk a homogenitasig tisztitott
molekula egyed-, esetleg cellularis szinti hatismechanizmusat. Azonban napjainkban
mar nem Ugy tekintlink a ndvényi extraktumokra, mint egy bizonyos bioaktiv hatdanyag
forrasara, hanem éppen a nagy ateresztoképességli analitikai kémiai és molekularis
vizsgalatok Osszekapcsolasa révén lehetdség adodik a tobb komponensii extraktumoknak,
mint komplex matrixoknak a kémiai térképezésére €s rendszerbioldgiai vizsgalatara. A
kémiai térképezés egyszeriben feltételezi a ndvényi kivonat komponenseinek mindségi
¢s mennyiségi meghatdrozasat, am a koltséghatékonysdg érdekében eldszor a
hatdanyagokat azonositjuk be, majd élettani hatast vizsgalunk. Amennyiben a novényi
extaktum érdekes €lettani hatast general, ugy ra lehet térni az adott extraktumban mar
beazonositott hatéanyagok mennyiségi meghatirozasara, és ezzel parhuzamosan a
cellularis és molekularis hatasmechanizmus(ok) felderitésére. Az alabbiakban roviden

attekintem az altalam vizsgalt legfontosabb ndvényi eredeti bioaktiv hatdéanyagokat.
2.3.1. Az aminosavak

Az aminosavak minden él61ény szervezetének nélkiilozhetetlen alkotorészei, a
fehérjék épitéelemei, melyek strukturalis és plasztikus jelleggel rendelkeznek. Human
taplalkozasbiologiai  szempontok alapjan a husz iSmert aminosav  koziil
megkiilonboztetiink Kilenc, un. esszencialis aminosavat, amelyeket taplalékkal kell
felvenni, mivel az emberi szervezet egyaltalan nem, vagy nem elegendé mennyiségben
képes csak eldallitani (valin, leucin, izoleucin, fenilalanin, triptofdn, metionin, treonin,
lizin, hisztidin). A tobbi tizenegy olyan nem-esszencialis aminosav, amelyet a
szervezetlink eld tud allitani (alanin, arginin, aszparagin, aszparaginsav, cisztein, glicin,
glutamin, glutaminsav, prolin, szerin, triozin), (Boross és Sajgo, 2003). Ha ez nem
torténik meg, akkor megfeleld taplalkozas mellett is sulyos hidnyjelenségek 1éphetnek

fel, mint a novekedés leallasa, érdes boér és 6déma (Dési, 2001; Machovich, 2004). A
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fehérjét alkoté aminosavak mellett, a sejtek minden aminosavat szabad formaban is
tarolnak. Ezek a szabad aminosavak vitaminok, hormonok és 0 fehérjék szintézisében
vesznek részt. A sejtek nem kozvetleniil érzékelik a benniink talalhat6 szabad aminosav
mennyiséget (eltekintve a leucint6l), hanem pontosabban a szabad tRNS-ek jelzik a
GCN2/Eif20/ATF2/4/CHOPS intracelluléris jelatviteli utvonalon ezek hidnyat és olyan
gének expresszidjat inditjdk be, amelyek bizonyos aminosavak bioszintézisével
kapcsolatosak. Ezen kiviil vannak mas szabad aminosav mennyiséget jelzd
mechanizmusok is, am ezek feltarasa még korai szakaszban tart (Bruhat et al., 2006).

A javasolt aminosav-egyensuly mértékét a nemzetkdzi intézetek
(FAO/WHO/UNO) a kovetkezOképpen hataroztak meg (Recommended Dietary
Allowances, 1989) (1. tablazat).

1. tablazat: Ajanlott aminosav sziikséglet (WHO, 1985)

Aminosav sziikséglet, mg/kg/nap
Aminosav Csecsemd | Gyerek | Gyerek | Felndtt
(3-4 hoénap) | (~2 év) | (10-12 év)

Hisztidin 28 - - 8-12
Izoleucin 70 31 28 10
Leucin 161 73 42 14
Lizin 103 64 44 12
Metionin + cisztein 58 27 22 13
Fenilalanin + tirozin 125 69 22 14
Treonin 87 37 28 7
Triptofan 17 12,5 3,3 3,5
Valin 93 38 25 10
Osszesen (hisztidin nélkiil) 714 352 214 84

Mindent egybevetve kijelenthetd, hogy a névényi extraktumok szabad aminosav tartalma
fontos taplalkozasélettani jelentGséggel bir, s bar erre a szerepkorre korabban kevesbé
figyeltiink, a jovOben, a természetes kivonatok ezen paraméterét gondosabban kell

vizsgalni.
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2.3.2. A purinok és a pirimidinek

A pirimidin egy szintelen, kristalyos, vizben jol 0ld6dd nitrogéntartalmi
heterociklusos vegylilet. Szamos természetes szerves vegyllet alapvaza, melynek
tobbféle  jelentds  szarmazéka  1étezik.  Természetes  pirimidinszarmazékok
(pirimidinbazisok) koziil az uracil, a timin és a citozin a nukleinsavak épitékovei. A
vitaminok koziil pirimidingyiriit tartalmaz a Bi-vitamin (tiamin). Az RNS-ben a citozin
és az uracil fordul el6, mig az uracilt a DNS-ben a metilszarmazéka, a timin helyettesiti.
A DNS-ben a pirimidinbazisok purinbazisokkal alkotnak part, a citozin a guaninnal, a
timin pedig az adeninnel.

(Internet4)

A purin olyan heterociklikus aromas szerves vegyiilet, amelyben egy
pirimidingytirti és egy imidazolgytirti kapcsolodik Ossze. A purin szilard, kristalyos,
vizben ¢és alkoholban jol 0ldodo vegyiilet. A természetben szamos vegyiiletben el6fordul.
Megtalalhat6 példaul a hugysavban, néhany alkaloidban, mint példaul a koffeinben és a
nukleinsavakban el6fordul6 purinbazisokban, az adeninben és a guaninban.

A purin lebontasanak talterheltségébdl koszvényes megbetegedés alakulhat ki,
melyet a hugysavval taltelitett testfolyadékokbdl kivalo és a kiilonb6zd szovetekben
lerakddé mononatrium-urat-monohidrat kristalyok idézik el6. A kdszvényben a
hugysavanyagcsere zavaranak gyakori velejaroja a szénhidrat- és a zsiranyagcsere zavara
is. Diétas étrenddel, a purinfelvétel mérséklésével a vér hugysavszintje csokkenthetd.

(Internet5)

2.3.3. Az alkaloidok

Az altaldban szintelen alkaloidok ndvényekben taldlhatdak, nitrogéntartalma,
tobbnyire heterociklusos vegyliletek, melyek jotékony vagy mérgezé hatdsukkal
befolyasoljak szervezetiink miikdését. Féleg a kozponti idegrendszert befolyasoljak,
valamint fajdalomcsillapito, izgatd €s élénkitd hatast fejtenek ki (Bordas és Tompa,
2006). Szabad allapotban vizben rosszul oldodnak, savakkal viszont konnyen
kristalyosodo és jol oldodo sokat alkotnak, az emberi szervezetben erds fiziologiai hatast
fejtenek ki ezaltal, a természetben is soik formaiban taldlhatdéak meg. A ndvények
szekunder anyagcseretermékei, és a fehérjék lebontasa soran aminosavakbol keletkeznek.

(Internet6).
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2.3.4. A polifenolok

A polifenolok kémiailag rendkiviil valtozatos molekulak és olyan mésodlagos
anyagcsere-termékekek, amelyeket a novények szintetizalnak, és amelyekbdl tobb mint
8000 feélét sikeriilt azonositani (de Rijke et al., 2006). Polifenoloknak nevezziik azokat a
vegyiileteket, melyek aromas gytriiket (p-kumarsav) vagy tobb hidroxilcsoportot
kapcsolnak 6ssze. A polifenolokat két csoportba sorolhatjuk: az egyik csoport képviseldi
a flavonoidok, a masik csoport képvisel6i a nem-flavonoidok, amelyek lehetnek
benzoesav (benzoic acid), hidroxicinnamatok (hydroxycinnamates), stilbenek (stilbenes),
lignanok (lignans), galluszsav-tanninok (gallic acid tannins) és gallotanninok
(gallotannins). A polifenolok emlitett két csoportjat a tovabbi alfejezetekben targyalom
(2. tablazat).

A polifenoloknak jelent6s szerepe van a ndvények életében, hiszen tobbek kdzott
elosegitik a virag, a gylimolcs és a mag pigmentaciojat is. Szinte minden biotikus és
abiotikus stressz hatdsara — beleértve a herbivorokat, gombdk és virusok altal okozott
sériilléseket, sebzést, a szélsOséges hémérsékletet, az UV sugarzast, az asvanyi
tapanyagok egyenstlyanak a hianyat, az aszalyt, a sotartalom valtozasat, az oxigénhianyt,
az Ozont és a gyomirtokat is — koncentraciojuk novekedhet a vegetativ hajtasokon,
gyokereken és a termésben.

In vitro tesztrendszerekben kimutattdk a polifenolokrol, hogy antioxidans
kapacitassal rendelkeznek, valamint azt, hogy elsésorban a H donorként viselkedd
hidroxil csoportok szama ¢&s elhelyezkedése fokozhatja a polifenol vegyiiletek
antioxidans hatasat (Cao et al., 1997; Shekher Pannala et al., 2001). Ugyanakkor a
polifenolok hozzéjarulnak az emberi/allati fogyasztok szervezeteiben a redox folyamatok

szabalyozasahoz is.
2.3.4.1. A flavonoidok

A polifenolok alosztalyaba tartoz6 flavonoidok az emberi szervezet szamara
tapértekkel nem rendelkez6 komponensek, melyek gyiimdlcsokben, zoldségekben,
borokban, teaban és a kakaobabban is fellelhetéek (2. tablazat). Elettani hatdsukrol,
kémiai szerkezetiikrél szdmos tanulmény foglalkozott az elmult évtizedek soran, mely
kisérleti eredmények alatdmasztottak a flavonoidok antioxidans, gyulladdscsokkentd,
antikarcinogén, antiallergén, antibakteridlis, majvédd, antitrombotikus, antiviralis

(virusolo) és 0sztrogén aktivitas hatasat (Wang et al., 2003).
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2. tablazat: Falvonoid alosztalyok, kémiai jellemzdik, élelmiszerek flavonoidjai és

¢élelmiszerforrasok (Beecher, 2003; Szekeresné, 2014)

Flavonoid B gyiirii C gyiiri C gyiiri Prominens Flavonoidban
alosztaly kapcsolata telitetlen | funkcionalis flavonoidok gazdag ételek
C gyiiriihoz kotés csoport
Flavanolok 2 nincs 3-hidroxi, Katechin Tedk, voros
3-O-gallat Gallokatechin sz0618, voros
Epikatechin bor
Epigallokatechin
Epikatechin-3-
gallat
Epigallokatechin-
3-gallat
Flavanonok 2 nincs 4-0x0 Eriodictyol Citrus félék
Hesperetin
Naringenin
Flavonok 2 2-3 4-0X0 Apigenin Z6ld leveles
ketts Luteolin fiiszerek pl.
kotés Crysin petrezselyem
gylimdlcshéj
Izoflavonok 2 2-3 4-0x0 Daidzein Szoja,
ketts Genistein hiivelyesek
kotés Glycitein
Biochanin A
Formononentin
Flavonolok 2 2-3 3-hidroxi, Isorhamnetin Altalanosan
kett6s 4-0x0 Kaempferol eléfordul az
kotés Miricetin ételekben
Quercetin
Galangin
Flavanonol 2 nincs 3-hidroxi Taxifolin Citrus félék
Antocianidinek 2 1-2, 3-4 | 3-hidroxi Cyanidin Piros, vOros,
ketts Delphinidin kék bogyok
kotés Malvidin Pl. voros
Petargonidin afonya,
Petunidin ribizli stb.
Peonidin

o

A jelenleg ismert mintegy 5000 kiilonb6zd flavonoidra a Cs-C3-Ce elosztasu gytiriiben
talalhat6 alapszénvaz a jellemzd, ahol a két benzol gylirti (A és B) egy oxigén atomot
tartalmazo heterociklusos piran vagy piron gytriin (C) keresztiil kapcsolddik (Bravo,
1998). A flavonoidokat a B és C gylrii kapcsolodasa alapjan, valamint az oxidacios
statusz és a C gytliri funkcionalis csoportjanak megfeleléen hét alosztalyba lehet sorolni
(2. tablazat) (Beecher, 2003; Szekeresné, 2014).

Az egyik leggyakrabban vizsgalt vegylilet a kvercetin, melynek antimutagén és
antikarcinogén hatdsat szamos vizsgalat igazolta. A kvercetin id6 és dozisfliggd modon
csokkentette a ,.triple negativ’ emldrdk sejtek viabilitdsat, mivel a FOXO3A (gén)

modositasaval leallitotta a sejtciklust. Ez a rakfajta az eml6 rosszindulatd daganatainak
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egyik altipusa, amelyben a rosszindulati sejtek nem rendelkeznek a kétféle hormon-
(0sztrogén és progeszteron) és novekedési faktor (HER2) receptorral. A felfedézes
jelentdsége ezen raktipus agresszivitasa miatt kiemelkedd, hiszen a tobbi emlérak
tipushoz képest gyakrabban ad attétet mas szervekbe (Nguyen et al., 2017b). A
flavonoidok jelentds antikarcinogén hatasa mellett azok prokarcinogén tulajdonsagai is
el6fordulhatnak, melyeket patkanykisérletek tdmasztanak ald. Kutatdsok megallapitottak,
hogy 0,1% étrendi kvercetin intesztindlis ¢és higyholyag karcinomat okozott
patkanyokban, valamint megnovekedett majtumor incidencia is megfigyelhetd volt. Mas
kisérletek igazoltdk, hogy magas dozisi (5% flavonoid az étrendben) kvercetin
fogyasztasa 2 éven keresztiil him patkanyokban ndvelte a vesedaganat kialakuldsanak
mértékét, mialatt rovidebb ideig tartd alacsonyabb dozisu fogyasztas nem okozott karos

hatasokat (Pamukcu et al., 1980; Dunnick és Hailey, 1992; Lugasi, 2001).

2.3.4.2. A kumarinok

A legegyszerlibb csoportositds szerint a fenolos komponenseket két fdcsoportba
sorolhatjuk, a flavonoidok ¢és a nem-flavonoidok kozé. A nem flavonoidok csoportja
tartalmazza az egyszerli fenolokat, a fenolos savakat, kumarinokat, xantonokat,
kalkonokat, sztilbéneket és lignanokat. A kumarinok a fenil-propanoidokhoz tartoznak,
fenolos sav szarmazékoknak tekinthetdek, melyek a hidroxi-fahéjsavak laktonjai.
Természetes koriilmények kozott a ndvényekben mind szabad €s glikozidos kotésben is
megtalalhatoak, amelyek a cukor-anyagcsere termékeként jonnek 1étre (Szilvassy, 2014).

Kémiai {6 hatéanyagukbol adodoan, hatasaik szerint megkiilonboztetiink
hidroxikumarinokat, funarokumarinokat, piranokumarinokat és dikumarinokat. A
hidroxikumarinok a kevésbé karosnak tekintett UV-tartomanyban (320-400 nm) fokozott
mértékben képesek az ultraibolya sugarak abszorbealdsara, eszkulin tartalma altal pedig
fokozodik az érfal rugalmassaga. A funarokumarinok fokozzak a pigmentképzddést, mig
a piranokumarinok tagitjdk a sziv koszoruért, ezaltal javitva a sziv vérellatdsat. A
dikumarinok véralvadas csokkentd hatasuak, azaltal, hogy a majban gatoljadk a

protrombin (véralvadasi faktor) szintézisét, azaz a K-vitamin hatasat gatoljak (Internet7).
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2.3.4. A szaponinok

A szaponinok olyan feliiletaktiv, glikozidos jellegli anyagok, amelyek egy
vizoldékony és egy vizben nem oldodd molekulat tartalmaznak és vizzel keverve razatas
hataséara habot képeznek. Glikozid jellegiikb6l adéddan egy aglikon részbdl és az ahhoz
kapcsolodo oligoszacharidokbdl épiilnek fel (Huber, 2015). Jellegzetes felépitésiiknek
koszonhetden emulgedld hatdsuak, azaz segitik a zsiroldékony olajok vizben vald
eloszlasat. Kémiai kotésiik alapjan harom csoportba sorolhatoak:

1. A triterpének csoportjaba szamos fitoterapias célra hasznalt gyogyndvény hatébanyaga
tartozik, melyeknek a fitofdg rovarok szaporodasaban vagy a korokozok elleni
védelemben van szerepiik.

2. A szteroid szaponineket a mai modern gyogyszeripar allitja el6 élelmiszeripari
melléktermékbdl olyan értékes fotermékké, amelyek végiil szteorid hormonmolekulakka
alakithatoak. Ilyen példaul a szoja feldolgozasa soran kinyerhetd fitoszterolok vagy a
Kabay Janos vilagszabadalmén alapuld, mékszalmabol eléallitott opioidok.

3. A szteroidalkaloidok por formaban ingerlik az orr nyalkahartyajat, mig vizben oldva
kesernyés, csipds izliek.

A szaponinok onmagukban nehezen szivodnak fel, de segitik mas anyagok
felszivodasat. A habzo6 tulajdonsagukndl fogva az élelmiszeripar kiilonb6z6 italok
gyartasdhoz, mig a kozmetikai ipar fogkrém, szappan, mosdszer és a borotvahab
gyartasanal hasznélja fel. A gydgyszerészet gyulladascsokkentd-, étvagygerjeszto-,
0déma gatlo/megsziintetd-, stresszoldo- ¢€s koptetdé tulajdonsagukat érvényesiti.
Ugyanakkor fontos megemliteni, hogy a szaponin-tartalmu ételek, taplalékkiegészitok
tilzott fogyasztasa nyalkahartya-sériiléseket, gyulladasokat és hanyast, hasmenést is

okozhatnak (Mester, 2010).

2.3.5. A szteroidok

A szteroidok olyan szteranvazas, természetes szénvegyiiletek, amelyek a novényi,
allati és az emberi szervezetben is eléfordulnak. Kozéjiik tartozik a sejtmembran
felépitésében szerepld koleszterin, kiilonb6zé hormonok (pl. ivarmirigyek hormonjai)
valamint az epe hatéanyagai, az epesavak (Kmet'ova et al., 2011).

Az izoprenoidok legfontosabb és legelterjedtebb csoportja a szteroidok, amelyek
rendszerint fizioldgiailag nagyon hatékonyak és az alapvetd szerkezeti egységik a

négygylrlis szteran szénhidrogén. Eldforduldsuk és fiziologiai hatasuk alapjan a
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szteroidokat szterolokra (szterinek), epesavakra és szteroid hormonokra oszthatjuk fel. A
szterolok megtalalhatok az allatokban (zooszterolok), a ndvényekben (fitoszterolok) és a
gombakban (mikoszterolok) is. A legelterjedtebb zooszterol a koleszterol (koleszterin),
mely az allatok és az emberek szovetének a 0,05-5%-at teszi ki (Huber, 2015). Az epe 6
anyagai a majban képz0dd epesavak. Emulgeald képességiiknek koszonhetéen a
szervezetben a zsirok emésztésében ¢s felszivodasdban egyarant résztvesznek.
Legismertebb koziilik a kolsav és a dezoxikolsav. A szteroid hormonok koz¢ a nemi
hormonok (tesztoszteron, dsztrogének, gesztagének) és a mellékvese kéregallomanyanak
hormonjai (kortikoidok) tartoznak (Kmetova et al., 2011).

A természetes eredetli szteroidokbol kémiai atalakitassal, olyan szintetikus
szarmazékok nyerhetdek, amelyek az eredeti bioldgiai hatdsuk mellett Gijabb, a szervezet

szamara hasznos aktivitast is mutatnak (Huber, 2015).

2.3.6. A terpenoidok

A novényvildgban nagyon gyakoriak azok a szénvegyiiletek, amelyeknek
szénvaza két vagy tobb izoprén egységet foglal magaban. Az 6t szénatomos izoprénvaz
nagyszamu €s igen valtozatos szerkezetli és biologiai hatasu vegyiilet épitdegysége. Ezek
a vegyiiletek két csoportra oszthatok, mégpedig a terpenoidokra és a karotinoidokra. A
terpenoidok a természetes anyagok legnagyobb csoportja, tobb mint 35000 vegyiilet
ismert, amelyek 6t szénatomos izoprén egységek 0sszekapcsolodasaval jonnek 1étre.

A terpenoidok korében alapvegyiileteknek tekinthetok a névado terpének, mely
szénhidrogénekre a (CsHg)n altalanos Osszegképlet jellemzd, ahol n=2 vagy ennél
nagyobb szam. Szerkezetvizsgalatuk szerint ezek a vegyiiletek az izoprén (CsHg) dimer,
trimer, altalaban oligomer vagy polimer szarmazékainak tekintheték. A (CsHsg)n
Osszegképletli, izoprén egységekbdl 4allo vegyiileteket terpéneknek, az ezekbdl
levezethetd szénhidrogéneket ¢és oxigéntartalmi szédrmazékaikat terpenoidoknak
nevezziikk. A terpenoidok fOleg f4jdalomcsillapitd, antibakterialis, antimutagén,

antidiabetikus, gyulladascsokkent6 és gorcsoldd hatassal rendelkeznek (Internet8).
2.3.7. A vitaminok
Vitaminoknak azokat a szerves anyagokat nevezziik, amelyek mind az emberi,

mind az allati szervezet egészsége fenntartasahoz sziikségesek, ¢s amelyeket taplalékkal
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kell a szervezetbe juttatni. Egyes vitaminok kémiailag hozzajuk hasonld szerkezeti
anyagokbol, az igynevezett provitaminokbol (elévitaminok) képzddnek.

A vitaminok oldhatosaguk alapjan két f6 csoportra (zsirban- illetve vizben
oldédoak) oszthatoak, melyek a szervezet védekezd mechanizmusat erdsitik. A vitaminok
¢lettani hatasai jol ismertek, de a sejtek metabolizmuséban kifejtett bioldgiai hatasuk még
nem teljesen tisztazott a zsirban oldodo vitaminok esetében, hiszen hidnyuk esetében a
kiilonboz6 enzimek aktivitdsa megvaltozhat és a fehérjék bioszintézisének egyensulya is
felborulhat. Biokémiai szempontbol a vizoldhat6 vitaminok f6 jellemzdje, hogy nagyobb
résziik a biologiai oxidaciot katalizalo enzimek koenzimjeinek alkotorésze.

A vizben 0ldodo vitaminok feleslegét a szervezet a vizelettel kivalasztja, mig a
zsirban old6d¢ vitaminokat a szervezet tarolni tudja, igy a veliik kapcsolatos avitamindzis
ritkabban fordul el6 (Prokisch, 2010). A taplalkozas és az ételek elkészitése soran szem
elott kell tartani, hogy féleg hevités hatasara a vitaminok 10-50 szézaléka is elbomolhat,
de az élelmiszerek nem megfeleld tarolasakor is a vitamintartalom csokkenésére lehet
szdmitani. Az €10 szervezetek vitamin ellatottsdga kiemelten fontos, hiszen hidnyuk
esetében hipovitamindzis és avitamindzis is felléphet. A hidny mellett, a talzott bevitel
elkeriilésére 1s tigyelni kell, ellenkezd esetben a hipervitamindzis stlyos tiinetei

jelentkezhetnek.

2.4. A novényi eredetii extraktumok interdiszciplinaris jellemzése

A novények szerkezeti és miikodési integritasat szdmos szerves €s szervetlen
molekula szavatolja. Ezen molekulak kozott egyesek makro-, masok mikro-nutriens
jelleggel birnak a névényevok szamara. Kutatasaim soran — €s a jelen disszertaciomban
IS — az un. bioaktiv hatdéanyagokra fokuszaltam, mivel ezek fontos szerepet jatszanak a
novényekkel taplalkoz¢ allati és emberi szervezetekben végbemend neuro-humoralis
szabalyozasokban és/vagy a cellularis szintii adaptiv stresszvalaszok hatékonysagaban. A
novényi eredetii bioaktiv hatdbanyagoknak az allati és emberi szervezetekkel kapcsolatos
funkcioinak a felderitése komplex és interdiszciplinaris kisérleti stratégiat feltételez.
Mindezt azért kell elvégezni, hogy pontosan megismerhessiik a névényi eredetli bioaktiv
hatéanyagok preventiv és/vagy terapias jellegli humén alkalmazasainak lehetdségeit.
Ennek érdekében eldszor elvégeztem a kérdéses ndvényi extraktumokban talalhatd

bioaktiv hatdoanyagok analitikai kémiai beazonositasat, majd teszteltem genotoxikus €s
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citotoxikus hatasukat. Az alabbiakban rOviden ismertetem az alkalmazott kisérleti

stratégiaval kapcsolatos fontosabb megfontolasokat.
2.4.1. A novényi extraktumok bioaktiv hatoanyagainak analitikai kémiai vizsgalata

Az altalam vizsgalt articsoka és gorogszéna extraktumok bioaktiv hatbanyagainak
meghatarozasara nagy hatékonysagti folyadékkromatografiara és tomegspektometriara
épilt UHPLC-ESI-MS rendszert alkalmaztam.

A HPLC (High Performance Liquid Chromatography) moédszernél az eluens (mozgo
fazis) nyomas hatasara dramlik 4t a kis szemcseméretili allofazison (kolonnéan), melyen az
elvalasztas torténik.

Az allofazis és a mozgofazis alapjan osztalyozzuk a HPLC modszereket (3. tablazat).

3. tablazat: HPLC csoportositasa az allofazis, valamint a mozg6fazis alapjan (Fekete,

2002)

Kromatografias moédszer Alléfazis min6sége Mozgo6fazis minosége
Normal %S_‘Hgﬁgg‘tog afia poléris toltet apoléris
Forditott fazisu kromatografia L .

(RP-HPLC) apolaris toltet polaris
Ionkromatografia (IC)
Tonpér kromatografia (MPIC) apolaris toltet polaris olddészer +
et ,, ionparképz6
(HPIC) toltet puffer oldat
Ion kizéarasos kromatografia kationcseréld toltet puffer oldat
(HPICE)
Meéretkizarasos kromatografia | nagy porusatmérdvel viz vagy szerves
(SEC) rendelkez6 toltet (gél) oldészer

A mintat impulzusszerlien az eluensaramba juttatjuk (injektaljuk). A komponensek
megoszlanak az eluens és az allo fazis kozott. Az allofazishoz legkevésbé kotddo
komponens halad az eluens segitségével a leggyorsabban, és ez hagyja el el0szor az
oszlopot. Az oszlopot elhagyd anyagaramot a detektorba juttatjuk. A detektor a
pillanatnyi koncentracioval aranyos jelet szolgaltat, valamilyen anyagi tulajdonsag

mérése alapjan. A kapott jel idébeli valtozasat rogziti a kromatogram.
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Leggyakrabban hasznalt detektorok:

e UV, UV-Vis, abszorpcios detektorok,

o vezetOképességi detektorok,

e torésmutat6 kiilonbség mérésén alapul6d detektorok,
o fényszords mérésen alapuld detektorok,

e tomegspektrométerek.

A tomegspektrometria (Mass Spectrometry, MS) tomegmérésen alapulo analitikai
vizsgalati mddszer. Feltalalasa J. J. Thompson nevéhez kdthetd, aki az 1900-as években
a ,,pozitiv elektromos sugarakrol” és azok felhasznalasarol irt. A tomegspektrometriai
vizsgalatok tették lehetdveé az izotopok felfedezését és vizsgalatat, késébb pedig a szerves
vegyiileteket is ilyen mdédon elemezték. Méra egy korszerli és hatékony modszerré
fejlodott (Pokol et al., 2011).

A tomegspektrométer egy olyan berendezés, melyben semleges részecskékbol
(molekulakbol, atomokbol) ionokat allitunk eld, majd ezeket az ionokat elektromagneses
terek segitségével tomeg/toltés (m/z) aranyuk szerint elvalasztjuk. Az elvalasztott ionok
intenzitdsat a detektor méri, s igy egy iondram intenzitds - fajlagos tomeg
fiiggvénykapcsolathoz, az un. tomegspektrumhoz jutunk. A tomegspektrometria elénye,
hogy kis mennyiségli mintabol kiindulva is meghatarozhatok a minta alkotoi. Gyors, az
elemzések akar 20-30 perc alatt is végrehajthatoak. Felhasznaldsa rendkiviil széles korben
lehetséges, az orvostudomany, gydgyszerészet, élelmiszeripar €s a kdrnyezettudomany

szamara is nagy jelentéséggel birnak a tomegspektrometriai mérések (Pokol et al., 2011).

Minta Elektronik
bemenet
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T6meg. )
spektrum

4. abra: A tomegspektrométer vazlatos felépitése (Internet9)
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Ahogy a 4. abra is szemlélteti, a tomegspektrométer felépitése a kovetkezo:

A mintabevitel

Gaz, szilard és folyékony halmazallapoti minta is vizsgalhato. Amennyiben egy
komponensii a minta, akkor direkt befecskendezéssel is bejuttathatdo, ha tobb
komponensbdl 4all, akkor egy preparativ elvalasztast célszeri végezni (pl.:
gazkromatografia, folyadékkromatografia).

Az ionforras

A molekuldkat ionnd alakité és a képzett ionokat az analizatorba juttatd egység az
ionforras. A multban leggyakrabban az elektroniitkoztetéses ionizaciot (EI) hasznaltak.
Egy izz6 katod szal elektronokat bocsat ki, melyek a molekuldkkal, atomokkal iitkozve
ionizéljak azokat. Itt a mozgasi és litkdzEsi energia miatt kdvetkezik be az ionizacid.

Napjainkban a kapcsolt technikdk (HPLC-MS) robbanésszerti elterjedése miatt a
leggyakrabban hasznalt ionizaciés modszer az elektrospray ionizacio (ESI). A
mintaoldatot egy nagyfesziiltségli kapillarison keresztiil juttatjuk az ionforrasba. A
kapillaris csucsarol toltéssel rendelkezd folyadékceseppek szakadnak le, melyekbdl az
oldoszert szaritdgaz (altaldban nitrogén) segitségével tavolitjuk el. A visszamaradt,
toltéssel rendelkez6 molekulakat/atomokat juttatjuk az analizatorba.

A tomeganalizator
Az analizatorban torténik meg az ionizacid soran létrejott ionok szétvalasztasa.
Napjainkban a leggyakrabban hasznalt analizatorok a kovetkezok:

A kvadrupdol (négy polusu) analizator 4 darab, négyzet alakban elrendezett,
elektromosan vezet6képes rudbol all. A rudakra egyen- és valtofesziiltséget is kapcsolunk
ugy, hogy az 4atlosan egymadssal szemben elhelyezkedd -elektrodok potencialja
megegyezzen, az egymds melletti rudak potencidlja pedig ellentétes eldjelll legyen. Az
ionforrasbodl kilépd ionok a gyorsitd fesziiltség hatdsara hosszanti iranybodl belépnek a
rudak kozti térrészbe, majd az analizdtorban a folyamatosan valtoz6 kvadrupolus
elektromégneses tér hatasara fajlagos tomegiiktol fiiggd palyara allnak.

