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Roviditések jegyzéke

AA: Arachidonsav
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glycation end-products)
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COSY: Korrelacios spektroszkopia (correlation
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COX: Ciklooxigenaz

CRP: C reaktiv protein

CVD: Kardiovaszkularis betegségek
(cardiovascular diseases)

CYP: Citokrom P450

DAG: Diacil-glicerol

DCFDA: 2°,7’-diklor-fluoreszcein-diacetat
DM: Diabetes mellitus (cukorbetegség)
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Szervezete (Food and Agriculture Organization)
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GAPDH: Glicerin-aldehid-foszfat dehidrogenaz
GM-CSF: Granulocita makrofag kolonia-
stimulalé faktor

HACL1: 2-hidroxiacil-CoA-liaz-1

HBSS: Hank's Balanced Salts Solution

HDL-C: Nagy sfirliségli lipoprotein koleszterin
(high-density lipoprotein cholesterol)

HETE: Hidroxi-eikozatetraénsav

HET-P: Hidroxi-etil-tiazol-foszfat

HFD: Magas zsirtartalmu étrend (high fat diet)
HMBC: Tobbkaotéses heteronuklearis korrelacio
(heteronuclear multi-bond correlation)
HMP-PP: Hidroxi-metil-pirimidin-pirofoszfat
HPETE: Hidroperoxi-eikoza-tetraénsav

HPLC: Nagyhatékonysagi
folyadékkromatografia (high performance liquid
chromatography)

HSQC: Heteronuklearis egykvantum koherencia
(heteronuclear single quantum coherence)
HUVEC: Human k6ld6kzsinér véna

endothel sejtek (human umbilical vein
endothelial cells)

ICAM-1: Intracellularis adhézi6és molekula-1
(intercellular adhesion molecule-1)

IL: Interleukin

KSH: Kézponti Statisztikai Hivatal

LDL-C: Alacsony stirliségii lipoprotein
koleszterin (low density lipoprotein cholesterol)
LOX: Lipoxigenaz

LPS: Lipopoliszacharid

MALDI-TOF MS: Matrix altal segitett
1ézerdeszorpcids ionizacios-repiilési id6
tomegspektrometria (matrix-assisted laser

desorption/ionization time of light mass
spectrometry)

MTT: 3-[4,5-dimetiltiazol-2-yl]-2,5-difenil
tetrazolium-bromid

MyD88: Mieloid differenciacios faktor 88
NAD+: Nikotinamid-adenin-dinukleotid
NADPH: Nikotinamid-adenin-dinukleotid-
foszfat

NF-xB: Nuklearis faktor-kappa B

NMR: Magneses magrezonancia spektroszkopia
(nuclear magnetic resonance)

Nrf2: Nuklearis faktor-eritroid 2 kapcsolt faktor
2 (nuclear factor erythroid 2-related factor 2)
PARP: Poli (ADPribose) polimeraz
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extraction)

TAF: Tisztitott antocianin frakcid

TGF-B: Ttranszformald ndvekedési faktor B
(Transforming growth factor beta)
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1. Bevezetés

A taplalkozas és az egészségi allapot kozotti szoros Osszefliggésekre epidemioldgiai,
experimentalis és klinikai kutatasok is ramutatnak. Egyes allatfajoknal megfigyelheto
kiilonboz6é  korallapotokra adott Osztonds diétavaltoztatas, az oOkorig visszanyulo
hagyomanyos kinai orvoslés, az indiai 4jurvéda szemlélete, vagy az eurdpai kultiraban —
tévesen (Cardenas, 2013) — Hippokratésznak tulajdonitott vélekedés: ,,Gydgyszered
legyen az ételed, s ételed legyen a gyogyszered”, majd késébb: ,,Az vagy, amit megeszel ”
(Feuerbach) korai, empirikus, bizonyos értelemben intuitiv, de ma is érvényes
taplalkozasbiologiai eredményeknek tekinthetdk. Vitaminhiany okozta megbetegedések
— skorbut, beriberi — voltak az els6é olyan esetek, amelyekben a fenti osszefiiggést ma
elfogadott tudomanyos modszerekkel igazoltdk, egyuttal a hatékony kezelést is
elérhet6vé tették. Ennek nyoman valt indokoltta az emberi szervezet tapanyagigényének
alaposabb megismerése, széleskorii kutatdsa, majd az ezekbdl szarmazoé informaciok
alkalmazasa, népegészségiigyi gyakorlatba iltetése.

A kutat6i tarsadalom és a vonatkozd ipari szereplok jelentds javulést vartak az
¢lelmiszerek asvanyi anyagokkal, vitaminokkal torténd dusitasatol. Egyes betegségek
(angolkoér, veldcsdzarodasi defektusok, golyva, kora/jsziilottkori agyvérzés stb.)
morbiditasa valoban szignifikansan csokkent, de mas, kronikus bantalmak hasonld
statisztikaiban napjainkban is lassi emelkedés tapasztalhatd. Ilyen megbetegedések —
tobbek kozott — a cukorbetegség, az érelmeszesedes, a sziv és keringési rendellenességek,
a gyomor-bél rendszeri és daganatos elvaltozasok. A nyugati tarsadalmakban
megfigyelhetd kiemelkedd prevalencia sejteti, hogy a hattérben legalabb részben a
néhany évtized alatt — evolucidés szemmel nézve pillanatok alatt — atalakulo életmod
allhat. A széles spektrumban jelentkezé civilizacids artalmak koziil meg kell emliteni a
mozgasszegénységet, a stressz jellemezte szociokulturdlis kornyezetet, a
légszennyezddést, az individuum karos szokasai eredményezte negativ élettani hatdsokat
IS, de meghataroz6 jelentdségli az élelmiszerfogyasztasi szokasok atalakulasa. Ezek
mindegyike képes a human szervezet homeosztazisanak felboritasaval a fent sorolt
krénikus betegségek eldidézésére.

A WHO mar az ezredfordul6 kérnyékén felhivta a figyelmet a civilizacios betegségek
emelkedd morbiditasara. Prognozisuk helytallonak bizonyult, a taplalkozassal
Osszefliggd civilizacios betegségek komoly kozegészségiigyi terhet ronak az allamok

egészségiigyi ellatorendszereire. Noha az egészségtudatos taplalkozas kovetdinek szama
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novekszik, sajnos még gyerekcipdben jar, és sokszor kevéssé tudomanyos trendek is
befolyasoljak. Az egészségtelen taplalkozds karos kovetkezményei, az 1uttord
¢lelmiszermodositasi probalkozasok (pl. vitaminpo6tlas) részbeni sikeressége, az Gjonnan
jelentkez6 egészségiigyi problémak (gluténérzékenység, uj virusinfekciok stb.)
szofisztikaltabb megoldasokat kivannak. Részben olyan ¢élelmiszerek kifejlesztésére
0sztonoznek, amelyek jotékony hatasuk révén betegségmegel6zd, preventiv hatassal
rendelkeznek. Részben kiilonb6zé megbetegedések gyogyitd, kurativ kezelésére
alkalmas hatéanyagok keresését inspirdljdk. Az utdbbi  évtizedekben a
gyogyszerhatoanyag-fejlesztéssel kapcsolatos vizsgélatok szamottevd része fordult a
farmakologiailag aktiv novényi eredetli vegyiiletek iranyaba (nutraceutikumok). A mar
alkalmazott torzskonyvezett gyogyszerek (aspirin-fiizfa, paclitaxel-tiszafa, tamiflu-japan
csillaganizs stb.) mellett jelenleg is intenziv kutatdsok folynak ndvényi eredetd,
biologiailag aktiv komponenseken alapul6 termékek fejlesztése céljabol.

Minden egyes sejtiink stabil belsé kornyezetének szabalyozasa (homeosztazis),
tavolabbi kornyezetével vald interakcidja az erek belsd falat boritd endothel sejtek
megkeriilhetetlen részvételével valosul meg. Jelentdségiiket bizonyitja, hogy szdmos, a
fent emlitett kronikus megbetegedés patomechanizmusanak része az endothelium
diszfunkcidja. Megeldzési és kezelési stratégiak kialakitasaban, vizsgalataban intenziven
alkalmazzak laboratériumi koriilmények mellett — tobbek kozt — a hatdéanyagkutatasban
is. Kisérleteink soran biologiailag aktiv, névényi molekuldk hatasat tanulmanyoztuk
olyan megbetegedések in vitro modelljén, amelyekben az endothel diszfunkcid kdzponti

patogenetikai tényezo.



2. Célkitiizés
A Bevezetésben megfogalmazott gondolatok mentén kutatocsoportunk célja volt
novényi hatdéanyagok keresése, eldallitasa, tisztitasa. Ezt kovetéen in vitro modell
segitségével a fent emlitett kronikus betegségekben lejatsz6dd patofizioldgiai
folyamatokban vizsgaltuk a meggy és a paprika eredetii vegyiiletek hatasait.
Munkank soran az alabbi problémakra kerestiink megoldast és a kovetkezd kérdéseket
kivantuk megvalaszolni:
Tisztitott antocianin frakciéval kapcsolatos kisérletek
1. Annak tudataban, hogy az antocianinok sokrétii terapias potenciallal — koztiik
immunmodulalé hatdssal — rendelkeznek, célul tliztiik ki annak megvalaszolésat,
hogy a meggybdl tisztitott antocianin frakcié (TAF) miképpen befolyasolja az
endothel sejtek biologiai folyamatait lipopoliszacharid (LPS) altal eléidézett
gyulladds modelljén.
Allitiaminnal kapcsolatos kisérletek
1. Az in vitro vizsgalatokhoz a kereskedelmi forgalombol nem beszerezhetd
allitiamin kémiai szintézis Gtjan torténé eldallitasat, majd tisztitasat és szerkezetét
igazolo analitikai vizsgalatat kellett megvalositanunk.
2. Annak a feltételezésnek a tisztazasa, hogy az allitiamin — az Allium nemzetségbe
tartozo fajokon kiviil — a paprikéban is akkumulalédik-e.
3. Az allitiamin ¢lettani hatasanak vizsgalata hiperglikémias koriilmények kozott
endothel sejtkulturan.

4. A pozitiv bioldgiai hatasért felelOs lehetséges mechanizmusok vizsgalata.



3. Irodalmi attekintés

3.1. A vizsgalatba vont kertészeti novények altaldnos jellemzése

3.1.1. A meggy (Prunus cerasus L.)
A meqgy fébb botanikai jellemzoi

Az Azsiabol szarmazé meggy (Prunus cerasus L.) taxonémiailag a Rosales rend
Rosaceae csalad Prunoideae alcsaladjaba, az alcsaladon beliil a Prunus nemzetségbe
tartozik (Hrotko, 2003). Az utobbi évek molekularis genetikai vizsgalatai is bizonyitottak,
hogy a csepleszmeggy (Prunus fruticosa) és a cseresznye (Prunus avium L.) hibridjeként
jott létre (Dirlewanger et al., 2009). Alapvetéen két rasszt (convarietas) és harom
valtozatcsoportot (provarietas) kiilonboztet meg az irodalom. Ezek a kdvetkezdk:

e Convarietas acida: lecsiingd vesszokkel rendelkezd, felkapaszkodasra hajlamos,

sok gyokérsarjat neveld ciganymeggyek, melyek htisa sotét szinii.

e Convarietas vulgaris:

o provarietas vulgaris: ide tartoznak az ugynevezett ivegmeggyek
(,,Pandy”, ,,Ujfehért(’)i”, ,Debreceni bétermd” ,,Kantorjanosi”’), melynek
termése — ellentétben a ciganymeggyekkel — nem festélevii. Halvany-piros
szinil, a gyiimodlcs hlisa kemény ize kellemesen savanyu.

o provarietas austera: hosszu, vékony kocsanyokkal rendelkezé édes
meggyek (,,Latos”), melyek termése sotétvoros.

o provarietas maraska: felalld hajtasrendszer és rovid kocsanyu termés

jellemezte maraszmeggyek (,,Bosnyak™).