Az ioncsapda tomeganalizator harom hengeresen szimmetrikus elektrodbol all. A
csapda belsejében az elektrodokra kotott egyen- és valtofesziiltség hatasara egy alternalo,
haromdimenzios kvadrupolus tér alakul ki, melynek hatasara a minta ionjai korpalyara
allnak. A palya sugaranak nagysaga az ionok tOmeg/t6ltés hanyadosatol fligg.
Ideiglenesen ezen a jellemzd korpalyan maradnak az ionok, majd az elektromagneses
teret megvaltoztatva az m/z hanyadosuk alapjan kilépnek az analizatorbol (Pokol et al.,

2011).
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A repiilési id6 analizator (TOF) esetében az ionforrasban eldallitott ionok egy
gyorsito fesziiltség hatasara elindulnak az analizator felé. Toltéssel rendelkez6 részecskék
elektrosztatikus térben a toltésiikkel aranyos kinetikus energiara tesznek szert. Az azonos
kinetikus energidaval rendelkezd, de kiilonbozd tomegli ionok kiilonb6zd sebességgel
replilnek, tehat a repiilési csében elkiiloniilnek, majd kiilonb6z6 idében érik el a detektort.

Az orbitrap analizator (ESI) egy harom elektrodabol felépiilé elektrosztatikus
ioncsapda. Két, horddo formaju elektroda kozott talalhaté az orsé alaki harmadik
elektroda. A beinjektalt ionok a belsé elektrod koriil spiralis mozgéast (m/z szerint
korpalyan) végeznek. Az ionok oszcillalé mozgasanak kovetkeztében a belso elektromos
tér valtozik, ezt méri a késziilék. Az orbitrap analizatorral nagy felbontast ¢és
tomegpontossagot lehet elérni.

Az UHPLC-ESI-MS/MS kapcsolt modszer

A berendezés HPLC és MS késziilékek kombinalasanak tekinthetd. A minta
komponenseinek a szétvalasztdsait és a tOmegspektrométerbe juttatdsit a
folyadékkromatograf végzi. A tomegspektrométer ebben az esetben egy univerzalis
detektornak tekinthetd. A folyadékkromatografias elvéalasztas minden iddpillanataban
tomegspektrumokat vehetiink fel a kolonnabol kilépd anyagokrol. Megfeleld
tomegspektrométer alkalmazéisa esetén (pl. orbitrap technoldgia) a tomegmérés
pontossaga 5 parts per million (ppm) alatti. Tovabbi informaciokat nyerhetiink a vizsgalt
anyag szerkezetér6l annak fragmentdlasdval (megfeleld energidji nitrogéngaz
molekuldkkal torténd iitkoztetés utan), a molekulaion €s a fragmensek pontos tomegének

elemzésével.

2.4.2. A novényi extraktumok genotoxikus hatasanak vizsgalata Drosophila

melanogaster-en

A genotoxikus hatas vizsgalata soran a Drosophila melanogastert (ecetmuslicat)
alkalmaztam. Tudomanyosan igazolt, hogy az ecetmuslicéra jellemzd génexpresszio-
szabalyozas, sejtvaz szervezO6dés, idegrendszer- és szinapszis szerkezet és miikddés,
immunvalasz, embriondlis fejlodési programok, sejtciklus szabalyozas, sejtek kozotti
kommunikacio, sejten beliili jelatviteli itvonalak és sejthalal mind nagyfokti homologiat
mutat az emberben megfigyelhetd hasonlé jelenségekkel. Igy érthetd, hogy a muslican
megtanultak kozvetett kisérleti bizonyitékként értelmezhet6k, és iranyelvként

alkalmazhatok az ember esetében.
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A Drosophila melanogaster, mint genetikai modell rendszer

Az ecetmuslincat mar tobb mint egy évszazada hasznaljak modell él6lényként
¢lettudomanyi kutatasokban. Frank E. Lutz 1900-as évek elején Kifejezetten a Drosophila
melanogaster fejlodési szakaszait vizsgalta, ezen beliil is az egyéni tulajdonsagok
oroklodését figyelte. Lutz javasolta Thomas Hunt Morgan-nek, a Columbia Egyetem
professzoranak (1866-1945) 1906-ban a Drosophila melanogaster hasznalatat. Morgan
1933-ban Nobel-dijat kapott a kromoszoémakon elhelyezkedd géneknek az 6roklodésben
jatszott szerepének igazolasaért. Hermann Joseph Muller 1946-ban fiziologiai Nobel-
dijat kapott a rontgen sugarzds mutagén hatdsanak felfedezéséért a muslican. Ezen feliil
a Drosophila melanogaster-rel végzett kisérletek tovabbi korszakalkoto felfedezésekhez
vezettek az anyai hatas és embriogenezis, a sejt és szoveti differenciacio (Eric Wieshaus
¢s Cristiane Niislein Volhard, orvosi Nobel dij 1998), és a velesziiletett immunitas (Julius
Hoffman, orvosi Nobel dij 2004) teriiletén. Az ecetmuslicat a mai napig hasznaljak olyan
betegségek genetikai alapjainak a kutatasanal, mint példaul a rak, az Alzheimer- és
Parkinson-kor, a diabétesz és a metionin szintézis zavar. Az emberi betegséggel
kapcsolatos 10kuszok 75%-a Drosophila ortolog. A Drosophila melanogaster wjabb
elénye, hogy teljes genomjanak nukleotid szekvencidja 2001 6ta ismert, igy tudjuk, hogy
1,65x108 bazisparbol 4ll, ami megkozelitdleg 13600 gént tartalmaz. Mi tobb, a
genomjdban 1évé minden génre vannak funkcio-vesztéses €s alkalomadtan funkcio-
nyeréses mutans vonalak, amelyek lehetové teszik az egyes életjelnségek genetikai
szabalyozottsaganak felderitését. Tovabbi elonye, hogy a balanszer kromoszémak révén
megakadalyozhatdo a meiotikus rekombinacid, azaz a muticiok mindvégig az eredeti
kromoszoman maradnak. Fontos kiemelni, hogy a muslica imagok ivari dimorfizmusa
egyértelmii, igy a keresztezések iranyithatoak ¢és a balanszer kromoszomak
alkalmazésaval egyetemben egyértelmiien prediktalhatd az adott sziildi keresztezésbol
szarmazo F1 (elsé generacid) utodok genotipusa €s fenotipusa (Dedk, 2014; Szabad,
2016).

Az ecetmuslica teljes atalakulassal fejlédé rovar. A peték 0,5 mm hosszuak,
ebben torténik az embriogenezis. A pete kettés burokkal koriilvett, ovalis alaku, az eliilsé
hati részén ,,mikropile” talalhato, ez a spermium behatolasi helye. A petébdl 22-24 ora
elteltével 25°C-on kikel a larva. A larvaallapotnak harom stadiuma van (L1, L2, L3),
ezeket két vedlés valasztja el egymastol. A larva életszakasz 25°C-on Gsszesen négy

napig tart, ami kozben a larva testtomege megszazszorozodik. Az embrionalis és
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larvalis ¢letszakaszban kétféle sejttipus van jelen, az imagindlis és a larvalis sejtek.
Az imagindlis sejtek diploidok, folyamatosan osztddnak €s késobb a kifejlett imagod
szoveteinek és szerveinek kialakitdsaban vesznek részt. Ellenben a larvalis sejtekkel,
amelyekben tobbszords DNS replikacio torténik, de nem osztddnak csak térfogatban
novekdnek és sejtmagjaikban politén oridskromoszoémdk alakulnak ki. Az elsd és
masodik larvafazisuk egy-egy napig, a harmadik pedig két napig tart. Az eddigi allapotok
alatt a Drosophila a taptalajban tartézkodik, azonban a larvaallapot utols6 8 orajaban a
taptalajt elhagyja és bebabozodik. A nyalmirigy valadékaval a hasi oldalat rogziti a fiola
oldalahoz, és elébabba majd babba alakul. Ebbdl 4 nap elteltével kikel a kifejlett imago
egyed (5. abra). Az imago egy nap alatt ivaréretté valik, és egy honapig is élhet. Ennyi
1d6 alatt a ndstény koriilbeliil 1000-1500 petét is lerakhat. A kifejlett egyed 2 mm hosszu,
a teste barna szinii, a szarnya szabalyos. A szemei pirosak, €s koriilbeliil 1000 facettabol
allnak. A kifejlett egyed teste fejbol, torbol és potrohbol all. A fejen harom izbdl allo
antenna és nyalogatd szajszerv talalhat6. A fejet és a testet egyarant szorok és serték

boritjak. A tor rész harom izbdl all, amiket a végtagok ¢€s a szérnyak altal kiilonithetlink

el (Szabad, 2016).
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5. abra: Drosophila melanogaster életciklusa (Internet10)
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A Drosophila melanogaster kivaldéan alkalmas genetikai mozaikok 1étrehozasara.
Genetikai mozaikoknak nevezziik azokat az ¢lélényeket, melyek testét kiilonb6z6
genotipusu vagy fenotipusu sejtek alkotjak. A genetikai mozaikossag kétféle lehet, azaz
valodi genetikai mozaik és funkcionalis mozaik. A valodi genetikai mozaikoknak két
tipusa van, a mennyiségi és a mingségi mozaikok.

A mennyiségi valodi genetikai mozaikok képzédését a genetikai non-diszjunkcio vagy
kromoszomavesztés okozhatja. Tehat a mennyiségi mozaikok olyan éldlények, amelyek
testi sejtjeiben eltérd kromoszoma szammal taldlkozunk. A Drosophildban igy XX/XO
mozaikok johetnek létre, melyek ndstény/him mozaikok, mas néven giinanderek. Testiik
egyik felét ndi, masik felét him sejtek alkotjak.

A mindségi valoédi genetikai mozaikok képz6dését pont mutacido vagy mitotikus
rekombinacio okozhatja. Itt a sejtek kromoszoma szama azonos, de a kromoszomatorések
és pontmutaciok fenotipusbeli kiilonbségekhez vezethetnek. A mindségi genetikai
mozaikok indukalasat arra is lehet hasznalni, hogy teszteljilk bizonyos hatdéanyagok
mutagén hatasat. Ezzel a céllal fejlesztették ki a SMART (Somatic Mutation And
Recombination Test) rendszert, amelyet a kovetkez6 alfejezetben fogok bemutatni.

A funkcionadlis genetikai mozaikokban a sejtek 6rokitdé anyaganak mennyisége azonos,
azaz a genotipusuk azonos. Ennek ellenére mégis kialakul mozaikossdg, mivel a
heterokromatinizacios kiilonbségek miatt a gének mashogy fejez6dnek ki az éldlény

egyes sejtjeiben (Szabad et al., 1983).
A Drosophila melanogaster SMART rendszere

Amint azt korabban emlitettem, az ecetmuslica SMART rendszere kivaldan
alkalmas arra, hogy szomatikus sejtekben detektalni tudjuk azokat a génmutaciokat és
kromoszomatoréseket, amelyek a szarnykezdemény (imagindlis diszkusz) larvalis
fejlodése soran kovetkeznek be, melyek tanulmédnyozasara az imagok szarnyait
hasznaljuk. A larvalis fejlddés kezdetén, a szarnykezdemény mintegy 30-50 sejtbdl all,
melyek a tovabbi larvalis fejlodés soran 10 6ras ciklusokban novekednek és osztddnak

(6. abra).
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6. abra: Mitotikus rekombinacio indukciodja és mwh/mwh klonok képzddése (Internetl1)

Mindezek kovetkeztében a szarnykezdeményben ugy fog exponencidlisan névekedni a
sejtek szdma, hogy az utolsé larva stadium végére mintegy 50.000 sejtet fog tartalmazni.
Ezt kdvetden a bab allapot soran, a szarnykezdemény szarnnya differencialodik, amely
mintegy 30.000 epitelialis sejtbol all. A véglegesen differencialodott normalis genomu
szarnysejtek mindegyikébdl egy hosszabb szér nd ki. Az ecetmuslicdban mar irtak le
olyan mutaciokat, amelyek befolydsoljak ezt a normalis szarnysejtre jellemzd
szorképletet. Ilyen példaul a “multiple wing hair” — mwh , amely szamos révid bokor
szerll szOrképletet, és a “flair” — fIr, amely egy rovidebb horog alaku szért eredményez.
Vegyiink példaként egy heterozigota mwh (mwh/+) muslica larvat. Ennek a larvanak a

szarnykezdeményében 1év6 szomatikus sejtek mitotikusan osztdédnak és jabb, a szliloi
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genotipussal azonos, mwh/+ utddsejteket eredményeznek. Amennyiben a szarnysejtek
valamelyikében spontan avagy indukalt mitotikus rekombinacid torténik, gy az mwh/+
genotipust anyasejtekbdl mwh/mwh és +/+ genotipust utodsejtek keletkeznek. A +/+
utodsejt nem fog kiilonbozni fenotipusban az mwh/+ anyasejttdl mivel az mwh egy
recessziv marker mutacid. Masfeldl, az mwh/mwh utddsejt, az mwh fenotipust fogja
mutatni a jellegzetes bokorszerti és rovidebb szérokkel és tovabbi osztodasai révén egy
mwh/mwh fenotipust mutaté sejtklon lesz megfigyelhetd a szarnyon (6. abra).

Fontos hangsulyozni, hogy nem csak a mitotikus rekombinécié soran lehet az
mwh/+ anyasejtnek mwh/mwh utédja, hanem az anyasejtben 1€vé normalis mwh allélban
(+) bekdvetkezd mutécio is eredményezhet mwh/mwh utddot. Annak érdekében, hogy
kiilonbséget tudjunk tenni a kromoszématorés indukalta mitotikus rekombinacid és a
génmutacio okozta mwh/mwh utddok kozott, a kisérleti rendszer tovabb fejleszhetd az fIr
recessziv marker mutéci6 alkalmazasaval. Fontos kiemelni, hogy ugy az mwh mint az fIr
lokuszok a muslica azonos kromoszémajan helyezkednek el, azonban a tesztrendszerben,
a recessziv mutans alléljaik eltéré homolog kromoszomakon talalhatok, és ilyenképpen
az anyasejt kettds transzheterozigdta genotipusu (mwh, +/+, fIr) lesz (7. abra). A sejtciklus
S-tazisat kdvetden, a homolog kromoszomapar monokromatidas tagjai bikromatidasok
lesznek ¢és késébb a mitézis soran, a homoldog kromoszdémapar bikromatidas
kromoszoémainak kromatidai egyenld mértékben oszlanak meg a két utddsejt kozott.

Ilyenformén az Gtodsejtek genotipusa és fenotipusa teljesen megegyezik az anyasejtével.

7. abra. Az mwh, + és +, flr homoldg kromoszdémapér normalis mitotikus szegregécioja.
A homolég kromoszoémapar tagjait fekete és kék szinekkel jeloltem, és megfigyelhetd,

hogy minden szarnysejt szorképlete normalis (sajat abra).
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Az S-fazist kovetden €s a mutagén hatas kdzepette, a bikromatidas homolog kromoszéma
egyik kromatiddja eltorhet és ez pedig a masik homoldg kromoszéma kromatidajanak a
torését okozza. Kimutattak, hogy interfazisban a homoldg kromoszémapar tagjai egymas
kozelében helyezkednek el a szomatikus sejtmagban, és ezt a jelenséget mint szomatikus
parosodas irtak le Drosophilaban és emlds sejtekben (Joyce et al., 2016). A bikromatidas
homolég kromoszémapar eltordtt kromatidai kdzott mitotikus rekombindcid torténik,
azaz kromoszoéma szakaszok cserélddnek ki egymadssal (8. abra). Ilyen esetekben a
mitotikus rekombinaciok meghatarozé tobbsége a centromer kozeli heterokromatinban

torténik.

mriwh +
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8. abra: Mitotikus rekombindcid6 homozigoéta mutans utddsejteket eredményez. A
homolog kromoszomapar mwh allélt hordozo tagjait fekete, az fIr allélt hordoz6 tagjait
kék szinnel jeloltem, és megfigyelhetd, hogy a mitotikus rekombindci6 kdvetkeztében az

utodsejtek szorképlete eltérd (sajat abra).

A transzheterozigota szomatikus kettds mutands (mwh, +/+,fIr) anyasejt mitotikus
rekombinacidjat kovetd mitdzis eltérd, de homozigbza, mutdns utddsejteket
(mwh,+/mwh,+ és +flr/+,flr) eredményez. Ezeknek az utddsejteknek a tovabbi
osztddasai azonos mutans fenotipusu iker vagy egyszeres sejtklonok kialakuldsahoz vezet
a tobbi normalis fenotipusu sejtek kozott. Ezek az iker sejtklonok konnyen észrevehetdk
az imagok szarnyait tanulményozva és mindenképpen a kromoszomatorésekre utalnak.

Tapasztalva azt, hogy az inverzidk jelentdsen lecsokkentik az iker klonok
gyakorisadgat a ndstényekben, azt javasoltdk, hogy a kisérleti rendszer tovabbfejlesztése

kapcsan épitseék be az Un. balanszer kromoszomakat (9. abra).
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9. abra: Balanszer kromoszomas SMART rendszer. A fekete kromoszoman 1év6 sarga
szakaszok inverzidkat jelolnek a balanszer kromoszéman. A (+) jel a normalis mwh allélt

jelenti, az ujonnan indukalt mutdns mwh allél pirossal jelolt (sajat abra).

A balanszer kromoszémak tobb inverziot hordoznak, ezaltal a homoloég kromoszémak
parosodasat megakadalyozzak igy a meidzis, mint a mitozis soran, gatolva ezzel a
genetikai rekombindnciot. A kisérleti rendszeremben a TM2 balanszer koromoszoémat
hasznaltam, amely tartalmazza az mwh gén normalis (+) alléljat. Ez a balanszer nem tud
parosodni a homoldg kromoszémapar masik, mwh muténs alléljat tartalmazé kromszéma
tagjaval, igy tehat nem jatszodhat le mitotikus rekombinéacid. Azonban a TM?2 balanszer
kromoszoman 1év6 normalis mwh allél pontmutacié révén atalakulhat recessziv mwh
mutans allélld. Az Gjonnan indukéalodott mwh mutéaciot hordozé balanszer kromoszoémas
és a mutans mwh allélt hordozé maésik homolog kromoszoémas Utddsejtekben az mwh
recessziv mutacid homozigota allapotba keriil. Ezek a sejtek mutatjak a specifikus
bokorszeri rovidebb szdrképletet, osztddasaik soran egyszeres sejtklon keletkezik,
amelyekben a sejtek mutatni fogjdk az mwh mutdns fenotipust, ami természetesen
konnyen felismerhetd a tobbi normalis mwh fenotipusi szarnysejt kozott. Ilyen
értelemben a balanszeres SMART rendszer alkalmas lehet a pontmutaciok detektalasara,
de nem hasznalhato a kromoszomatorések indukalta mitotikus rekombindcid
kimutataséra.

Adodik tehat a kérdés, hogy lehetne-e egy olyan SMART rendszert kifejleszteni,
amely egyszeriben képes detektalni a mitotikus rekombinéciot €s génmutaciokat? Abban
az esetben, amennyiben mwh,+/mwh, + ndstényeket kereszteziink +, fIr/TM2, +, +

himekkel akkor kétféle genotipusu F1 utédokat kell kapnunk (10. abra). Az mwh, +/+, fIr
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F1 utodok alkalmasak lesznek a kromoszématdrések indukalta mitotikus rekombinécio
¢s iker sejtklonok detektalasara a szarnyakon. Az mwh,+/TM2,+,+ F1 utédok pedig az
mwh 16kuszt érinté génmutaciok detektalasat teszik lehetové. Az emlitett kétféle mutacios
esemény bekovetkeztének gyakorisagat akkor is lehet tanulményozni, amennyiben a fenti
keresztezésbdl szarmazd F1 larvakat kiilonféle szintetikus vagy éppen természetes

hatéanyagokkal kezeljiik.

Sziilol:

F 1 generacio

10. abra. SMART rendszer mitotikus rekombinacio és génmutéaciok detektalasara. A kék
¢és fekete kromoszoémak a muslica harmadik homolog kromoszomaparjanak tagjai. A
fekete kromoszoéman 1évé sarga szakaszok inverzidkat jeldlnek a balanszer

kromoszéman. A (+) jel a normalis mwh és fIr allélokat jeloli.

Tekintettel arra, hogy minden mutacié egyetlen sejtbdl szdrmaztathat6, Szabad és
munkatarsai  (1983) azt javasoltdk, hogy a kromoszomatorések (mitotikus
rekombinancid) gyakorisaga (f) az alabbi képlet alapjan szamithato ki: f=(n x m)/(N x C),
amelyben n a sejtklénok szdma, m az atlagos sejtklont alkoto sejtek szama, N a vizsgalt
szarnyak szdma ¢és C az imagok szarnyat alkotd dsszsejtszam (30.000 sejt/szarny).
Szamos vegyi anyag mutagén hatasat tesztelték a fent emlitett SMART rendszerrel és az
f érték alapjan kovetkeztettek a mutagén hatds erdsségére. A kolchicin esetében
alacsonyabb, mig az EMS (etil-metan-szulfonat) esetében magasabb f értékeket kaptak a

kontrollokhoz viszonyitva (4. tdblazat).
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4., tablazat: Sejtklonok indukcidjanak gyakorisdga a transzheterozigota mwh, +/+, flr

muslicak szarnyai esetében. EMS (etil-metan-szulfonat).

Sejtkléon Sejt-
iker | maganyos osszes Seitklénok klénok Sejtklonok
. sejtklon | SICOM% | gtlagos | indukeio-
Szarny . gyakorisaga - e
K mwh | flr szama mérete janak
eze- — . .
lés (n) sejtszam | gyakorisiga | Referencia
/klén
™ () (f=nm/NC)
(m)
Kont- Szabad és
roll 40 1 30 1 32 0,8 1,24+0,8 3,2x 107 Bryant,
1982
Kol- 5 Szabad,
chicin 40 2 25 0 27 0,7 3,4+1,7 7,5x 10 1986
EMS 18 38 | 141 | 17 179 10,9 7,025 | 25x10° Sg‘;"éd’

Azért, hogy meg tudjuk hatdrozni az mwh génben bekdvetkezd mutaciok

(2nxm)

(Nx0C)

2n az mwh/mwh sejtklonok szdma, m az atlagos sejtklont alkoto sejtek szama, N a vizsgalt

gyakorisagat, a fent emlitett képlet az alabbiak szerint médosul: f= , amelyben a

szarnyak szdma és C az imagok szarnyat alkotd Osszsejtszam (30.000 sejt/szarny).
Tobbféle vegyi anyag esetében sikeriilt megbecsiilni a génmutaciok indukcidjanak
gyakorisagat és példaul az N,N-dinitrozo-2,6-bis-hidroximetil-piridin-bismetilkarbaméat
esetében alacsonyabb, mig az EMS esetében sokkal erdsebb mutagén hatast tapasztaltak

(5. tablazat).

5. tablazat: Sejtklonok indukcidjanak gyakorisdga az mwh/balanszer muslicdk
szarnyain. EMS (etil-metan-szulfonat). DNPBMC (N,N-dinitrozo-2,6-bis-hidroximetil—

piridin—bismetilkarbamat).

. Sejtklonok
O.ssztis Sejtkiénok atl'agos : Sejtk.l(,).nrok
Szdrny sejtklon gyakorisdga mérete indukcidjanak
Keze- szama sejtszam/ gyakorisaga Referencia
1és klén
@ (n) /N (=2nm/NC)
(m)
i(])ft 116 9 0.08 2,7+ 14 1,4x10° Surjén et al., 1985
B[I\CIPB 38 14 0.4 24+14 5,9x107 Surjan et al., 1985
EMS 12 44 3.7 74+32 1,8 x 107 Szabad, 1986

A 4-5. tablazatban feltlinetett eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a mitotikus
rekombindcidk és génmuticiok alacsony gyakorisaggal a kezeletlen kontrollok esetében
is bekovetkeznek. A kapott 107 értékek megfelelnek a muslicara jellemzdé spontan

mutacios ratanak.
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Mollet és Wiirgler (1974) javasoltak a mutagén hatas tanulmanyozéasat Drosophila
szomatikus sejteken, és az azota eltelt években, a SMART rendszer bizonyitotta
alkalmassagat demonstralva a mutagén és karcinogén, illetve a mutagén és rekombinogén
hatasok kozotti 0sszefiiggéseket szamos vegyi hatdéanyag esetében (Vogel, 1980; Vogel et
al., 1983; Saturnino et al., 2017; Machado et al., 2016; Morais de et al., 2016; Soares
Neto et al., 2016). A SMART rendszernek szdmos eldnye van, mint példaul (1) a kezelés
utan a legyek korlatlan ideig biztonsdgosan tarolhatok 70%-os etanol oldatban; (2) a tartos
szarnypreparatumok barmikor megvizsgalhatok; (3) tekintettel a szarnyat alkoto
nagyszamu sejtre egyszerre tobb ezer sejtet tesziink ki a mutagének hatdsanak. Tekintettel
a Drosophila melanogaster SMART rendszerének sajatossdgaira és eldnyeire ugy
dontottem, hogy alkalmazni fogom az articsoka és a gérdgszéna kivonatok feltételezett
genotoxicitdsdnak tesztelésére is. Azonban mieldtt ratérnék a genotoxicitas vizsgalatokra
mindenképpen tanulmanyozni kell, hogy a kérdéses ndvényi extraktumok befolyasoljak-
e koncentracio-, illetve iddtartam-fiiggden a muslica életképességét és ¢letidejét. E
tekintetben az ecetmuslica Gjfent bizonyitotta alkalmassagat, hiszen példaul a zold tea
esetében az élethossz novekedését (Lopez et al., 2016a) tapasztaltdk, mig egy masik
kisérletben 10 mg/ml zo6ld tea polifenol tartalmi extraktum csokkentette a muslicak
viabilitasat (Lopez et al., 2016b). A Curcuma longa (kurkuma) €és az Emblica officinalis
(amla, indiai egres) vagy a kurkuma alapu kezelések novelték a muslicak élettartamat

(Rawal et al., 2014; Lee et al., 2010).

2.4.3. A névényi extraktumok citotoxicitasanak elemzése human sejtvonalakon

2.4.3.1. Az MTT citotoxicitasi teszt

A citotoxikus hatas tanulméanyozasa kapcsan leginkabb célravezetd a humén
sejttenyészetek alkalmazasa. A human sejtvonalak tobbsége immortalizalt rakos sejteket
tartalmaz, amelyeket in vitro koriilmények kozott tartunk fent, igy aztan érthetd, hogy a
veliik kapcsolatos kisérleti eredmények is els6sorban az adott sejttipusra érvényesek és
nem altalanosithatunk az egész emberi szervezetre vonatkozdan. Figyelembe sziikséges
venni, hogy a jelenlegi modszerekkel tenyésztett sejtek esetében nem érvényesiilnek a
Mindezek ellenére, a sejttenyészetes kisérletekkel viszonylag gyorsan lehet
informaciokat gytjteni arra vonatkozdan, hogy az extraktumok miként befolyasoljak a

kezelt sejtek viabilitasat.

34



c sy

tetrazolium-bromide) teszttel szoktak vizsgalni, amely valojaban egy indirekt modszer az
¢lo sejtszam megbecsiilésére ¢és a sejtpopulacid metabolikus  aktivitasanak
meghatarozasara (Mosmann, 1983). A moddszer 1ényege, hogy a sejttenyészetekhez
hozzéaadott sarga szinit MTT oldat (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide, tetrazole) redukalodik bordo szinii formazanna az €16 sejt mitokondriumaiban.
A formazan oldhatatlan kristalyok formajaban keletkezik, mely egy szolubilizal6 oldat
segitségével képes feloldodni. A feloldott formazdn mennyiségének megfeleléen
vildgosabb vagy sotétebb bordd oldat képzddik. Mivel a reakcidt egy mitokondrilis
enzim (oxido-reduktaz) végzi, mely csak az €16 sejtekben aktiv, igy a reakcio eredménye
szorosan Osszefligg az €16 sejtek szamaval. A formazan mennyiségébdl kovetkeztetliink
az €106 sejtek szamara. A spektrofotométer segitségével 500-600 nm hulldmhosszon ezen
oldatok abszorpcidja mérhetd. A fényabszorpcio és az €16 sejtek szama kozott egyenes
aranyossag van, azaz minél nagyobb a fényelnyelés érték, annal nagyobb az életképes

sejtek szama (van der Woude et al., 2003).

2.4.3.2. Az immunhisztokémia

A tenyészetben 1évé sejtek allapotardl tovabbi informacidkat lehet nyerni,
amennyiben fixaljuk Oket, majd immunhisztokémiai vizsgalatot végziink. Az
immunhisztokémia olyan eljaras, amely soran a szoveti/sejti struktarakat, sejtfelszini és
leginkabb intracellularis struktirakat azonositunk specifikus ellenanyagok (antitestek)
felhasznalasaval. A szovetek és sejtek strukturalis elemeihez (antigén) kotédott
elsédleges ellenanyagokhoz ujabb un. masodlagos ellenanyagok kotédnek, amelyek
kromogén molekulakat tartalmaznak. Ezek a kromogén molekuldk val6jaban
fluoreszcens vegyiiletek, és nagyenergiaji (kis hullamhosszi) fénnyel megvilagitva mas,
alacsonyabb frekvenciaja fényt bocsatanak ki. Ez utobbi viszonylag konnyen detektalhato
a fluoreszcens mikroszkopok segitségével. Kiilonféle fluoreszcens molekulak 1éteznek,
melyekkel akar egyidejlileg tobbféle sejtszervecske vagy molekula jelenithetd meg.
Mivel a fluoreszcencia soran kibocsatott fény hullamhossza (szine) eltér a megvilagito
fényétdl, a fluoreszcens mikroszkdppal alkotott kép altalaban csak a vizsgalni kivant
(megfestett) rész lathatd. Ez a nagy specifikussag a fluoreszcens mikroszkopia széles
elterjedéséhez vezetett a sejtkulturakkal végzett kutatasokban is. Kutatasaim soran arra

hasznaltam az immunohisztokémidt, hogy tovabbi informaciokat kapjak a novényi
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extraktumokkal kezelt sejtekben végbemend jelenségekrol, és ezek alapjan kovetkeztetni

tudjak az extraktumok hatasmechanizmusara.

2.5. A novényi eredetii bioaktiv hatéanyagok alkalmazasi lehetoségei az emlorak

prevencidja/terapiaja soran

Az emlorak elofordulasanak kockazata az életkor eldrehaladtaval nd, az Gsszes
emlddaganat tobb mint 80%-at 50 éves kor felett diagnosztizaljak. Az emldrdk
kialakuldsdban szamos tényezd jatszhat szerepet, amelyek lehetnek taplalkozasi faktorok,
orokletes hajlam, az emldben kialakult joindulati megbetegedések, kiilsd rakkeltd

hatasok és hormonalis egyensulyzavar (11. abra), (Tompa, 2011; Tompa 2012).

Hormonalis és reproduktiv
faktorok

- fiatalkori menstruacio (<12 év)

- els6 gyermek sziiletése idGsebb

Etrenddel 6sszefiiggd

faktorok
- nagyohb teststly, mozgashiany

- Nyugat-tipusu étrend korban (>30 év)

- csokkent rost bevitel

- fokozott alkoholfogyasztas,
dohanyzas

- kevés friss gylimolcs- és
z06ldségfogyasztas

~

- nincs gyermeksziilés

- kés6i menopauza (>55 év)

- oralis fogamzasgatlok
szedése

Kornyezeti rakkeltok
Az emlérak csaladi - ionizal6 sugarzas

bda - " - human
hal‘rlr(lo‘zo,dasa, ” T6indulata i
genetikal tényezo eml6betegségek

11. abra: Az emlddaganat kialakulasat befolyasolo faktorok

Patolégiai vizsgélatok sordn megallapitottak, hogy az emlétumorok t6bb mint 70%-
aban Osztrogén- és/vagy progeszteron receptor mutathaté ki. Az ilyen daganat tipusokat
hormonalisan érzékeny daganatoknak nevezziik (Brown et al., 2008). A betegek a
gyogykezelések bizonyos szakaszdban hormonalis hatdsmechanizmust készitményeket
(endokrin készitmények) kaphatnak. A stlyos tlinetekkel jard kemoterapias kezelésekkel
szemben, az endokrin készitmények szajon at torténd alkalmazdsa, enyhébb
mellékhatasokkal jar, viszont pozitiv hatasuk lassabb iitemben jelentkezik. Az éveken at

tartd terapia akkor befolyasolhatja jelentdsen a paciensek életmindségét ha megfeleld
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mennyiségben és a kezelés teljes idészakaban szedik ezen készitményeket (Owusu et al.,
2008; Rubovszky és Horvath, 2011).

Megfogalmazhatok olyan kérdések, hogy vajon a preventiv és/vagy terapias
taplalkozassal megelozhetd-e a rakos betegség vagy esetleg novelhetd-e a terapias eljaras
hatékonysaga? E kérdésekre keresve a valaszokat, eljutunk olyan ndvényi eredetii
bioaktiv hatdoanyagokhoz, amelyek in vitro és in vivo vizsgalatok altal bizonyitottan
kifejtik jotékony hatasukat. Az indiai safranyként is emlegetett aranysarga fliszernovény,
a kurkuma (Curcuma longa), az utobbi évek legkedveltebb gyulladascsokkentd,
baktériumellenes és daganatmegeldz6 hatast fliszerévé 1épett eld (Gupta, 2017; Hallman
et al., 2017). A kurkuma a kurkumint 2-5%-ban tartalmazza, zsirban oldodik jol, ezért
zsirt tartalmaz6 ételek fogyasztasdval egyidejlileg hatasos bevinni a szervezetbe.
Antioxidans hatasa nem tekinthetd jelentdsnek. A rak- és gyulladasellenes hatasat az NF-
kappaB gatlasaval fejti ki, amely szamos olyan gén (COX-2, LOX, TNF-alfa)
szabalyozasaért, termelddéséért felel, melyek gyulladasfaktornak tekinthetok (Shehzad et
al.,2013a). A kurkumin gatolja tovabba az omega-6 zsirsavakbol képz6dé gyulladaskeltd
prosztaglandinok, leukotrénok ¢és a vérrogok kialakulasaért felelés tromboxan
termeldését is, javitva a sziv- és érrendszeri megbetegedés kialakulasat (Shehzad et al.,
2013b). A kurkumin rakellenes hatasat szadmos raktipuson vizsgaltak és megallapitottak,
hogy szamos olyan folyamatot szabdlyoz, amely a rékos sejtek kialakuldséaval,
osztddasaval és a programozott sejthalallal all kapcsolatban. Tobbek kozott gatolja az
AP-1 (Aktivalo fehérje) mikodését, serkenti a pl6 és p53 tumorszupresszor gének
aktivitasat, valamint serkenti az autofagiat (Wilken et al., 2011; Hallman et al., 2017).
Mellrék elleni hatdsvizsgalatoknal igazoltdk, hogy a rakos sejtek szaporodas gatlasanak
mértéke fligg a kurkumin alkalmazas idejétdl és dozisatdl, ugyanakkor a sejtpusztulas
mind a hormonfiiggd, mind az attol fliggetlen sejtvonalak esetében is megfigyelhetd volt
(Mehta et al., 1997). A kurkumin kiemelked6 hatékonysaga, de rossz felszivodasanak és
hasznosuldsanak tiikrében vizsgélatok sordn megallapitottak, hogy a kurkumin piperinnel
(feketebors kivonat) valé kombinaciojaval szignifikdnsan nagyobb hasznosulas érhetd el
a dietil-nitr6zamin altal indukalt hepatocellularis karcinoma sejtekkel torténd kezelések
soran (Patial et al., 2015). A dietil-nitrozamin (DEN, (C2Hs)2NNOQO) tumor-iniciacios
hatdsa azon alapul, hogy oxidacidjanak végtermékeként aktiv alkil-gyok szabadul fel,
amely a DNS valamely bazisahoz kétédve adduktot képez, igy mutaciokat okoz (Baghy,
2011).
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Az artemisinin az egynyari tirdém (Artemisia annua) f6 hatébanyaga, melyet a kinai
orvoslasban a maldria gyogyitasara hasznaltak régebben. Hatdsanak alapja, hogy
apoptozist indukal minden kiemelkedéen magas vastartalmu sejtben, és a malariaval
fert6zott sejtek lényegesen magasabb vastartalommal birnak, mint az egészséges sejtek.
Bizonyitott tény, hogy az artemisin citotoxikussa valik vas jelenlétében. A rakos sejtek
vasfelvétele joval nagyobb a normal sejtekhez képest, ha holotranszferrinnel (vask&td
molekula) kezelik azokat. A mellrak sejtjeinek felszinén 5-15-szér tobb transzferrin
receptor van, mint a normal emld sejteken. Egy tanulmanyban a mellrdkos sejteket és a
normal sejteket is kezelték artemisininnel. Az eredmények azt mutattadk, hogy az
artemisinin megolte a sugarzasrezisztens emlo rakos sejteket is, ugyanakkor a hatas az
egészséges sejtekben minimalis volt (Singh és Lai, 2001).

A gydmbér régota ismert gyomornyugtatd és gyulladascsokkentd hatdsa mellett
napjainkban igéretes hatasai is megmutatkoznak a rakos megbetegedések kezelésében. A
gyombér gyokere olyan fenolos bioaktiv komponensekben gazdag, mint a [6]-gingerol, a
[8]-gingerol és a [10]-gingerol. Kutatasok soran megallapitottak, hogy az emlitett harom
Osszetevd képes gatolni az emldrdkos sejtek novekedesét, mind egér, mind a human
kisérletek esetében is. A legjobb gatld hatast a [8]-gingerol és a [10]-gingerol esetében
tapasztaltdk a haromszorosan negativ rakos sejteknél. Tovabba megallapitottak, hogy a
[10]-gingerol szupresszalja az dsztrogén receptor hordozé (MCF-7, T-47D), valamint a
HER2 overexpresszalt (SKBR3) emldradkos sejtek novekedését. Az MDA-MB-231
sejteken végzett vizsgalatoknal a [10]-gingerol az S-fazisban megallitotta a sejtosztodast,
valamint apoptozist indukalt és felszabaditotta a proapoptotikus mitokondrialis citokrom-
C-t és a SMAC/DIABLO fehérjét a citoplazmaba (Bernard et al., 2017). Egy masik
tanulmanyban a gyombér nyers kivonatanak mellrdksejtekre kifejtett hatdsat vizsgaltak.
A kisérlet sordn tapasztalt tobbféle hatdsmechanizmus annak volt koszonhetd, hogy nem
izolalt hatdanyagokat alkalmaztak az egyes kezelések soran, hanem egy koplett
gyombérkivonatot, amelyben a gyombér OsszetevOinek teljes hatdsa kifejezodhetett. A
gyombér sokoldalu daganatellenes hatdsai soran aktivalja a rakos sejtek apoptozisat,
gyengiti a rak novekedését eldsegitd géneket és proteineket, mialatt olyan géneket aktival,
amelyek a daganat kifejlodését gatoljak. A kutatas soran arra is fény deriilt, hogy a
kivonat az egészséges emldsejtek novekedését és osztddasat nem befolyasolja
hatranyosan (Elkady et al., 2012).

A chili paprika (erds paprika) (Capsicum annuum) f6 hatéanyaga a csipOsségért

felelds kapszaicin. Tanulmanyok sora igazolta, hogy mind a friss, mind a szaritott paprika
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kivonatok kiemelkedden hatékonyak a rakos sejtek elpusztitdsaban, valamint gatoljak
azok szaporodasat. In vitro koriilmények kozott tenyésztett haromszorosan negativ (triple
negative) mellraksejteken végzett kisérleteknél azt talaltak, hogy a kapszaicin a
sejtmembranhoz kapcsolodva a TRPV1 receptor aktivalasaval fejti ki jotékony hatésat.
Az ilyen tipust mellrak esetében hianyzik az a harom receptor (6sztrogén-, progeszteron-
¢s HER2 receptor), amelynek az inaktivalasdval mds emlétumoroknal pozitiv
eredmények érhetdek el. Jelenlegi ismeretek szerint a kapszaicin akkor a leghatékonyabb,
ha azt orvosi kezelések soran juttajak a paciens szervezetébe (Wu et al., 2014; Weber et
al., 2016).

2.6. Szakmai meotivacio

Elelmiszer-mindségbiztosito agrarmérnokként mindig is foglalkoztatott az
¢lelmiszerlanc egészére kiterjeszthetd mindségiranyitasi rendszerek alkalmazési
lehetdségei. Ebbol kifolyolag, minden konkrét élelmiszer esetében a specifikus
termékpalyara kell fokuszalni, mégpedig ugy, hogy az adott élelmiszertermék kapcsan
definidljuk a fogyasztora gyakorolt €lettani hatast. A fogyasztd altal elfogyasztott
¢élelmiszertermék élettani hatasait jelentds mértékben képesek befolyasolni a novényi
eredetll bioaktiv hatéanyagok is.

Kisérleteimet a Nyiregyhazi Egyetem (korabban Nyiregyhazi Fdiskola) Agrar és
Molekularis Kutaté Intézetében (AMKI) kezdtem, eredményeim tobbségében az itt
elvégzett munkdmbol szarmaznak. Az AMKI kutatasi koncepcidja a ndvényi eredetii
bioaktiv hatéanyagok fogyasztokra gyakorolt szerepének a definidldsdra irdnyult a
személyreszabott preventiv- és/vagy terapias taplalkozas Osszefiiggéseiben. Mindez azt
jelenti, hogy az alapanyagban/¢lelmiszertermékben 1évé bioaktiv hatéanyagok alapjat
képezhetik egy olyan ujfajta mindségiranyitasi rendszernek, amelyben az adott élelmiszer
f6 hangsulya a fogyaszto egyéni egészségi allapotara gyakorolt hatasara keriil. Igaz, hogy
ez a megkdzelités utopisztikusan hangzik, de nem feledkezhetiink meg arrol, hogy a
természet-, agrar- €s élettudomanyi kutatasok terén rendkiviili intenzitassal halad eldre az
emberiség. Igy elképzelhetd, hogy a jovében lehetdség lesz arra, hogy egyéni szinten
tudjuk monitorozni a makro- és mikronutriens, illetve a névényi/allati eredetli bioaktiv
hatéanyag sziikségleteinket — az egészséges embereknél preventiv, mig a kronikus
betegeknél terapias taplalkozast alkalmazva —, hogy els6sorban a funkcionalis

igényeinket elégitsiik ki.
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Kutatasom financidlis hatterét meghatdroz6 mértékben a ,,HURQ/0801
Magyarorszig-Romania Hataron Atnyiilé Egyiitmiikodési Program 2007-2013”,
»Természetes eredetii novényi hatéanyagok in vitro vizsgalata, Kkiilonos tekinettel a
potencialis tumorellenes hatasokra” cimi projekt ¢és a Partiumi Tudascentrum
fejlesztése, EGT/Norvég Finanszirozasi Mechanizmus, EA- NORVEGALAP-
BIOBELO9 kutatdsi program adta, melyekben Dr. Mathé Endre irdnyitasaval aktivan
kozremtkodtem. Ezekben a projektekben 14 ndvényi faj tobb mint negyvenféle
extraktumat vizsgaltam. A doktori disszertaciomban csak az articsoka- €s gorogszéna

extraktumokkal kapcsolatos eredmények keriilnek bemutatasra.
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3. CELKITUZESEK

Munkam célja olyan Uj novényi extraktumok kifejlesztése volt, amelyek
potencialisan antitumor hatassal rendelkeznek. Célom volt a kivonatok nagymiiszeres
analitikai modszerekkel (UHPLC-ESI-MS; UV-VIS spektrofotométer) torténd
szerkezetvizsgalata. A potencialis antitumor hatasok koziil elséként az extraktumok
human emlétumorsejtekre (T-47D, ZR-75-1) gyakorolt in vitro osztddasgatldo hatasat
kivantam vizsgélni, tovabba a potens szarmazékok hatdsmechanizmuséanak felderitését is

terveztem.
Vizsgalataim soran az alabbi kérdésekre kerestem a valaszt:

1. Milyen bioaktiv hatéanyag-tartalommal rendelkeznek a vizes- és alkoholos
articsoka, illetve gorogszéna kivonatok?

2. Milyen hasonlésagok és kiilonbségek vannak az articsoka- és gordgszéna
extraktumok kozott a bioaktiv hatdbanyag-tartalmat illetéen?

3. Milyen élettani hatasokra lehet kovetkezteni az articsoka- és gorogszéna
extraktumok bioaktiv hatéanyagtartalma alapjan?

4. Milyen osszpolifenol-, Osszflavonoid-, Osszantocianin-tartalommal, illetve in
vitro antioxidans kapacitassal rendelkeznek az articsoka- és gorogszéna
extraktumok?

5. Miként befolyasolja a vizes- és alkoholos articsoka, illetve gorogszéna kivonat a
T-47D és a ZR-75-1 human eml6karcindma sejtek életképességét?

6. Befolyasoljak-e az articsoka- és gorogszéna extraktumok a Drosophila
melanogaster életképességét, illetve van-e bizonyithatd citotoxikus és/vagy
genotoxikus hatasuk?

7. Milyen kovetkeztetéseket lehet levonni a hatdanyag-tartalom-, valamint az in vivo
€s in vitro hatastani vizsgalatok alapjan az articsoka- €s gorogszéna extraktumok

human vonatkozast alkalmazasait illetéen?
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4. ANYAG ES MODSZER
4.1. A novényi extraktumok készitése

Az in vitro és in vivo vizsgalataimhoz kétféle extraktumot készitettem szaritott
articsoka levél (Cynara scolymus L.; MDR 2000 Kft., Godolld) és gorogszénamag
(Trigonella foenum-graecum L.; TRIGONELLA MED. Kft.,, Mosonmagyarovar)
felhasznélasaval. Az extraktumok készitésekkor vizes és alkoholos kivonatokat hoztam
létre. A vizes kivonat esetében 5 g alapanyagot 100 ml desztillalt vizben 5 percig
forraltam. Az igy elkészitett oldatot szobahOmérsékleten hagytam lehiilni, majd
centrifugalas (10 perc, 4000 rpm) utan redés sziirén atsziirtem. Az alkoholos kivonat
készitésekor a szaritott articsoka levelet kétszer négy Oran at razdégépen razattam 40 °C-
0S hémérsékleten. (10 g + 500 ml 50 %-os etanol (Sigma Aldrich). Razatds utan az igy
kapott oldatokat egyesitettem, centrifugaltam (10 perc, 4000 rpm), redds sziir6n
atszlirtem és rotacios vakuumbeparl6 segitségével oldoszermentesitettem a kivonatokat.
A gbrogszéna esetében az alkoholos extrahalas sordan 5 g 6rolt magot 100 ml 80 %-0s
etanollal refluxoltam harom oran at. Az oldatot szobahémérsékletiire hagytam lehiilni,
centrifugaltam, redds szlirOn atszlirtem ¢és rotacidos vakuumbepdrld segitségével
elvégeztem az olddszermentesitést. Az igy eldallitott, szaritott articsOkalevél és
gorogszénamag extraktumokat a kiilonboz6 vizsgalatokig 4°C-os hiitében, illetve

fagyasztoszekrényben taroltam.
4.2. A novényi extraktumok UHPLC-ESI-MS vizsgalata

A HPLC-MS/MS technika napjaink egyik legnépszeriibb miiszere az analitika
tudomanyteriiletén beliil, mely nagyfoku szenzitivitasa és szelektivitasa révén az utobbi
évtized elsé szamu modszerének tekintheté a femtogramm anyagmennyiségek komplex
matrixokban  torténé  meghatarozdsaban. A folyadékkromatografia és a
tomegspektrometria Osszekapcsolasdnak megoldasaért, az elektrospray ionizéacid
kifejlesztéséért 2002-ben John B. Fenn-t Nobel-dijjal tiintették ki. A modszer soran a
folyékony halmazallapoti mintat az olddszerrel egylitt eldszor el kell parologtatni és csak
a gazfazisba kertilt toltott részecskéket, a pozitiv vagy negativ toltésii ionokat lehet a nagy
vakuum alatt miikodé analizatorba juttatni. A mérés soran az ionforrasban a molekulak
nem fragmentalodnak (1agy ionizacio), tehat az ionok pszeudo-molekulaionként jelennek

meg a tomegspektrumban. Pozitiv ionizacid esetén leggyakrabban [M+H]*, negativ
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ionizaci6 esetén [M—H], vagyis a semleges molekulatomeghez képest mindig egy
egységgel arrabb kell keresni a molekulaiont. Ezért a késziiléken beliil egy titkozési
celldban kell 1étrehozni a fragmens-ionokat, kis nyomast gazzal val6 litkoztetéssel. Az
ionok szétvalasztasa tomeg/toltés (m/z) szerint torténik.

Meéréseim soran a folyadékkromatografias vizsgalatokhoz Dionex Ultimate
3000RS késziileket hasznaltam, Thermo Accucore C18 oszloppal (kolonnéaval)
felszerelve (100/2,1 X 2,6 um), mely egy flithetd elektrospray ionizaciés (HESI)
rendszerrel ellatott Thermo Q Exacutive Orbitrap tomegspektrométerhez kapcsolodik.
Mozgo6fazis a pozitiv toltést ionizacios modban a kdvetkezd volt: ,,A” eluens (500 ml
viz, mely tartalmaz 10 ml acetonitrilt, 0,5 ml hangyasavat ¢és 2,5 mM (158 mg)
ammonium formiatot); ,,B” eluens (500 ml acetonitril, mely tartalmaz 10 ml vizet, 0,5 ml
hangyasavat és 2,5 mM (158 mg) ammonium formidtot), mig a mozgdfazis a negativ
toltésti modban: ,,A” eluens (500 ml viz mely tartalmaz 10 ml acetonitrilt és 2.5 mM
(192,7 mg) ammoénium acetatot); ,,B” eluens (500 ml acetonitril, mely tartalmaz 10 ml
vizet és 2,5 mM (192,7 mg) ammoOnium acetatot). Az dramlasi sebesség 200 pl/perc volt.
A kovetkezd gradiens eliciot haszndltam mind a pozitiv, mind a negativ ionizéacios
modban: 0-1 perc 95%A, 1-22 perc 20%A, 22-24 perc 20%A, 24-26 perc 95%A, 26-40
perc 95%A. Minden mintabol 5 pl-t injektaltam. A tomegspektrométert a kovetkezd
beallitdsokkal miikddtettem: 320 °C-os kapillaris hémérsékelt; kapillaris fesziiltség
pozitiv mdodban 4,0 kV, negativ modban 3.8 kV; a felbontds MS modban 35000 volt, mig
MS/MS esetében 17500. A mért todmegtartomany 100-1000 m/z volt, a tobbszoros toltési
1onok kizarésra keriiltek. Az {itk6zési energia 40NCE volt az MS/MS modban.

4.3. A novényi extraktumok spektrofotometriai vizsgalata

4.3.1. Az 6sszpolifenol-tartalom meghatarozas

A meghatarozas alapja az, hogy a Folin-Ciocalteu reagensben 1év6 sarga szinii
Mo(VI) ionok az antioxidansok hatasara kék szinii Mo(V)-té redukalodnak (Singleton et

al., 1965). A modszerhez galluszsav sztenderdet hasznaltam. ElGszor a méréshez

crer

crer

pg/ml; 500 pg/ml; 750 pg/ml. Az oldoszer desztillalt viz volt. A mérendé mintakat
(extraktumokat) ugy higitottam, hogy az abszorbancia értékiikk a galluszsav-oldatok

kalibracios tartomanyaba essen. A mérendd kivonatok el6készitése soran 0,2 ml mintdhoz
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(vak, standard) 0,5 ml Folin-Ciocalteu reagenst, 2 ml Na,COsz-oldatot és 3 ml desztillalt
vizet pipettaztam. Az dsszemért elegyeket 20 percig allni hagytam szobahémérsékleten,
majd desztillalt vizzel 10 ml-re higitottam és 1 oran at szintén szobahdémérsékleten
sotétben inkubaltam. A fotometrias analizis el6tt minden mintat 0,45 um-es sziirén
atszirtem, majd 765 nm hulliamhosszisagon lemértem. Az eredményeket mg/g

koncentracio egyenértékben fejeztem Ki.
4.3.2. Az 6sszflavonoid-tartalom meghatarozas

A meghatdrozds azon alapul, hogy a flavon és a flavonol tipusu vegyiiletek
aluminium-kloriddal savas kozegben, sztochiometrikus reakcioban egy komplexet
képeznek (Kim et al., 2003). A keletkez6 komplex szinintenzitasa alkalmas a vegytiletek
oldatban torténd kvantitativ meghatarozasara. A spektrofotometrids mérés soran rutin
sztenderdet hasznaltam. El6szor elkészitettem az aluminium-tartalmu reagens oldatot
(tovabbiakban: Al-oldat), melynek Osszetétele: 5 ml 10 g/ml AlClz-oldat, 5 ml 1 M-os
KOAc-oldat (kalium-acetat-oldat), 75 ml metanol (abszolut) és 140 ml desztillalt viz. A
40 pg/ml; 70 pg/ml; 100 pg/ml; 143,3 pg/ml. Az oldoszer desztillalt viz : etanol, 1:1
aranyu elegye volt. A spektrofotometrids méréskor 0,5 ml extraktumhoz 4,5 ml (vak,
standard) Al-oldatot pipettaztam, majd 0,45 pm-es sziir6n atsziirtem ¢s 415 nm
hullamhosszon mértem a fényabszorpcid értékét. A mérendé mintakat (extraktumokat)
ugy higitottam, hogy az abszorbancia értékiik a rutin-oldatok kalibraciés tartomanyaba

essen. Az eredményeket a kalibracios egyenesbdl rutin-egyenértékben adtam meg.
4.3.3. Az 6sszantocianin-tartalom meghatarozas

Az extraktumok antocianin-tartalmat pH-differencialis modszerrel hataroztam
meg (Lee et al., 2005). Minden minta fényelnyelését 520 nm és 700 nm hullamhossz
tartomanyban is megmértem. Az antocianin-tartalmat cianidin-3-gliikkozidra szamitottam
¢s az eredményt mg/l dimenzidban kaptam meg az aldbbiakban ismeretett egyenlet
szerint. A higitott mintdk abszorbancia értékeinek szdmitasa a kiilonb6z6 hulldmhossz

tartomanyokon és pufferekben mért fényelnyelések alapjan:

A=(A (A

520'A7oo) pH1 520'A7oo) pH4
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crer

TA (mg/L)= (A*MW*DF*1000)/¢/1)

Ahol, A: fényelnyelés érték; MT: cianidin-3-gliikozid (Chrysanthemin) molekulatomege
(449,2 g/mol); DF: higitasi faktor; 1: a kiivetta fényttja (1cm); & 26900 (molaris
extinkcios koefficiens, cianidin-3-gliikozidra). A mérendd minték eldkészitése soran 0,3
ml mintdhoz (vak, standard) 2 ml puffert (pH=1 vagy pH=4) és 1,7 ml desztillalt vizet
pipettaztam. A spektrofotometrias mérés el6tt minden mintat 0,45 pm-es szliron

atsztirtem. A mérést 520 nm €s 700 nm hulldmhossz tartomanyban végeztem.

4.3.4. Az antioxidans kapacitas meghatarozas

A meghatarozas soran DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) oldatot hasznaltam,
melynek etanolos oldata intenziv ibolyaszinii, de antioxidans (hidrogén donor) molekulédk
hatdsara ez a szin sarga szinlre valtozik (Molyneux, 2004). A szinvaltozas

spektrofotometrias mérés soran 517 nm hulldmhosszon nyomon kdvethetd €s aranyos az

crer

cyey

oldatokat készitettem: 30 pg/ml; 40 pg/ml; 50 ug/ml; 60 pg/ml; 70 pg/ml. Az oldoszer
desztillalt viz volt. A spektrofotometrids méréskor 0,2 ml extraktumhoz (vak, standard)
0,3 ml metanolt és 2,4 ml DPPH oldatot (22,6 pg/ml koncentracioban) pipettaztam. Ezt
kovetden a mintakat 30 percig sététben szobahdmérsékleten inkubaltam, majd mérés elott
0,45 pm-es szliron atsziirtem. A mérendd mintakat (extraktumokat) tigy higitottam, hogy

az abszorbancia értékiik az aszkorbinsav-oldatok kalibracids tartomanyaba essen.

4.4. A Drosophila melanogaster specifikus vizsgalati médszerek

4.4.1. A Drosophila melanogaster tenyésztése

A vad tipust és mutans ecetmuslica torzseket normal és Drosophila Instant
Medium (Carolina Biological Supply, Burlington, NC, USA) tipusu taptalajon
tenyésztettem 25°C-on. A mutans torzsek a bloomingtoni Drosophila térzskézpontbol
szarmaztak. A normal taptalaj literenként 60 g szacharozt, 30 g blizadarat, 21 g szaritott
pékélesztdt, 10 g agar-agart és 1 g nipagint tartalmazott. A vizsgalati torzsek tenyésztése
fioldkban ¢és tivegekben tortént. A fioldkba 5 ml, mig az tivegekbe 50 ml normal taptalajt

adtam. Ugyanakkor a Drosophila Instant Medium-bol a fiolakba 1 g-ot, mig az tivegekbe
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10 g-ot mértem, majd a fiolakba 5 ml H2O-t, az iivegekbe 50 ml H2O-t mértem ki. A
novényi extraktumos kezeléseket Drosophila Instant Medium tipusu taptalajt tartalmazo
fioldkban végeztem. Amint a larvak elérték a harmadik stadiumot, a fiolakba 1 ml

extraktumot mértem, majd figyeltem, miként folytatodik az egyedfejlédés.
4.4.2. A Drosophila melanogaster életképességi vizsgalatok

Annak érdekében, hogy megtermékenyitett petéket gyiijtsek, 50 ndstény és 50 him
ecetmuslica egyedet kereszteztem petéztetd csoveket hasznalva. A petéztetd cso also
oldaldn petéztetd taptalajos Petri csésze talalhatd. A petéztetd taptalaj csak aktiv szenet és
agar-agar-t tartalmaz. Az aktiv szén fekete szint kolesondz a tiptalajnak, mely altal
nagymértékben megkdnnyiti az ecetmuslica fehér szinli petéinek a megfigyelését. A
petéztetd taptalaj kdzepére egy kisebb pékélesztd darabot helyeztem annak érdekében,
hogy biztositsam a megfeleld tapanyagokat a keresztezett sziiléi egyedek szdmara. A
szliloket 25°C-on, 16 Oraig hagytam petézni, ezt kovetden lecseréltem a petéztetd
taptalajt. A petéztetd taptalajt 4 6rds idokozonként cseréltem, melyekrdl a petéztetést
kovetden — a lerakott peték szamatol fliggden — 50 petényi csoportokat friss, normal
taptalajt tartalmazo fiolakba tettem. Ezeket, az 50 petét tartalmazo fiolakat 25°C-os
inkubatorban tartottam, majd a harmadik napon (96 oréas larva allapot) a fioldkba a
vizsgalt extraktumokbol 1 ml-t mértem, €s a fioldkat visszahelyeztem az inkubatorba. Ezt
kovetden, egészen az F1 imagok megjelenéséig a fiolakat naponta megvizsgaltam, és a
babbol kikelt imagdkat megszamoltam. Az ecetmuslica életképességét %-os formaban
fejeztem ki Uigy, hogy a kikelt imagok szdmat ardnyitottam a fioladkba helyezett peték

szamahoz.
4.4.3. ASMART modszer

Ujonnan kikelt mwh/mwh néstényeket kereszteztem flr’/In (3LR) TM2, Ubx
himekkel. Petéket gylijtottem ezektdl a sziiloktdl a petéztetd csdvek €s a taptalaj
felhasznalasaval, amint azt a fentiekben leirtam. A begytijtott petékbdl mintanként 50-et
normalis taptalajt tartalmazo fiolara helyeztem, majd a fioldkat 25°C-on inkubaltam.
Harom nappal késobb, a 72+4 oras és I11. stadiumos larvakat Drosophila Instant Medium
(Carolina Biological Supply, Burlington, NC, USA) tipusu taptalajt €s 1 ml témény vagy
higitott ndvényi extraktumot tartalmazo fioldkba tettem és napi szinten kdvettem a

fejlodésiiket. A III. stadiumos larvak taplalkozasukat kovetden bebabozddtak, majd a
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metamorfozist kovetden kikeltek az imagok, amelyek kétféle genotipusat eltérd
fenotipusok alapjan, azaz a TM2 balanszer kromoszéma Ubx marker mut4cioja alapjan
kiilonitettem el.

A fenotipusos szelekciot kovetden, a kikelt F1 imagokat 1 ml rogzité oldatot (2
rész 70%-os etanol és 1 rész glycerin) tartalmazé Eppendorf csovekben tartottam. Ebben
a r0gzitd oldatban a muslicdk meghatdrozatlan ideig eltarthatok.

A mikroszkopi preparatumok elkészitéséhez kivettem a rogzitd oldatbol az
imagokat, a szarnyaikat eltavolitottam egy csipesszel, rahelyeztem a targylemezen 1évo
Faure oldat (30 g gumiarabikum, 20 ml glicerol, 50 g klérhidrat, 50 ml deszt. H>O)
feliiletére, majd preparalotiik segitségével elrendeztem Oket és lefedtem fedolemezzel. Az
igy elkészitett mikroszkopi prepardtumokat 50°C-on széritottam 24 6rat at. Ezt kvetden
elvégeztem a tartdsitott preparatumok mikroszkopi vizsgélatat eldszor kisebb (600-
szoros), majd nagyobb (1000-szeres) nagyitast hasznalva, mikdzben mwh/mwh és fIr' /fP°
maganyos vagy iker sejtklonokat kerestem az egyes szarnyakon. A mikroszkopi
preparatumok kiértékeléséhez az Olympus CELL-R rendszert hasznaltam.