Lombhullato, kdzepes méretli, aprilisban viragzo, junius-jaliusban termé névény.
Riigyei hegyes tojasdad alakuak, tobb riigypikkellyel fedettek, a vessz6tdl hegyes
szogben elallok. Flirészes szélii leveleinek valla tompa vagy ék alakt, felsd része
elkeskenyedd, csuicsa kismértékben kihuzott. A levéllemez 4-10 cm hosszy, szine fényes
sotétzold, fondka vildgosabb. A levélnyél 1-3 cm hosszi, a levél valldhoz kozel
mirigyeket visel. Csonthéjas termése 1,5-2,5 cm atmérdjii, gombolyl. Termesztése

altalaban a hlivosebb éghajlatu teriileteken terjedt el (Hrotko, 2003).
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A meggvytermesztés vildgpiaci és hazai helyzete

A meggy legfontosabb gylimoélcseink egyike. A termesztési tradiciok, a nemesitési
metodikak, amely nyoman nemzetkdzileg is elismert hazai fajtak sziilettek, valamint a
kedvezd éghajlati adottsdgok révén kertészeti ndvényeink és ebbdl kifolydlag magyar
mezdgazdasag meghatarozo képviseldje. Az arugyliimolcsok sordban az alma utan a
masodik helyet foglalja el (Nyéki et al., 2005). A FAO (Food and Agriculture
Organization of the United Nations: az ENSZ Elelmezésiigyi és MezOgazdasagi
Szervezete) statisztikai alapjan a vilag éves meggytermelése 1,2-1,5 millié tonna kozott

valtozott a 2015-t61 2018-ig terjedd iddszakot figyelembe véve (1. abra).

1 500 000+

1,000 000~ mm Vilag

Bl Eurdpai Unio

Tonna

Bl Magyarorszag

500 000+

2015 2016 2017 2018

1. abra A vilag, az Europai Uni6 és Magyarorszag meggytermelésének alakulasa 2015

¢s 2018 kozott. (FAO adatai alapjan sajat szerkesztés)

Ennek nagyjabdl az egydtode szarmazik az Eurdpai Unidbol. Az EU-ban termesztett,
fogyasztasra szant meggy kozel 90 %-4t harom orszdg mezdgazdasaga teremti eld,
sorrendben Lengyelorszag (~60%), Magyarorszag (~25%) és Németorszag (~5%).
Magyarorszag friss meggybdl, meggykonzervbdl és fagyasztott meggybdl is nettd
exportdr. A frissmeggy kivitelt tekintve Magyarorszag a vilag legnagyobb exportore.
Hazankban termesztett gylimdlcsok vonatkozasban a meggy az alma utdna a legnagyobb

crer

szereppel bir, ami elérelathatéan nem fog valtozni a kovetkez6 években (Stummer, 2020).
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3.1.1.1. A meggy taplalkozasbioldogiai vonatkozadsai

Az utdbbi években szamos atfogo tanulmany sziiletett, amelyek részletesen targyaljak
ameggy altal akkumulalt, taplalkozasbiologiai szempontbol fontos komponenseket, azok
¢lettani hatasat. A kovetkez0 tablazat (1. tablazat) szemlélteti a meggy tapanyag-, vitamin

¢€s asvanyi anyag tartalmat.

1. tablazat: A meggy beltartalmi értékei 100 g ehetd részre vonatkoztatva, a vitaminok
és asvanyi anyagok esetében feltiintetve, hogy ez egy feln6tt ember szamara sziikséges
napi beviteli érték hany szazalékanak felel meg ((Rodler, 2005) és a Magyar
Elelmiszerkonyv 1-1-90/496 sz. eléirasa alapjan.)

100 g meggy tapanyagtartalma Egy feln6tt ember napi
sziikségletének ez hany
szazaléka
Energia 218 kcal
Fehérje 0,88
Zsir Og
Szénhidrat 11g
Elelmirost 42¢g
100 g meggy vitamintartalma
Karotin 0,3 mg 37,50
B1-vitamin (tiamin) 0,05 mg 4,55
B2-vitamin (riboflavin) 0,02 mg 1,43
Pantoténsav 0,08 mg 1,33
B6-vitamin (piridoxin) 0,05 ug 0,004
C-vitamin 10 mg 12,50
100 g meggy asvanyi anyag tartalma
Natrium 4,7 mg 0,24
Kalium 186 mg 9,30
Kalcium 31,3 mg 3,91
Magnézium 15 mg 4,00
Vas 0,6 mg 4,29
Foszfor 50 mg 7,14
Réz 0,06 mg 6,00
Cink 0,142 mg 1,42
Mangan 0,05 mg 2,50
Kréom 0,006 mg 15,00
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A meggy tdpanyagban gazdag, viszonylag alacsony kaldria tartalmi gyiimdlcs.
Alacsony szénhidrat tartalma miatt fogyasztasa beillesztheté a cukorbetegek étrendjébe.
Jelentés asvanyianyag-tartalommal és kiilonféle bioaktiv komponenssel rendelkezik,
kiilonos tekintettel a polifenolokra, a karotinoidokra, a C-vitaminra és a kaliumra.
Optimalis forrasa a triptofannak, a szerotoninnak és a melatoninnak is. Bioaktiv
vegyiileteit tekintve antocianin tartalma kimagaslo (Hegedis, 2012). Kisérleteim soran a
meggy antocianinban gazdag extraktumat vizsgaltam, az antocianinok részletes
ismertetésére a 3.2.2. fejezetben térek ki.

Szamos allatokkal végzett kisérlet és klinikai tanulmany all rendelkezésre, amelyek a
meggyfogyasztasnak az €16 szervezet homeosztazisara gyakorolt jotékony hatasara
fokuszalnak (Kelley et al., 2018). Ezek eredményeit mutatom be az alabbiakban.

Egy Dahl Salt-szenzitiv (magas vérnyomasban ¢s bal-kamra hipertrofiaban szenvedo)
patkanyokkal végzett kisérlet igazolta, hogy a 90 napig tartdo, meggyben gazdag étrend
csokkenti az éhomi vércukorszintet, valamint a hiperlipidémia, a hiperinzulinémia és a
zsirmaj kialakulasanak kockazatat (Seymour et al., 2008). Egy masik kisérletben azt
tapasztaltdk, hogy az eredeti meggystiritmény him CBA/Hr egerek méjaban és vérében
gatolta a ciklooxigenaz-2 aktivitast, valamint fokozta az antioxidans védelmi rendszer
egyes enzimatikus elemeit (Sari¢ et al., 2009). ZDF (Zucker Diabetic Fatty, diabeteses
elhizott) patkanymodellekben azt is leirtdk, hogy az 4&llatok étrendjébe beiktatott
rendszeres meggyfogyasztas csokkentette a szisztémas ¢és a helyi gyulladast, valamint a
metabolikus szindromaban jellemz6 hasi elhizas kialakulasanak kockazatat (Seymour et
al., 2009).

Egy randomizalt placebo-kontrollalt crossover kisérletben azt vizsgaltak, hogy a
100%-0s meggylé elfogyasztasa milyen hatassal van a human szérum tumor nekrozis
faktor o (TNF-o), monocita kemoattraktans protein-1, valamint a higysav szintekre. Azt
meggylé fogyasztasa enyhitette a gyulladds meértékét. A tanulmany szerzOi azt a
kovetkeztetést vontak le, hogy a meggyfogyasztas szignifikansan csokkentheti a CVD-k
(cardiovascular diseases: sziv-és érrendszeri betegségek) kialakulasanak kockazatat
(Martin et al., 2011). Placebo-kontrollalt vak crossover vizsgalatban bizonyitottak, hogy
a meggyfogyasztas csokkenti a korai magas vérnyomdasban szenvedd férfiak szisztolés
vérnyomasat (Keane et al., 2016). Egy randomizalt kettds vak crossover vizsgalat arrol
szdmol be, hogy a meggylé két héten keresztiil torténd rendszeres fogyasztisa az

inszomniaban szenvedo felndttek alvasara is kedvez6 hatassal lehet (Pigeon et al., 2010).
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Tovabba azt is igazoltdk, hogy a meggylé rendszeres fogyasztasa képes mérsékelni az

intenziv testmozgas okozta izomkarosodast (Bowtell et al., 2011).

3.1.2. A paprika (Capsicum annuum L.)
A paprika fébb botanikai jellemzdi

A paprika (Capsicum spp.) az egyik legrégebben termesztett és leggyakrabban
hasznalt haszonnovények kozé tartozik, 6shazaja Dél-Amerika. Taxonomiailag a
Solanales rend Solanaceae csaladjaba tartozik. A Capsicum nemzetség tobb mint 200 fajt
foglal magéba, a termesztésbe vont fajok koziil azonban csak Ot nemesitett faj
meghataroz6. Ezek a kovetkezok: étkezési paprika (Capsicum annuum), cserjés paprika
(Capsicum frutescens), a kinai paprika (Capsicum chinense), bogyods paprika (Capsicum
baccatum), széros paprika (Capsicum pubescens), amelyek koziill Magyarorszagon az
étkezési paprika (Capsicum annuum L.) terjedt el. Az éghajlati tényezéknek és az intenziv
nemesitési munkdknak koszonhetden napjainkra az étkezési paprika novényi részei
fajtabélyegekké valtak. A fejlett paprika gyokérzete siiri bojthoz hasonlit, amely
tobbnyire a talajfelszinhez kozel helyezkedik el. Az étkezési paprika gyokérzete a kifejlett
novény 7-17%-a. Hajtasrendszerére alul fiirtos, feliil bogas elagazasok jellemzdek. A
levelek nagyséaga, alakja, a levéltomeg mennyisége eltérd a kiilonbozd fajtak esetén.
Altalanos alakja tojas vagy landzsa alaki. A levelek egyesével vagy kettesével fejlddnek.
Viréagai altalaban fehér, ritkdbban sarga vagy lila szintiek. Termése 4ltalaban sargas-fehér
vagy z0ld szinli, éretten piros. A termés alakja nagyon valtozatos formékat vehet {6l

(kerek, haromszog, szarv, trapéz stb.) (Lantos, 2018).

A paprikatermesztés vilagpiaci és hazai helyzete

A vilag paprikatermelése fokozatosan novekszik, 2018-es adatok alapjan meghaladta
a 36 milli6 tonnat. Azsidban allitjak eld a termelés kozel kétharmadat. Az Eurépai Uni6
a vilagtermelés koriilbeliill 7%-aért felel. A legjelentdsebb eurdpai orszagok a
paprikatermelés tekintetében a mediterran orszagok, elsésorban Spanyolorszag (1,2
millié tonna), valamint a Benelux allamok. Magyarorszagon a paprikatermesztés teriilete
drasztikusan visszaesett az utobbi két évtizedben, 3500 hektarrél 700 hektarra. A javulod
atlaghozam miatt a betakaritott 6sszes termés ehhez képest csak a negyedére csokkent. A
hajtatas vonatkozasaban is teriileti csokkenés tapasztalhatd, noha nem olyan markans,

mint a szabadfoldi termesztés esetében, 2400 ha-r6l 1500 ha-ra csokkent ez a tertlet. A
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technologiai korszeriisités eredményeként a hozam a hajtatas esetében is novekedett
(FruitVeB, 2020).

A megtermelt mennyiség az utdobbi években (2015-2018) 130-170 ezer tonna a
Ko6zponti Statisztikai Hivatal (KSH) adatai alapjan. A 2. dbra szemlélteti a vilag, az
Eurépai Unidé ¢és Magyarorszdg paprika termelésének volumenét 2015-2018-as
idészakban, Magyarorszag tekintetében a KSH, a vildg és az Europai Unid

vonatkozasaban a FAO adataira tiamaszkodva (2. abra).

4x107+
3.5%x107 1
3x1074
B Vilag

Bl Eurdpai Unié
2x107- ]
T B Magyarorszag

2.5x1074
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2 000 000+

1 000 000+
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2. abra A vilag, az Eurdpai Uni6 és Magyarorszag paprikatermelésének alakuldsa 2015

¢és 2018 kozott. (FAO és KSH adatai alapjan sajat szerkesztés)

3.1.2.1. A paprika taplalkozasbiologiai vonatkozasai

Az étkezési paprika energiatartalma alacsony, zsir- és szénhidrattartalma nem
szamottevd. Vizben nem oldodo és — pektin forméjaban — vizben o0ldodé élelmi rostokat
is tartalmaz. A paprikaban megtalalhat6 a Bi-, Bo- és Bg-vitamin, a folsav, valamint
kimagaslo karotinoid (A-provitamin) és C-vitamin tartalommal rendelkezik. Asvanyi
anyag tartalmat illetden gazdag kaliumforrasnak tekinthetd, mindemellett szamos
biologiailag aktiv szekunder metabolit széles korli szintézisére képes. E tekintetben
fontos emlitést tenni karotinoid, kapszaicinoid és polifenol tartalmarol(Lantos, 2018). A
2. tablazat (2. tablazat) szemlélteti a zoldpaprika tapanyag-, vitamin és asvanyi anyag

tartalmat.
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2. tablazat: A zo6ldpaprika beltartalmi értékei 100 g ehetd részre vonatkoztatva, a
vitaminok és asvanyi anyagok esetében feltiintetve, hogy ez egy felnétt ember szamara
sziikséges napi beviteli érték hany szazalékanak felel meg ((Rodler, 2005) és a Magyar

Elelmiszerkonyv 1-1-90/496 sz. eléirasa alapjan.)

100 g paprika tapanyagtartalma Egy feln6tt ember napi
sziikségletének ez
hany szazaléka (%)

Energia 20 kcal

Fehérje 11g

Zsir 1,4g

Szénhidrat 0,8¢g

Elelmirost 42¢g

100 g paprika vitamintartalma
Karotin 0,4 0,05
B1-vitamin (tiamin) 50 ug 4,55
B2-vitamin (riboflavin) 30 ug 2,14
Niacin 0,2 mg 1,25
Pantoténsav 0,19 mg 3,17
B6-vitamin (piridoxin) 0,24 mg 17,14
Biotin 1ug 2,00
Folsav 13 ug 6,50
C-vitamin 120 mg 150,00
100 g paprika asvanyi anyag tartalma

Natrium 4 mg 0,20
Kalium 160 mg 8,00
Kalcium 14 mg 1,75
Magnézium 12 mg 3,20
Vas 0,4 mg 2,86
Foszfor 33 mg 4,71
Réz 0,05 mg 5,00
Cink 0,2 mg 2,00
Mangan 0,073 mg 3,65
Krém 0,004 mg 10,00

A paprika taplalkozasbiologiai jelentdségét illetden — ahogyan a meggy esetében is —
az alabbiakban néhany relevans kutatas eredményét mutatom be.

C. annuum hipokoleszterinémias tulajdonsagaira szamos in vivo tanulmany hivja fol
a figyelmet. Myung-Ja Kwon és munkatarsai nyulakkal végzett kisérletilkben azt
tapasztaltdk, hogy a pirosparika szaritott forméaban vald 12 héten keresztiil torténd etetése
csokkenti a Koleszteril-észter transzfer fehérje aktivitasat, tovabba az osszes koleszterin
(C), a triglicerid (TG), az alacsony stiriségi lipoprotein-C (LDL-C), a nagyon alacsony
stirtiségli lipoprotein-C (VLDL-C) és a VLDL-TG szintjeit, mig ndveli a nagy siriségii

lipoprotein-C (HDL-C) szintet a plazmaban. Ezek alapjan arra a kdvetkeztetésre jutottak,
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hogy a pirospaprika lassithatja az érelmeszesedés progressziojat és csokkentheti
kialakulasanak kockazatat (Kwon et al., 2003). Egy masik, him Wistar patkdnyokon
végzett tanulmany bizonyitotta, hogy a pirospaprika vizes kivonatanak (200 mg/kg) 4
héten keresztiil torténd adagolasa csokkentette az allatok sulygyarapodasat, a szérum
Osszes koleszterinszintjét, a trigliceridet, az LDL-C-t és az aterogén indexet, valamint
novelte a szérum HDL-C szintjét (Otunola et al., 2014).

A szaritott guajilldé paprika karotinoidokban gazdag extraktumaval végzett
allatkisérletben igazoltdk annak fajdalomcsillapité hatdsat, valamint bizonyitottak, hogy
szignifikansan gatolja az 6déma képz6dését (Hernandez-Ortega et al., 2012). Egy masik,
hasonl6 jellegii in vivo tanulmany a C. annuum leveleinek etanolos kivonatat vizsgalta,
amely soran bizonyitottak, hogy a kivonatnak jelentds iziileti gyulladas csokkentd hatasa
van, amelynek hatterében a C reaktiv protein (CRP) a TNF-a., az interleukin (IL)-1pB és
az IL-6 proinflammatorikus citokinek szuppresszidja allhat (Tag et al., 2014).

A cserjés paprika antidiabetikus hatasara vonatkozé vizsgalatok kiemelik, hogy a
Capsicum frutescens fokozza az inzulinérzékenységet a periférias szovetekben, stimulalja
a glukagon-szerii peptid-1 szekréciojat, javitja a gliikoz toleranciat, valamint megvédi a
B sejteket az apoptdzistol (Roghani et al., 2004).

A paprikamag etanolos kivonatat vizsgalva Song és mtsai ugy talaltak, hogy az
csOkkentheti az oxidativ karosodast az antioxiddns védekezd rendszer aktivalasaval
magas zsirtartalmua étrenden (HFD: high fat diet) tartott patkanyok esetén (Song et al.,
2010). Egy masik in vivo vizsgalat paprikamag extraktum potencialis preventiv hatasat
irta le HFD-indukalt obez egerekben (Sung et al., 2016).

A fentiek ravilagitanak arra, hogy a meggy ¢és a paprika bioldgiailag aktiv
vegylileteket akkumulalnak €s képesek pozitiv €élettani hatasokat kifejteni. Munkam soran
a meggy antocianinjait és a paprikamagban felhalmozod¢é allitiamin hatasat vizsgaltam
primer endothel sejtkultiran kiilonb6zd korélettani allapotok modellezése mellett. Az
alabbiakban az altalam vizsgalt hatdanyagokat, valamint a modellrendszerként hasznalt
endothel sejteket kivanom bemutatni a kisérletek soran szimulalt patomechanizmusok

Osszefiiggésében.
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3.2.  Adolgozat targyat képezo biologiailag aktiv hatéanyagok

3.2.1. Az antocianinok

3.2.1.1. Az antocianinok dltalanos jellemzése

Az antocianinok a polifenolok, azon beliil a flavonoidok t6bb ezer molekulat magaban
foglalo vegyiiletcsaladjaba tartoznak, a novények masodlagos anyagcseretermékei,
amelyek komplex bioldgiai funkcidkat latnak el a ndvényi szervezetben. Virdgok és
termések szinarnyalataiért felel0sek, rovar attraktdnsként pedig fontos szerepet jatszanak
a hasznos beporzok figyelmének felkeltésében (Winkel-Shirley, 2001). Kulcsszerepiik
van a ndvények biotikus vagy abiotikus stresszre adott valaszreakcidiban: az antocianinok
megvédik a fotoszintetikus apparatust az UV fény karos hatasatol, antimikrobialis
hatassal rendelkeznek, ROS (reactive oxygen species: reaktiv szabad gyok) eliminald
képességiik révén pedig képesek enyhiteni az oxidativ stresszt (Mouradov and
Spangenberg, 2014). A legtjabb kutatasok alapjan az antocianinok jotékony hatasuak az
alacsony homérséklet, a szdrazsag és a magas sotartalom okozta stresszhatdsok esetén is
(Li et al., 2017). Stabilitasuk fiigg a pH-tol, a fénytdl, a hdmérséklettdl és molekularis
szerkezetiiktdl (Khoo et al., 2017).

Az antocianinok és antocianidinek a fenilpropanoid anyagcseretiton szintetizaldédnak
(Shi and Xie, 2014). Az antocianinok esetében az alapvazhoz annak hidroxilcsoportjain
keresztiil glikozid kotéssel cukoregységek kapcsolddnak, ilyen modon az antocianinok az
antocianidinek glikozidjai. Az antocianidinekre és az antocianinokra a C6-C3-C6 alapvaz
jellemzd, amelyben két benzolgylirlit egy oxigénatomot tartalmazd heterociklusos
pirangytirti kot 6ssze (Wallace and Giusti, 2015) (3. abra). Az alapvazban 1évé kettds
kotések a molekula kromofor részei, amelyek — els@sorban, de nem kizarolagosan —

feleldsek az antocianint felhalmozo6 névények kiillonboz6 szinarnyalataiért.
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3. abra Az antocianidinekre és az antocianinokra jellemz6 Ce-C3-Ce alapvaz

3. tablazat: Néhany fontos antocianidin és glikozidjainak szerkezete

ANTOCIANOK Rs Rs Rs
PELARGONIDIN H H
CIANIDIN H OH
DELFINIDIN H OH OH
PEONIDIN H OCH; H
PETUNIDIN H OCH; OH
MALVIDIN H OCH; OCHs
PELARGONIDIN-3-GLUKOZID Glikéz H H
CIANIDIN-3-GLUKOZID Gliikdz OH H
DELFINIDIN-3-GLUKOZID Gliikéz OH OH
PEONIDIN-3-GLUKOZID Gliikdz OCH; H
PETUNIDIN-3-GLUKOZID Glikéz OCH; OH
MALVIDIN-3-GLUKOZID Glikéz OCH; OCHs

Az alapvazhoz kiilonb6z6é szubsztituensek elsésorban hidroxil-, metoxicsoportok,
cukoregységek kapcsolodhatnak, melyek szdma és helyzete kiilonbozteti meg egymastol
azokat (3. tablazat: Néhany fontos antocianidin és glikozidjainak szerkezete Az
antocianinok esetében a glikozilacié megvaldsulhat az alapvaz 3, 5, 7, 3’ és 5’ fenolos
hidroxilcsoportjain, azonban a ’C’ gylrii 3. széntatomjadhoz kapcsolodd
hidroxilcsoporton torténd glikozilaciéo a meghatarozé (Cheng et al., 2014). A glikozidok
nagyobb stabilitdssal és jobb vizoldhatdsaggal rendelkeznek az aglikon formdkhoz

képest. A glikozilacioban jellemzden részt vevé monoszacharidok a gliikkdz, a ramnoz, a
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galaktoz, az arabindz és a xiloz (Kdhkonen et al., 2003). A diszacharidok esetében a
rutindz glikozilaciohoz vald hozzajarulasa a leggyakoribb (Farr et al., 2019). Egyes
antocianinok felépitésében triszacharidok is a részt vesznek, mint példaul a gliikorutin6z
(Cabrita, 2015). Az antocianinok glikozidos csoportjat kiilonb6z6 szerves — elsésorban

alifas dikarbon- és fenilpropan- — savak is acilezhetik (Alappat and Alappat, 2020).

3.2.1.2. Az antocianinok farmakologiai aktivitasanak molekularis alapjai

Az antocianinok szabad gyok elimindlo képessége a legrégebben kutatott tulajdonsag,
amelyhez biologiai aktivitasukat sokaig kizardlagosan tulajdonitottak. Az elmult
évtizedek kutatdsai mas mechanizmusokat is felvetnek és egyuttal ravilagitanak az
antocianinok sokrétli terapias potencialjara (Salehi et al., 2020). Az antocianinok
farmakologiai jelentdségének hianytalan bemutatasat — a tekintélyes szakirodalomra valo
tekintettel — ezen dolgozat keretei nem teszik lehet6vé, azonban az alabbiakban
ismertetem ¢ mechanizmusok molekularis fundamentumait, torekedve egy rovid, tomor,
mindazonaltal koriiltekintd interpretaciora.