Tekintettel arra a tényre, hogy az fIr° marker mutdcionak alacsony az expresszidja
a kevés sejtbol allo klonok esetében — a sejtklonok nagy letalitdsa miatt — a kisérleteimben
csak az mwh/mwh klonokat vettem figylembe a klonok gyakorisdganak kiszamitasa
soran. A maganyos ¢és iker sejtklonok gyakorisagat Osszevetettem a kontrollként
alkalmazott, normal taptalajon fejlédott egyedek, illetve a novényi extraktummal kezelt

egyedek gyakorisagéaval.
4.5. A human sejtvonalak tenyésztése és vizsgalata
4.5.1. Az alkalmazott human emlérak sejtvonalak

Kisérleteim soran kétfajta adherens, duktalis emlékarcinoma sejtvonalat
hasznaltam, melyeket az ,,American Type Culture Collection”-t6l (ATCC, USA)
szereztem be. A T-47D (HTB-133) sejtvonal egy 54 éves paciens daganatabol, mig a
ZR-75-1 (CRL-1500) sejtvonal egy 63 éves beteg eml6jébdl szarmaztak. A sejtek
osztddasat tekintve a T-47D duplédzodasi ideje megkozelitéleg 32 6ra, a ZR-75-1

sejtvonalé 80 oOra.
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4.5.2. Sejttenyésztési korillmények

A fentiekben emlitett human eml6karcinoma sejtvonalakat a megfeleld
tapoldatukban (RPMI-1640 médium, Lonza) tenyésztettem 25 cm?-es (T25-6s) vagy 75
cm?-es (T75-6s) tenyésztéflaskaban. A tapoldathoz 10% FBS-t (Fetal Bovine Serum,
Sigma, F7524), 1% Antibiotikum-Antimikoticumot (Invitrogen-Gibco, 504281), 0,1%
1 mM-os natrium-piruvatot (CsHsNaOgz, Biochromag, L0473) adtam és egy 37°C-0s, 5%
CO; tartalmu termosztatban, megfeleld paratartalom mellett biztositottam a sejtek

¢letéhez sziikséges optimalis koriilményeket.
4.5.3. Az MTT viabilitas/proliferacios teszt

A daganatos sejtek proliferaciovaltozas vizsgalatara irdnyulod kisérleteket 70-
80%-os konfluencia elérésénél kezdtem el. A konfluencia figyelemmel valo kisérése
meghataroz6 a kisérlet szempontjabol, ugyanis bizonyos sejtkulturdk esetében
amennyiben a sejtek elérik a teljes konfluencia allapotat, differencialoédasnak indulnak,
szamos sejtfunkcidjuk modosul, és tobb tulajdonsaguk is eltérové valik a még
szubkonfluens sejkultira proliferalodo sejtjeitol (Ryle et al., 1989). El6szor az adherens
sejtekrdl eltavolitottam a tapoldatot, majd kétszeres PBS (Phosphate Buffered Saline,
Sigma-Aldrich) mosast kovetéen tripszin (1-3 ml, 2,5%) (Sigma) hozzaadasaval
felszedtem a tenyészt6flaska aljardl azokat. A tripszin hidrogén-hid bontd képessége
végett ligyelni kell arra, hogy ne roncsolodjanak a sejtek, ezért maximum 3-5 perc utan
haromszoros mennyiségii tapoldattal le kell allitani a tripszin ezen aktivitasat. A
szuszpenzioban 1évo sejteket centrifugaltam (1250 rpm, 2 perc), majd az 1 mi
végtérfogatra beallitott szuszpenziobol 10 pl-t megfestettem 10 ul tripankékkel, és
Biirker-kamra segitségével normal fénymikroszkop alatt megszamoltam a sejteket.

A 96 lyuku plate-be 10 ezer sejtet pipettaztam lyukanként, RPMI-1640 tapoldatba.
Egy napot hagytam a sejteket regeneraloédni, majd a tapoldatot az altalam készitett
hagytam a sejteken 48- illetve 72 o6raig. Minden kisérlet alkalmaval hagytam egy
kezeletlen kontroll csoportot. A kezelést kovetden a lyukakbol eltavolitottam a tapoldatot
é¢s 10 ul 5 mg/ml koncentraciojd MTT  (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-
diphenyltetrazolium bromide; Sigma) oldattal 3 6ran at inkubaltam a sejteket a mar
emlitett tenyésztési koriilmények kozott. A sarga szini MTT oldat az ¢€lé sejtek

mitokondriumaban redukalodik bordo6 szinti formazan kristallya, melyet lyukanként 100
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ul MTT szolubilizalé oldattal (0,1 mM HCI tartalma izopropanol oldat; 100 ml
izopropanol + 0,825 HC1 — 90 ml + 10 ml Triton X-100) feloldottam és egy plate-reader
(BioTek ELS808) segitségével 540 nm hullamhosszon megmértem a fényabszorpcio

értéket, melynek értéke egyenes aranyban van az €16 sejtek szamaval.
4.5.4. Az immunfestés

Az immunfestések sordn a centroszomakra (egér monoklondlis Anti-human
Polokinaz 1 antitest) és mikrotubulusokra (YL '%; patkany monoklonalis Anti-a-tubulin
antitest) specifikus elsddleges ellenanyagokat haszndltam, a méasodlagos ellenanyagok a
vordsen vilagitdo Alexa 594 és a zolden vilagito Alexa 488 (Sigma) nevii fluoreszcens
festékek voltak. A kromoszomak DNS-ét DAPI-val festettem.

Az eredményeim értékeléséhez az Olympus CELL-R rendszert hasznaltam, amely
a DAPI (kék), Texas-red (piros) és FITC (zold) specifikus exciticios €s emisszios
szlirdkkel van felszerelve, igy az egyes kromogének kiilon jelként detektalhatok.
Az eml6tumoros sejtek immunfestésének menete a kovetkezé volt (Lemos et al., 2000;
Mathé et al., 2004):

- Az emldkarcinoma sejtvonalakat megfeleld novényi kivonattal kezeltem 48 6raig,
4 lyuka plate-ben, 1,25 viv %-0s RPMI-1640 tapoldatban a normal
sejttenyésztésnek megfeleld koriilmények kozott. A kisérletbe vont sejtek
letapadasa a lyukakba helyezett kor alaka fed6lemezekre tortént.

- A kezelést kovetéen 3x1 ml PBS-el 3x5 percig mostam a mintékat.

- Végrehajtottam az elsé fixalast olyan fixaloszert alkalmazva lyukanként, amely a
kovetkezé komponenseket tartalmazta: 280 ul PBS, 120 pl 10% paraformaldehid
oldat PBS-ben (amelyet mindig frissen kell elkésziteni, nem tarolhatd) és 500 pl
heptan.

- 45 masodpercig homogenizaltam az elsé fixaloszerben 1évé mintat, majd a
taroloba helyezve megvartam, hogy a két fazis (szerves és vizes) elvaljon
egymastol. Amint ez megtortént egy kapillaris csovel eltavolitottam a fixaloszert.

- Ujabb fixalo oldatot készitettem, amelynek Gsszetétele: 520 ul PBS, 240 pl 10%
paraformaldehid oldat PBS-ben és 40 ul DMSO. 20 percig szobahdmérsékleten
inkubaltam a mintakat, majd ezen masodik fixaloszer eltavolitasa utan 2x1 percig

1 ml abszolat metanolban mostam a mintakat.
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A harmadik fixalas érdekében jabb fixaloszert készitettem, amelynek dszetevdi:
(980 ul abszolut metanol és 20 pl hidrogén-peroxid)/lyuk. Ez a fixalas 30 percig
tartott szobahdmérsekleten.

Eltavolitottam a metanolt egy mikropipetta segitségével, és 3x3 percig Tri-PBS
(0,2 % Triton-X 100 PBS-ben) oldatban mostam a mintakat.

Ezutan 1 ml Tri-PBS oldathoz 50 pl FCS oldatot adtam, majd 60 percig
szobahdmérsékleten inkubaltam a mintakat.

Ezt kovetéen hozzaadtam az els6dleges ellenanyagokat a sejtekhez, majd az
ellenanyagos inkubaciot 16 oran at 4 °C-on, sotétben, a rotan lassu forgatas
kozben folytattam. Figyelni kell az ellenanyagok megfelel6 higitasi aranyaira!
Az inkubacios id6 leteltekor eltavolitottam az elsédleges ellenanyagokat, majd
2x1 ml Tri-PBS oldatban 5 perces mosasokat végeztem a mintakon.

A mintdkat a masodlagos ellenanyagok (1:200 higitasok) oldataban 2 o6raig
inkubaltam szobahémérsékleten vagy 4 °C-on 16 6ran at.

Az inkubacids 1d6 letelte utdn a masodlagos ellenanyagok oldatat eltavolitottam,
majd a mintakon 2x1ml Tri-PBS oldattal 5 perces mosasokat végeztem.

A mintak DNS festésekor az Iml Tri-PBS-hez 1 ul DAPI (1:1000) festéket adtam,
és sotétben, szobahdmérsékleten 1 6ran at inkubaltam.

Egy kapillaris pipetta segitségével a DNS festékoldatot eltavolitottam és a
mintakat 3x1 ml PBS oldatban mostam 1 percig.

Az utols6 mosas utan 950 ul PBS oldatot eltavolitottam, majd 1-2 csepp
Vectashield mounting medium-ban (Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA,
USA) taroltam a mintakat 4 °C-on, 16 éran at.

Végiil a megtisztitott targylemezre iiveg Pasteur-pipettaval felvittem egy kisebb
térfogati Vectashield bedgyazd anyagot, majd a megfestett oldaldval rdhelyeztem
a sejtes feddlemezt. A folosleges fixald oldatot 3MM Whatman papirral
eltavolitottam, majd koromlakkal lefestettem a feddlemez széleit hogy
légmentesen lezarjam. Az igy el6készitett preparatum 4°C-on, sotétben akar tobb

éven keresztil is stabil marad.

50



4.6. Adatfeldolgozas és kiértékelés

A mérési adatok rendszerezését és elsddleges feldolgozasat a Microsoft Office
Excel 2007-es programmal, valamint a TraceFinder ™ szoftverrel végeztem. A kiilonb6z4
értékek szignifikans eltéréseinek vizsgalata SPSS 16.0 szoftver, One-Way ANOVA
Tukey teszt segitségével tortént. Az egyes kiillonbségek p<0,05 értéknél tekinthetdok

szignifikansnak.
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5. EREDMENYEK

Kutatdsaim soran fontos szempont volt, hogy a ndvényi extraktumok élettani
hatasianak vizsgalata eldtt elvégezzem azok bioaktiv hatdéanyagainak meghatarozasat,
azaz kémiai térképezését (,,chemomapping”™). Ez a kisérleti megfontolas jelen pillanatban
még nem képezi alapjat a ndvényi extraktumok tanulmanyozasanak, mivel a korabbi és
tobbségében a jelenlegi hatastani tanulmanyok iS a homogenitasig tisztitott
hatdanyagokat preferal(tak)jak. Ezt a tényt tobbféleképpen lehet magyarazni. Egyfelol
kordbban nem rendelkeztiink olyan analitikai kémiai mddszerekkel, melyek révén egy
extraktumbol tobb komponenst is be lehetett volna egyidejiileg azonositani. Masfeldl az
tartva a sokkomponensii extraktumokkal kapcsolatos eredemények
megismételhetdségétol és dszevethetGségétol, és akkor még nem is emlitettiik a vizsgalati
alanyok genetikai variabilitasabol fakad6 eredménybeli kiilonbségeket. Ugyanakkor a
ndvényi hatéanyagok komplex mddon, sok mas molekulaval kdlcsonhatasban fejtik ki az
allati/emberi szervezetre és sejtekre gyakorolt hatasaikat. Igy logikusnak tiinik, hogy a
novényi extraktumokat a maguk komplexitasdban kellene vizsgalni, amint lehetdség
nyilik az extraktumok hatéanyag komponenseinek minél pontosabb meghatarozasara.

A Nyiregyhazi Egyetem (korabban Nyiregyhazi Foiskola) Agrar és Molekularis
Kutat6 Intézetében olyan kutatési kapacitast alakitottak ki, amely lehetové tette a ndvényi
extraktumok kémiai Osszetételének és ¢lettani hatdsainak komplex vizsgalatat. Az
intézetben elvégezték szamos tajjellegli-, és egzotikus ndvény emberi fogyasztasra
alkalmas részeinek beltartalmi vizsgalatat és elkezdték ezek élettani hatdsainak az
elemzését is. Az articsoka- €s gorogszéna kivonatok éppen a benniik talalhatd bioaktiv
hatoanyagok ¢és az extraktumok tumorellenes hatisa miatt keriiltek a kutatdsaim

kozéppontjaba.

5.1. Az articséka extraktumok bioaktiv hatéoanyag-tartalmanak UHPLC-ESI-MS

jellemzése

A szaritott articsoka levélben megtalalhaté bioaktiv hatéanyagok azonositasa
érdekében vizes és alkoholos extraktumokat készitettem (Anyag és modszer fejezet),
majd UHPLC-ESI-MS vizsgalatot végeztem, amelynek segitségével 12 féle
vegyliletcsoport egyes tagjait talaltam meg (1.-4., 9.-10. melléklet). Ezeket a

vegyiiletcsoportokat €s a talalt bioaktiv hatéanyagokat az aldbbiakban mutatom be.
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Az alkaloidok esetében kinurénsavat, trigonellint és sztahidrint talaltam a vizes
extraktumban, mig az alkoholos extraktumban csak kinurénsav és trigonellin volt
azonosithatd, azaz a sztahidrin nem volt jelen az alkoholos articsoka extraktumban (6.

tablazat).

6. tablazat: Az azonositott alkaloidok a vizsgalt articsoka extraktumokban

Alkaloidok | Vizes articsoka | Alkoholos articséka
Kinurénsav + +
Trigonellin + +
Sztahidrin +

A jelenlegi szakirodalmi ismereteim szerint az alkaloidok esetében eldszor keriilt
kimutatdsra articsokdban a kinurénsav, a trigonellin és a sztahidrin. A kinurénsav a
triptofan egyik anyagcsere-terméke. Szamos kutatas igazolta a kinurénsav neuroprotektiv
hatasat (Sas et al. 2007), de vizsgaltak a fajdalomcsillapitasban betoltott szerepét is.
Kékesi et al. (2002) igazolta és megallapitotta, hogy a kinurénsav Oonmagaban sem
egyszeri, sem folyamatos adagolds mellett nem alkalmas fajdalomcsillapitasra,
ugyanakkor az endomorfin-1 kis dézisu kombinaciojaval mellékhatasok nélkiil rendkiviil
hatékonynak bizonyult gyulladdsos modellrendszerekben. A trigonellin el6forduldséat
kavé és gorogszéna kivonatokbol mar korabban kimutattak, tovabba laboratoriumi adatok
igazoltdk e vegylilet Nrf2 gatlo hatdsat és a proteaszoma gének Nrf2-fliggd
génkifejezodésének blokkolasat IS, valamint hasnyalmirigyrak sejtvonalakban
csokkentette a proteaszoma aktivitast (Arlt et al., 2013). A sztahidrin a prolinbetain
alkaloid egyik tipusa, melynek fontos szerepe van a sziv- és érrendszeri betegségek

crer

sejteken a magas gliikoz szint altal okozott patologiakat (Servillo et al., 2013).

A beazonosithaté aminosavak tekintetében IS voltak kiilonbségek a vizes és az
alkoholos extraktumok kozott (7. tablazat).
A fenilalanin és az aszparagin kivételével (Bernhard, 1972) a 7. tablazatban feltiintetett
aminosavak koziil az 9sszes tobbi vegyiiletet elészor nekem sikeriilt Kimutatni articsoka

extraktumbol.
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7. tablazat: Az azonositott aminosavak a vizsgalt articsoka extraktumokban

Aminosavak Vizes articséka | Alkoholos articsoka
2-Hidroxi-fenil-alanin + +
4-Guanidino-vajsav +
Arginin + +
Aszparagin + +
L-Fenil-alanin + +
y-Glutamil-fenil-alanin + +
Triptofan + +
N-Acetil-izoleucin i
N-Acetil-leucin 0

A kumarinok egyes képvisel6i mindkét articsoka kivonatban kimutathatok voltak (8.
tablazat). Erdekes modon a szkopoletin csak az alkoholos articsoka extraktumban

talalhaté meg.

8. tablazat: Az azonositott kumarinok a vizsgalt articsoka extraktumokban

Kumarinok Vizes articséka | Alkoholos articsoka
7-Metoxi-4-metilkumarin + +
4-Hidroxi-3-metoxi-fahéjaldehid + +
Szkopoletin i

Mindkét articsoka kivonatbol kimutatott 0j vegyiiletként a 7-Metoxi-4-
metilkumarin keriilt beazonositasra, mely vegyiilet a verapamil-hoz (kumarin) hasonléan
multidrog rezisztens modulatorként viselkedik és tumorsejteken nagyobb citotoxikus
hatast mutat, mint a normal sejteken (Kawase et al., 2005). A szintén mindkét
extraktumban megtalalhato 4-Hidroxi-3-metoxi-fahéjaldehid, amely
patkanykisérletekben javitotta a szivritmuszavart a ROS eldallitas gatlasaval, autofagiat
indukalt a TLR4-NOX4 jelatvitelen at és gyulladascsokkentd hatassal is rendelkezett
(Zhaoetal., 2016). Mas kutatasi eredményekhez hasonldéan (Hinou et al., 1989) sikeresen
beazonositottam a szkopoletint az alkoholos articsoka kivonatban, mely vegyiilet
egérkisérleteken az NF-kB és a p38 MAPK foszforilacidjanak gatlasaval fejti ki az erds

gyulladascsokkent6 hatasat (Pereira et al., 2016).

A flavonoidok egyes képviseldi mindkét articsoka kivonatban kimutathatok voltak
(9. tablazat). A 9. tablazatban lathato, hogy az articsokabdl izolalt flavonoidok koziil
beazonositottam a mar korabban kimutatasra keriilt apigenin, apigenin-7-O-gliikozid

(Cosmosiin), apigenin-7-O-gliikuronid, luteolin-7-O-gliikuronid, luteolin-7-O-gliikkozid
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€s az apigenin-7-O-rutinozid (Isorhoifolin) vegyiileteket (Wang et al., 2003; Negro et al.,
2012; Magielse et al., 2014; Pereira et al., 2015). A diosmetin, a salvigenin, a naringin-
dihidro-kalkon és a vicenin-2 az altalam készitett kivonatokban Kkeriilt el6szor

beazonositasra, azon beliil is a legtobb az alkoholos articsoka kivonatban fordult eld.

9. tablazat: Az azonositott flavonoidok a vizsgalt articsoka extraktumokban

Flavonoidok Vizes articsoka | Alkoholos articsoka
Ismeretlen apigenin szarmazék +
Apigenin +
Cosmosiin (Apigenin-7-O-gliikozid) + +
Diosmetin (Luteolin-4-metiléter) I
Luteolin + +
Luteolin-7-O-gliikozid + +
Luteolin-7-O-gliikkuronid + +
Apigenin-7-O- glitkuronid + +
Luteolin-7-O-rutinozid + +
Isorhoifolin (Apigenin-7-O-rutinozid) +
Salvigenin +
Naringin-dihidro-kalkon I
Vicenin-2 (6,8-Di-C-gliikozilapigenin) + +

Korabbi kutatasok azt bizonyitjak, hogy a diosmetin gatolja a majkarcinoma sejtek
metasztazisat (Patel et al., 2013; Liu et al., 2016), mig a szalvigenin antitumor és
immunomoduléns hatasat daganathordozo egereken igazoltdk. Az immunmodulans
hatéanyagok elnyomjak a szervezet immunreakcidjat és megakadalyozzak, hogy az
autoimmun betegségben (pl. Sclerosis multiplex (SM)) szenveddk szervezete, azaz az
immunitasban szerepet jatszé fehérvérsejtek egymast vagy a sajat sejtjeit megtamadja
(Noori et al., 2013). A naringin dihidrokalkon bioldgiai hatasat napjainkig sem ismerik,
bar a f6 hatéanyagat a naringint — amely a kinai Ganshuang granulatum f6 komponense
— régbta ajanljak a kinai orvoslasban antifibrotikus hatdasa miatt, melyeket in vitro,
cirhozisos (idiilt szovetkozotti gyulladasos) egér modellrendszereken igazoltak, a
majzsugorodasért felelds sejtek deaktivalasa révén (Shi et al., 2016). A naringin a rakos
sejtek novekedését is elnyomhatja, az EGFR/ERK (Epidermal Growt Factor
Receptor/Extracellular signal Regulated Kinase) jelatvitel gyengitése révén (Yoshinaga
et al., 2016). A vicenin-2 esetében korabbi kutatasok megallapitottak, hogy a magas
gliikoz szint altal kivaltott érgyulladdsos folyamatokat képes gatolni egerekben és a

human koldokvéna eredetii endotélialis sejtekben. Ezen tulajdonsaganal fogva
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gyogyaszati hatéanyagként is ajanljak az érrendszeri gyulladasos betegségekre (Ku és
Bae, 2016; Kang et al., 2015). A flavonvazas apigenin bizonyitottan toxikus a daganatos
sejtekre (Choi és Kim, 2009; Yuan et al., 2009), antioxidans (Ozyiirek et al., 2009) és
gorcsoldo hatassal bir (Duarte et al., 1993; Amira et al., 2008). A flavanol vazas luteolin
szintén antioxidans (Ashokkumar és Sudhandiran, 2008) és gatolja a sejtburjanzast,

ezaltal a daganatok kialakulasat (Hou et al., 2009).

Az egyéb metabolitok egyes képvisel6it mindkét articsoka kivonatban Kimutattam
(10. tablazat).

10. tablazat: Az azonositott egyéb metabolitok a vizsgalt articsoka extraktumokban

Egyéb metabolitok Vizes articséka | Alkoholos articsoka
Indol-4-karbaldehid + +
Kolin + +
Fahéjsav-metilészter (metil-cinnamat) +
Fenetilamin + +

A 10. tablazatban feltiintett metabolitok koziil a korabbi kutatdsokhoz hasonloan az
indol-4-karbaldehid-et azonositottam, mig a kolint, a fahéjsav-metilésztert és a
fenetilamint eldszdr én mutattam ki articsoka kivonatokbodl. Egér-, patkany-, illetve sertés
modellrendszereken bebizonyitottak, hogy a metionin-, illetve kolin hianyos diétak a
nem-alkohol eredetli zsirmaj kialakulasahoz vezetnek azért, mert azt valoszintsitik, hogy
a kolin bejuttatasa a szervezetbe hozzajarul a szteatdzis és fibrozis kialakuldsanak
megeldzéséhez. A fahéjsav metilésztert antibakteridlis hatdsa miatt aromaanyagként
hasznaljdk az ¢lelmiszergyarak. Tovéabbi kutatasok bebizonyitottdk, hogy gatolja a
gyomorbélbantalmak (gasztroenteritisz) kialakulasat (Lima et al., 2014), a PPARy
aktivitast és részben az adipocitdk (specidlis zsirsejt a majban) differencidlodasat a
CaMKK2-AMPK jelatviteli rendszer altal (Chen et al., 2012). A fenetilamint mint diétas
taplalékkiegeészitdt sz€les korben hasznaljak a testsuly csokkentésre (Pawar és Grundel,
2016).

A polifenolok egyes képvisel6it mindkét articsoka kivonatban kimutattam (11.
tablazat). Az articsoka polifenol tartalmat alaposan tanulmanyoztak mar az évek soran,
amikoris az egyik f6 bioaktiv hatdanyag-tartalmat, a cinarint (1,3-Di-O-caffeoylquinic
acid) hasonlitottak Ossze kifejlett novényekben és palantakban, mind a nyers, mind a
f6zés utani allapotaban (Lutz et al., 2011). A vizes articsoka kivonatban talalhato

polifenolok szama sokkal nagyobb, mint az alkoholos extraktumé, melyek koziil szamos
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olyan bioaktiv hatéanyagot tartalmaz, amelyek eldszor keriiltek azonositasra
articsokabol. Ilyen példaul az 5-O-Caffeoylshikimic savak, az eszkulin és a

coumaroylquinic savak (11. tablazat).

11. tablazat: Az azonositott polifenolok a vizsgalt articsoka extraktumokban

Polifenolok Vizes articsoka | Alkoholos articsoka
Cinarin
(1,3-Di-O-caffeoylquinic acid)
5-O-Caffeoylshikimic sav |
5-O-Caffeoylshikimic sav Il
Eszkulin

Ferulasav

Caffeoylquinic sav |
Caffeoylquinic sav 1l
Coumaroylquinic sav |
Coumaroylquinic sav 1l

|| || ]|+ +

Az 5-O-Caffeoylshikimic savak biologiai hatasaira vonatkoz¢é irodalmi adatok
jelenleg nem fellelhetok. Egérkisérleteken megallapitottak, hogy az eszkulin
gasztroprotektiv hatdssal (gyomorfekély kialakulasat gatlo hatas) rendelkezik az NF-xB
inaktivalasan keresztiil (Li et al., 2016), valamint képes csokkenteni a mitomycin C
(kemoterapias szer) indukalta genotoxicitast (Mokdad et al., 2016). A mitomycin C-t
daganatellenes hatdsa miatt intravéndsan adagoljak 6 hetente gyomor- és mellrak
kialakulas esetén. Gyakrabban torténd alkalmazasa nem ajanlott, mivel nagyfoku
toxicitasa révén maradando6 csontveldkarosodast és veseelégtelenséget okozhat a rakos
betegeknél (Mao et al., 1999). A ferulasav a kavésav metilalt szarmazékanak tekintheto,
melyet mas flavonoidokkal és polifenolokkal egyiitt antioxidans, gyulladasgatld és
fertétlenitd hatasa miatt ajanljak az olaszperje (Lolium multiflorum) extraktumok
hasznalatakor (Choi et al., 2016).

A purinok és pirimideinek egyes képviseloit mindkét articsoka kivonatban
kimutattam, ugyanakkor az AMP-t és GMP-t csak a vizes extraktumban talaltam meg
(12. tablazat). Szerepiiket tekintve a purinok és pirimidinek fontos szerpet jatszanak a

purin- és pirimidin ribonukleotidok szintézisében.
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12. tablazat: Az azonositott purinok és pirimidinek a vizsgalt articsoka extraktumokban

Purinok és pirimidinek Vizes articséka | Alkoholos articsoka
5'-S-metil-5'-tioadenozin + +

Adenin + +
Adenozin + +
Adenozin-5-monofoszfat (AMP) +

Citidin + +
Guanozin + +
Guanozin-5'-monofoszfat (GMP) +

Uracil + +

Uridin 1

Kétféle szaponint sikeriilt kimutatni mindkét articsoka kivonatban (13. tablazat).

13. tablazat. Az azonositott szaponinok a vizsgalt articsoka extraktumokban

Szaponinok Vizes articséka | Alkoholos articsoka
Cinara-szaponin C + +
Cinara-szaponin E + +

A cinara-szaponin C és a cinara-szaponin E jelenlétét korabban masok is kimutattak
articsokaban (Piozzi et al., 1986; Mucaji et al., 2001), azonban ezen vegyiiletek biologiai

hatasa jelenleg kevésbé ismert.

A terpenoidok koziil a cinaratriolt mindkét extraktumban, mig az urzolsavat csak
az alkoholos extraktumban sikeriilt kimutatni (14. tablazat). Az urzolsavat, mint

articsokaban eléforduld bioaktiv komponenst eldszor sikeriilt kimutatni.

14. tablazat: Az azonositott terpenoidok a vizsgalt articsoka extraktumokban

Terpenoidok | Vizes articsoka | Alkoholos articséka
Cinaratriol + +
Urzolsav +

A cinaratriol bioldgiai hatdsa jelenleg még nem tisztazott, mig az urzolsav
antioxidativ (hatastalanitja a szabad gyokoket) és gyulladascsokkentd hatasait
agysériiléses egér modellrendszeren igazoltak a Keapl-Nrf2-ARE jelatviteli utvonal
aktivalasa révén (Ding et al., 2016). Tovabbi kisérleti bizonyitékok szolnak az urzolsav
daganatképzodést és metasztazist gatlé hatasa mellett is (Gai et al., 2016; Gao et al.,
2016).

58



A jelenlegi  szakirodalmi ismereteim  figyelembevételével —articsoka
extraktumokban elészor azonositottam a ndvényi szteroiodok koziil a sztearidonsav
metilésztert és a sztearidonsav etilésztert (15. tablazat). Mindkét szteroid csak az
alkoholos articsoka extraktumban taldlhatd6 meg. Habar a detektalt szteoridok a
sztearidonsav (18:4n-3) szarmazékainak tekinthetk, azaz novényi eredeti ®-3 zsirsavak,

ezek allati/emberi szervezetre gyakorolt élettani hatasaik nem ismertek.

15. tablazat: Az azonositott szteroidok a vizsgalt articsoka extraktumokban

Szteroidok Vizes articsoka | Alkoholos articsoka
Sztearidonsav metilészter +
Sztearidonsav etilészter +

A vitaminok koziil (16. tablazat) a C-viatmint, a B-vitaminok csoportjabol a
tiamint, riboflavint, nikotinamidot és nikotinsavat mar korabban kimutattak articsoka

kivonatokbol (Serni et al., 2013).

16. tablazat: Az azonositott vitaminok a vizsgalt articsoka extraktumokban

Vitaminok Vizes articséka | Alkoholos articsoka
Nikotinamid + +
Nikotinsav (B3) + +
Pantoténsav (B5) + +

Piridoxal +

Piridoxin (B6) + +

Kutatasok igazaltak, hogy a nikotinsav gétolja a lipolizist és a cinarinhoz hasonléan
fokozottan csokkenti a plazma szabad zsirsav-koncentraciojat (Kroon et al., 2017).
Elészor igazoltam articsoka kivonatokbdl a pantoténsav, a piridoxdl és a piridoxin
jelenlétét. A mar emlitett B5 és B6 vitamin csokkenti a rdkos megbetegedés
kialakulasanak kockazatat (Mocellin et al., 2016). Gominak (2016) kutatasai soran leirta
a nikotinsav gyulladas-csokkentd hatasat, amelynek szerepe lehet az érelmeszesedés és

az autoimmun betegségek kialakulasanak prevenciojaban is.
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5.2. A gorogszéna extraktumok bioaktiv hatéanyag-tartalmanak UHPLC-ESI-MS

jellemzése

A gorogszéna magjaban megtalalhaté bioaktiv hatéanyagok azonositasa érdekében
vizes €s alkoholos extraktumokat készitettem (Anyag és modszer), majd UHPLC-ESI-
MS vizsgalatot végeztem, amelynek segitségével 10 féle vegyiiletcsoport egyes tagjait
talaltam meg (5.-8., 11.-12. melléklet). Ezeket a vegyiiletcsoportokat €s a talalt bioaktiv

hatoanyagokat az alabbiakban mutatom be.

Négyféle alkaloidot sikeriilt kimutatnom egyforman mind a két gorogszénamag
extraktumban (17. tablazat).

17. tablazat: Az azonositott alkaloidok a vizsgalt gérogszéna extraktumokban

Alkaloidok Vizes gorogszéna | Alkoholos gorogszéna
Ekgonin + +
Ekgonin metilészter + +
Kinurénsav + +
Trigonellin + +

Jelenlegi szakirodalmi ismereteim alapjan gorogszénamag extraktumokbol
alkaloidként eldszor sikeriilt kimutatni az ekgonint és az ekgonin metilésztert. Egér
kisérleteken az ekgonin metilészter hatasosnak bizonyult a kokain altal okozott letalitas
megel6zésében. Ezt a hatast az ekgonin értagitd képességével hoztak Osszefiiggésbe
(Hoffman et al., 2004). Tovabba a kinurénsavat is el6szor azonositottam a gorogszéna
magjaban, mely vegyiilet bizonyitottan a triptofan katabolizmus egyik 1épését
szabalyozza a kinurenin ttvonalon keresztiil (Lim et al., 2016). Kutatasok szerint a
kinurénsav jelent6s neuroprotektiv hatassal is rendelkezik (Sas et al., 2007). A trigonellint
mint bioaktiv hatéanyagot els6ként a gérogszénaban azonositottak. Legfontosabb élettani
hatasa az Nrf2 transzkripcios faktor gatlasa, illetve a proteaszomalis gének Nrf2-fiiggd
expresszidjanak blokkolasa hasnyalmirigyrakos sejtvonalakon (Arlt et al., 2013).