A reaktiv szabad gyokok és az ezek eliminalasat végzo antioxidansok egyensulyanak
eltolodasa az el6bbiek javara eredményezi az oxidativ stresszt, amely szamos
megbetegedés progresszidjaban jatszik fontos szerepet A szabad gyokok szarmazhatnak
endogén illetve exogén forrasbol. Az €16 szervezetben lejatszodd szabalyozott vagy
spontan oxidacids-redukcids folyamatok révén képzddnek az endogén szabadgydkok
enzimatikus vagy nem enzimatikus reakciokban. LegfObb endogén forrasként emlithetd
— a teljesség igénye nélkiill — a mitokondrialis elektrontranszportlanc, a nikotinamid-
adenin-dinukleotid-foszfat (NADPH)-oxidazok, a citokrom P450 (CYP) enzim csalad, a
xantin-oxidazok (XOs). A szabad gyokok exogén forrasai az ionizald sugarzas, az
ultraibolya sugarzas, a dohanyzas, a kiillonb6z6 kemikaliak stb. (Liguori et al., 2018). A
szabad gyokok elleni védekezés alapfeltétele az enzimatikus (glutation-peroxidaz,
szuperoxid-dizmutaz, katalaz, stb.) és nem enzimatikus (aszkorbinsav, a-tokoferol, o-
liponsav stb.) védelmi rendszer Osszehangolt miikodése (Birben et al., 2012). Az
antocianinok — és egyéb flavonoid tipust vegyiiletek — a nem enzimatikus védelmi
rendszer funkciojat tamogatjak (Ullah et al., 2019).

Az antocianinok antioxidans hatasat vizsgalo kutatasok alapjan az antocianinok
kiilonb6zé modokon fejthetik ki aktivitdsukat. Az antocianinok szerkezetére jellemzd

szabad -OH csoportok redukaloképességiik révén képesek kozvetleniil eliminalni, vagy

stabilabb formava alakitani az oxidacids folyamatokban keletkezd reaktiv gydkoket
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(Khoo et al., 2017). Ebben a tekintetben a B gytirii C3-as és C4-es, valamint a C gyiri
C3-as helyzetii szénatomjahoz kapcsolédd -OH csoportok birnak kitiintetett szereppel.
Az antocianinok egy vagy tobb fenolsavval torténd acilezése jelentésen megndveli
antioxidans aktivitasukat (Matera et al., 2015).

Az endogén reaktiv oxigén gyok (ROS) képzddés egyik forrasa a XO mitkddése. A
purinbazisok katabolizmusabol szarmazo6 xantint a XO hugysavva és H,O,-da alakitja.

Az antocianinok a XO enzim inhibicidjan keresztiil indirekt modon fejtik ki antioxidans

hatasukat (Borges et al., 2002). Egy 2000-ben megjelent tanulmany azt is kimutatta, hogy
a flavonoidok C5-6s és C7-es szénatomjahoz kapcsolodo -OH csoport jelenléte fokozott
XO-gatld hatast eredményez, mig a C6-os és C3-as szénatomhoz kapcsolédd -OH
csoportok ezt gatld hatast jelentdsen csokkentik (Cos et al., 1998).

Az oxidativ kdrosodas egyik kovetkezménye a fémtartalmu fehérjékben kotott
allapotban 1év6 atmeneti fémionok (Fe, Cu) szabadda valasa, amelyek tovabb fokozhatjak
a szabadgyokok okozta karosodast az un. Fenton reakcié révén (Zhao, 2019). Az

antocianinok az atmeneti fémionokkal komplexet képeznek, igy a fémionok Fenton-

reakcioban mutatott rendkiviil reaktiv hidroxilgyokoket generdld képessége nem jut
érvényre. Ebben a tekintetben az antocianinok B gylirijének C3’-as és C4’-es
szénatomhoz kapcsol6do -OH csoportjai jatszanak fontos szerepet, amelyeken keresztiil

stabil antocianin-fém komplexek alakulnak ki (Schreiber et al., 2010). Fémkomplexképzd

sajatossaguknak koszonhetéen képesek gatolni a réz ionok katalizalta LDL oxidéciot is
csokkentve az ateroszklerotikus plakkok kialakulasanak kockazatat (Brown and Kelly,
2007).

Egy masik tdmadasponton az antocinaninok az Nrf2 (nuklearis faktor-eritroid 2
kapcsolt faktor 2) transzkripcios faktor stimulalasan keresztiil tamogatjak a fazis 11

rendszer enzimeinek (glutation-S-transzferaz, NAD(P)H-kinonreduktaz, y-glutamil-

cisztein-szintetdz, hemoxigendz) bioszintézisét, ami kulcsfontossagii az antioxidans
védelmi rendszerben (Aboonabi and Singh, 2015).

Az antocianinok masik jelentds farmakoldgiai szerepe gyulladdscsokkent6
hatasukban all, amelyet — hasonloan az antioxidans képességiikhdz — tobb molekularis
mechanizmuson keresztiil képesek kifejteni. Tekintettel a szabad gyokok ¢és az
inflammatorikus folyamatok hatterében allo molekuléris torténések szoros kapcsolatara

(Lauridsen, 2019) fontos megjegyezni, hogy az antocianinok antioxidans hatasa

onmagaban hozz4jarulhat a gyulladascsokkentd képességiikhoz.
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Az antocianinok antiinflammatorikus aktivitasa mogott a gyulladas kozvetitésében

fontos szerepet jatszo enzimek inhibicidja is allhat. A 3.4.2.2. fejezetben részletesen

ismertetett arachidonsav tutvonalon szintetizalodo eikozanoidok (prosztaglandinok,
leukotriének) fontos szerepet tOltenek be a gyulladasos reakciok regionalis
szabalyozoiként (Lone and Taskén, 2013). A sejtmembranok foszfolipidjeibdl a
foszfolipaz A2 (PLA2) enzim hatasara arachidonsav szabadul fel, amelybdl
ciklooxigenaz (COX-1-2) és lipoxigenaz (5-LOX) enzimek Kkatalizise mellett az
eikozanoidok bioszintéziséhez sziikséges prekurzorok keletkeznek (Khanapure et al.,
2007). Dreiseitel ¢s munkatarsai arr6l szamoltak be, hogy az antocianinok — koztiik a
cianidin, a malvidin, a peonidin, a petunidin és a delfinidin — hatékony inhibitorai a PLA2
enzimnek (Dreiseitel et al., 2009). Egy masik, in vitro vizsgalatban azt talaltak, hogy az
antocianinok kiilonbozé mértékben képesek gatolni a COX-1 és COX-2 enzimek
aktivitasat. Azt is leirtak, hogy a COX-2 gatlas fligg az antocianinok szerkezetétol, egész
pontosan a B gytirtin 1év6 szabad -OH csoportok szdmatdl. Antocianinok egyetlen -OH
csoporttal a B-gytir(in (pelargonidin, a peonidin és a malvidin) nem mutattak gatl6 hatast.
A B-gytirtin két -OH csoportot tartalmaz6 cianidin erdsebb gatldst mutatott, mig a
leghatékonyabb inhibitornak a Cs-C3-Cs alapvaz vaz B gytrijén 3 -OH csoporttal
rendelkez6 delfinidin bizonyult (Hou et al., 2005). In vitro enzim-inhibicids vizsgalatban
ugy talaltak, hogy az antocianinok nem-kompetitiv modon gatoljak az 5-LOX enzimet is.
Ebben a tekintetben a delfinidin-3-O-gliikozid és a delfinidin-3-O-galaktozid biologia
aktivitdsa volt a legmarkansabb 0Osszehasonlitva mas antocianinokkal illetve azok

aglikonjaival (Knaup et al., 2009).

A legujabb kutatasok az antocianinok transzkripciot szabalyozo hatasara hivjak fel a
figyelmet (Li et al., 2019). Az inflammatorikus agensek (citokinek, kemokinek) kiils6
vagy belsd ingerek hatdsara szintetizalddnak bonyolult szignal transzdukcios folyamatok
kovetkezményeként. Ezekben a  jelatviteli  folyamatokban  kulcsfontossagu
adaptermolekuldk ¢és transzkripcids faktorok szabalyozésan keresztil ugy tlinik az
antocianinok képesek jelentés immunmodulalé hatas kifejtésére (4. abra).

Az NF-xB (nuklearis faktor-kappa B) egy transzkripcios faktorcsalad, ami
kulcsfontossagi a velesziiletett és adaptiv immunrendszer mitkodésének molekularis
szabalyozasaban, valamint a gyulladasos valaszok szubcellularis kdzvetitésében (Dev et
al., 2011). Paixao ¢s munkatarsai kimutattak, hogy a malvidin-3-O-gliikozid csokkenti a

crer

azaltal, hogy gatolja az NF-«kB aktivalodasat (Paixao et al., 2012). Egy masik in vitro
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tanulmany arrol szamolt be, hogy a malvidin gatolta az IxBa (NF-xB inhibitor)
transzlokaciojat (Huang et al., 2014). Egy RAW264.7 makrofag sejtekkel végzett in vitro
kutatas leirta, hogy antocianinban gazdag fekete rizs teljes ki6rlésii kivonata csokkentette
az NF-«xB aktivitasat. Ugyanez a tanulmany adatokat szolgéltatott az aktivator protein-1
novényi extraktum dozisfiiggé modon csokkentette MAPK-k (mitogén-aktivalt protein
kinazok) csoportjaba tartozo ERK (extracellularis szignal altal szabalyozott kinaz), p38
és JNK (C-Jun N-terminalis kinaz) foszforilaciojat (Limtrakul et al., 2015). Szintén
RAW264.7 immunsejtekkel végzett kutatds a peonidin, a pelargonidin, és a malvidin p-
kumarsavval alkotott észtereit vizsgalta. Eredményeik alapjan gyulladascsokkentd
hatasukat az NF-kB aktivitdsdnak és a STATI1/3 (signal transducer and activator of
transcription 1/3) molekulak foszforilaciojanak a gatlasan keresztiil fejtik ki (Lee et al.,
2017). IL-1p altal indukalt iziileti kondrocita (porcsejtek) gyulladasos modellen végzett
vizsgalatok azt is bizonyitottak, hogy a delfinidin képes az NF-xB aktivacidjanak
csOkkentésére az IL-1 receptor asszocialt kinaz (IRAK)-1 (Ser376) foszforilacidjanak
modulalasa révén (Haseeb et al., 2013).

A bemutatott eredmények az antocianinok biologiai aktivitdsdra vonatkozo
ismereteknek csak egy sziik spektrumat képezik. Farmakologiai aktivitasuk — az eddigi
kutatasi eredmények alapjan — tobb mint 100 receptor, intra- vagy extracelluldris szignal
molekula, vagy transzkripcios faktor modulalasan keresztiil valésulhat meg (Domitrovic,
2011; Li et al., 2019). Osszességében bizonyitottnak tekinthetd, hogy az antocianinok
képesek kolcsonhatasba 1épni  az inflammatoérikus és  antioxiddns rendszer
kulcsfontossagt elemeivel. Ezek pozitiv élettani hatdsai lehetdvé teszik alkalmazasukat

bizonyos megbetegedések prevencidjaban.
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4. abra Antocianinok immunmodulalé hatasanak mechanizmusai.
AC: Antocianin, AP-1: Aktivator protein-1, ERK: Extracellularis szignal altal
szabalyozott kinaz, JAK: Janus kinaz, INK: C-Jun N-terminalis kinaz, IKK: inhibitor
k-B-kinaz, INF: Interferon, IL: Interleukin, IRAK: IL-1 receptor asszocialt kinaz, LPS:
Lipopoliszacharid, MAPK: Mitogén-aktivalt protein-kinaz, MyD88: Mieloid
differenciacios faktor 88, NF-kB: Nuklearis faktor-kappa B, NIK: NF-kB-indukalo
kinaz, P38: p38 mitogén-aktivalt protein-kinaz, P50: NF-kB P50 alegysége, P65: NF-
kB P65 alegysége, RIPK: Receptor-kolcsonhatasban 1évo szerin/treonin-protein-kinaz,
STAT: jelatalakito és transzkripcios fehérjék aktivatora, TNF-o: Tumor nekrozis faktor
alfa, TRADD: TNF receptorral kapcsolodé halal doménnel rendelkez6 protein, TRAF:
TNF receptor asszocialt factor

(Shiyu Li et al., 2019. alapjan sajat szerkesztés)

3.2.1.3. Az antocianinok pozitiv élettani hatdsa kiilonbozd korképekben

Az alabbiakban néhany allati és human klinikai vizsgalatot mutatok be, amelyek az
antocianinok farmakologiai aktivitdsat kihasznalva az életkorral és taplalkozéssal is
Osszefiiggésbe hozhatdé megbetegedések esetében értek el relevans eredményeket.

Kardiovaszkularis hatés

A CVD-k vilagszerte vezetd halaloknak szamitanak (Mc Namara et al., 2019). Az

antocianinok CVD-kel szembeni hatasara szamos kutatas felhivta a figyelmet
(Hassellund et al., 2013; Reis et al., 2016; Wallace, 2011). C57BL/6J egerekkel végzett
kisérletben igazoltak, hogy a cianidin-3-O-gliikozid és a delfinidin-3-O-gliikozid

--------
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gyengitették a thrombus novekedését mind artérias, mind vénas nyirofesziiltségek esetén,
ami valoszintileg hozzajarul az antocianinok tromboézis és CVD elleni védéhatasaihoz
(Yang et al., 2010). Diszlipidémias betegeknél végzett placebo-kontrollos vizsgalatban
kimutattak, hogy az antocianinok 12 héten at torténd napi kétszeri bevitele csokkentette
a LDL, egyuttal novelte a HDL koleszterinszintet (Qin et al., 2009). Alvarez és
munkatarsai hasonld eredményekre jutottak egészséges Onkéntesekkel végzett
kutatasukban. Napi 500 g foldi eperrel torténd étrendkiegészités hatasara csokkent az
Osszkoleszterin, az LDL-koleszterin és a triglicerid szint. Szignifikansan csokkentek az
oxidativ stressz markereinek koncentracioi a vérben (malondialdehid) és a vizeletben (8-
hidroxi-oxi-guanozin) (Alvarez-Suarez et al., 2014). Egy 24 éven at tartd prospektiv
tanulmanyban azt figyelték meg, hogy a gyiimdlcsalapt, antocianinokban gazdag étrend
a nem halalos miokardialis infarktus és az ischaemias stroke alacsonyabb kockazataval
tarsult (Cassidy et al., 2016). Egy masik hossza id6tartamu (18 év) nyomon kovetéses
klinikai vizsgélat 93 600 n6 bevonasaval bizonyitotta, hogy az adfonya és szamoca heti
harom alkalommal torténé bevitele szignifikansan (34 %-kal) csokkenti az akut
miokardialis infarktus kialakulasanak kockazatat. A szerzOk kovetkeztetése alapjan
ennek hatterében az antocianinok védo hatdsa allhat, ugyanakkor az antocianin bevitel a
stroke bekovetkezésének gyakorisagara nem volt hatassal (Cassidy et al., 2013). 45
randomizalt, kontrollalt tanulmany metanalizise arra a kovetkeztetésre jutott, hogy a piros
bogyosok fogyasztasa, valamint tisztitott antocianinok napi bevitele (2,2-1230 mg
antocianin/nap) jelentésen megnoveli a HDL-koleszterinszintet, ezzel parhuzamosan
csokkenti az LDL-koleszterint, a triglicerid szintet, a szisztolés és a diasztolés
vérnyomast, valamint a CRP és TNF-a gyulladasos markerek szintjét a vérben (Luis et
al., 2018).

Antidiabetikus és antiobezitas hatasok

A diabetes mellitus (DM) egy kronikus metabolikus rendellenesség, amely
jellegzetesen megvaltoztatjia a szénhidrat-, zsir- ¢és kisebb mértékben a
fehérjeanyagcserét. Ennek oka a hasnyalmirigy B-sejtjeinek rendellenes mitkddésébol
adodo inzulinszekrécid csokkenése esetleg teljes hianya, vagy az esetek nagyobb
hanyadaban a megtermelt inzulin hatasanak csokkenése (inzulinrezisztencia) (American
Diabetes, 2010). A testtomeg-index szoros kapcsolatban all az inzulinrezisztencia

kialakulasaval. Elhizas esetén megnd a szabad zsirsavak, a glicerin, egyes hormonok,
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citokinek és mas gyulladasos markerek mennyisége, amelyek fontos szerepet jatszanak
az inzulinrezisztencia patogenezisében és progresszidjaban (Bays et al., 2007).

Az antocianinok a lipidek felszivodasanak gatlasaval, az energiafelhasznalas
befolyasolasaval, a lipid anyagcsere szabalyozasaval, a fent részletezett
antiinflammatorikus hatassal, a human mikrobiom diverzitasanak javitasaval, valamint a
taplalékbevitel idegi szabalyozasaval jotékony hatéassal lehetnek az elhizas tiineteire (Xie
et al., 2018). Kwon és munkatarsai leirtdk, hogy az antocianinokban gazdag fekete
szojabab kivonat HFD-n tartott patkanyok esetén csokkentette a testtomeg-ndvekedést.
Emellett csokkent a szérum triglicerid és koleszterin szintje, mig a HDL
kisérletben ICR egerek HFD-jét lila édesburgonya antocianin extraktuméval egészitették
ki napi 200 mg/kg dozisban négy héten at, ami csokkentette a sulygyarapodast, emellett
javitotta a szérum lipid paramétereket és gatolta a m4j triglicerid felhalmozasat. Az
antocianin frakcio6 fokozta az adenozin-monofoszfat aktivalt protein kinaz foszforilaciojat
illetve csokkentette a szterin szabalyoz6 elemhez k6tddo fehérje 1 expresszidjat, ami
végeredményben csokkentette az acetil-CoA karboxildz és zsirsav-szintaz enzimeket
kodolo gének kifejez6dését az egerek majaban (Hwang et al., 2011).

Az antocianinok az intesztinalis gliikozfelszivodas gatlasaval, a hasnyalmirigy
fokozasaval, valamint a majbeli glilkoneogenezis mérséklésével enyhithetik a DM
szovédményeit (Belwal et al.,, 2017). Heyman ¢és munkatarsai 8 kiilonbozo,
flavonoidokban gazdag bogyds gylimolcs hatdsat vizsgaltak 13 héten keresztiil HFD-n
tartott C57BL/6J egerek esetében. Megallapitottak, hogy az antocianinban gazdag étrend
alacsonyabb ¢homi inzulinszintet eredményezett, valamint pozitiv hatast gyakorolt a
gliik6z homeosztazisra és a hepatikus lipid lerakddasra (Heyman et al., 2014). Diabeteses
patkanyokban a sz616 antocianinjair6l bizonyitottak, hogy a kezelést kovetden csokkentik

Meg kell emliteni az antocianinok rakellenes (Lin et al., 2017), antimikrobialis
(Cisowska et al., 2011) és neurodegenerativ betegségekre (Winter and Bickford, 2019)
kifejtett pozitiv hatasait, melynek molekularis hatterét ¢ dolgozat nem targyalja

részleteiben.
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3.2.2. Atiamin

3.2.2.1. A tiamin dltalanos jellemzése

A tiamint (B-vitamin) fedezték fel elséként a vitaminok koziil. A 19. szdzad végén
Christiaan Eijkmann holland orvos a beriberi betegség tanulmanyozasa soran
munkatarsaival megallapitotta, hogy az egy — a rizs héjaban egyébként jelenlévd —
vegyiilet hidnyaban fellép6 korkép. 1912-ben Casimir Funk olyan rizskorpa eredetii
kivonatot készitett, ami képes volt enyhiteni a beriberi tiineteit. A primer amin (-NH2)
funkcids csoportot tartalmazo hatéanyagot bazisos jellege és gyogyhatasa folytan ,,vita
amine”-nak (vitalis amin, élet+amin) nevezte el, innen ered a vitamin szohasznalat.
Barend C. Jansen és Willem Donath holland kémikusok 1926-ban el6szor allitottak el
tiszta Bi-vitamint kristalyos formaban, amit a beriberi betegség idegrendszeri tiineteit
enyhité/gyogyitod hatasa utan aneurinnak (neuritisz = ideggyulladas) neveztek el. 6 évvel
késébb Adolf Windaus Nobel-dijas német vegyész meghatarozta az aneurin kémiai
Osszetételét. A vegyiiletben 1évo kénatom és amincsoport alapjan az aneurin helyett a
tiamin nevet javasolta. Hans Andersagnak 1937-ben sikeriilt a Bi-vitamint szintetikus
uton el@allitania (Carpenter, 2012). Az ezt kovetd évtizedekben a kutatok szamos tiamin
analogot szintetizaltak azok jobb farmakologiai hasznosithatosaga reményében (Volvert
et al., 2008). 1954-ben a Fujiwara vezette japan kutatocsoport fokhagymabol (Allium
sativum) egy apolaris tiaminszarmazékot izolalt, amit — a fokhagyma latin neve alapjan —
allitiaminnak neveztek el (Fujiwara et al., 1954).

Kisérleteim soran az allitiamint vizsgaltam endothel sejtkultiran. Tekintettel az
allitiaminnal kapcsolatos csekély szakirodalomra, valamint a tiaminnal valdé szoros
szerkezeti rokonsagara (lasd 5. abra), az alabbiakban a tiamin ndvényekben vald
metabolizmusanak és funkcidjanak, valamint humdan élettani hatdsainak fontosabb
aspektusait, tovabba a human gyogyaszatban hasznalt szintetikus tiamin analdgrol, a

benfotiaminrol szerzett relevans ismereteinket tekintem at.

A tiamin (Bz-vitamin) vizben 0ld6do vitamin. Szerkezetére egy pirimidin és egy tiazol
gylirt jellemz6, amelyek egy metilénhid segitségével kapcsolodnak. A pirimidin gytrii
egy amino- és egy metilcsoporttal, mig a tiazol gylirti egy metil- és egy hidroxi-etil-
csoporttal szubsztitualt (Tylicki et al., 2018). A Bi-vitamin a szervezetben hat kiilonb6z6
alakban fordul eld. Ezek foszforilaciés és adenozilacios allapotukban kiilonboznek
egymastol (Fitzpatrick and Chapman, 2020). Az 5. abra mutatja a Bi-vitamin csaladba

tartozo vegyliletek, valamint az allitiamin kémiai szerkezetét. A tiamin biologiai szerepét
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reakcidiban tulnyomorészt tiamin pirofoszfat alakjaban t6lti be (Rapala-Kozik, 2011).
Mint az Osszes vitamin, a tiamin is érzékeny az oxidaciora, a pH- és hdvaltozasra,

valamint az UV sugarzasra (Schnellbaecher et al., 2019).
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5. abra A tiamin és szarmazékai, valamint az allitiamin kémiai szerkezete.

Pirossal jeldlve a tiamin alapegység. A tiamin-szarmazékok foszforilacios (fekete)

¢és adenozilacios allapotukban (kék) kiilonboznek egymastol

A tiamin tiazol (hidroxietil-tiazol-foszfat: HET-P) és pirimidin (hidroximetil-
pirimidin-pirofoszfat: HMP-PP) prekurzorai a kloroplasztiszokban szintetizalédnak (6.
abra). A tiamin-monofoszfat (TMP) a HMP-PP és HET-P kondenzacidjabol keletkezik.
A biologiailag aktiv forma, a tiamin-pirofoszfat (TPP) szintézise soran a TMP elészor
defoszforilezddik tiaminna, ami a késdbbiekben foszforilezddik a tiamin-pirofoszfat-

kinaz (TPK) katalizalta reakcioban (Fitzpatrick and Chapman, 2020).
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6. abra A tiamin-pirofoszfat koenzim bioszintézise, transzportja és szerepe a

novényekben.