A gorogszéna magbol késziilt sajat extraktumaimban tobbféle aminosavat sikeriilt
azonositani (18. tablazat). A 4-hidroxi-izoleucin (4-HIL) mellett, az aszparagin csak a
vizes extraktumban volt jelen, mig aszpartimsavat csak az alkoholos gérégszéna kivonat

tartalmazott. Az 0sszes tobbi detektalt aminosav mindkét kivonatban fellelhet6 volt.
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18. tablazat: Az azonositott aminosavak a vizsgalt gordgszéna extraktumokban

Aminosavak Vizes gorogszéna | Alkoholos gorogszéna
2-Hidroxi-fenil-alanin + +
4-Guanidino-vajsav +

Arginin

Aszparagin

Betain (trimetil-glicin)
Glutaminsav

Aszpartamsav

Fenilalanin

Pipekolsav

Triptofan

N-a-acetil-lizin
4-Hidroxi-izoleucin (4-HIL)
y-Glutamil-fenil-alanin

+

++| |+ +

+ ||| ] ]+

|+ |+ +

+

A 4-HIL kiemelked6 szerepérdl mar a bevezetésben tettem emlitést. Hatdsai koziil
mindenképpen ki kell hangsulyozni az inzulin rezisztencia csokkenését, a gliikozfelvétel

fokozasat (Naicker et al., 2016) és gyulladasellenes hatasat (Gautam et al., 2016).

Kumarinok koziil csak a szkopoletint sikertilt azonositani az alkoholos gorogszéna
magkivonatban, mig a vizes kivonatban nem volt jelen. A szkopoletin el6fordulasat a
gorogszéna gyokerébdl, szardbol, hiivelyébdl, hajtasabol ¢és levelébdl készilt
kivonatokban mar korabban kimutattak (Reppel és Wagenbreth, 1958; Wang et al.,
1997). Egérkisérleteken bebizonyitottak, hogy a szkopoletinnek jelentés gyulladas-
csokkentd hatasa van az NF-xB és a p38 foszforilacidjanak gatasa révén (Pereira Dos
Santos Nascimento, 2016), valamint gatolja a human tumorok vaszkularizaciojat

xenograft modellrendszerekben (Tabana et al., 2016).

Az altalam azonositott flavonoidok koziil (19. tablazat) néhanyrol mar
bizonyitottak eléfordulasukat a gérogszéna magjaban. Ezek a kovetkezOk: naringenin,
vitexin (apigenin-8-C-gliikozid), luteolin-8-C-(2”-O-(E)-p-coumaroyl-gliikozid),
izoorientin, vicenin-1, vicenin-2, vicenin-3 (6-C-gliikkozil-8-C-xilozil -apigenin), az
apigenin-6-C-gliikozid-8-C-ramnozid, a krizoeriol és a tricin (Skalta, 2002; Benayad et
al., 2014; Yoshikawa et al., 1997; Murakami et al., 2000; Kang et al., 2013; Sattiraju és
Chandrashekar, 2014). Azonban a tricin-7-O-gliikozid, a genisztein, az izovitexin
(apigenin-6-C-gliikkozid), a medikarpin, a szkoparin és az apigenin-6-C-gliikozid-8-C-
ramnozid az én kutatasaim soran keriilt el6szor felfedezésre a gérogszéna magjabol
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készitett extraktumokban. A 19. tablazatbdl az is kitlinik, hogy az alkoholos gorogszéna

magkivonatban sokkal tobb flavonoid talalhato.

19. tablazat: Az azonositott flavonoidok a vizsgalt gorogszéna extraktumokban

Flavonoidok Vizes gorogszéna | Alkoholos gorogszéna
Naringenin +
Krizoeriol +
Tricin +
Luteolin-8-C-(2”-O-(E)-p-

coumaroylgliikozid)

Tricin-7-O-gliikozid +
Genisztein

Vitexin

(Apigenin-8-C-gliikkozid) +
Izovitexin +
(Apigenin-6-C-gliikkozid)

Medikarpin +
Szkoparin

(Krizeriol-8-C-gliikozid) +
Vicenin-2 +
(6,8-Di-C-gliikozilapigenin) +
Apigenin-di-C-hexozid +

(Vicenin-2-izomer) +
Vicenin-3 +
(6-C-gliikozil-8-C-xilozilapigenin) +
Isoorientin

(Homoorientin, Luteolin-6-C- +

glikkozid) +
Vicenin-1 +
(6-C-xilozil-8-C-gliikozilapigenin) +
Apigenin-6-C-gliikozid-8-C- +

ramnozid +

A szkoparin egy krizoeriol gliikozid szdrmazék, melynek biologiai hatésa jelenleg
nem ismert. A krizoeriol esetében viszont kimutattak, hogy 3T3-L1 sejtekben részben
gatolja az adipogenezist (az adipocitdk, a zsirsejtek fejlédése) a triacilglicerol
felhalmozodas blokkolasa altal (Nishina et al., 2015). Tovabbi in vitro kutatasok
igazoltak a krizoeriol PI3K-AKT-mTOR jelatvitel gatlo hatasat is. A genisztein egy
Osztrogén agonista, amely tumorellenes hatassal bir a HT29 vastagbél daganatos sejtek
esetében (Shafiee et al., 2016). A vitexin egyik izomerje, az izovitexin (apigenin-6-C-
gliikozid) altalaban a vitexinnel egyiitt talalhatdé meg kiilonb6z6 ndvényekben, melyek
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egylitt tobbféle élettani hatassal rendelkeznek. Ezek koziil az antioxidans, a
gyulladascsokkentd, a fajdalomcsokkentd és a neuroprotektiv hatasok a jelentésebbek
(He et al., 2016). A medikarpin az oszteogenezist indukalé hatasa segitségével
eldmozditja a csontok regeneralodasat a Wnt és a Notch jelatviteli t aktivacidja altal
(Dixit et al., 2015). A medikarpinnal végzett in vitro kisérletek soran pro-apoptotikus
hatast detektaltak drog-szenzitiv és drog-rezisztens leukémia (P388) sejtvonalakban

(Gatouillat et al., 2015).

Az egyéb metabolitok csoportjaban, a gordgszénamagbol készitett vizes ¢€s
alkoholos kivonatok kapcsan elészor irtam le a szotolont (3-hidroxi-4,5-dimetil-2(5H)-
furanon) és a szacharopint, mint 0j bioaktiv komponenst (20. tablazat). A szotolont
korabban a gorogszéna hajszalgyokereibdl mar kimutattak (Peraza-Luna et al., 2001). A
szotolon jelenlétét azokban az oxidalt italokban tanulmanyoztak részletesen, amelyben
leginkabb hozzajarult a jellegzetes “Madeira-oxidalt” aromak kialakulasahoz (Scholtes et
al., 2015).

20. tablazat: Az azonositott egyéb metabolitok a vizsgalt gorogszéna extraktumokban

Egyéb metabolitok Vizes gorogszéna | Alkoholos gorogszéna
Szotolon

(3-hidroxi-4,5-dimetil-2(5H)-furanon) + +
Szacharopin + +

Kolin + +

A szotolon éallati/emberi szervezetre gyakorolt hatasa nem ismert. A fejlodo
novényi szovetekben a lizin katabolizalasa (lebontasa) a szacharopinon keresztiil torténik,
mely a kukorica magban részt vesz a novényi stresszvalaszban (Kiyota et al., 2015).
Emldsok miotubulusanak vizsgalata esetében megallapitottdk, hogy a szacharopin
stimuldlja az Akt és az mTOR jelatvitelt, amely elnyomja az autofdg proteolizist és
csOkkentheti az izomsorvadast (Sato et al., 2015). Egy masik metabolit, a kolin jelenlétét
mindkét gorogszénamagbol késziilt kivonatomban kimutattam. Korabbi kutatasok soran
bebizonyitottak, hogy a kolin javithatja az izomfunkcidkat a gliikdz és a zsirsavak
metabolizmusa révén az inzulin rezisztens egerekben (Taylor et al., 2016). Ez a folyamat
a zsirsav- és a triglicerid szintézishez sziikséges gliikoz felhasznalas csokkenésével
valosul meg, mely altal fokozddik az izom glikoz- és glikogén raktara. A kolin
orvossagként torténd alkalmazéasa a nem alkoholos steatohepatitis (NASH) és a fibrézis

kialakulasanak prevenciojanal javasolt.
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A vizes és alkoholos gorogszéna magkivonatokban két polifenol volt talalhato: a
rezveratrol és a p-kumarinsav. Az alkoholos magkivonatrol most elészor deriilt ki, hogy
rezveratrolt tartalmaz. Kutatasok soran bebizonyitottak, hogy a rezveratrol befolyasolja a
lipidek ¢és az arachidonsav metabolizmusat, tovabba antioxidans tuldjdonsaganak
koszonhetden szerepet jatszik a neurodegenerativ-, sziv- és érrendszeri betegségek
2017a). A p-kumarinsav egy olyan fitokemikalia, mely gatolja a nitr6zaminok sejten
beliili kialakulasat, ezaltal csokkentve a vastag- ¢és végbélrak kialakulasanak kockazatat

(Saravana et al., 2013).

Az 21. tdblazatban lathato, gordgszéna magkivonatbol beazonositott purin és
pirimidin vegyiiletek koziil eldszor mutattam ki az 5'-S-Metil-5'-tioadenozin, a 2'-
deoxiadenozin, az adenin, az adenozin, az adenozin 3',5'-ciklikus-monofoszfat (cAMP),
a citidin, a flavin mononukleotid (FMN), a guanin, a guanizin, az S-adenozil-
homocisztein, az uridin és a xantin jelenlétét.

Fontos kiemelni, hogy az 5'-S-Metil-5'-tioadenozin, a flavin mononukleotid (FMN)
¢és a xantin csak az alkoholos magkivonatban, mig az adenin, a CAMP, a citidin és a guanin
csak a vizes extraktumban fordul el6. Az almakban jelen 1évé 5'-S-metil-5'-tioadenozin
Osszefliggésbe hozhatd a metioninbdl torténd etilén bioszintézis atalakitasaval (Adams és
Yang, 1977). Az S-adenozil-homocisztein minden egyes S-adenozilmetionin-fiiggd
transzmetilaciés reakcd melléktermékének tekinthetd. A szervezetben torténd
eléfordulasa kapcsolatban all a sziv- €s érrendszeri betegségekkel, a vesebetegséggel, a

cukorbetegséggel és a koros elhizassal (Xiao et al., 2015).

Szamos kutatas soran részletesen tanulmanyoztdk a gorOgszéna vegetativ
szerveinek és magjanak szaponin tartalmat (Khanna és Jain, 1973; Varshney és Beg,
1978; Grangrade ¢és Kaushal, 1979; Yoshikawa et al., 1997; Yoshikawa et al., 1998;
Murakami et al., 2000). Az altalam vizsgalt hazai termesztésii gordogszénamag
trigoneozid profilja (22. tablazat) eltéré volt azokéhoz képest, amelyek Indiabdl vagy
Egyiptombodl szarmaztak. Az indiai gorogszéna magbol készitett extraktumokkal
Osszehasonlitva megallapithatd, hogy mig a trigoneozid Ia, Ib, Ila, I1la és a [Va jelen volt
az altalam készitett kivonatokban is, addig a trigoneozid I1b, 11Ib, Va, Vb, VI, Vlib, VIlIb

¢s a trigoneozid IX nem volt kimutathato.
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21. tablazat: Az azonositott purinok ¢és pirimidinek a vizsgalt gorogszéna
extraktumokban

Purinok és pirimidinek Vizes gorogszéna | Alkoholos gorogszéna
5'-S-Metil-5'-tioadenozin +
2'-Deoxiadenozin + +
Adenin +

Adenozin + +
Adenozin 3',5'-ciklikus-monofoszfat

(CAMP) i

Citidin i

Flavin mononukleotid (FMN) +
Guanin +

Guanozin + +
S-Adenozil-homocisztein + +
Uridin + +
Xantin 5
Xantozin + +

Tovabba olyan trigoneozidok, mint a Xa, Xb, XIla és a XIIla szintén jelen volt az
altalam készitett kivonatokban, viszont az egyiptomi gérdgszénamagokhoz hasonlitva
nem volt beazonosithat6 a trigoneozid XIb és a XIIb. A szdjaszaponin I jelenlétét csak az
alkoholos kivonatban tudtam kimutatni. A szdjaszaponin I gatolja a Renin-Angiotenzin-
Aldoszteron Rendszert (RAAS; renin—angiotensin—aldosterone system), ami szabalyozza
a vérnyomast és a folyadék egyensulyt, mely altal a szdjaszaponin I potencidlis

természetes vérnyomascsokkent komponensnek tekinthetd (Tavassoli et al., 2017).

A terpenoidok jelenlétére vonatkozdéan a gordgszéna magjaban, az alkoholos
extraktumban eloszér én szolgaltattam bizonyitékot az urzolsav azonositasaval. Az
urzolsav antioxidativ ¢és gyulladascsokkentd hatdsat kordbban agysériiléses egér
modellrendszeren igazoltak az Nrf2-ARE jelatviteli ut aktivalasa révén (Ding et al.,
2016). Tovabba bizonyitottak az urzolsav daganatellenes és anti-metasztazisos hatasat is

(Gai et al., 2016; Gao et al., 2016).
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22. tablazat: Az azonositott szaponinok a vizsgalt gordgszéna extraktumokban

Szaponinok Vizes gorogszéna | Alkoholos gorogszéna
Szdja szaponin I +
Trigoneozid la

Trigoneozid Ib

Trigoneozid lla

Trigoneozid Illa

Trigoneozid IVa

Trigoneozid VI

Trigoneozid Xa
TrigoneozidXb

Trigoneozid Xlla

Trigoneozid Xllla
Asparasaponin | (Protodisocin,
Trigonelloside C)
Trigofoneoside C +
Trigofoneoside G
Protoneogitogenin-S5
Protoyukkagenin-S4 +

|+ |||+ ]+
S o o B e I =

+l 4+ +]+]| +

A gordgszéna magkivonatok vitamin tartalmat illetden a mar méasok 4altal
azonositott és publikalt B-vitaminok kozil (Picci, 1959; Venkataramani, 1950) a biotin
kivételével én is Kimutattam a niacin (B3), a pantoténsav és a piridoxin jelenlétét, mig a
nikotinamidot el6szor detektaltam mindkét gorogszénamag kivonatban (23. tablazat).

A tiamin, a riboflavin és a cianokobalamin (B12-vitamin) a fragmentécio hianyaban
nehezen volt detektalhato a gorogszéna kivonataimban, jelenlétiikre csak a megegyez6
molekulatomeg csucsokbol kovetkeztethettem, ezért nem tiintettem fel a 23. tablazatban.
Néhany B-vitamint mint rakos megbetegedések kialakulasat csokkentd bioaktiv
hatéanyagot tartanak szamon (Mocellin et al., 2016), tovabba gyulladascsokkentd
hatasuk mellett az atherosclerosis (iitoér elmeszesedése) ellen is hatasos lehet (Gominak,
2016).

23. tablazat: Az azonositott vitaminok a vizsgalt gorogszéna extraktumokban

Vitaminok Vizes gorogszéna | Alkoholos gorogszéna
Nikotinamid + +
Nikotinsav (B3) +
Pantoténsav (B5) + +
Piridoxin (B6) + +
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5.3. Az articsoka és a gorogszéna extraktumok bioaktiv hatéanyag-tartalmanak és

In vitro antioxidans paramétereinek 6sszehasonlito jellemzése

Az articsoka és gordgszéna extraktumaim UHPLC-ESI-MS vizsgalata soran
kideriilt, hogy bioaktiv hatéanyag-tartalmukat tekintve hasonlosagok és kiilonbségek is
fellelhet6k. A 24. tablazatban szamszerisitve lathatok a kiilonboz6 kivonataimbol
nagyfok biztonsaggal (molekulatomeg, fragmentacido és izotop eloszlas alapjan)

beazonositott bioaktiv hatdanyagok az egyes vegyiiletcsoportokon beliil.

24. tablazat: A ndvényi extraktumokban taladlt bioaktiv hatdéanyagok szama
vegyiiletcsoportonként

Adatbazis Vizes Alkoholos Vizes Alkoholos
talalatok articsoka articsoka gorogszéna gorogszéna
Alkaloidok 3 2 4 4
Aminosavak 7 9 12 11
Kumarinok 2 3 - 1
Flavonoidok 7 13 7 16
Egyéb 3 4 3 3
metabolitok

Polifenolok 9 3 1 2
Purinok és 6 10 9
pirimidinek

Szaponinok 2 2 14 16
Terpenoidok 1 2 - 1
Szteroidok - 2 - -
Vitaminok 5 4 3 4
Osszesen 48 50 54 67

Fontos kiemelni, hogy a vizes és alkoholos extraktumok eléallitasa, valamint az UHPLC-
ESI-MS mérések mindkét novény esetében azonos moéddon torténtek, igy a bioaktiv

hatéanyagok jelenlétére vonatkoz6 eredmények dsszehasonlithatok.

A vizsgalt novényekre vonatkoz6 bioaktiv hatéanyagok szdmat tekintve —
Osszehasonlitva az adott ndvény vizes és alkoholos extraktumait — a kovetkez6 relativ

szembetling kiilonbségek figyelhetdk meg:

- A flavonoidok tekintetében kozel kétszer annyi bioaktiv hatéanyagot sikeriilt
azonositani az alkoholos extraktumban, mint a vizes kivonatban. Ennek az lehet
a magyarazata, hogy az alkoholos extrahalas feltehetdleg sokkal hatékonyabbnak
bizonyult.
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- Szteroidokat csak az alkoholos articsoka kivonatban talaltam.

- A polifenolok esetében a legtobb bioaktiv hatéoanyagot a vizes articsoka
kivonatban azonositottam, mivel feltételezhet6en a vizes extrahalas hatékonyabb.

- Aszaponinok kapcsan el lehet mondani, hogy alig vannak kiilonbégek a vizsgalt
novények vizes és alkoholos kivonatai kozott. Azonban az articsoka kivonatokban
sokkal kisebb szdmu szaponin-szeri molekula taldlhatd, mint a gorogszéna

kivonatokban.

Latva az articsoka ¢€s a gordgszéna extraktumok kozotti eltérést, valamint a bioaktiv
hatéanyagok tipusait és szamat illet6 kiilonbségeket megfogalmazhat6 az a kérdés, hogy
vajon ezek a kémiai Osszetétellel kapcsolatos eltérések kihatdssal lesznek-e az egyes
extraktumok altal generalt élettani hatasokra?

Miel6tt ezt a kérdést megvalaszolnam, fontosnak tartottam, hogy tovabbi
informaciokat nyerjek a vizsgalt articsOka és gorogszéna Kivonatok osszpolifenol-,
Osszflavonoid- és dsszanticianin tartalmaira, illetve az extraktumok in vitro antioxidins
kapacitasaira vonatkozoan.

Az articsokdnak és a gordgszénanak szamos fontos €lettani hatast tulajdonitanak,
melyek egy részét éppen az antioxidans kapacitasukkal kapcsolatos polifenol
tartalmukkal magyarazzak. A polifenolok ko6zott is kiemelkedd jelentdségiiek a
flavonoidok. Azonban a flavonoidok nemcsak antioxidans jelleggel birnak, hanem — az
egyik csoportjuknak, az antocianinoknak — fontos szerepet jatszanak a gyulladasok
megelézésében és csokkentésében. A Szaritott articsoka levélbol, illetve a hazai
gorogszénamagbol készitett vizes és alkoholos extraktumokban meghataroztam — az
Anyag és modszer fejezetben leirtaknak megefeleléen — a polifenolok, a flavonoidok és
az antocianinok mennyiségét. Ezzel parhuzamosan vizsgaltam a szaritott articsoka
levélbdl, illetve a hazai gorogszénamagbol készitett vizes és alkoholos extraktumokra
jellemz6 in vitro antioxidans kapacitasokat, amit az Anyag és modszer fejezetben szintén

ismertettem. Az eredményeket az alabbi 25. tdblazatban foglaltam Gssze.
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25. tablazat: Az articsoka és a gorogszéna extraktumok polifenol specifikus paraméterei

Extraktum Vizes Alkoholos Vizes Alkoholos
paraméter articsoka articsoka gorogszéna | gorogszéna
Osszpolifenol-

tartalom (mg/g) 5,99+0,36 12,31+0,34 1,01+0,15 1,48+0,12

Osszflavonoid-

tartalom (mg/ml) 5,830+0,31 | 16,087+0,39 | 2,827+0,22 | 32,267+0,61

¥ (polifenol,flavonoid,

kumarin) (9+9) (3+16) (1+7) (2+17)
(UHPLC-ESI-MS altal
18 19 8 19

azonositott vegyiiletek
(db))

Antioxidans

kapacitas (ul/ml) 23,43+£0,25 1,80+0,16 29,83+0,41 5,91+0,18

Osszantocianin-

tartalom (mg/l) 0 0 0 0

Az eredmények érdekes polifenol specifikus mennyiségi sajatossagokra utalnak
(12. abra). Az Osszpolifenol tartalmat illetden az articsoka extraktumokban sokkal
nagyobb mennyiségli polifenol taldlhatd, mint a gordgszénaban. Masfeldl mind az
articsoka, mind a gordgszéna esetében az alkoholos extraktumokban volt nagyobb a

polifenolok mennyisége.
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Spektrofotometriai modszerek

35 32,267
29,83 b
30
25 23,43
16,087 OPT (mg/g)
) OFT (mg/ml)
EAK (u/ml
5.91 (ml/ml)
_ 2,827 .
18 101 - 148 [
|| =
AA VG AG
Novenyi extraktumok

12. abra: A spektrofotometriai modszerek: ahol, (VA) vizes articsoka; (AA) alkoholos
articsoka; (VG) vizes gorogszéna; (AG) alkoholos gorogszéna; (AK) antioxidans

kapacitas; (OFT) dsszflavonoid-tartalom; (OPT) &sszpolifenol-tartalom.

Ugyanezek a tendenciak allapithatok meg az 6sszflavonoid tartalomra vonatkozdéan
iIs. Amennyiben igaz az a feltevés, hogy az dsszpolifenol és Osszflavonoid tartalmak
egyenesen aranyosak a kérdéses extraktumok in vitro korilmények kozott mért
antioxidans kapacitdsaval, Ggy ez utobbinak is kdvetnie kell az dsszpolifenolra és az
Osszflavonoidra jellemz6 tendenciakat. Azonban, nem a vart eredményeket kaptam,
hanem azokkal ellentétben a vizes ndvényi extraktumokban figyelhettem meg a
magasabb in vitro antioxidans kapacitast az adott novény alkoholos extraktumahoz
viszonyitva. Az articsoka vizes extraktuma kozel tizenhatszor-, mig a gérogszéna vizes
extraktuma Otszor magasabb in vitro antioxidans kapacitast mutatott a megfeleld
alkoholos extraktumokhoz viszonyitva. Tehat az 6sszpolifenol és 6sszflavonoid tartalom
alacsonyabb a vizes articsOka és gorogszéna kivonatokban, mégis az in vitro antioxidans
kapacitas mutat magasabb értékeket ezekben a kivonatokban.

Masfeldl, amennyiben azt vizsgdlom extraktumonként, hogy az UHPLC-ESI-MS
rendszer altal beazonositott polifenol és flavonoid tipust bioaktiv hatdanyagok szama
miként aranyul az in vitro antioxidans kapacitashoz, akkor kimutathat6, hogy a kevesebb
szamu bioaktiv hatdanyagot tartamaz6 vizes extraktumok esetében magasabb az in vitro
antioxidans kapacitas (25. tablazat). Tehat a kisebb koncentracioju és kevesebb
komponensii polifenol és flavonoid tartalma vizes articsoka-, illetve gorogszéna

kivonatoknak van magasabb in vitro antioxidans aktivitasa. Ezért arra a megallapitasra
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jutottam, hogy az articsoka és gorogszéna vizes extraktumokan — a polifenol-, valamint a
flavonoid-tartalmon tul — még lennie kell olyan bioaktiv hatéanyag(ok)nak, amely(ek)et
az UHPLC-ESI-MS rendszerrel nem sikeriilt azonositani, am azok aktivitasa jelents
mértékben hozzajarul az in vitro koriilmények kozott mért antioxidans kapacitashoz.
Fontos eredeménynek szamit az is, hogy a vizsgalt novényi extraktumokban nem
sikeriilt antocianinokat taldlni a mennyiségi analizisek kapcsan. Ez pedig 6sszhangban
van az extraktumok mindségi Osszetételére vonatkozo UHPLC-ESI-MS vizsgalatok
soran kapott eredményekkel, hiszen ez utobbi vizsgalatok esetében sem sikeriilt
antocianin tipusi bioaktiv hatéanyagokat (pl. pelargonidin, cianidin, delfinidin,

petunidin, malvidin) beazonositani.

5.4. Az articséka és a gorogszéna extraktumok hatasainak in vivo tesztelése

Drosophila melanogaster-en

54.1. Az articsoka és a gorogszéna extraktumok hatasa az ecetmuslica

életképességére

Annak érdekében, hogy megvizsgaljam a lehetséges toxikus hataséat az articsoka-
¢s gorogszéna vizes-, illetve alkoholos kivonatoknak Drosophila melanogaster alapu in
vivo tesztrendszert alkalmaztam. A moédszer 1ényegében azzal kapcsolatos, hogy a
kilonféle koncentracioji  kivonatokkal kezelem a meghatarozott genotipust
ecetmuslicékat larvalis allapotban, majd meghatarozom a tulélési képességet, viszonyitva
a kikelt F1-es imagok szamat, a kisérletnek alavetett embriok és larvak szamahoz. Ilyen
értelemben az embridkra vonatkoztatott F1 imago kikelési arany egyértelmilen az
alkalmazott extraktum muslica életképességet befolyasold hatasara utal.

A kisérletek soran vizsgaltam a tomény és a higitott (101, 102) kivonatok esetleges
koncentraci6 fiiggé hatasat. A fentieckben emlitett extraktumok higitasait kétféle
keresztezést alkalmazva teszteltem annak érdekében, hogy az esetleges genotipus-fiiggd

hatasokra is fény deriiljion. Az egyik keresztezésben w™"

genotipusu sziiloket
kereszteztem, mig a masik keresztezésben olyan sziil6i part alkalmaztam, amelyeket a
genotoxicitasi vizsgalatban is hasznaltam. Ezzel a kisérleti megoldassal kiilon kivantam
valasztani az articsoka- és a gorogszéna extraktumok feltételezett citotoxikus és

genotoxikus hatasainak in vivo vizsgalatat (26. tablazat).
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26. tablazat: Az articsoka extraktum, ecetmuslica életképességet befolydsold hatasa.
Kontroll kisérletek adatait sarga szinnel, a vizes extraktumra vonatkozo6 adatokat zolddel,
mig az alkoholos extraktumos adatokat kékkel jeloltem. Az ecetmuslica tulélési arany a
kikelt imagokra és a kezelt embriokra vonatkozik. A Kontroll-NM a normal taptalajt, mig

a Kontroll-DIM az instant taptalajt jeloli.

X F1 Kikelt | F1caletesi | Atagos F1
P . F1 . tulélési
Sziil6i Kezelés kezelt . F1 arany . .
. .. | bab | . [, gyakorisag
keresztezés embrio imago (%) (%)
Kontroll-NM 1000 972 956 95,6
Kontroll-DIM 1000 988 952 95,2
Vizes articsoka | 1000 968 962 96,2
torzsoldat
Vizes 1000 957 952 95,2
articsoka 95,2
1:10 higitas
Qwmn Vizes 1000 972 944 94,4
X articsoka
dw™" | 1:100 higits
Alkohlos 1000 958 949 94,9
articsoka
torzsoldat
Alkoholos 1000 977 932 93,2
articsoka 93,8
1:10 higitas
Alkoholos 1000 968 936 93,4
articsoka
1:100 higitas
Kontroll-NM 1000 984 961 96,1
Kontroll-DIM 1000 982 966 96,6
Vizes articsoka | 1000 966 951 95,1
torzsoldat
Vizes 1000 982 964 96,4
articsoka 95,9
1:10 higitas
Ymwh/mwh | Vizes 1000 975 963 96,3
X articsoka
3 fIITM2, | 1:100 higitas
Ubx Alkoholos 1000 977 943 94,3
articsoka
torzsoldat
Alkoholos 1000 988 95 96,5
articsoka 95,1
1:10 higitas
Alkoholos 1000 968 945 94,5
articsoka
1:100 higitas
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27. tablazat: A gorogszéna extraktum, ecetmuslica életképességet befolyasold hatasa.
Kontroll kisérletek adatait sargaval, vizes extraktumra vonatkozé adatokat zolddel, mig
az alkoholos extraktumos adatokat kékkel jeloltem. Az ecetmuslica tilélési arany, a kikelt

imagokra €s a kezelt embriokra vonatkozik. A Kontroll-NM a normal téptalajt, mig a

Kontroll-DIM az instant taptalajt jeloli.

EFL | o, | Kikelt | F1talélési Atlagos F1
. . . tulélési
Sziil6i Kezelés kezelt . F1 arany .
keresztezés embrio bab imago (%) arany
(%)
Kontroll NM | 1000 968 | 956 95,6
Kontroll DIM | 1000 972 | 944 94,4
Vizes 1000 946 | 938 93,8
gorogszéna
torzsoldat
Vizes 1000 953 | 942 94,2 94,5
gorogszéna
@wm™" | 1:10 higités
X Vizes 1000 972 | 957 95,7
gwmen gorogszéna
1:100 higitas
Alkoholos 1000 948 | 926 92,6
gorogszéna
torzsoldat
Alkoholos 1000 966 | 947 9,7
gorogszéna 93,3
1:10 higitas
Alkoholos 1000 952 | 928 92,8
gorogszéna
1:100 higitas
Kontroll NM | 1000 938 912 91,2
Kontroll DIM | 1000 942 | 921 92,1
Vizes 1000 947 | 922 92,2
gorogszéna
torzsoldat
Vizes 1000 966 | 941 94,1
gorogszéna 92,6
Ymwh/mwh | 1:10 higitas
X Vizes 1000 933 | 916 91,6
d fI*ITM2, | girogszéna
Ubx 1:100 higitas
Alkoholos 1000 955 | 932 93,2
gorogszéna
torzsoldat
Alkoholos 1000 934 | 917 91,7
gorogszéna 91,9
1:10 higitas
Alkoholos 1000 943 | 921 92,1
gorogszéna
1:100 higitas
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Az ilyenfajta ecetmuslicara alapozott in vivo kisérleti rendszerben feltételezhetd,
hogy minél citotoxikusabb egy ndvényi kivonat annél inkébb képes lesz csokkenteni az
F1 utédok életképességét. Az allitas forditottja is igaznak mondhato, vagyis amennyiben
az extraktum nem befolydsolja a kezelt egyedek ¢letképességét ugy a citotoxikus
hatasaval sem kell szdmolni. Az ecetmuslica életképességi vizsgalatok kisérleti menetét
az Anyag ¢és modszer fejezetben ismertettem. A kétféle keresztezéssel és novényi
extraktumokkal végzett kisérleti eredményeket a 26.-27. tablazatokban mutatom be.

A 26. tablazatban feltiintetett adatokbdl kidertil, hogy a vizes és alkoholos articsoka
kivonatok — tgy tomény mint higitott formaban — nem befolyasoljak a kétféle
keresztezésbol szarmazo F1 utodok életképességét, azaz nincs Drosophila melanogaster-
en detektalhat6 citotoxikus hatasuk.

A 27. tiblazatban feltiintetett adatokbdl kideriil, hogy a vizes és alkoholos
gorogszéna kivonatok — tigy tomény mint higitott formaban — nem befolyasoljak a kétféle
keresztezésbol szarmazo F1 utodok életképességét, azaz nincs Drosophila melanogaster-

en detektalhato citotoxikus hatasuk.