AHAS: Acetohidroxisav-szintaz, a-KGDH: a-ketoglutarat-dehidrogenaz, AIR:
Amino-imidazol-ribonukleotid, DXPS: 2-deoxi-xiluloz-5-foszfat-szintaz, HET-P:
Hidroxietil-tiazol-foszfat, HMP-P: Hidroxi-metil-pirimidin-foszfat, HMP-PP:
Hidroximetil-pirimidin-pirofoszfat, NUDIX: NUDIX hidrolaz, PDC: Piruvat-
dekarboxilaz, PDH: Piruvat-dehidrogenaz, THI1: Tiamin-tiazol-szintaz, THIC: HMP-P
szintaz, TK: Transzketolaz, TMP: Tiamin-monofoszfat, TPP: Tiamin-pirofoszfat

(Teresa B. Fitzpatrick et al., 2020. alapjan sajat szerkesztés)

Novényekben a TPP kiilonb6z6 enzimatikus reakciokban kofaktor szerepet t6lt be (6.
abra), amivel hozzajarul a n6vény anyagcseréjének megfelelé miikodéséhez. A TPP mind
a kloroplasztiszban lokalizal6do, mind a mitokondridlis piruvat-dehidrogenazok (PDH)
kofaktoraként fontos szerepet jatszik a piruvat acetil-CoA-va torténd atalakuldsaban. A
folyamat a mitokondriumban a glikolizist és a Szentgyorgyi-Krebs ciklust kapcsolja
Ossze, a kloroplasztiszokban miikodé PDH komplex pedig acetil-koenzim A-t és
NADPH-t szolgaltat a zsirsavak de novo szintéziséhez (LeClere et al., 2004). A TPP a
piruvat-dekarboxilaz miikodéséhez is nélkiilozhetetlen, ami a piruvat acetaldehiddé és
szén-dioxidda torténd atalakulasat katalizalja (Lobell and Crout, 1996). A TPP a
citoszolban lejatsz6dd pentoz-foszfat ciklusban, valamint a kloroplasztiszokban

végbemend Calvin-ciklusban a transzketolaz enzim kofaktoraként is fontos szerepet tolt
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be (Kruger and von Schaewen, 2003). A TPP esszencialis a a-ketoglutarat-dehidrogenaz
mikodéséhez is, ami kulcsfontossdgi enzim a nitrogén asszimilacidban, az aminosav-
anyagcserében, a glioxilat-hasznositasban, valamint fontos szerepet jatszik a jelatvitelben
és energiatermelésben (Bunik and Fernie, 2009). Az elagazd lanca valin, leucin és
izoleucin aminosavak szintézisének elsé 1épését katalizald acetohidroxisav-szintaz
aktivitasa is TPP-fliggé (Chang and Duggleby, 1997). A TPP kofaktora a 2-deoxi-xilul6z-
5-foszfat-szintaznak is, amely katalizdlja a piruvat és a glicerinaldehid-3-foszfat
fliggetlen bioszintéziséhez sziikséges prekurzor (Eisenreich et al., 1998).

A tiamin, valamint szarmazékai, nem kofaktor funkciokat ellatva, jelatviteli
molekulaként fontos szerepet jatszanak korokozok elleni védekezé mechanizmusokban,
valamint a tiamin metabolizmus a névények abiotikus stressz elleni védekezésének is
része (Goyer, 2010).

3.2.2.2. A tiamin, mint esszencialis mikronutriens

Az elézdekben részletesen bemutatott antocianinokkal ellentétben az allitiamin
bioldgiai aktivitdsdval kapcsolatban joval kevesebb szakirodalom all rendelkezésre.
Mindazonaltal, a tiamin és szintetikus analdgjainak farmakoldgiai funkcidi intenziv
kutatasok targya. Az aldbbiakban a tiamin és szintetikus szdrmazékainak ¢lettani
jelentdségét kivanom bemutatni.

A tiamin a human szervezet szamara nélkiilozhetetlen mikrotdpanyag. Az emberi test
tiamin ellatasa szinte teljes mértékben az étrendi beviteltdl fiigg tekintettel az endogén
bioszintézis hidnydra, noha a mikrobiota egyes mikroorganizmusai képesek a tiamin
szintézisére (Rowland et al., 2018). A tiaminban gazdagabb taplalékforrasok: teljes
kidrlésti gabondk, barna rizs, sovany husok, szojabab, diofélék, szaritott bab, borso,
gabonafélék (Osiezagha et al., 2013).

A legtobb hidrofil mikrotdpanyaghoz hasonldan a tiamin nagy része is a jejunumban
szivodik fel. A bél lumenében az alkali foszfatazok katalizaljak a tiamin foszforilezett
szarmazékainak szabad tiaminna vald hidrolizisét. A szabad tiamin 1 pM-nél nagyobb
koncentracioban passziv diffuziéo utjan, mig ennél Kkisebb koncentracioban tiamin
transzporter fehérjéken (THTR1/2) keresztiil, energiafiiggd folyamatban keril a
vékonybél epithelialis sejtjeibe. Itt a tiamin a TPK-1 katalizalta reakcioban TPP-ta alakul,

ami defoszforilezddik az enterocitak bazalis membranja szamara atjarhaté6 TMP-ta.
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A TMP ATPaz-fiiggd transzportrendszeren keresztiil jut a véraramba. A szabad
tiamin THTR2-n Kkeresztil is eljuthat a véraramba az enterocitadk bazolateralis
membranjan keresztiil (Rindi and Laforenza, 2000). A TMP és a tiamin szabadon kering
a plazmaban vagy a szérumban, mig a TPP tobb mint 90%-a az eritrocitdkban és a
leukocitakban lokalizalodik (Talwar et al., 2000).

A szervezet 0ssztiaminjanak mintegy 80%-at a kétszeresen foszforilalt forma, a TPP
alkotja (Collie et al., 2017). A human szervezet szamara a TPP — mint a fent bemutatott
novények esetében is — a tiamin metabolikusan aktiv formaja, nélkiilozhetetlen kofaktor
a szénhidratok és aminosavak metabolizmusaban részt vevdé tobb enzimkomplexben

(Dhir et al., 2019) (7. abra).
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7. abra TPP-fliggd enzimek ¢s metabolikus Gtvonalaik

o-KGDH: a-ketoglutarat-dehidrogenaz, BCKADH: Elagazo lancu o-ketoacil-
dehidrogenaz, HACL1: 2-hidroxiacil-CoA-liaz, PDH: Piruvat-dehidrogenaz, TK:
Transzketolaz

(Shibani Dhir et al., 2019. alapjan sajat szerkesztés)

3.2.2.2.1. A tiamin funkcioinak biokémiai alapjai
A gliikkoz direkt oxidacidja a citoszolban lejatszodd pentodz-foszfat ciklusban megy

végbe. Az anyagcsereutvonal meghatdrozé enzimének, a transzketoldznak a

miikodéséhez TPP-ra van sziikség. A pentoz-foszfat ciklus koztitermékei — egyebek
mellett — a NADPH és a rib6z-5-foszfat (R-5-P). A NADPH koenzimként szolgal egyes
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bioszintetikus reakciokban (pl. zsirsavszintézis), valamint az enzimatikus antioxidans
védelemben fontos szerepet jatszo enzimek szamara (Stincone et al., 2015). Az R-5-P a
DNS ¢és RNS bioszintézis kiindulasi vegyiilete, amelynek szintézise fokozott a gyorsan
proliferalé sejtekben. Ezek alapjan a tiamin hiany fokozott oxidativ stresszt, alacsonyabb
sejtproliferaciot, valamint csokkent zsirsavszintézist (mielint) eredményezhet, melyek
stlyos neuronalis kovetkezményekkel jarhatnak az agy fejlédése soran (Dhir et al., 2019).
Egereken végzett kisérletben azt talaltak, hogy a tiaminhiany csokkent neurogenezishez
vezet egerek agykérgében és hippocampusaban (Zhao et al., 2009).

A peroxiszoémak fontos szerepet jatszanak a hossza (C>22), valamint az elagazé
oxidacion keresztiil nem valdsulhat meg. A TPP a peroxiszémaban lokalizadlodo 2-

hidroxiacil-CoA-lidz (HACL1) kofaktora, ami az a-hidroxiacil-CoA szarmazékokat

hasitja az 1-es és 2-es szénatom kozott (o-oxidacid) (Fraccascia et al., 2011). A
tejtermékekben és voros hisokban 1€vo fitdnsav egy 20 szénatomos elagazo lancu zsirsav,
amelyet 3-as helyzetben egy metilcsoport szubsztitual, melynek kovetkeztében [-
oxidacidja gatolt (Foulon et al., 1999). A HACLL1 enzim katalizalja a 3-metil-elagazo
lanca és az egyenes lancu 2-hidroxi zsirsavak hasitasat. Tiaminhiany kovetkeztében
fellépé nem megfeleld fitansav metabolizmus okozta triglicerid felhalmozodas sulyos
karosodasokhoz vezethet, melynek megnyilvanulasi formai a kKisagyi ataxia, a periférias
polineuropatia, latas-, hallas- és szaglaskdrosodas, egyes esetekben szivmiikodési zavar
(Wierzbicki et al., 2002).

A mitokondriumban a TPP harom enzim kofaktora. A PDH a gliik6z katabolizmusa
soran keletkez6 piruvat oxidativ dekarboxilezését végzi a mitokondriumban. A reakciod
eredményeként keletkezd acetil-CoA a Szentgyorgyi-Krebs ciklusba belépve alakul
tovabb, amivel az enzimatikus reakci6 lényegében kapcsolatot teremt a glikolizis és a
citromsavciklus kozott (Naito et al., 1998). Tiaminhiany okozta csokkent PDH aktivitas
a tejsav intracellularis novekedéséhez ¢€s a sejtek ATP termelésének sériiléséhez vezet,
ami sulyos esetben tejsavas acidozist eredményezhet ujsziilottekben (Soares-Fernandes
et al., 2008).

Az a-ketoglutaradt dehidrogendz («KGDH) — szintén a mitkondriumban — az a-

ketoglutarat szukcinil-CoA-va val6 atalakulasat katalizalja. Alacsony tiamin szint esetén
jelentdsen csokken az aKGDH aktivitds, ami csokkent energiatermelést és glutamat

felhalmozddasat eredményezi (Gibson et al., 2005). Az aKGDH csokkent aktivitasabol
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fakadé sériilt oxidativ anyagcserét szintén Osszefliggésbe hoztdk neurodegenerativ
betegségekkel (Shi et al., 2007).

A mitokondrium harmadik TPP fiiggd enzime az eclagazé lanct o-ketoacil-
dehidrogenaz, ami az elagazé lancu aminosavakat (leucin, izoleucin és valin) alakitja at
acil-CoA-va (Ananieva and Conway, 2020). Ezek az aminosavak sziikségesek a
fehérjeszintézishez, egyes katabolikus termékeik felhasznalhatok a citromsavcikluson
keresztiil energiatermelésre, valamint — a leucin kivételével — a gliikoneogenezis
prekurzoraiként (Sperringer et al., 2017). Egy patkanyokon végzett kisérlet
Osszefiiggésbe hozta a tiaminhiany esetén megfigyelt medidlis thalamus neuronalis
sejtjeinek defektusat a BCKDH enzim csokkent aktivitasaval (Navarro et al., 2008).

Osszességében a tiaminnak — pontosabban a kétszeresen foszforilalt formajanak —
enzimek kofaktoraként fontos szerepe van alapvetd metabolikus mechanizmusok
megfeleld miikodésében.

A fentiek til egyre tobb bizonyiték mutat ra a tiamin nem koenzim szerepére (Aleshin
et al., 2019). McLure és munkatarsai leirtak, hogy a TPP képes szabalyozni a p53

transzkripcids aktivitasat, azaltal, hogy kotddik a fehérjéhez és megakadéalyozza annak

DNS-sel torténd interakciojat (McLure et al., 2004). Tekintettel arra, hogy a p53 — egy
sor mas cellularis folyamat befolyasolasan tal — aktivalja a THTR1 expresszidjat (Lo et
al., 2001), felmeriilt annak a lehetdsége, hogy a p53 a TPP szintjének szenzoraként
funkcionalhat.

Mar a 90-es években leirtdk a tiaminszarmazékok neurotranszmissziot facilitalo
hatasat, mai ismereteink szerint acetilkolin (Bettendorff and Wins, 2013), dopamin
(Yamashita et al., 1993), noradrenalin (Dyatlov, 1994) felszabadulasat fokozza a
szinapszisokban.

Az dssztiaminkészlet nagy hanyadat a TPP teszi ki, azonban egyes allati szovetekben
Kawasaki, 2003). Leirtak, hogy a TTP a rapsyn fehérje foszforilezésében — legalabb
részben — szerepet jatszik. A rapsyn fehérje rogziti a citoszkeletonhoz az acetilkolin-
receptorokat és egyéb strukturalis fehérjéket (Nghiém et al., 2000).

Az adenozin tiamin trifoszfatrol, a TTP adenilezett szarmazékarol leirtak, hogy
csokkenti a poli-(ADPribose)-polimeraz-1 (PARP1) enzim az aktivitasat, ami a sériilt
DNS hibait javito mechanizmus inicialdja (Tanaka et al., 2011).