5.4.2. Az articsoka és a gorogszéna extraktumok genotoxikus hatasanak jellemzése

SMART tesztrendszerrel

Miutan azt tapasztaltam, hogy az articsoka és a gorogszéna kivonatok — ugy tomény
mint higitott formaban — nem befolyasoltak kedvezdétleniil a Drosophila melanogaster
¢letképességét, megvizsgaltam, hogy befolyasoljdk-e a szomatikus kromoszéma €s/vagy
gén mutaciokat. Az utdbbi iddben bizonyitast nyert az a tény, hogy hatéanyagok nem-
citotoxikus koncentracioban is képesek mutaciokat indukalni (Hodjat et al., 2017;
Marabini et al., 2011; Cabaton et al., 2009). Nem altalanosan elterjedt jelenségrdl van
sz0, am ha egy non-toxikus hatéanyagrol kideriil, hogy genotoxikus hatassal rendelkezik,
akkor szamolni kell a karcinogén hatasaval is. A vizes- és alkoholos articsoka, illetve
gorogszéna kivonatok potencialis genotoxikus hatasat a Drosophila melanogaster
SMART tesztrendszer segitségével analizaltam, amint azt az Anyag és modszer

fejezetben ismertettem.
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Valdjdban az @ mwh/mwh x & fIr3/TM2, Ubx keresztezésbdl szarmazo F1 larvakat
kezeltem a tomény kivonatokkal, majd a kikelt imagokat fenotipusuk alapjan
osztalyoztam és szarny preparatumokat készitettem. Elsoként a kettds transzheterozigota
mwh, +/+, flr® F1 utédok szarnyait tanulméanyoztam és az iker-, illetve maganyos mozaik

sejtklonok eléfordulasat vizsgaltam. Az eredményeket a 28. tablazatban mutatom be.

28. tablazat: A mozaik sejtklonok indukcidjanak gyakorisiga az mwh, +/+, flr
ecetmuslicak szarnyain. Kontroll kisérletek adatait sargaval, az articsoka adatait zolddel,

mig a gorogszéna adatait barna szinnel emeltem Ki.

: Mozallf sejtklon _ N{ozagk Mozaik Mozaik
iker maganyos o0sszes sejtklon Sy Sy
Szérny —— fir i) gyakori- sejtklon sejtklon
p . mérete indukcio
Kezelés (db) sag g o
(N) sejt/klon | gyakorisaga
(/N) (m) (f=nm/NC)
Kontroll 107 3 55 1 59 0,55 1,1+0,2 2,0 x 10
Vizes 98 5 51 - 56 0,57 1,2+0,4 2,3x 103
articsoka
Alkoholos 106 4 53 1 58 0,55 1,1+0,4 2,0x10°
articsoka
Vizes 135 5 53 3 61 0,49 1,6+£0,4 2,4x10°
gorog-
széna
Alkoholos 142 6 54 5 65 0,46 1,4+0,6 2,1 x10°
gorog-
széna

Tekintettel a mozaik sejtklonok gyakorisagara, atlagos méretére, valamint a mozaik
sejtklonok indukcidjdnak gyakorisagara kijelenthetd, hogy nincsenek szamottevd
kiilonbségek a kezeletlen ¢€s a kiilonb6zo vizes-, illetve alkoholos extraktumokkal kezelt
kettds transzheterozigdta mwh, +/+, fl’ egyedek szarnyaira vonatkozo adatok kozétt.
Ezek az adatok azt is jelzik, hogy a vizes- és az alkoholos articsoka, illetve gérogszéna
extraktumok nem indukdlnak kromoszomatorés tipusi mutacidkat magasabb
gyakorisaggal, mint Osszehasonlitva az a kezeletlen ecetmuslicdk esetében

megfigyelhetd.

Az Q@ mwh/mwh x & fIr3/TM2, Ubx keresztezésbdl szarmazdé mwh, +/+, flr3
egyedekkel azonos ardnyban kell keletkezniiik az mwh/TM2, Ubx transzheterozigota
utodoknak is. Ez utobbi F1 egyedek szarnyait tanulmanyoztam és a maganyos mwh
mozaik sejtklonok eléfordulasat vizsgaltam. Az eredményeket a 29. tablazatban mutatom
be.
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29. tablazat: A mozaik sejtklonok indukcidjanak gyakorisaga az mwh/TM2, Ubx
ecetmuslicdk szarnyain. Kontroll kisérletek adatait sargaval, az articsoka kezelés adatait

zolddel, mig a gérégszéna adatait barna szinnel emeltem Ki.

mwh Mozaik Mozaik Mozaik sejtklon

Szarny mozaik sejtklon sejtklon indukcio

Kezelés sejtklon | gyakorisag mérete gyakorisaga
sejt/klon
(N) (n) (n/N) (m) (f=2nm/NC)

Kontroll 106 11 0,1 2,4+1,6 1,6 x 107
Vizes 114 12 0,1 22+1,2 1,5x10%
articsoka
Alkoholos 102 11 0,1 2,4+14 1,7 x 103
articsoka
Vizes 112 12 0,11 2,4+0,8 1,7 x10°
gorogszéna
Alkoholos 116 14 0,12 2,2+0,6 1,8 x10°
gorogszéna

Tekintettel a mozaik sejtklonok gyakorisagara és atlagos méretére, valamint a
mozaik sejtklonok indukcidjanak gyakorisagara kijelenthetd, hogy nincsenek szamottevd
kiilonbségek a kezeletlen és a kiilonbozo vizes-, illetve alkoholos extraktumokkal kezelt
transzheterozigota mwh/TM?2, Ubx egyedek szarnyaira vonatkozé adatok kozott. Ezek az
adatok azt is jelzik, hogy Ugy a vizes mint az alkoholos articsoka- és gorogszéna
extraktumok nem indukdlnak génmutdcidkat magasabb gyakorisdggal, mint

Osszehasonlitva az a kezeletlen ecetmuslicak esetében is megfigyelhetd.

5.5. Az articséka és a gorogszéna extraktumok hatasainak in vitro tesztelése human

emlokarcinoma sejtvonalakon

A gorogszéna ¢€s az articsoka kivonataim human mellrdk sejtekre gyakorolt
hat4sainak analizalasa érdekében a T-47D és a ZR-75-1 sejtvonalakat vizsgaltam. A T-
47D sejtvonalat a mellrdksejtvonal lumindlis A altipusdnak hataroztdk meg, ami
hormonfiiggd (Osztrogén receptor expresszio) és gyakran nagyfoku érzékenységet mutat
a kemoterapiara (Holliday és Speirs, 2011). A ZR-75-1 a mellrdksejtvonal luminalis B
altipusba sorolhat6, ami altalaban hormonfliggd és némi variabilitast mutat a kemoterapia
érzékenység tekintetében. A két vizsgalt sejtvonal genetikailag nem identikus. Genomikai
kiilonbségként feljegyezték, hogy a ZR-75-1 sejtek a normalis p53 allélt hordozzék, mig
a T-47D sejtekben a p53 gén egy mutans allélja fejezédik ki (Huovinen et al., 2011). A
ZR-75-1 sejtekrdl kimutattdk, hogy a normal BRCA1/2 allélt tartalmazzak (Gilardini
Montani et al., 2013), mig a T-47D sejtvonal esetében csak indirekt bizonyitékok
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tamasztjak ald a normal BRCA1/2 allélok jelenlétét. Ugyancsak kimutattak, hogy a
hMAT gén expresszid egy tizszeres emelkedést mutat a T-47D sejtekben, 6sszehasonlitva
a ZR-75-1 sejtekben detektalt normal expresszids szintekkel (Bandyopadhyay et al.,
1996). Ezek a kisérleti adatok azt mutatjak, hogy a T-47D és a ZR-75-1 sejtvonalakat a
mellrak kiilonb6zo altipusainak lehet tekinteni, melyeknek kiilonb6z6 prognoézisuk és
terapias érzékenységiik van.

Az emlétumoros sejtek (T-47D, ZR-75-1) életképességére, illetve proliferacidjara
iranyuld kisérleteimet MTT teszt segitségével végeztem. A daganatos sejteket az
articsoka- és a gorogszéna extraktumokkal eltéré koncentraciokban (10-0,04 v/iv%)
kezeltem, mint azt az Anyag és moddszer fejezetben ismertettem. Az egyes kezelések 48
illetve 72 oraig tartottak. A harom, egymastol fiiggetlen kisérlet eredményeinek
értékelését a kezelt sejtvonalak, a kiilonbozd kivonatok és a kezelés iddtartamanak
viszonyaban értelmeztem (13.-24. és 26.-29. abra). Az abrak egyes oszlopain lathato
eltérd betljelzések szignifikans kiillonbséget mutatnak, mig az azonos betlijelzéssel
ellatott oszlopok kozott nincs szignifikans eltérés. A diagramokon feltiintetett z61d vonal

a kontroll (kezeletlen) sejtek hipotetikus 50%-os életképességét jeloli.
5.5.1. A vizes articsoka extraktum sejtvonalak életképességére gyakorolt hatasa

A T-47D humén emldkarcinoma sejteket kezeltem 48 és 72 oran at kiillonb6zo

crer

crer

veégzett kisérletek eredményei a kovetkezd 13. és 14. abrakon lathatok.
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48 oras kezelést kovetéen. K a kezeletlen pozitiv kontroll csoport, MTT a sejtnélkiili

negativ kontroll csoport.

A T-47D sejtvonalon tortént vizes articsoka kivonat kiilonb6z6 koncentracioja és 48 oras
alkalmazasa soran kitiinik, hogy a 10-0,63% koncentracid tartomanyban a kezelt sejtek
viabilitasa jelentésen lecsokken (13. abra). Azonban a 0,31-0,04%-o0s koncentracio
tartomanyban a kezelt sejtek viabilitasa nd, és a 0,08-0,04% extraktum koncentraciok a
kontrollt meghaladé mértékben ndvelik meg a kezelt sejtek életképességét, ami akar
sejtszambeli novekedést is jelenthet. A fentiekben leirt kezelési profil mindenképpen a
koncentracio-fliggd  bifazisos  élettani  hatdsra  emlékeztet, azaz magasabb

koncentracioban egy gatlo, mig alacsonyabb koncentracidoban egy serkentd €lettani hatast

detektaltam.
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crer

72 oras kezelést kovetden. K a kezeletlen pozitiv kontroll csoport, MTT a sejtnélkiili

negativ kontroll csoport.

A T-47D sejtvonalon tortént vizes articsoka kivonat kiilonbz6 koncentracioju és 72 oras
alkalmazasa soran, a mar korabban, a 48 oras kezelés soran leirt bifazisos élettani hatast
észleltem (14. abra). Ugy tiinik, hogy a két (48 és 72 (')rés) id6tartamu kezelés kozotti

crer

sejtszambeli ndvekedés lehet az alapja.

AT-47D sejtvonalat kovetden a ZR-75-1 human emldkarcinoma sejteket kezeltem 48 és

cre

kovetden elvégzett MTT teszt kapcsan mért fényabszorpcié értékek alapjan
kovetkeztettem a kezelést tulélt sejtek szamara. A ZR-75-1 sejtvonalon a kiilonféle

crer

15. és 16. abrakon lathatok.
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15. abra: A vizes articsoka kivonat hatisa a ZR-75-1 emldkarcindma sejtek

crer

a sejtnélkiili negativ kontroll csoport.

A ZR-75-1 sejtvonalon a vizes articsoka kivonat kiilonbozé koncentracioju és 48
oras alkalmazasa soran kitlinik, hogy a 10-1,25% koncentraci6 tartomanyban a kezelt
sejtek viabilitasa jelentdsen lecsokken (15. abra). Azonban a 0,31-0,04%-o0s koncentracio
tartomanyban a kezelt sejtek viabilitdsa elkezd ndvekedni, és a 0,04% extraktum
koncentracio6 a kontrollt meghaladdé mértékben megndveli a kezelt sejtek életképességét,
ami akar sejtszambeli ndvekedést is jelenthet. A fentiekben leirt kezelési profil ujfent
koncentracio-fliggd bifazisos élettani hatasra emlékeztet, agy mint azt a T-47D sejtvonal
esetében tapasztaltam.

A ZR-75-1 sejtvonalon a vizes articsoka kivonat kiilonb6z6 koncentracioju és 72
oras alkalmazasakor a korabbi 48 oras kezelés soran leirt bifazisos élettani hatast
észleltem (16. abra). A 0,31% koncentracional a 48 oras kezelésnél mar detektalhato a
kezelt sejtek szdmanak a novekedése, mig a 72 oras kezelés esetében tovabbra is a gétlé
sejtek viabilitasanak novekedése, és 0,04% extraktumban haladja meg a sejtek viabilitasa

a kontrollét. Ez utobbinak tjfent a sejtek szamanak a novekedése lehet az alapja.
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16. abra: A vizes articsoka kivonat hatisa a ZR-75-1 emldkarcindma sejtek

crer

a sejtnélkiili negativ kontroll csoport.
5.5.2. A vizes gorogszéna extraktum sejtvonalak életképességére gyakorolt hatasa

A T-47D human emldkarcinoma sejteket kezeltem 48 és 72 6ran at kiilonbozo

crer

e

extraktummal végzett kisérletek eredményei a kovetkezd 17. és 18. abrakon lathatok.

A kiilonféle koncentracioji és 48 oras kezelés soran kitlinik, hogy a 10-0,31%
koncentraci6 tartomanyban a kezelt sejtek viabilitasa jelentésen lecsokkent (17. abra).
Azonban a 0,16-0,04%-o0s koncentracio tartomanyban a kezelt sejtek viabilitasa elkezd
novekedni, és a 0,08-0,04% extraktum koncentraciok a kontrollt meghaladé mértékben
novelik meg a kezelt sejtek életképességét, ami akéar sejtszambeli ndvekedést

(proliferaciot) is jelenthet.
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17. abra: A vizes gérégszéna kivonat hatdsa a T-47D emldkarcindbma sejtek

crer

a sejtnélkiili negativ kontroll csoport.
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18. abra: A vizes gé’)régszéna kivonat hatdsa a T-47D emldkarcinoma sejtek

crer

a sejtnélkiili negativ kontroll csoport.
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A fentiekben leirt kezelési profil olyan koncentracio-fiiggd bifazisos €lettani hatasra
utal, amelynél a magasabb koncentracidban egy gatlé-, mig az alacsonyabb
koncentracioban egy életképességet/proliferaciot noveld hatas érvényesiil.

A T-47D sejtvonalon a vizes gordgszéna kivonat kiilonb6z6 koncentracioju és 72
oras alkalmazasa soran, a mar korabban, a 48 6ras kezelés soran leirt bifazisos élettani
hatast észleltem (18. abra). A 48 és 72 oras idStartamti kezelések kdzott nincs 1ényegi
kiilonbség, csak a kontroll és a 0,08 — 0,04%-os koncentracidk esetében figyelhetok meg

magasabb abszorbancia értékek, amelynek alapja lehet a relativ sejtszamnovekedés is.

A T-47D sejtvonalat kovetéen, a ZR-75-1 human emldkarcinoma sejteket is
majd a kezelést kovetden elvégzett MTT teszt sordn mért abszorbancia értékek alapjan
kovetkeztettem a kezelést tulélt sejtek szamara. A ZR-75-1 sejtvonalon és a kiilonb6zo
19. és 20 abrakon lathatok.

A ZR-75-1 sejtvonalon a vizes gorégszéna kivonat kiillonb6z6é koncentracioja és 48
oras alkalmazasa soran kitiinik, hogy a 10-0,31% koncentraci6 tartomanyban a kezelt
sejtek viabilitasa alacsony (19. abra). Azonban a 0,16-0,04%-0s koncentracid
tartomanyban a kezelt sejtek viabilitdsa elkezd ndvekedni, és a 0,04% extraktum
koncentracioban a kontrollt meghaladé mértékben megnovekedik a kezelt sejtek
¢életképessége, ami ujfent akar sejtszambeli, azaz proliferacios novekedést is jelenthet. A
fentiekben leirt kezelési profil a koncentracio-fliggd bifazisos €élettani hatasra emlékeztet,

mint azt a T-47D sejtvonal esetében mar tapasztaltam.
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19. abra: A vizes géré')gszéna kivonat hatasa a ZR-75-1 emldkarcindma sejtek

crer

a sejtnélkiili negativ kontroll csoport.
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20. abra: A vizes géré')gszéna kivonat hatasa a ZR-75-1 emldkarcindma sejtek

crer

a sejtnélkiili negativ kontroll csoport.
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A ZR-75-1 sejtvonalon a vizes gorogszéna kivonat kiilonbozé koncentracioja és 72
oras alkalmazasakor a korabbi 48 oOras kezelés soran leirt bifazisos élettani hatast
érvényesiilt, mig a 72 oras kezelés esetében mar detektalhato a kezelt sejtek szdmanak a
novekedése. A 72 oras kezelés soran (hasonl(')an a 48 oras kezeléshez) a 0,16-0,04%

c sy

0,04%-0s extraktumban a sejtek viabilitasa meghaladja a kontrollét, amelynek alapja

lehet a sejtproliferacio is.

5.5.3. Az alkoholos articsoka extraktum sejtvonalak életképességére gyakorolt

hatasa

A T-47D human emldkarcinoma sejteket kezeltem 48 és 72 6ran at kiilonbozo

crer

crer

extraktummal elvégzett kisérletek eredményei a kovetkez6 21. és 22. abrakon lathatok.
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21. abra: Az alkoholos articsoka kivonat hatdsa a T-47D emldkarcindma sejtek

crer

a sejtnélkiili negativ kontroll csoport.
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A 48 oras kezelés soran kitlinik, hogy a 10-1,25%-o0s koncentraci6 tartomanyban a
kezelt sejtek viabilitasa jelentdsen lecsokkent (21. abra). A 0,63-0,08%-0s koncentracio
tartomanyban a kezelt sejtek viabilitdsa relativ magasabb az eldébbi koncentracid
tartomanyhoz viszonyitva, de a kontrollhoz képest tovabbra is alacsony. Enyhe viabilitas
novekedést csak a 0,04%-os extraktum esetében lehet megfigyelni, de még igy sem érik
el a kontroll sejtek viabilitasanak felét. Igy tehat kijelenthetd, hogy a szerves articsoka
esetében erdteljes citotoxikus hatas figyelheté meg.

A T-47D sejtvonalon az alkoholos articsoka kivonat kiilonb6z6 koncentracioju és
72 oras alkalmazasa soran, a korabbi 48 oras kezelés soran leirt erételjes citotoxicitast
figyeltem meg (22. abra). A 48 és 72 oras id6tartamu kezelések kozott nincs 1ényegi

kiilonbség, ugyanaz a citotoxicitas figyelhetd meg.
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22. abra: Az alkoholos articsoka kivonat hatdsa a T-47D emldékarcindma sejtek

crer

sejtnélkiili negativ kontrol csoport.

A T-47D sejtvonalat kovetéen a ZR-75-1 human emldkarcinoma sejteket is

crer

majd a kezelést kovetden elvégzett MTT teszt soran mért fényabszorpcio értékek alapjan

kovetkeztettem a kezelést tulélt sejtek szdmara. A ZR-75-1 sejtvonalon és kiilonb6zd

crer

kovetkezo 23. és 24. abrakon lathatok.
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23. abra: Az alkoholos articsoka kivonat hatasa a ZR-75-1 emldkarcindma sejtek

crer

a sejtnélkiili negativ kontroll csoport.
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24. abra: Az alkoholos articsoka kivonat hatasa a ZR-75-1 emldkarcindma sejtek

crer

a sejtnélkiili negativ kontroll csoport.
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A ZR-75-1 sejtvonalon az alkoholos articsoka kivonat kiilonbozé koncentracidju
48 oras alkalmazasa soran kitlinik, hogy a 10-1,25%-0s koncentracié tartomanyban a
kezelt sejtek viabilitasa alacsony (23. abra). Azonban a 0,63-0,04%-0s koncentracio
tartomanyban a kezelt sejtek viabilitasa névekedik, de a kontrollhoz képest tovabbra is
alacsony marad, amint azt a T-47D sejtvonal esetében mar tapasztaltam.

A ZR-75-1 sejtvonalon az alkoholos articsoka kivonat kiilonbdz6 koncentracioji és
72 oras alkalmazasa soran a korabbi 48 oras kezelés soran leirt erdteljes citotoxicitast

figyeltem meg (24. abra).

Annak érdekében, hogy tovabbi informéciokat szerezzek az alkoholos articsoka
extraktumok indukalta citotoxikus hatasr6l, immunnhisztokémiai festésekkel
tanulmanyoztam a kezelt daganatos sejtek fenotipusat, beleértve azok kromoszéma
strukturajat. Vizsgalataim soran sikeresen detektaltam néhany interfazisban 1évo-,
mitotikus sejtet, poliploid sejteket, binuklearis sejteket, osztodasi orsokat €s multipolaris
orsokat (25. abra).

A poliploid sejtek leggyakrabban talkondenzalt ¢és/vagy fragmentalt
kromoszomakkal mutatkoztak, ami a sejtoregedésnek és/vagy az apoptotikus sejtek
jellegzetessége.

Az immunfestés alapi megfigyeléseim nem elegenddk ahhoz, hogy kvantifikalni
lehessen az egyes fenotipusokat, viszont tovabbi vizsgalatok elvégzésének jogosultsagat
tamasztja ala, mint példaul egy aramlasi citométerrel (FACS; Fluoreszcencia Aktivalt
Sejtvalagotas ¢és Analizis) torténd analizist. A FACS lehet6vé teszi azt, hogy adott
idépontokban lehessen kiértékelni a kezelt sejtek fenotipusdnak koncentraco-fiiggd
valtozasat egy kezeletlen kontroll csoporthoz viszonyitva. Ebben az esetben a kés6bbi
kutatasaim soran az alkoholos articsoka- és gorégszéna extraktumok daganatos sejtekre
gyakorolt citotoxikus hatasarol, illetve a celluléris aspektusokrol sokkal precizebb képet

kaphatnék.
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25. abra: Alkoholos articsoka kivonattal kezelt eml6tumoros sejtek immunfestés soran.
Ahol: A: Kezeletlen kontroll sejtek. Normal kinézetli sejtek interfazisban, mitotikus
metafazisban (nyil) és binukleéris sejtek (csillag); a zold rész a mikrotubulusokat mutatja,
mig a kék szin a DNS-t. B-C: Kezelt sejtek. Poliploid sejtek kromoszoma fragmentacioval
¢és/vagy mikronukleusz (haromszog). Osztddasi orso tilkondenzalt kromoszémaéval
(nyil). Binuklearis sejt (csillag). A zold rész a mikrotubulusokat, mig a kék szin a DNS-t

jeloli.

5.5.4. Az alkoholos gorogszéna extraktum sejtvonalak életképességére gyakorolt

hatasa

A T-47D human emldkarcinoma sejteket kezeltem 48 és 72 6ran at a kiilonbozo

crer

crer

extraktummal végzett kisérletek eredményei a 26. és 27. dbrakon lathatok.
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26. abra: Az alkoholos gorogszéna kivonat hatasa a T-47D emlékarcindma sejtek

crer

a sejtnélkiili negativ kontroll csoport.
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27. abra: Az alkoholos gorogszéna kivonat hatdsa a T-47D emldkarcindma sejtek

crer

a sejtnélkiili negativ kontroll csoport.
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A 48 oras kezelés soran megfigyelhet6, hogy a 10-0,04%-0s koncentracid
tartomanyban a kezelt sejtek viabilitasa jelentésen alacsony (26. 4bra). igy kijelenthetd,
hogy a szerves gorogszéna kezelések esetében erdteljes citotoxikus hatas figyelheté meg.

A T-47D sejtvonalon az alkoholos gorogszéna kivonat kiillonboz6 koncentracioju
72 oras alkalmazasa soran, a korabbi 48 oras kezelés soran leirt erételjes citotoXicitast
figyeltem meg (27. abra). A 48 és 72 oras id6tartamu kezelések kozott nincs 1ényegi

kiilonbség a T-47D sejtek esetében, hiszen kdzel azonos citotoxicitas volt megfigyelhetd.

A T-47D sejtvonalat kovetéen a ZR-75-1 human emlékarcinoma Sejteket is
majd a kezelést kovetden elvégzett MTT teszt sordn mért abszorbancia értékek alapjan
kovetkeztettem a kezelést tulélt sejtek szamara. A ZR-75-1 sejtvonalon a kiilonb6z6
koncentracioju alkoholos gorogszéna extraktummal végzett kisérletek eredményei a
kovetkezd 28. és 29. dbrakon lathatok.

A ZR-75-1 sejtvonalon az alkoholos gorogszéna kivonat kiilonboz6 koncentracioji
48 oras alkalmazasa soran kitlinik, hogy a 10-0,63%-0s koncentracié tartomanyban a
kezelt sejtek viabilitasa alacsony (28. abra). Azonban a 0,31-0,04%-o0s koncentracid
tartomanyban a kezelt sejtek viabilitdsa elkezd ndvekedni, de a kontrollhoz képest

tovabbra is alacsony marad, mint azt a T47D sejtvonal esetében mar tapasztaltam.

91



ZR-75-1
(48 ora)
0,7
c
0,6 |
-
€05
)
=
204 -
S
203
=3
502 -
=
0 " i i
K 10% 5% 2,50% 1,25% 0,63% 0,31% 0,16% 0,08% 0,04% MTT
Alkoholos gorogszéna kivonat koncentracio

28. abra: Az alkoholos gért')gszéna kivonat hatdsa a ZR-75-1 emldkarcindéma sejtek

crer

a sejtnélkiili negativ kontroll csoport.
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29. abra: Az alkoholos gé')r('t')gszéna kivonat hatdsa a ZR-75-1 emldkarcinoma sejtek

crer

a sejtnélkiili negativ kontroll csoport.
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A ZR-75-1 sejtvonalon az alkoholos gérdgszéna kivonat kiilonbdz6 koncentracioj
72 oras alkalmazasa sordn a korabbi 48 oOrds kezelés soran leirt erdteljes citotoxicitst

figyeltem meg (29. abra).

A fentiekben tapaszatalt citotoxicitds tovabbi jellemzése érdekében
Immunocitokémiai festéseket végeztem a kezelt sejteken. Egy ilyen megkozelités
megfelelhet egy fenotipusos tanulmanynak, eltéréen egy olyan klasszikus genetikai
analizist6l, ahol mutans allélok idéznek elé fenotipusokat, hiszen jelen esetben az
extraktum a felelds a citotoxicitds eldidézéséért. A kezelt rakos sejtek kapcsan
immunfestéssel tobbszords cellularis defektust voltam képes detektalni. Sejtosztodasi
defektusokat ¢és karakterisztikus apoptotikus jellemvonasokat tudtam identifikalni.
Tovabba azonositottam normal interfazisban 1évo sejteket €s 0sztodo sejteket, beleértve
a tobb sejtmaggal rendelkezd, feltehetéen aneuploid sejteket, kis- vagy tobbpdlusu
orsoval rendelkezo sejteket, valamint olyan sejteket is, amelyekben a sejtmag ,,blubbing”
jelensége vagy a kromoszoma fragmentalddasa volt lathatd, mely utdbbi az apoptdzisra
specifikus (30. és 31. abra).

Tovabba a mitotikus osztodasi orsok szerkezetét is megvizsgaltam, igy a Polo-
kinaz1 (Plk1) szubcellularis lokalizaci6 monitorizalasa soran tobb informaciot nyertem a
mitozisba valdo belépésrdl, a mitotikus ors6 kialakulasarél, a kromoszéma
elrendezddésrdl, a testvérkromatid szegregaciorol (szétvalas), a metafazis-anafazis
atmenetrdl €s a citokinézisrdl. Kimutattdk, hogy a Plk1 majdnem minden mitotikus eset
megjelenését szabalyozza, valamint az ,,over-expresszioja” szamos raknak kis prognozisu
markere (Weng etal., 2016). A gorogszénamag extraktumokkal kezelt sejtek esetében azt
talaltam, hogy a Plkl néhany esetben kapcsolatban allt a centroszomakkal, mig mas
esetben a mitotikus apparatusok (orsé apparatusok) felhalmozodésa latszodott a kozponti

orso mikrotubulusok mentén (31. abra).
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30. abra: Alkoholos gorogszénamag kivonattal kezelt emlétumoros sejtek immunfestés
soran. Ahol: A: Kezeletlen kontroll sejtek interfazisban oriasi sejtmaggal (csillag) és
normal anafézis. B: Kezeletlen kontroll sejtek interfdzisban (hdromszog) és mitotikus
metafazis (nyil). C: Kivonattal kezelt sejt abnormalis multipolaris orsoval, kromoszoma-
felhalmozodas az orsocstcsokban (nyil) D: Kivonattal kezelt sejt szétesében 1évo
sejtmaggal (,,blubbing jelenség”) ¢€s abnormadlis mikrotubulus halézattal (nyil),
kozvetleniil 6sszehasonlitva egy normal interfazisban 1év0 sejttel (csillag). A zold rész a
mikrotubulusokat mutatja, mig a kék szin a kromoszoéma specifikus DNS-t. A vonalz6 20

um hosszusagot jelol.

Annak ellenére, hogy a kivitelezett immunfestések révén sikeriilt bizonyos sejt
defektusokat feltarni, kvantitativ analizist nem végeztem el, mivel a 48 6ras és a 72 dras

kezelések utan altalaban a sejtszdm jelentésen lecsokkent.
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31. abra: Alkoholos gorogszénamag kivonattal kezelt emlétumoros sejtek immunfestés
soran. Ahol: A: Kezeletlen kontroll normal sejtek interfazisban (csillag) és citokinezis
(nyil). B: Kezeletlen kontroll sejt. Mitotikus metafazis-anafazis atalakulod sejt
centroszomaval az orsocsticsban és PLK centroszomakkal, de nem kinetokor (nyil). C:
Kivonattal kezelt sejt rendellenes bipoldris orsoval, az egyik csticsban normal
centroszomak PLK akkumulacidval (nyil), mig a szemkozti cstics centroszomak nélkiil
sokkal vilagosabb (csillag), valamint az ors6 mikrotubulusok mellett PLK felhalmozodas
(plusz) D: Kivonattal kezelt sejt rendellenes monopolaris orsoval, mely a centroszomaval
egyiitt PLK akkumulacidt mutat az orsocstcsban (nyil). A zold rész a mikrotubulusokat
jeloli, a piros a PLK-t, mig a kék szin a kromoszoma specifikus DNS-t. A vonalz6 20 pm

hosszusagot jelol.
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6. KOVETKEZTETESEK, JAVASLATOK

A disszertaciomban azokrol a kutatasokrol szamolok be, amelyek az articsoka és
a gorogszéna beltartalmi értékei, illetve human élettani hatasai kozotti 6sszefiiggésekre

iranyulnak.

A vizes és az alkoholos articsoka extraktumok eltéré bioaktiv osszetevovel és

emlékarcinoma ellenes hatassal rendelkeznek
A vizes articsOka extraktum bifazisos élettani, mig az alkoholos extraktum erételjes
citotoxikus hatast mutatott a T-47D és a ZR-75-1 human eml6karcinoma sejtvonalakon.
A kezelt sejtek immunfestésére alapozott kozvetett kisérleti bizonyitékok azt sugalljik,
hogy az alkoholos articsoka kivonat apoptozist indukal még a nagyon alacsony
koncentraciok esetében is. Az alkoholos- és vizes articsoka kivonatok kémiai
Osszetételére irdnyuld analitikai vizsgéalat soran néhany bioaktiv Osszetevit csak az
alkoholos vagy csak a vizes kivonatokban sikertilt kimutatni. Az alkoholos articsokalevél
kivonatban olyan specifikus 0sszetevOket azonositottam, mint a szkopoletin, apigenin,
diosmetin, isorhoifolin, salvigenin, naringin-dihidro-kalkon, urzolsav, sztearidonsav
metilészter és sztearidonsav etilészter, mely vegyiiletek egyedi tumorellenes
tulajdonsagait mar korabban igazoltak. Valdsziniisithetd, hogy ezek a bioaktiv 6sszetevok
azaltal, hogy kiilonb6z6 cellularis mechanizmusokon keresztiil hatnak, erds egyiittes
viabilitast gatlo hatast fejtenek ki. Erdekes modon, amikor a vizes articsokalevél
kivonatok élettani hatdsat tanulmanyoztam a T-47D ¢és a ZR-75-1 emldkarcinoma
sejtvonalakon, akkor a sejtek viabilitasa koncentracio- és id6fiiggd modon is valtozott.
Osszetételét tekintve, a vizes articsoka extraktumban kizarélagos eléfordulast mutatott a
sztahidrin, a polifenolok, az AMP, a GMP, az uridin és a piridoxal. Az élettani hatast
tekintve altalanosan elmondhatd, hogy magasabb koncentraciokban a vizes articsokalevél
kivonat erételjesen csokkentette az emldkarcinoma sejtek viabilitasat, mig alacsonyabb
koncentraciokban a gatldo hatasa eltlint, és novekvd viabilitds, vagyis feltehetdleg

proliferaciot stimulalé hatas volt megfigyelhetd.
A vizes articsoka kivonat altal indukalt koncentraciofiiggd valasz egy bifazisos

hatas volt (13.-16. abra). Az ilyen tipusu adatok hormézisre, azaz olyan dozisfiiggd

crer

crer

figyeltek mar meg kemikalidk és sugarzas esetén is, €és javasoltdk, hogy a biologiai
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stresszvalaszokat hormetikus kontextusban kellene értelmezni (Mitchell, 2007; Calabrese
és Baldwin, 1999; Calabrese, 1999; Calabrese és Baldwin, 2000; Calabrese et al., 2012).

Az eredményeim a hormézis kontextusaba helyezve azt mutatjak, hogy a vizes és
az alkoholos articsokalevél kivonatok esetén latott emelkedett szintli toxicités
feltételezhetden az apoptdzisnak koszonhetd, mig az alacsony vizes articsoka
koncentracioknal a megnovekedett viabilitds valdsziniileg kapcsolatban all az adaptiv
stresszvalaszokkal, amelyek facilitdlhatjak a vizsgalt rakos sejtvonalak osztddasat. Ebbol
a szempontbodl tovabbi tanulméanyok sziikségesek azon megallapitashoz, hogy milyen
molekularis sejtmechanizmusok jarulnak hozza ehhez az adaptiv stresszvalaszhoz, illetve
ugyanannyira fontos lenne fényt deriteni az articsokalevél kivonataim nagy

Szamos tényezot kell szamitasba venni a jovObeni tanulméanyok szempontjabol,
mivel a T-47D és a ZR-75-1 mellrak sejtvonalakat kiterjedten alkalmazzak a biomedikalis
kutatasban, melyeket korabban &sztrogén receptor pozitiv daganatként klasszifikaltak
(Ford et al., 2011). Az 0Osztrogén receptorokrdl kimutattak, hogy kritikus szerepet
jatszanak a mellraksejtek novekedésének fokozasaban/eldsegitésében. A jovOben nagy
jelentdségli lenne megallapitani az articsoka kivonataim Osztrogén receptor modulator
hatasat, mivel mas novényi kivonat (Huaier kivonat) szignifikansan csokkentette az
Osztrogén receptor o (ERa) mRNS és protein szintjeit a T-47D és a ZR-75-1 ER a pozitiv
sejtvonalakban. Az ERa protein szintjének downregulacidja Osszefliggésben volt a
proteaszomak aktivaciojaval és az Gsztrogén stimulalt proliferacio gatlasaval, valamint
visszaforditotta a nuklearis faktor kB (NFxB) ttvonal 6sztrogén indukalta aktivalodasat
(Wang et al., 2013). Ujabb kutatasok igazoltak, hogy a malignus pleuralis mezotelioma
sejtvonalak fokozott citotoxicitast mutattak, amikor articsokalevél kivonattal kezelték
Oket. Megallapitottdk, hogy az azonositott hibasan regulalt jelatviteli utvonalak
kapcsolatban voltak a daganat kialakulasaval és progresszidjaval (Sharma et al., 2016).
Az articsOka kivonatok alkalmazott koncentracidi mellett figyelni kell az egyes kezelések
hossszabb inkubacié mellett a rdkos sejtvonalak ndvekedése gatlodott egy apoptdzistol
fliggetlen mechanizmus révén. Kisérleti adatok szerint, amikor articsoka friss termésébol
készitett, magas polifenol-tartalmi kivonatokkal kezeltek hosszt iddtartamig MDA-
MB231 human mellraksejteket, akkor a kezelés a sejtoregedés okozta ndvekedés-gatlast

indukalt epigenetikus és ROS medialt mechanizmusok altal (Mileo et al., 2015).
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Mindent egybevéve a kisérleti adataim azt mutatjak, hogy a vizes és az alkoholos
articsoka kivonatok alkalmazhatok lehetnek bizonyos tumorellenes terapidk
kiegészitésére, azonban tovabbi vizsgalatok sziikségesek, mielott barmilyen 1épés is
torténne a komplementer kezelésként torténd hasznalatuk terén. Ebbdl a szempontbol
fontos lenne szamitasba venni és tanulmanyozni az articsoka kivonataim lehetséges
majvédd hatasat tobb kronikus betegség kapcsan is, mivel szamos majvédé bioaktiv
Osszetevot sikeriilt azonositani benniik. Ismeretes, hogy a kemoterapiahoz kapcsolodo
majkarosodas késlelteti a rakbetegek kezelését €s gyakran javasolt a tumorellenes terapia
majvédo szerekkel torténd kiegészitése (Angelini et al., 2012). A potencialis tumorellenes
hatas mellett az a tény, hogy a vizes és az alkoholos articsoka kivonataim nem bizonyultak
sem citotoxikusnak sem genotoxikusnak a Drosophila melanogaster alapt vizsgalataim
soran, reménnyel t6lt el a human nem tumoros sejtekre vonatkozoan is. Egészséges
human vonatkozasban eddig nem irtak le cito- és/vagy genotoxikus hatasokat az articsoka
kapcsan. Ez a metodikai megkozelités az élelmiszer-biztonsagi vizsgalatokban 1j

perspektivat nyithat.

A vizes és az alkoholos gorogszéna extraktumok eltéré bioaktiv osszetevovel és
eml6karcinoma ellenes hatassal rendelkeznek

Vizsgélataim sordn a vizes €s az alkoholos gordgszénamag kivonatok specifikus
sejt viabilitasi hatasokat mutattak a kisérletbe vont human eml6karcinoma sejtek
esetében. A vizes gordgszénamag kivonat esetében, hasonléan a vizes artocsdka
kivonathoz, koncentracio-fiiggd hormetikus hatast tapasztaltunk. A kezelt T-47D ¢és ZR-
75-1 sejtek jellemzden megkozelitéleg ugyanolyan koncentracio- és iddtartam fiiggd
viabilitasi profillal rendelkeztek. Kizardlag néhany, de szignifikans kiilonbséget fedeztem
fel a 48 oras kezelések soran, mely alapjan megallapitottam, hogy a vizes gorogszénamag
kivonattal torténd kezelésekre a T-47D sejtvonal sokkal érzékenyebben reagél, mint a
ZR-75-1 sejtvonal.

Az egyeldre nyitott kérdés maradt, hogy hogyan magyardzhatd a hormézis

specifikus kis dozisu stimulacio €s a nagy dozisu gatlds a vizes gorogszénamag kivonat

crer

crer

stresszvalasz jelenik meg. A hdsokkfehérjéket kodold génekrdl — (hemoxigendz,

tioredoxin és a glutation rendszer) — és a sirtuin proteinekrél azt feltételezik hogy
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vitagénként mikodnek (Calabrese et al., 2012). A vitagének antioxidans enzimeket,
chaperonokat (dajkafehérje), fazis II enzimeket, citoprotektiv proteincket és a
KEap1/Nrf2/ARE intracellularis jelatviteli utvonalat aktivaljak. A tanulményozandé
¢lettani hatds bonyolultsagara utal az a tény is, mely szerint a biologiai valaszok hatdsai
determinisztikus €s sztohasztikus természetiieck is lehetnek. Korabban egy vizes
gorogszéna kivonatot mar teszteltek, és szelektiv citotoxicitast észletek olyan rakos
sejtvonalak kapcsan, mint a T-sejtes limfoma (TCP), a B-sejtes limfomak, a pajzsmirigy
papillaris karcindma (FRO) és a mellrak (MCF-7), mig a normalis sejtekkel szemben nem
volt citotoxikus hatas észlelheté (Alsemari et al., 2014). Ilyen jellegii szelektivitasra
utalnak a Drosophila melanogaster-en végzett kisérleteim is, mivel ezek normalis
sejtekre vonatkoznak, és sem a vizes sem pedig az alkoholos gorogszéna kivonatnak nem
voltak viabilitast csokkentd vagy citotoxikus-, illetve genotoxikus hatasai.

Kiilonosen figyelemre mélto a vizes és az alkoholos gérdgszénamag kivonatok altal
indukalt sokrétii biologiai hatas. Amikor a T-47D és a ZR-75-1 sejteket alkoholos
gorogszénamag kivonattal kezeltem, a teljes koncentracié tartomanyban kifejezetten
csOkkentett viabilitas volt tapasztalhaté, valamint a hormetikus valasz nem volt
kimutathaté. Ugy tiinik, hogy az alkoholos kivonat erdteljesebb citotoxicitast mutat, mint
a vizes gorogszénamag kivonat. Az indirekt immunfestésen alapuld kisérleti
bizonyitékaim azt mutatjdk, hogy az alkoholos gordgszénamag kivonat apoptdzist
indukalhat, mivel sok mitotikus ors6 defektus volt megfigyelhetd még az alacsony
kivonatok bioaktiv Osszetevdinek profiljat 6sszehasonlitottam, szdmos kiilonbség volt
megfigyelhetd. Olyan bioaktiv dsszetevék, mint a 4-HIL, az aszparagin, az adenin, az
adenozin, az adenozin 3’,5’-ciklikus-monofoszfat, a citidin és a guanin csak a vizes
kivonatban voltak azonosithatoak. Mas 0sszetevok, mint az aszpartamsav, a szkopoletin,
a rezveratrol, a naringenin, a krizoeriol, a tricin, a luteolin-8-C-(2”-O-(E)-p-
coumaroygliikozid), a tricin-7-O-gliilkozid, a genisztein, a vitexin, a medikarpin, a
szkoparin, az 5’-S-Metil-5’-tioadenozin, a flavin mononukleotid (FMN), a xantin, a
szOjaszaponin I, a protoneogitogenin-S5, az urzolsav €és a B3 vitamin csak az alkoholos
kivonatban voltak megtaldlhatok. Az alkoholos kivonatban 1év6 specifikus naringenin,
vitexin és izovitexin kapcsan kimutattdk, hogy modulalja a SIRT6 in vitro H3K9
deacetilacios aktivitast (Singh et al., 2014). A SIRT6 gén, a glilkoz homeosztazis f6
regulatora, tobbféle glikolitikus gén expresszidjat szabalyozza (Dominy et al., 2012, Liu
et al., 2012). Még inkabb érdekes volt az a megallapitas, hogy a diosgenin csak az
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alkoholos gorogszéna kivonatban van jelen nagyon alacsony mennyiségben, mig a
protodioscin és a protodiosgenin mindkét kivonatbol hianyzott. Ez azt jelenti, hogy sem
a dioszgenin sem a protodioscin €s a protodioszgenin sem felelds az altalam készitett
gorogszénamag kivonatok toxicitasaért, amint az varhat6 lett volna az MCF-7 human
mellrak sejtvonal (Srinivasan et al., 2009) és a HL-60 human leukémia sejtvonal
(Hibasami et al., 2003) kisérleti eredményei alapjan.

A goOrégszénamag kivonataim kozott tovabbi kiilonbségnek szamit a 4-HIL
kizarolagos jelenléte a vizes extraktumban. Kimutattak, hogy a 4-HIL gatolhatja a TNFa
szekrécigjat a 3T3-L1 adipocitakban (Yu et al., 2013), tovabba azt is, hogy a TNFa
csokkenése hozzajarulhat néhany rakos sejt tuléléséhez (Aggarwal et al., 2012).

A vizes ¢és az alkoholos gorogszéna kivonataimmal torténd jovobeli kutatasaim az
Osztrogén receptor modulator hatas vizsgalatara is fokuszalni fognak, figyelembe véve
azt a tényt, hogy a gorogszéna Osztrogén aktivitasat mar korabban kimutattak (Sreeja et
al., 2010). Amint azt mar emlitettem a T-47D és a ZR-75-1 human emlékaricinoma
sejtvonalakat Osztrogén receptor (ER) pozitivként hatdroztdk meg. Az 0Osztrogén
receptorrdl kimutattak, hogy el6segiti a mellrak sejtek novekedését (Ford et al., 2011).
Tovéabbi névényi kivonatokon alapuld tanulmanyokat végeztek a T-47D és a ZR-75-1
sejteken, amelyek eredményei szerint a gérogszéna szignifikansan csokkenti az 6sztrogén
receptor o mRNS és protein szintjeit, mely hatas dsszefiiggésbe hozhat6 a proteaszomak
aktivaciojaval és az 6sztrogén stimulalt proliferacio gatlasaval (Wang et al., 2013).

Annak ellenére, hogy szamos tanulmany utal a gordgszénamag rakellenes
tulajdonsagaira (Goyal et al., 2016; Chatterjee et al., 2012; Shabbeer et al., 2009;
Sebastian és Thampan, 2007, Amin et al., 2005), a jotékony hatasai tovabbra is
ellentmondasosak, mivel csak nagyon kevés klinikai kutatast végeztek gordgszénaval
kombinalt rakterapia kapcsan (Swaroop et al., 2015; Alsemari et al., 2014), valamint
némi genotoxikus hatast is kimutattak (Ouzir et al., 2016; Flammang et al., 2004).
Alsemari ¢s munkatéarsai (2014) egy esettanulmany keretében eldsz6r mutattak be a
klinikai profiljat egy olyan elsddleges kdzponti idegrendszeri (CNS) T sejtes limfomas
betegnek, aki reagalt egy olyan gorogszéna kezelésre, ami tumor regressziot
eredményezett. Swaroop ¢és munkatérsai (2015) is leirtak a gérogszénamag kivonat alapt
kezelés jotékony hatasait egy policisztikus ovarium szindroma kapcsan. Mas klinikai
tanulmanyok a kettes tipust diabéteszes betegek gorogszéna alapu kezelésének jotékony
hatéasait mutattak ki (Verma et al., 2016), és igazoltak tovabba, hogy egy gorogszéna

alapt étrendkiegészitd javithatja a tesztoszteron szintet, az egészéges sperma profilt, a
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mentalis éberséget, a kardiovaszkularis egészséget és az altalanos teljesitOképességet
férfiakban (Mahesvari et al., 2017). Ugyancsak érdekes, mely szerint Assad és Khan
(2016) vizsgalataik soran kimutattak, hogy a gérogszénamagok nem fejtenek ki szedativ
(almositd) hatast, ellenben a szignifikdns nyugtatd hatdsat igazolni tudtdk. Bar a
gorogszéna fogyasztasa emberekben, ragcsalokban, nyulakban é€s csirkékben is teratogén
hatasokat indukalt a kongenitalis malformaciotél az abortuszig, mig patkanyokban,
egerekben ¢és nyulakban a him egyedek esetében heretoxicitast, terméketlenséghez
asszocialt oxidativ stresszt és DNS karosodast talaltak (Ouzir et al., 2016).

Mindent egybevetve az adataim azt mutatjak, hogy a vizes és az alkoholos
gorogszénamag kivonataim megfontolasra érdemesek lehetnek a mellrakos betegek
biztonsaggal megallapitsam a potencialis hatasaikat, miel6tt barmilyen 1épést is tennék a
kiegészitd terapias hasznalatuk tekintetében. Ebbdl a szempontbol fontos lenne alaposan
kiértékelni minden lehetséges rakellenes, diabétesz ellenes, koleszterinszint csokkentd és

gyulladacsokkent6 hatasat a hazai eredetli gorogszénamag alapti kivonataimnak.

Az articsoka és a gorogszéna Kkivonatok osszpolifenol-, odsszflavonoid-tartalma,
valamint az in vitro antioxidans kapacitas értékei és az élettani hatasaik kozott nincs
egyértelmii 6sszefiiggés

Kutatdsaim soran azt tapasztaltam, hogy az 0Osszpolifenol és Osszflavonoid
tartalom alacsonyabb ugyan a vizes articsoka és gérogszéna kivonatokban, mégis az in
vitro antioxidans kapacitas magasabb értékeket mutat ezekben a kivonatokban.
Amennyiben az UHPLC-ESI-MS rendszer altal beazonositott polifenol és flavonoid
tipusu bioaktiv hatbanyagok szamanak az in vitro antioxidans kapacitashoz val6 aranyat
extraktumonként vizsgalom, akkor azt tapasztalom, hogy a kevesebb szamt kérdéses
bioaktiv hatéanyagot tartalmazo vizes extraktumok esetében az in vitro antioxidans
kevesebb komponensii polifenol- és flavonoid-tartalmu vizes articsoka, illetve
gorégszéna kivonatoknak van magasabb in vitro antioxidans aktivitasa.
Ezt az ellentmondasos tényt megmagyarazva, arra gondolok, hogy az articsoka és
gorogszéna vizes extraktumokan, a polifenol- és flavonoid-tartalmon tal, még lennie kell
olyan bioaktiv hatéanyag(ok)nak, amely(ek)et az UHPLC-ESI-MS rendszerrel nem
sikeriilt nagy pontossaggal azonositani, am aktivitdsuk jelentds mértékben hozzéjarulhat

az in vitro korilmények kozott mért antioxidans kapacitashoz. Ezt a feltevést
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leellendrizve jbol attekintettem az UHPLC-ESI-MS mérés soran kapott eredményeket
¢és azt talaltam, hogy olyan természtes antioxidans, mint a C-vitamin, minden altalam
vizsgalt extraktumban eléfordul, amint azt a molekulatomege sugallja, viszont a
fragmentacioja nem ismert, igy nem tlintettem fel a korabbiakban azonositott bioaktiv
hatéanyagok kozott. A glutation egy masik igen fontos természetes antioxidans, amely
redukalt forméaban eléfordul a vizes és szerves articsoka, valamint a gorogszéna vizes
extraktumban, azonban a glutation fragmentacidja sem ismert, igy az az UHPLC-ESI-MS
rendszerrel torténd mérések soran sem beazonosithato.

Természetesen az is feltételezhetd, hogy a vizes articsoka és gorogszéna
kivonatokra jellemz6 magasabb in vitro antioxidans kapacitas abbol is eredhet, hogy az
alkalmazott kisérleti modszer nem volt alkalmas az alkoholos articsoka és gorogszéna
Kivonatok in vitro antioxidans kapacitasanak pontos mérésére. E modszer inadekvaltsaga
abbol is fakadhat, hogy az altalam készitett alkoholos kivonatokban olyan
makromolekularis komplexek képzddnek, amelyek nem lesznek képesek a DPPH-gyo6kot
megkdtni (Remenyik J. nem-publikalt eredmények). Bizonyitott tény, hogy a DPPH-
mérésen alapulo in vitro antioxidans kapacitas meghatarozas pH-, olddszer-, fény- és
oxigénfiiggd, valamint a DPPH gyokat relative rossz hozzaférhetéség jellemzi (Frankel-
Meyer, 2000; Huang et al., 2005). igy elképzelheté, hogy az alkoholos articsoka és
gordgszéna kivonataim magasabb Osszpolifenol- és Osszflavonoid-tartalma ellenére
alacsonyabb DPPH gyokbefogé aktivitassal rendelkeznek.

Tehat a kisérleteim alapjan megallapithato, hogy a névényi extraktumok in vitro
koriilmények kozott mért antioxidans kapacitasat nagy koriiltekintéssel kell értelmezni az

in vivo hatasmechanizmusuk tanulmanyozasakor.

Az in vivo tesztrendszerek alkalmazasanak sziikségessége az articsoka és a
gorogszéna kivonatok hatasainak tanulmanyozasa soran

Kisérleti eredményeim alapjan igazoldst nyert, hogy az articsdka és gordgszéna
kivonatok eltérd bioaktiv hatdoanyag dsszetétellel rendelkeznek, mely alapjan prediktalni
lehet azok rakellenes hatasat. Ezt az in vitro emlékarcinoma sejttenyészeteken végzett
kutatdsaim soran tudtam igazolni. A sejttenyészeteket azért tekintjik in vitro
tesztrendszereknek, mert a vizsgalt sejteket mintegy kivessziik a soksejtes eukariota
egyed neurohumoralis szabalyozasa aldl, igy csak a transzformalddott sejtekre jellemz6

genomi, sejtciklusi és sejtmetabolizmusi integrativ mechanizmusok érvényesiilnek. Igy
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az in vitro sejttenyésztés soran kapott eredményeket nem lehet altalanos érvényiinek
tekinteni, s6t mi tobb, azok csak iranyadoak lehetnek a normalis sejtek esetében.

Az a tény, hogy a vizes articsoka és gorogszéna extraktumok hormézisre, mig az
alkoholos articsoka és gorogszéna extraktumok erds citotoxicitasra utaldo eredményeket
mutatnak, arra enged kovetkeztetni, hogy a vizes és az alkoholos extraktumok eltérd
moddon képesek az emldkarcinoma sejtek életképességét befolyasolni. Igaz, hogy ezeket
az ¢élettani hatasokat in vitro sejttenyészeteken figyeltem meg, de mindenképpen kothetd
az eltér6 bioaktiv hatdanyag-tartalmakhoz. Tovabba fontos kiemelni, hogy az
emldkarcinoma sejttenyészeteken megfigyelt koncentracio-fliggd hormetikus hatés, az
elképzeléseim szerint, kozelebb all a normadlis sejtekhez, mivel az, az adativ
stresszvalasz(ok) 1étére utal. Igy feltételezhetd, hogy a vizes articsoka és gordgszéna
extraktumok ndvelhetik a normalis sejtek adaptiv stresszvalaszainak hatékonysagat.
Amennyiben ez a feltételezés in vivo igazolast nyer, ugy a vizes articsoka és gérogszéna
extraktumok alkalmazasa inkabb a rakos megbetegedések prevencidjaval lenne
kapcsolatos. Masfelél, amennyiben a szerves articsoka és gorogszéna extraktumok
citotoxicitasa in vivo tesztrendszerben is megerdsitést nyer, ugy a rakos betegségek

A fenti megfontolasok arra 6sztondztek, hogy in vivo modellrendszert alkalmazva
vizsgaljam az altalam készitett extraktumokat. E tekintetben, a napjainkban legjobban
ismert soksejtli eukariota fajt, a Drosophila melanogaster-t alkalmaztam, amely lehetévé
tette az atlam készitett extraktumok citotoxikus €s genotoxikus hatasainak in vivo
tanulmanyozasat. Kideriilt, hogy a kivonatok az alkalmazott koncentraciokban nem
befolyasoltdk az ecetmuslicak életképességét, és nem mutattak citotoxikus hatast.
Ugyankkor az is kideriilt, hogy nem novelik meg a kromoszématorések és pontmutaciok
gyakorisagat, azaz nem genotoxikusak. Ezek az eredmények reménykeltéek, mert azt
sugalljak, hogy a normalis eukariota sejtek esetében, az articsoka és gorogszéna
kivonatok nem csokkentik az életképességét, és nem is okoznak genetikai terheltséget

noveld szomatikus mutaciokat.
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7. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK
Az 0j tudomanyos eredményeimet az alabbiakban 6sszegzem:

1. A szaritott articsoka levelekbdl készitett vizes és alkoholos kivonataimban
azonositott 49, illetve 51 féle bioaktiv hatdéanyag koziil 6sszesen 27 vegyiiletet
elészor én azonositottam be articsokabol, névszerint: kinurénsav, trigonellin,
sztahidrin (alkaloidok); 4-Guanidino-vajsav, arginin, triptofan, N-Acetil-
izoleucin, N-Acetil-leucin (aminosavak); eszkulin, 5-O-Caffeoylshikimic sav I, 5-
O-Caffeoylshikimic sav IlI, Coumaroylquinic sav |, Coumaroylquinic sav I
(polifenolok);  diosmetin, salvigenin, naringin-dihidro-kalkon, vicenin-2
(flavonoidok); 7-Metoxi-4-metilkumarin (kumarin); kolin, fahéjsav-metilészter,
fenetilamin (egyéb metabolitok); urzolsav (terpenoid); sztearidonsav metilészter,
sztearidonsav etilészter (szteroidok); pantoténsav (B5), piridoxal, piridoxin (B6)
(vitaminok).

2. A magyar gorogszénamagbol készitett vizes kivonatomban 54, mig az alkoholos
kivonatomban 67 bioaktiv hatdbanyagot azonositottam be, melyek koziil 6sszesen
25 vegylilet eldszor keriilt kimutatasra, névszerint: ekgonin, ekgonin metilészter
(alkaloidok); rezveratrol (polifenol); tricin-7-O-gliikozid, genisztein, izovitexin
(apigenin-6-C-gliikozid), medikarpin, szkoparin, apigenin-6-C-gliikkozid-8-C-
ramnozid (flavonoidok); szotolon, szacharopin (egyéb metabolitok); 5’-S-Metil-
5’-tioadenozin, 2’-deoxiadenozin, adenin, adenozin, adenozin 3’,5’-Ciklikus-
monofoszfat (cAMP), citidin, flavin mononukleotid (FMN), guanin, guanozin, S-
adenozil-homocisztein, uridin, xantin (purinok és pirimidinek); urzolsav

(terpenoid); nikotinamid (vitamin).

ZR-75-1 humén emldkarcindoma sejtvonalakon tortént 48- és 72 oras tesztelésének

eredményei bifazisos jellegli viabilitasra utalnak.

47D ¢és ZR-75-1 human emlGkarcindma sejtvonalakon tortént 48- és 72 Oras

tesztelésének eredményei citotoxicitas - apoptdzis dsszefiiggésre utalnak.
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5. A Drosophila melanogaster-re alapozott viabilitasi tesztek alapjan kijelenthetd,
hogy a vizes és alkoholos articsoka, valamint gordgszéna kivonatok, gy
koncentralt, mint higitott formaban nem rendelkeznek citotoxikus hatassal. A
SMART tesztrendszerre alapozott kisérletek eredményei alapjan megallapithato,
hogy a koncentralt vizes ¢és alkoholos articsoka, illetve gorogszéna kivonatok nem

rendelkeznek genotoxikus hatéssal.
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8. GYAKORLATBAN ALKALMAZHATO EREDMENYEK

A Kkutatasi eredményeim alapjan kijelenthetd, hogy az altalam készitett articsoka és
gorogszéna extraktumok az emlddaganatok tiikrében alkalmasak lehetnek preventiv

és/vagy terapias jellegli funkcionalis élelmiszerek és nutraceutikumok kifejlesztésére.
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9. OSSZEFOGLALAS

A disszertdciomban azokrodl a kutatdsokrol szamolok be, amelyek az articsoka és a
gorogszéna beltartalmi értékei, illetve élettani hatasai kozotti  Osszefiiggésekre
iranyulnak. Els6 1épésként vizes és alkoholos extraktumokat készitettem szaritott
articsokalevélb6l és  gorogszénamagbol, majd tanulmanyoztam azok bioaktiv
hatéanyagait (UHPLC-ESI-MS), valamint meghataroztam &sszpolifenol-  és
Osszflavonoid-tartalmukat, illetve in vitro antioxidans kapacitasat (UV-VIS
spektrofotométer). Az articsoka ¢&s gor0gszéna extraktumok ¢lettani hatasait
tanulmanyozva megallapitottam, hogy a vizes és alkoholos kivonataim nem befolyasoljak
kedvez6tleniil a Drosophila melanogaster életképességét, azaz in vivo nem citotoxikusak
¢s nem novelik meg sem a kromoszomatorések sem a pontmutaciok gyakorisagat, vagyis
nem genotoxikusak (SMART tesztrendszer). Tovabba megallapitottam, hogy a vizes és
alkoholos kivonatok eltéré modon befolyasoljak a human emlékarcinoma sejtvonalak
¢letlépességét (MTT viabilitas/proliferacios teszt). A vizes extraktumok bifazisos hatasa
egyszerre utal kis koncentracid esetén az adaptiv stresszvalaszok hatékonysaganak
novelésére, mig nagy koncentracido esetén a proliferaci6 gatlasra. Az alkoholos
extraktumok erételjes in vitro citotoxicitasa pedig apoptozis altal indukalt sejthalalra
enged kovetkeztetni.

Mindent egybevetve, a kisérleti eredményeim arra utalnak, hogy mind az articsoka,
mind a gérogszéna extraktumok genotoxicitas nélkiili tumorellenes hatasa egy olyan alap,

amelyre raépithet6k ezen novények human prevencios és/vagy terapias alkalmazasai.
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10. SUMMARY

In my doctoral dissertation the presented experiemental data are meant to correlate
the bioactive compounds content and generated biological effects of artichoke- and
fenugreek extracts. Therefore, | have prepared aqueous- and alcoholic extracts from
artichoke and fenugreek, then by chemomapping | have determined the bioactive
compound profile, total polyphenol-, total flavonoid content and the in vitro antioxidant
capacity of all extracts.

The in vivo studies of generated biological effects have shown that the artichoke-
and fenugreek extracts do not reduce viability of Drosophila melanogaster, and are not
cytotoxic nor genotoxic since they fail to increase the chromosomal breakage and gene
mutation rate.

The in vitro studies have revealed that the aqueous- and alcoholic extracts do affect
differently the viability of human breast carcinoma cell lines. The aqueous artichoke- and
aqueous fenugreek extracts affect viability in biphasic manner, suggesting the
concentration-dependent implication of adaptive stress response and cytotoxicity. The
alcoholic artichoke- and alcoholic fenugreek extracts feature a pronounced cytotoxic
effect across a wide concentration range that seems to be related to apoptosis induced cell
death.