Novényi szovetekben tobb fehérjérdl igazoltak, hogy specifikusan kotik a vitamin

foszforilalatlan formajat. Emldsok esetén leirtak néhany tiamin kotd fehérjét, de pontos
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szereplik tovabbra sem tisztazott. Parkhomenko és munkatarsai in vivo tanulmanyukban
patkanyok agyabol izolaltak tiaminkotd fehérjét, amelyrdl azt is bizonyitottak, hogy a
tiamin-koté aktivitas fOként a szinaptikus vezikulakhoz és a szinaptoszomalis
membranokhoz kapcsolodik (Parkhomenko et al., 2001).

Kevés és még pontatlan ismeretiink van a tiamin nem koenzim funkcioit illeten,
ugyanakkor szamos szerz0 hivja fel a figyelmet arra, hogy a jovében kulcsfontossagu

kérdéssé valhat ezen nem koenzim szerep alaposabb megismerése, kiilonds tekintettel a

crer

et al., 2019; Bettendorff and Wins, 2013; Mkrtchyan et al., 2015).

3.2.2.3. A tiamin szintetikus analdgja a benfotiamin

A tiaminhiany kezelésével kapcsolatos egyik farmakologiai stratégia a tiamin
szintetikus analdgjainak alkalmazasa. A tiamin analogjaként tiamin-diszulfid
(fursultiamin, szulbutiamin) ¢és S-acil szarmazékokat (benfotiamin) szintetizaltak
(Volvert et al., 2008). Ezeknek a vegyiileteknek a lipofil jellege biztositja a membranon
valdé konnyebb atjutdsukat. A szintetikus tiamin szarmazékok koziil a gyogyaszatban

jelenleg alkalmazott forma a benfotiamin.
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8. abra A tiamin szintetikus analdgjainak szerkezete.
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A benfotiamin képes enyhiteni az aldbbiakban (3.4.3.1. fejezet) részletesen ismertett
poliol-, hexdzamin-, PKC- (protein kinaz C), AGEs (advanced glycation end-products:
késoi glikacios végtermékek) utvonalak fluxusat azaltal, hogy a gliikk6z katabolizmus egy
masik opciondlis Utvonalara, a pentoz-foszfat ciklus irdnyaba tolja a gliikkdzt. Ennek
hatterében a transzketoldz enzim benfotiamin hatdsara bekdvetkezd fokozott aktivacioja
all (Brownlee, 2005). Ez a felismerés a 2000-es évek elején szamos, a benfotiaminnal
kapcsolatos kutatast inditott utjara, amelyek bizonyitottak, hogy a benfotiamin csokkenti
a kronikus hiperglikémia okozta mikrovaszkularis szovodmények, a retinopatia
(Obrenovich and Monnier, 2003), a nefropatia (Balakumar et al., 2009), a neuropatia
(Cameron et al., 2005) progresszidjat.

A benfotiamin farmakologiai aktivitasat illetden a transzketoldz aktivitas fokozasatol
fiiggetlen mechanizmusokat is leirtak. Kiilonboz6 vese sejtvonallal végzett in vitro
kisérletben igazoltak, hogy a benfotiamin képes direkt antioxidans hatast kifejteni. A
szerzOk arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy antioxidans kapacitdsa hozzajarulhat a
diabeteses szovodmények javulasahoz (Schmid et al., 2008). Egy in vivo kisérletben
leirtak, hogy a ciszplatin (egy platina tartalmu rakellenes szer) altal kivaltott DNS
karosodasok ellen a benfotiamin hatékonynak bizonyult patkanyok esetén. Egyuttal az
eredmények mogott a benfotiamin antioxidans kapacitasat sejtetik a szerzok (Harisa,
2013). Egy masik patkanyokkal végzett kisérletben megallapitottak, hogy a benfotiamin
enyhiti az oxidativ stresszt, ami altal befolyasolja az NF-xB-hez kapcsolodo szignél
transzdukcids folyamatokat uveitis modellben (Yadav et al., 2009).

S. Gadau és munkatarsai vizsgalataik soran arra az eredményre jutottak, hogy a
benfotiamin segiti a diabeteses allatok poszt-ischaemias gyogyulasat az angiogenezis
PKB/AKkt altal kozvetitett potencirozasaval és az apoptozis gatlasaval (Gadau et al.,
2006).

3.3.  Azendothel sejt és funkcidi

Sokaig gy tartottak, hogy az endothelium csak a viz és az elektrolitok ateresztésére
szolgal. Széleskorli fiziologiai kutatdsok napjainkra az endothelium miikodésének
alaposabb megértésé¢hez vezettek, vildgossa valt, hogy egy komplex, szamos élettani
folyamatban résztvevo sejttipus.

Az erek belso falat egyrétegben boritva, az endothel sejtek szelektiv barriert képeznek

a vér és mas szovetek kozott, egytttal — a teljesség igénye nélkiil — fontos szervezd
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(gyulladas, alvadas lokalis indit4sa, behataroldsa), termeld (VIlfaktor, von Willebrand
faktor), lokalis véraramlast szabalyozo funkciot lat el (Pries and Kuebler, 2006).
Permeabilitasuk attol fiigg, milyen mértékben fenesztralt az endothelium. Egyes szervek
— példaul bor vagy a sziv ereinek — endotheliuma folyamatos, csak viz és kisebb, fleg
apolaros molekuldk képesek atjutni a sejtek kozott, a nagyobb molekuldk specifikus
transzmembran csatornakon, vagy transzcitozissal juthatnak at. A fenesztralt endothelium
— példaul a belsd elvalasztasu mirigyekben — nagyobb ateresztoképességgel rendelkezik
(50-60nm atmérdig), a nagyobb molekuldk szamara permeabilitasa hasonlé a nem
fenesztralt endotheliumhoz (Sukriti et al., 2014).

Az endothelium pro- és antikoagulans faktorok termelésével fontos szerepet jatszik a
hemosztazis folyamatiaban. A prokoagulans faktorok a véralvadasi fehérjekaszkad
bizonyos 1épéseit erdsitik, valamint fokozzak a trombocita adhéziot, aggregaciot. Az
antikoagulans mediatorok az aktivalédé véralvadas sejtes és humoralis részének
deregulaciojat idézik elé (Verhamme and Hoylaerts, 2006).

Az endothelium fontos szerepet jatszik a vaszkularis tonus, ezzel a lokalis
véraramlas szabdlyozdsdban. Az endothel sejtek parakrin, endokrin szignalok,
hémérséklet, nyiré erdk egyéb koriilmények ereddjét értagitd és érsziikité anyagok
szintézisével kozvetitik. Az endothel sejtek altal termelt vazodilatatorok, mint példaul a
nitrogén-monoxid (NO), valamint a kiilonb6z6 vazokonstriktorok — példaul endothelinek
—megfeleld egyenstlya szabalyozza az ereket koriilvevd simaizomsejtek tonusat, és ezzel
a helyi véraramlast a helyi igényekhez alakito érrendszeri rezisztenciat (Sandoo et al.,
2010).

Az endothelium az érszervezodés folyamataban is meghatarozo szereppel bir. Egyes
angiogenezist serkenté faktorok — a fibroblaszt novekedési faktor és a vaszkularis
endothel novekedési faktor (VEGF) — hatasara a migracios és proliferacios képességiik
megnd, végeredményben a karosodott keringésii teriiletek vérellatasa javulhat (Lamalice
et al., 2007).

Az endothel sejtek a szervezet egyik meghatarozé védekezd mechanizmusat, a

crer

crer

képesek proinflammatorikus citokinek termelésére, amivel a gyulladasos folyamatok

elmélyitéséhez jarulnak hozza (Trepels et al., 2006) (részletesen Id. 3.4.2. fejezet).
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3.4. A vizsgélt korélettani folyamatok és az endothelium

3.4.1. A gyulladés és az endothelium

A gyulladds a szervezet szoveti sériilésre vagy fertézésre adott, lancreakcidokon
alapulo vélasza. A bonyolult, halézatos reakcid célja a fert6zo adgens eliminalasa, illetve
a szoveti karosodas helyreallitasa. Ebben a folyamatban elsdsorban az immunrendszer
sejtjei, szdvetei €és szervei jatszanak szerepet, de mas szovetek és szervek sejtes és
humoralis elemei is kozremiikddnek. Az endothelium kiilonb6zd szubcelluldris és
molekularis mechanizmusok — elsésorban az endothel-fehérvérsejt kolcsonhatasok —
révén meghatarozd szerepet jatszik e folyamatok szabalyozasaban (Punchard et al.,
2004).

Gyulladas soran a vérben kering6 fehérvérsejtek az endotheliumon keresztiil jutnak a
sériilt szovetekbe. A fehérvérsejtek kivandorlasa az erekbdl az extravasatio folyamata,
amit az endothel sejtek aktivalodasa inicial. Adhézios molekulak (P-szelektinek, E-
szelektin, ICAM-1) plazmamembranra valé transzlokalodasat kovetden a fehérvérsejtek
aramlésa lelassul, majd a sériilt teriileten Osszetett mechanizmus (diapedezis) révén
kilépnek az érpalyabol. Ezzel az endtohel sejtek a fehérvérsejtek pontos célba jutasanak
hatékony résztvevoi (Filippi, 2016).

Az endothelium gyullad4sos aktivaciojat szdmos exogén és endogén tényezd
kivalthatja a szervezetben. JOl ismert kivalto agens a bakterialis eredetii lipopoliszacharid
(LPS). Kutatasom egyik részében a meggy antocianin-extraktumanak hatasat vizsgaltam
endothel sejtek LPS 4ltal indukalt gyulladdsos folyamataiban. A kovetkezd fejezetben az
LPS molekulat és a hozza kapcsolodo szignal transzdukcids folyamatokat, azaz az LPS

altal az endothel sejtekben kivaltott gyulladdsos valaszreakciot ismertetem.

3.4.1.1. LPS: jelatvitel és citokin burst az endothel sejtekben

Az LPS a Gram-negativ baktériumok sejtfalanak alkotdeleme. Gram-negativ
baktériumok altal okozott stlyos infekciok patogenezisében fontos szerepet jatszik.
Szerkezetét tekintve 3 6 részbdl all (9. abra). A prokariota sejt sejtfalatol kifelé haladva
legbelso eleme a lipid A, amely egy specialis foszfolipid. Aktivan nem szekretalodik, a
bakteridlis sejtek pusztulasakor szabadul fel (ezért hivjdk endotoxinnak). Kémiai
természetébdl adodoan héstabil és rezisztens a proteolitikus enzimekkel szemben. Az
LPS kovetkez6 egysége a kiilso €s belsé magbol all6 R mag. A belsé mag ritkan, mig a

kiils6 mag gyakrabban el6fordulé cukormolekuldkat tartalmaz. A kiilsé maghoz
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kapcsolodik az O-specifikus oldallanc, ami 3-5 cukormolekulabol allo egységek
polimerje. Nagy kémiai és antigenitdsbeli variabilitdst mutat, ezéltal a legtobb Gram-

negativ baktérium szeroldgiai csoportositasanak alapjat képezi (Bertani and Ruiz, 2018).
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9. abra A lipopoliszacharid szerkezete
Glc: gliikoz, KDO: 3-dezoxi-a-D- manno-oktulozonsav, Hep: Heptuloz, NGa:

galaktozamin, NGc: gliikozamin (https://www.sigmaaldrich.com/technical-

documents/articles/biology/glycobiology/lipopolysaccharides.html#ref alapjan sajat

szerkesztés)

Az LPS lipid A része felelés a toll like receptor 4 (TLR4) aktivaciojért. Az LPS a
vérben az LPS-koté fehérjéhez kapcsolodik, ami a CD14 (cluster of differentiation)
molekuldhoz kotddik. A CD14 membranhoz kotétt (mCD14), vagy a plazmaban,

szolubilis formaban (sCD14) van jelen a human szervezetben. Az endothel sejtek a
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membranhoz kotott mCD14-et nem expresszaljak, ezért sziikségiik van a sCD14-re az
LPS-aktivacioban. A képzdédott komplex kapcsolatba 1ép a TLR4 dimer és MD-2
(Myeloid differentiation factor 2) molekulakkal, ami egy sor szignaltranszdukcios
folyamat beinditdsat eredményezi a human sejtekben. Elsé 1épésében a TLR4
citoplazmatikus doménjéhez kiilonbozé adaptor molekuldk koétédnek Az LPS éltal
kivaltott CD14-MD2-TLR4 szignalizacio az intracellularis térben két itvonalon halad
tovabb (10. abra) (Kawasaki and Kawai, 2014).