Taken together, all these data are suggesting that the artichoke and fenugreek
extracts non-genotoxic but anti-tumoral effects represent a solid scientific ground in order
to prove these plants potential usefulness in preventing and/or treating human conditions

like cancer.
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. melléklet: UHPLC-ESI-MS talalatok (Vizes articsoka); * [M]*; ™ Sztenderddel megerdsitve

Sor- Rt [M+H]* [M-H] Osszegképlet Talalt fragmensek Vegyiilet neve
szam
1 1.22 | 104.10754" CsHusNO 60.0814, 59.0736, Choline
58.0657
2 1.27 175.11951 CeH14N40O2 158.0922, 130.0975, Arginine™
116.0707, 112.0871,
70.0656, 60.0563
3 1.27 179.05557 CeH1206 113.0229, 101.0229, Glucose or galactose
89.0228, 85.0279,
71.0122
4 1.29 | 138.05550" C7HsNO2 110.0602, 96.0447, Trigonelline
94.0655, 92.0498,
65.0391
5 1.32 | 133.06132 C4HsN203 116.0344, 88.0397, Asparagine™
87.0557, 74.0242,
70.0292
6 1.43 | 324.05968 CoH13N30s 112.0507, 95.0240 Cytidine™
7 1.48 | 146.09296 CsH11N302 128.0817, 111.0555, 4-Guanidinobutyric
104.0709, 87.0444, id
86.0605, 60.0563 act
8 151 136.06233 CsHsNs 119.0352, 94.0402, Adenine
92.0246, 67.0296
9 1.52 362.05018 | CioH14NsOs 211.0005, 150.0408, Guanosine 5'-
P 133.0142, 96.9681, monophosphate
78.9574
10 1.53 168.06607 CsHoNOs 150.0548, 140.0705, Pyridoxal™
122.0600, 106.0654,
94.0655, 67.0552
11 1.57 | 124.03986 CsHsNO:2 96.0448, 80.0499, Nicotinic acid™
78.0344
12 1.59 | 144.10245" C7H14NO2 102.0554, 98.0968, Stachydrine
84.0812, 72.0814,
58.0658
13 1.71 170.08172 CsH11NO3 152.0704, 134.0600, Pyridoxine™
124.0757, 96.0814
14 1.74 243.06171 | CoH12N206 200.0557, 153.0291, Uridine
152.0340, 110.0232,
82.0282
15 1.76 113.03511 C4HaN202 96.0084, 95.0245, Uracil™
70.0293
16 1.78 182.08172 CoH11NO3 165.0544, 147.0439, 2-Hydroxyphenyl-

136.0756, 123.0440,
119.0492, 91.0545

alanine




17 1.92 | 123.05584 CeHsN20 106.0291, 96.0447, Nicotinamide™
80.0500
18 2.34 346.05526 | Ci0H14NsO7 211.0006, 192.9902, Adenosine 5'-
p 134.0459, 96.9681, monophosphate
78.9574
19 2.62 282.08385 | Ci10H13NsOs 150.0408, 133.0143, Guanosine
126.0295, 108.0188,
107.0348
20 2.94 | 268.10458 C10H13N504 136.0617, 119.0350, Adenosine™
69.0341, 57.0342
21 3.18 | 166.08681 CoH11NO2 149.0602, 131.0492, Phenylalanine™
120.0808, 107.0495,
103.0546, 93.0701
22 3.27 353.08726 Ci16H1809 191.0552, 179.0342, Caffeoylquinic acid
135.0437 |
23 4,78 | 122.09698 CsH11NO2 105.0702, 103.0546, Phenethylamine
79.0549
24 4.83 | 220.11850 CoH17NOs 202.1073, 184.0967, Pantothenic acid™
174.1122,116.0343,
90.0553, 72.0449
25 5.90 337.09234 Ci16H180s8 191.0552, 163.0388, Coumaroylquinic
93.0329 acid |
26 6.52 | 205.09771 C11H12N202 188.0705, 170.0599, Tryptophan™
159.0915, 146.0599,
132.0809, 118.0652
27 7.66 353.08726 Ci16H1809 191.0552, 179.0338, Caffeoylquinic acid
135.0438 1
28 8.31 | 190.05042 C10H7NO3 162.0547, 144.0442, Kynurenic acid
116.0496, 89.0390
29 8.84 | 341.08726 Ci15H1609 179.0338, 151.0388, Esculin
133.0285, 123.0442,
85.0288
30 8.86 335.07669 Ci16H160s8 179.0339, 161.0231, Caffeoylshikimic
135.0438, 111.0436 acid |
31 9.57 | 295.12940 C14H18N205 278.1119, 232.0961, y-Glutamylphenyl-
186.0916, 166.0861, alanine
120.0808
32 9.97 | 298.09739 C11H15Ns03 163.0422, 145.0313, 5'-S-Methyl-5'-
S 136.0617, 97.0288, thioadenosine
75.0269, 61.0113
33 10.1 337.09234 Ci16H180s8 191.0552, 163.0389, Coumaroylquinic
9 93.0329 acid Il
34 115 | 191.07082 C11H1003 176.0466, 148.0518, 7-Methoxy-4-
3 135.0807, 131.0492, methylcoumarin

105.0701




35 12.7 593.15065 | C21H1s01u1 473.1093, 383.0772, Vicenin-2 (6,8-Di-
8 353.0666 C-glucosylapigenin)
36 13.0 335.07669 C16H1608 179.0339, 161.0232, Caffeoylshikimic
2 135.0438, 111.0438 acid 111
37 13.0 515.11896 | Co2sH24012 335.0776, 191.0552, 1,3-Di-O-
2 179.0339, 161.0232, caffeoylquinic acid
135.0438 (Cynarin)
38 13.2 | 283.15455 C15H2205 265.1429, 247.1324, Cynaratriol
7 219.1376, 177.1272,
175.1115, 159.1166,
157.1009
39 135 461.07201 | CaHi8012 285.0404, 217.0501, Luteolin-7-0O-
4 199.0389, 175.0390, glucuronide
151.0025, 133.0274
40 13,5 | 146.06059 CoH7NO 118.0652,117.0573, Indole-4-
4 91.0545, 65.0392 carbaldehyde
41 13.8 | 179.07082 C10H1003 161.0594, 147.0438, 4-Hydroxy-3-
1 119.0492, 105.0701, methoxy-
91.0545, 55.0185 cinnamaldehyde
42 14.6 44507709 | C21His0n 269.0454, 225.0546, Apigenin-7-0O-
0 151.0024, 149.0230, glucuronide
117.0330, 107.0126
43 14.7 593.15065 | Ca7H3001s 285.0404, 133.0275 Luteolin-7-0O-
4 rutinoside
(Scolymoside)
44 14.7 447.09274 | C21H2001 327.0509, 285.0403, Luteolin-7-O-
9 284.0326, 256.0373, glucoside
151.0023, 133.0279 (Cynaroside)
45 15.2 193.05009 C10H1004 178.0262, 149.0596, Ferulic acid
0 137.0231, 134.0359,
133.0281
46 15.6 | 433.11347 C21H20010 271.0600, 153.0180, Cosmosiin
7 119.0493, 91.0545 (Apigenin-7-0O-
glucoside)™
47 17.9 285.03991 C15H1006 217.0499, 199.0393, Luteolin
8 175.0389, 151.0023,
133.0281
48 20.3 809.43235 | Ca2HesO1s 647.3814, 603.3902, Cynarasaponin E
4 585.3796, 471.3476,
439.3206, 423.3265
49 21.8 793.43744 | Ca2Hes014 631.3859, 587.3961, Cynarasaponin C
6 569.3844, 555.3682,

497.3637, 455.3519




10. melléklet: UHPLC-MS talalatok (Alkoholos articsoka); * [M]*; ™ Sztenderddel megerdsitve

Sor- Rt [M+H]* [M-H] Osszegképlet Talélt fragmensek Vegyiilet neve
szam
1 1.26 | 138.05550" C7HsNO2 110.0603, 96.0449, Trigonelline
94.0654, 92.0498,
65.0391
2 1.28 | 104.10754" CsHusNO 60.0814, 59.0736, Choline
58.0657
3 1.30 175.11951 CeH14N402 158.0923, 130.0976, Arginine™
116.0707, 112.0871,
70.0657, 60.0563
4 1.35 | 133.06132 C4HsN203 116.0343, 88.0397, Asparagine™
87.0557, 74.0242,
70.0293
5 1.38 179.05557 CsH1206 113.0229, 101.0230, Glucose or
89.0228, 85.0279, galactose
71.0122
6 1.50 | 324.05968 CoH13N30s 112.0507, 95.0243 Cytidine™
7 1.52 146.09296 CsH11N302 128.0815, 111.0554, 4-
104.0710, 87.0444, Guanidinobutyric
86.0604, 60.0562 acid
8 1.53 | 136.06233 CsHsNs 119.0353, 94.0403, Adenine
92.0243, 67.0300
9 1.62 124.03986 CeHsNO2 96.0448, 80.0500, Nicotinic acid™
78.0343
10 1.75 170.08172 CsH11NO3 152.0704, 134.0601, Pyridoxine™
124.0757, 96.0811
11 1.83 | 113.03511 C4HiN202 96.0084, 95.0245, Uracil™
70.0292
12 1.84 | 182.08172 CoH11NO3 165.0542, 147.0439, 2-Hydroxyphenyl-
136.0756, 123.0442, alanine
119.0491, 91.0543
13 1.94 | 123.05584 CsHsN20 106.0290, 96.0448, Nicotinamide™
80.0500
14 2.68 282.08385 | Ci10H13NsOs 150.0408, 133.0142, Guanosine
126.0294, 108.0188,
107.0348
15 2.99 | 268.10458 C10H13N504 136.0617, 119.0347, Adenosine™
69.0340, 57.0342
16 3.23 | 166.08681 CoH11NO2 149.0601, 131.0493, Phenylalanine™
120.0808, 107.0496,
103.0546, 93.0703
17 4.85 122.09698 CsHuN 105.0702, 103.0546, Phenethylamine
79.0549




18 4.87 | 220.11850 CoH17NOs 202.1070, 184.0967, Pantothenic acid™
174.1126, 116.0343,
90.0553, 72.0449
19 6.54 | 205.09771 C11H12N202 188.0705, 170.0598, Tryptophan™
159.0916, 146.0599,
132.0810, 118.0653
20 8.26 | 190.05042 C10H7NO3 162.0547, 144.0442, Kynurenic acid
116.0492, 89.0393
21 8.79 | 341.08726 C15H1609 179.0337, 151.0389, Esculin
133.0284, 123.0440,
85.0288
22 9.55 | 295.12940 C14H18N20s 278.1121, 232.0964, y-Glutamylphenyl-
186.0912, 166.0859, alanine
120.0808
23 9.95 | 298.09739 C11H15Ns03 163.0422, 145.0318, 5'-S-Methyl-5'-
S 136.0617, 97.0288, thioadenosine
75.0268, 61.0113
24 11.4 | 174.11302 CsH1sNO3 156.1010, 132.1019, N-
9 128.1070, 86.0968, Acetylisoleucine
69.0704
25 115 | 191.07082 C11H1003 176.0462, 148.0517, 7-Methoxy-4-
1 135.0804, 131.0492, methylcoumarin
105.0701
26 12.0 | 174.11302 CsH1sNO3 156.1012, 132.1019, N-Acetylleucine
3 128.1070, 86.0968
27 125 593.15065 C21H18011 473.1084, 383.0770, Vicenin-2 (6,8-Di-
2 353.0664 C-
glucosylapigenin)
28 125 461.07201 C21H18012 285.0403, 217.0499, Luteolin-7-O-
7 199.0392, 175.0387, glucuronide
151.0023, 133.0275
29 12.8 | 193.05009 C10HgO4 178.0258, 165.0544, Scopoletin
6 149.0596, 137.0596,
133.0284, 122.0363
30 13.0 515.11896 Ca25H24012 335.0770, 191.0552, 1,3-Di-O-
5 179.0338, 161.0232, caffeoylquinic
135.0438 acid (Cynarin)
31 13.2 283.15455 C15H220s 265.1429, 247.1324, Cynaratriol
4 219.1376, 177.1271,
175.1114, 159.1166,
157.1010
32 13.3 | 163.07591 C10H1002 131.0492, 103.0545, Methyl cinnamate
2 91.0547, 85.0288,
77.0393, 51.0237
33 13.3 581.18703 C27H34014 297.1768, 167.0337 Naringin
8 dihydrochalcone




34 13.5 | 146.06059 CoH/NO 118.0652,117.0572, Indole-4-
2 91.0545, 65.0392 carbaldehyde
35 13.6 445.07709 C21H18011 269.0454, 225.0550, Apigenin-7-0O-
5 151.0023, 149.0232, glucuronide
117.0328, 107.0122
36 13.8 | 179.07082 C10H1003 161.0595, 147.0439, 4-Hydroxy-3-
0 119.0492, 105.0702, methoxy-
91.0545, 55.0175 cinnamaldehyde
37 14.7 593.15065 C27H30015 285.0404, 133.0279 Luteolin-7-O-
1 rutinoside
(Scolymoside)
38 14.7 447.09274 C21H20011 327.0507, 285.0400, Luteolin-7-0O-
3 284.0326, 256.0374, glucoside
151.0023, 133.0274 (Cynaroside)
39 15.1 193.05009 C10H1004 178.0259, 149.0595, Ferulic acid
9 137.0230, 134.0359,
133.0281
40 15.2 269.04500 C15H100s 225.0550, 201.0550, Apigenin™
2 151.0023, 149.0230,
117.0330, 107.0123
41 155 | 579.17139 C27H30014 271.0595, 153.0176, Isorhoifolin
4 145.0285 (Apigenin 7-0O-
rutinoside)
42 15.6 | 433.11347 C21H20010 271.0594, 153.0179, Cosmosiin
6 119.0491, 91.0545 (Apigenin-7-0O-
glucoside)™
43 17.8 285.03991 C15H1006 217.0498, 199.0391, Luteolin
9 175.0388, 151.0023,
133.0280
44 18.9 539.04618 C25H16014 269.0453, 201.0548, Unknown
4 151.0023, 149.0234, Apigenin
117.0329, 107.0123 derivative
45 19.0 | 301.07121 C16H1206 286.0466, 258.0515, Diosmetin
3 153.0177
46 21.7 | 329.10251 C18H1606 314.0781, 313.0697, Salvigenin
6 299.0559, 296.0675,
285.0759, 268.0725
47 25.3 | 291.23241 C19H3002 259.2035, 241.1949, Stearidonic acid
8 217.1944, 199.1478, methyl ester
175.1474, 93.0701
48 25.8 | 305.24806 C20H3202 259.2058, 241.1939, Stearidonic acid
5 217.1952, 199.1479, ethyl ester
175.1480, 93.0702
49 27.2 | 457.36818 C30H4803 439.3553, 411.3619, Ursolic acid
0 393.3502, 203.1793,

191.1794, 95.0859




50

194

809.43235 C2Hes015 647.3806, 603.3903, Cynarasaponin E
3 585.3795, 471.3476,
439.3212, 423.3265
51 21.2 793.43744 Cs2Hes014 631.3851, 587.3955, Cynarasaponin C
0

569.3844, 555.3679,
497.3631, 455.3530




*k

11. melléklet: UHPLC-MS talalatok szama (Vizes gordgszéna); ‘[M]*; Sztenderddel
megerdsitve
Sor- Rt [M+H]* [M-H] Osszegképlet Talalt fragmensek Vegyiilet neve
szam
1 1.27 | 104.10754" CsHuNO 60.0814, 59.0735, Choline
58.0656
2 1.30 | 138.05550" C7HsNO:2 110.0601, 96.0450, Trigonelline
94.0654, 92.0499,
65.0392
3 131 175.11951 CeH14N402 158.0922, 130.0975, Arginine™
116.0707, 112.0870,
70.0656, 60.0563
4 1.31 | 148.06099 CsHoNO4 130.0863, 102.0553, Glutamic acid
84.0448, 56.0501
5 1.31 | 118.08681 CsHuNO2 59.0736, 58.0657 Betaine
6 1.32 | 133.06132 C4HsN203 116.0342, 88.0397, Asparagine™
87.0557, 74.0242,
70.0294
7 1.43 | 189.12392 CsH16N203 172.0961, 130.0863, | N-a-Acetyl-lysine
129.1024, 126.0915,
112.0759, 84.0812
8 1.46 | 148.09737 CeH13NOs3 130.0862, 113.0598, 4-
102.0916, 84.0811, | Hydroxyisoleucine
74.0241, 58.0657
9 1.49 324.05968 CoH13N30s 112.0507, 95.0243 Cytidine™
10 1.51 | 146.09296 CsH11N302 128.0821, 111.0555, 4-
104.0709, 87.0444, Guanidinobutyric
86.0605, 60.0563 acid
11 1.52 | 130.08681 CeH11NO2 84.0812, 67.0548, Pipecolic acid
56.0502
12 1.56 136.06233 CsHsNs 119.0352, 94.0406, Adenine
92.0244, 67.0298
13 1.66 283.06786 C10H12N406 151.0248, 108.0188 Xanthosine
14 1.73 243.06171 CoH12N206 200.0558, 153.0293, Uridine
152.0339, 140.0340,
110.0232, 82.0282
15 1.75 170.08172 CsH11NOs3 152.0704, 134.0600, Pyridoxine™
124.0756, 96.0812
16 | 1.82 | 182.08172 CoH11NO3 165.0545, 147.0439, | 2-Hydroxyphenyl-
136.0757, 123.0441, alanine
119.0492, 91.0546
17 1.96 123.05584 CsHsN20 106.0287, 96.0447, Nicotinamide™
80.0499




18 2.01 | 330.06035 C10H12NsOeP | 232.0828, 136.0617, | Adenosine 3',5'-
119.0349, 98.9845, cyclic
97.0288 monophosphate
19 2.10 | 277.13997 C11H20N206 259.1286, 213.1231, Saccharopine
195.1132, 168.1020,
130.0863, 84.0812
20 2.23 | 385.12942 C14H20N6OsS | 136.0618, 134.0271, S-Adenosyl-
97.0288, 88.0219 homocysteine
21 2.60 | 152.05724 CsHsNsO 135.0301, 128.0455, Guanine
110.0351, 109,0517
22 2.63 282.08385 C10H13N50s 150.0407, 133.0142, Guanosine
126.0294, 108.0187,
107.0347
23 2.66 163.03952 CoHsOs3 119.0487, 93.0329 p-Coumaric acid
24 2.95 | 268.10458 C10H13N504 136.0617, 119.0358, Adenosine™
69.0340, 57.0343
25 3.10 | 252.10967 C10H13Ns03 136.0618, 117.0548, 2'-
99.0444, 81.0342, Deoxyadenosine
73.0290, 71.0497
26 3.21 | 166.08681 CoH11NO2 149.0598, 131.0493, Phenylalanine™
120.0808, 107.0492,
103.0545, 93.0703
27 4.86 | 220.11850 CoH17NOs 202.1073, 184.0967, | Pantothenic acid™
174.1123, 116.0343,
90.0553, 72.0449
28 6.49 | 205.09771 C11H12N202 188.0706, 170.0599, Tryptophan™
159.0915, 146.0599,
132.0807, 118.0653
29 6.75 | 129.05517 CsHgOs3 111.0443, 101.0600, Sotolone (3-
83.0496, 57.0706, Hydroxy-4,5-
55.0549, 53.0394 dimethyl-
2(5H)furanone)
30 8.31 190.05042 C10H7NO3 162.0547, 144.0435, Kynurenic acid
116.0493, 89.0388
31 9.53 | 295.12940 C14H18N20s 278.1017, 232.0965, v-
186.0912, 166.0860, | Glutamylphenylal
120.0808 anine
32 115 186.11302 CoHisNOs3 168.1017, 150.0909, Ecgonine
6 124.1121, 100.0760,
93.0703, 82.0656
33 12.3 593.15065 C27H30015 503.1202, 473.1087, | Vicenin-2 (6,8-Di-
2 383.0771, 353.0665 C-
glucosylapigenin)
34 12.7 593.15065 C27H3001s 503.1215, 473.1088, Apigenin-di-C-
5 383.0772, 353.0666 hexoside
(Vicenin-2-

isomer)




35 13.1 563.14009 Ca6H28014 503.1187, 473.1091, | Vicenin-3 (6-C-
7 443.0977, 413.0878, Glucosyl-8-C-
383.0772, 353.0666 | xylosylapigenin)
36 13.7 | 449.10839 Ca1H20011 395.0760, 377.0658, Isoorientin
4 353.0642, 339.0850, (Homoorientin,
329.0651, 299.0546 Luteolin-6-C-
glucoside)
37 13.7 563.14009 Ca6H28014 503.1194, 473.1096, | Vicenin-1 (6-C-
5 443.0982, 413.0876, Xylosyl-8-C-
383.0772, 353.0666 | glucosylapigenin)
38 13.9 | 200.12867 C10H17NOs 182.1174, 100.0759, | Ecgonine methyl
0 91.0544, 82.0656 ester
39 14.4 577.15574 Ca7H30014 503.1193, 473.1097, Apigenin-6-C-
3 413.0877, 383.0771, glucoside-8-C-
353.0665, 117.0330 rhamnoside
40 14.6 | 433.11348 C21H20010 379.0805, 361.0709, Isovitexin
5 349.0695, 337.0705, (Apigenin-6-C-
313.0702, 283.0598 glucoside)
41 18.2 1195.57478 Cs6Ho2027 705.3873, 609.3632, | Trigofoenoside G
5 447.3101
42 18.4 905.47461 C44H74019 773.4326, 611.3798, Trigoneoside la
9 449.3270
43 18.6 1063.53252 Cs1Hg4023 609.3646, 447.3091 | Protoyuccagenin-
2 sS4
44 18.8 919.49026 CasH76019 773.4315,611.3812, | Trigoneoside Xa
3 449.3269
45 18.8 905.47461 C14H74019 773.4336, 611.3795, Trigoneoside Ib
4 449.3268
46 19.6 919.49026 CasH76019 773.4322,611.3808, | Trigoneoside Xb
1 449.3268
47 19.7 887.46405 Ca4H72018 593.3680, 431.3171 | Trigoneoside VIII
3
48 19.7 1225.58534 Cs7H94028 1077.2218, Trigoneoside
8 901.4799, 755.4219, Xllla
593.3695, 413.3065
49 19.8 889.47970 Ca4H74018 757.4387,595.3850, | Trigoneoside lla
8 433.3320
50 19.9 1063.53252 Cs1Hg4O23 755.4216, 593.3688, | Trigoneoside IVa
8 575.3601, 431.3159
51 20.0 1065.54817 Cs1Hs6023 757.4368, 595.3844, | Trigofoenoside C
0 433.3323
52 20.1 1047.53760 Cs1Hg4O22 755.4216, 575.3581, | Asparasaponin |
0 431.3166 (Protodioscin,

Trigonelloside C)




53 20.3 901.47970 Ca5H7401s 755.4237,593.3704, | Trigoneoside Xlla
0 431.3162
54 20.3 903.49535 CasH760138 757.4390, 595.3836, | Trigoneoside Illa

433.3312




12. melléklet: UHPLC-MS talalatok (Alkoholos gordgszéna); " [M]*; ™ Sztenderddel megerdsitve

Sor- Rt [M+H]* [M-H] Osszegképlet Talélt fragmensek Vegyiilet neve
szam
1 1.22 | 104.10754* CsH14aNO 60.0814, 59.0736, Choline
58.0657
2 1.32 | 138.05550" C7HsNO2 110.0604, 96.0447, Trigonelline
94.0655, 92.0497,
65.0392
3 1.31 | 175.11951 CeH14N402 158.0923, 130.0975, Arginine™

116.0707, 112.0872,
70.0657, 60.0563

4 1.31 | 148.06099 CsH9NO4 130.0863, 102.0553, Glutamic acid
84.0448, 56.0501

5 1.31 | 118.08681 CsH11NO2 59.0736, 58.0657 Betaine

6 1.40 | 189.12392 CgH16N203 172.0962, 130.0862, | N-o-Acetyl-lysine
129.1022, 126.0913,
112.0758, 84.0811

7 1.42 | 146.09296 CsH11N302 128.0810, 111.0556, 4-
104.0709, 87.0444, Guanidinobutyric
86.0604, 60.0565 acid
8 1.46 | 130.08681 CeHu1NO2 84.0812, 67.0547, Pipecolic acid
56.0502
9 1.63 124.03986 CsHsNO2 96.0448, 80.0500, Nicotinic acid™
78.0343
10 1.72 283.06786 C10H12N4Os 151.0248, 108.0188 Xanthosine
11 1.73 243.06171 CoH12N206 200.0556, 153.0292, Uridine

152.0341, 140.0339,
110.0233, 82.0282

12 1.72 | 170.08172 CgH11NO3 152.0705, 134.0601, Pyridoxine™
124.0757, 96.0812

13 1.79 | 182.08172 CoH11NO3 165.0545, 147.0440, | 2-Hydroxyphenyl-
136.0757, 123.0441, alanine

119.0492, 91.0547

14 1.93 | 123.05584 CsHeN20 106.0288, 96.0448, Nicotinamide™
80.0500
15 2.09 | 277.13997 C11H20N20s 259.1282, 213.1233, Saccharopine

195.1130, 168.1018,
130.0863, 84.0812

16 2.20 385.12942 C14H20N6O5S 136.0617, 134.0270, S-Adenosyl-
97.0288, 88.0219 homocysteine
17 2.62 282.08385 C10H13NsOs 150.0408, 133.0142, Guanosine
126.0294, 108.0187,
107.0348

18 2.66 163.03952 CoHsOs3 119.0487, 93.0331 p-Coumaric acid




19 2.95 | 268.10458 C10H13N504 136.0617, 119.0358, Adenosine™
69.0340, 57.0343
20 3.10 | 252.10967 C10H13Ns03 136.0617, 117.0547, 2'-
99.0444, 81.0341, Deoxyadenosine
73.0289, 71.0497
21 3.17 | 166.08681 CoHuNO2 149.0600, 131.0492, Phenylalanine™
120.0808, 107.0495,
103.0545, 93.0702
22 3.37 | 153.04126 CsH4aN4O2 136.0142, 110.0351, Xanthine
82.0403
23 4,80 | 220.11850 CoH17NOs 202.1071, 184.0967, | Pantothenic acid™
174.1125, 116.0344,
90.0553, 72.0449
24 6.33 | 205.09771 C11H12N202 188.0705, 170.0597, Tryptophan™
159.0915, 146.0599,
132.0808, 118.0652
25 6.75 | 129.05517 CsHsO3 111.0443, 101.0601, Sotolone (3-
83.0496, 57.0705, Hydroxy-4,5-
55.0549, 53.0393 dimethyl-
2(5H)furanone)
26 8.35 | 190.05042 C10H7NO3 162.0547, 144.0444, Kynurenic acid
116.0493, 89.0390
27 9.50 | 295.12940 C14H18N20s 278.1019, 232.0964, Y-
186.0913, 166.0860, | Glutamylphenylal
120.0808 anine
28 9.94 | 134.04534 C4H7NO4 116.0344, 88.0397, Aspartic acid
74.0242, 70.0737
29 9.94 | 298.09739 C11H15N503S 163.0423, 145.0318, 5'-S-Methyl-5'-
136.0617, 97.0287, thioadenosine
75.0268, 61.0113
30 10.9 455.09680 C17H21N4O9P 255.0886, 241.0725, Flavin
2 213.0159, 199.0005, mononucleotide
96.9681, 78.9575
31 115 | 186.11302 CgH15sNO3 168.1018, 150.0914, Ecgonine
3 124.1123, 93.0703,
82.0656
32 11.8 | 271.06065 Ci15H1005 253.0483, 243.0648, Genistein
1 215.0700, 153.0181,
149.0232, 91.0544
33 121 593.15065 C27H30015 503.1193, 473.1087, | Vicenin-2 (6,8-Di-
0 383.0772, 353.0665 C-
glucosylapigenin)
34 125 593.15065 C27H30015 503.1192, 473.1088, Apigenin-di-C-
8 383.0772, 353.0666 hexoside
(Vicenin-2-

isomer)




35 12.8 | 193.05009 C10Hs04 178.0259, 165.0544, Scopoletin
1 149.0596, 137.0597,
133.0284, 122.0360
36 13.1 563.14009 C26H28014 503.1177, 473.1092, | Vicenin-3 (6-C-
0 443.0977, 413.0875, Glucosyl-8-C-
383.0771, 353.0665 | xylosyl)apigenin
37 13.1 | 229.08647 C14H1203 211.0754, 183.0804, Resveratrol
7 135.0440, 119.0492,
107.0494, 91.0546
38 13,5 | 449.10839 C21H20011 395.0754, 377.0649, Isoorientin
2 353.0651, 339.0858, (Homoorientin,
329.0651, 299.0546 Luteolin-6-C-
glucoside)
39 13.7 563.14009 C26H28014 503.1196, 473.1077, | Vicenin-1 (6-C-
0 443.0978, 413.0877, Xylosyl-8-C-
383.0771, 353.0665 | glucosyl)apigenin
40 13.8 | 200.12867 Ci10H17NOs 182.1176, 100.0602, | Ecgonine methyl
2 91.0544, 82.0656 ester
41 13.9 | 433.11348 C21H20010 415.1003, 397.0918, Vitexin
6 379.0806, 367.0806, (Apigenin-8-C-
313.0703, 283.0598 glucoside)
42 14.3 577.15574 C27H30014 503.1193, 473.1084, Apigenin-6-C-
3 413.0877, 383.0772, glucoside-8-C-
353.0666, 117.0331 rhamnoside
43 145 | 433.11348 C21H20010 379.0811, 361.0699, Isovitexin
1 349.0701, 337.0701, (Apigenin-6-C-
313.0703, 283.0598 glucoside)
44 14.7 461.10839 C22H22011 371.0772, 353.0667, Scoparin
7 341.0664, 326.0431, | (Chrysoeriol-8-C-
313.0719, 298.0482 glucoside)
45 15.6 | 493.13461 C23H25012 331.0806, 316.0572, Tricin-7-O-
9 315.0493, 287.0540, glucoside
286.0451, 270.0518
46 16.1 | 595.14517 CsoH26013 431.0971, 413.0861, | Luteolin-8-C-(2"-
8 353.0652, 329.0652, O-(E)-p-
299.0547, 147.0439 | coumaroylglycosi
de)
47 175 271.06065 Ci15H120s 227.0709, 177.0181, Naringenin
3 165.0181, 151.0024,
119.0487, 107.0123
48 18.1 1195.57478 Cs6Hg2027 705.3867, 609.3640, | Trigofoenoside G
2 447.3112
49 18.3 905.47461 Ca4H74019 773.4312,611.3799, Trigoneoside la
6 449.3272
50 18.4 1063.53252 Cs1Hg4O23 609.3642, 447.3113 | Protoyuccagenin-
9 sS4




51 18.7 919.49026 CasH76019 773.4318,611.3799, | Trigoneoside Xa
5 449.3271
52 18.9 905.47461 C44H74019 773.4330, 611.3799, Trigoneoside Ib
1 449.3272
53 18.9 331.08178 C17H1407 316.0573, 315.0494, Tricin
7 287.0548, 286.0449,
270.0518, 153.0173
54 19.0 299.05556 C16H1206 284.0326, 256.0375, Chrysoeriol
5 255.0286, 227.0349,
151.0022, 107.0121
55 195 887.46405 C44H72018 593.3685, 431.3164 | Trigoneoside VIII
7
56 19.6 919.49026 CasH76019 773.4322,611.3808, | Trigoneoside Xb
1 449.3268
57 19.6 1225.58534 Cs7Ho4028 1077.9872, Trigoneoside
2 901.4840, 755.4224, Xllla
593.3697, 413.3166
58 19.8 271.09704 C16H1404 243.1017, 161.0595, Medicarpin
7 147.0438, 137.0596,
123.0441, 109.0650
59 19.6 889.47970 C44H74018 757.4375, 595.3850, Trigoneoside lla
7 433.3320
60 19.6 935.48518 CasH76020 757.4380, 595.3840, | Protoneogitogenin
9 433.3319 -S5
61 19.7 1063.53252 Cs1Hg4O23 755.4224,593.3696, | Trigoneoside IVa
9 575.3585, 431.3165
62 19.7 1065.54817 Cs1HgsO23 757.4377,595.3851, | Trigofoenoside C
4 433.3321
63 19.9 1047.53760 Cs1Hg4022 755.4224, 575.3589, Asparasaponin |
7 431.3164 (Protodioscin,
Trigonelloside C)
64 20.1 901.47970 C45H74018 755.4287,593.3687, | Trigoneoside Xlla
9 431.3164
65 20.2 903.49535 C45H76018 757.4388, 595.3852, | Trigoneoside Illa
9 433.3320
66 21.4 941.51100 CagH78018 733.4561, 615.3893, Soyasaponin |
7 457.3680, 205.0710,
163.0599
67 27.2 457.36818 C30H4803 411.3607, 393.3505, Ursolic acid
2 203.1794, 191.1793,

95.0859
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