JNK ERK P38

I NFcE O '

m Proinflammatorikus citokinek

overexpresszidja

AP-1

10. abra Az LPS altal kivaltott TLR4-szignalizacio.

AP-1: Aktivétor protein-1, ERK: Extracellularis szignal altal szabalyozott kinéz,
IRAK: IL-1 receptor asszocialt kinaz, IKKao/B: inhibitor k-B-kinaz o/, IRF-3:
Interferon szabalyozo factor 3, INK: C-Jun N-terminalis kinaz, LBP: Lipopoliszacharid
kot fehérje, LPS: Lipopoliszacharid, MAPK: Mitogén-aktivalt protein-kinaz, MD2:
Myeloid differenciacios factor-2, Myd88: Mieloid differenciacios faktor 88, NF-kB:
Nuklearis faktor-kappa B, P38: p38 mitogén-aktivalt protein-kinaz, P1-3K/Akt:
Foszfatidil-inozitol-3 kinaz/protein kinaz B, sSCD14: Szolubilis CD14, TAK1:
transzformalo novekedési faktor f aktivalo kinaz 1, TIRAP: MyD88 adaptor-szerti
fehérje, TLR4: Toll like receptor 4, TRAF-6: TNF receptor asszocialt factor-6,
TRAM: TRIF-kapcsolt adaptor molekula, TRIF: Interferon-B-t indukal6 adaptor
fehérje,

(https://www.abcam.com/content/toll-like-receptors-very-clever-molecules-1 alapjan

sajat szerkesztés)
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3.4.1.2. Arachidonsav-szdrmazékok szerepe a lokdlis gyulladasos reakciokban

Szoveti karosodast okozo fizikai, kémiai vagy bioldgiai (fert6zés) tényezdk esetén,
eleinte csak a behatas helyén, gyulladasos reakcié indul. Az endothel sejtek,
thrombocitak, immunsejtek termelik a helyi gyulladasos mediatorokat, amelyek tobbszori
pozitiv visszacsatolds révén erdsitik egymas aktivaciojat és hozzajarulnak a gyulladas
elmélyiiléséhez. A bonyolult, egymassal szoros dsszefiiggésben 1évo folyamatok egyike
a sejtmembranok foszfolipidjeit alkot6 arachidonsav (AA) metabolizmusa, amely soran

kiilonb6z6 lipidmediatorok keletkeznek (Chatterjee et al., 2017). Kutatdsaim soran e

crcr
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A sejtmembranok felépitésében részt vevo foszfolipid komponensekbol — foszfatidil-
etanolamin, foszfatidil-kolin és foszfatidil-inozitol — megfelel6 szignalra (pl. stressz
hatas) a PLA2 enzimatikus katalizise mellett keletkezik az AA (Murakami et al., 2000).
Az AA négy kiilonboz0 enzimatikus tuton és egy nem enzimetikus moédon
metabolizalodhat (Sonnweber et al., 2018), a reakciokban keletkezett szarmazékokat
eikozanoidoknak is nevezik az AA husz szénatomos alapvaza utan.

A ciklooxigendz ut elsd 1épésében a COX-1 és COX-2 — méasnéven prosztaglandin

G/H szintdz metabolizalja az AA-t. A COX-1 és COX-2 kettOs katalitikus aktivitassal

rendelkeznek. Elszor az AA-t prosztaglandin G2 (PGG2)-v¢é alakitjak, majd a kovetkezo
lépésben peroxidaz aktivitasuk nyoman a PGG2-bdl prosztaglandin Ho (PGH>) keletkezik.
A PGH>-bdl aztan a tromboxan-szintetaz katalizise mellett tromboxan A> (TXA2), a
prosztaciklin-szintetaz altal katalizalt reakcioban prosztaciklin (PGI2) valamint tovabbi
biotranszformaciok soran egyéb prosztaglandinok (PGD2, PGF2q, PGE>) keletkezhetnek
(Brock et al., 1999).

Fontos megjegyezni, hogy az eikozanoidok bioszintézisében részt vevd enzimek
kifejezddése sejt és szovet fiiggd, példaul a vérlemezkék dontéen TXAo-t, mig az
endothel sejtek jellemz6en PGlo-t termelnek. A COX-1 konstitutiv médon expresszalodik
és megtalalhatd a legtobb emberi szovetben, amely hajlamos az LPS altal kivaltott
gyulladasra. Az arachidonsav Utvonalon a COX-1 kedvezményezett, {6 metabolitjai a
TXA2 és a PGD2 (Rouzer and Marnett, 2009). A TXA> ndveli a monocitak altali
proinflammatoérikus citokinek termelését, fokozza az endothel sejtek adhézios

molekulainak expressziojat tamogatva a diapedezist, el6segiti a vérlemezkék

crer
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vazokonstriktor, fokozott szintézise jelentdsen sziikiti a rezisztencia- és koszoruereket,
szerepét bizonyitottak a miokardialis infarktus progressziojaban (Walinsky et al., 1984).
A PGD; els6sorban hizdsejtekbdl felszabaduld mediator, amely antikoagulansként
A PGD: altal kivaltott értagulat és a fokozott permeabilitas fontos szerepet jatszhatnak a
gyulladasos folyamatok mellett allergias reakciokban is (Arima and Fukuda, 2011).

A COX-2 expresszioja normal fizioldgias koriilmények kozott elhanyagolhato,
ugyanakkor baktérium endotoxinok, novekedési faktorok, hormonok €s szamos citokin
képes indukalni (Lipsky et al., 2000). Makrofagokban, endothel sejtekben kifejezodik,
expresszidja vese- €s az agyszovetekben jelentds. Fobb metabolitjai a PGE», a PGl», a
PGD; és a PGF2a (Wang et al., 2019). Ezek koziil kisérleteink soran a PGI2 expressziojat
vizsgaltuk tenyészeteinkben. A PGIz-t immunsejtek, fibroblasztok, simaizom sejtek és
endothel sejtek termelik. A szintje magasabb a pulmonaris artérias szegmensekben a
szisztémas keringéshez képest. A sziv €s érrendszer egészséges mitkodésében fontos
szerepet jatszik. PGl analogokat sikeresen alkalmaztak pulmonalis artérids hipertonia,
DM vaszkularis szovodményeinek ¢€s reperfuzids sériilések kezelésére. Specifikusan
gatolja a vérlemezke aggregaciot, erdteljes értagitd hatassal rendelkezik, a monocita-
endothel adhézio gatlas révén pedig immunmodulald aktivitasat is leirtak (Dorris and
Peebles, 2012). A felsorolt PG-ok részt vesznek az immunvalasz kozvetitésében, az ér
tonusanak szabalyozasaban, és a trombusképzddés folyamataban is (Ricciotti and
FitzGerald, 2011).

A lipoxigendz utvonalon az AA-t LOX enzimek — 5-LOX, 8-LOX, 12-LOX és 15-
LOX — metabolizaljak. Az 5-LOX 5-hidroperoxi-eikoza-tetraénsavva (5-HPETE), 5-

hidroxi- eikozatetraénsavat (5-HETE) ¢és 5-oxo-eikozetetraénsavat (5-0X0-ETE),

valamint kiilonféle leukotriéneket (LT) termel. Ezek a metabolitok fokozzak a neutrofilek
toborzésat, szabalyozzak a diapedezist, az erek permeabilitdsat, az epithelidlis gat
miikddését, fontos szerepet jatszanak a 1éguti megbetegedések patomechanizmusaban a
horgdsziikiilet befolyasoldsaval. A 8-LOX és 15-LOX atalakitjdk az AA-t 8- és 15-
hidroperoxi-eikoza-tetraénsavva (HPETE), és eldsegitik 15-HPETE szarmazékok
termelését (lipoxinok és eoxinok). A 12-LOX az AA-t 12-hidroperoxi-eikoza-
tetraénsavva (12-HPETE) metabolizalja, amely a 12-HETE ¢és a hepoxilinek prekurzora.
A 8-, 15- és 12-LOX-utvonalak AA-szarmazékai részt vesznek a hiperalgézia
kialakuldsdban, fokozzak a zsirsav-transzlokdz expresszidjat, a lipoxinok elsésorban

gyulladascsokkentd tulajdonsagokkal rendelkeznek (Joshi and Pratico, 2015).
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A PLA2 katalizise nyoman felszabadult szabad AA a CYP utvonalon is

metabolizalodhat. A CYP enzim csaladnak fontos szerepe van a detoxifikacioban és a
gyogyszer metabolizmusban. Az AA ilyen iranyt biotranszformacioja soran HETE-k és
epoxi-eikoza-triénsavak keletkeznek, amelyek gatoljak a COX-2 aktivitast, vazoaktiv
hatéssal rendelkeznek, valamint enyhitik a stlyos fajdalomérzetet (Ng et al., 2007).

Az AA a zsirsavamid-hidroldz altal katalizalt reverzibilis reakcidban anandamidda

alakulhat az endokannabinoid atvonalon keresztiil. Az anandamid tamogatja a szovetek

crer

kolcsonhatas révén (1zzo and Deutsch, 2011).

Az AA nem enzimatikus uton torténd® metabolizmusa a benne 1évo telitetlen C-C

kotések oxidaciora valdé nagyfokt hajlaméanak tulajdonithatd. Az AA oxidativ stressz
soran keletkezd szabad gyokok altali oxidacidjanak eredményei az izoprostanok és nitro-
eikoza-tetraénsavak (Fam and Morrow, 2003).

Osszefoglalva, az AA metabolizmusabdl szarmazo lipidmediatorok szamos élettani
¢és korélettani folyamatban jatszanak fontos szerepet. Részt vesznek bizonyos léguti
megbetegedések patomechanizmusédban, a gyulladasos sejtek toborzasdban, a vaszkularis
tonus szabalyozasaban, fontos szerepet jatszanak az oxidativ stressz kialakuldsaban és
befolyasoljak a helyi gyulladdsos érreakciokat. Az AA metabolizmus legfontosabb

enzimeit, metabolitjait, valamint f6bb bioldgiai funkcioit az 11. abra szemlélteti.
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11. abra Az arachidonsav metabolizmus fobb enzimei, valamint metabolitjai é¢s azok
fobb biologiai funkcidi.

COX: Ciklooxigenaz, CYP: Citokrom-P450, FAAH: Zsirsavamid-hidrolaz, PGDz:
Prosztaglandin D2, PGE2: Prosztaglandin E2, PGF2.: Prosztaglandin F2 alfa, PGlz:
Prosztaciklin, LOX: Lipoxigenaz, ROS: Reaktiv oxigén szarmazékok, RNS: Reaktiv

nitrogén szarmazékok TXAz2: Tromboxan, (Sonnweber et al., 2018 alapjan sajat

szerkesztés)

3.4.2. A hiperglikémia és az endothelium

Az inzulintdl fliggetlen gliikkdztranszporterekkel (GLUT-1,-2,-3) rendelkezd
sejtekben — az idegsejtek, vorosvérsejtek, B-sejtek, endothel sejtek, a vese glomerulusai —
az intracellularis gliikkoz koncentraci6 a hiperglikémidval parhuzamosan emelkedik
(Navale and Paranjape, 2016). A DM-ban fennallo hiperglikémias allapotban tobb
egymassal 0sszefiiggd patofiziologiai folyamat indul be. Az excessziv gliikoz alternativ
metabolikus utvonalakra terelddik. Négy {6 utvonal fluxusa nd, melyek a kovetkezok:
poliol-szintézis, hex6zamin-szintézis, PKC-aktivalodas, AGEs-képzddés (13. abra). Ezek
mentén szamos karos intermedier képzddik, amik a cukorbetegség patogenezisében,
szovédményeinek progresszidjaban kardinalis szerepet jatszanak (Brownlee, 2001).

A poliol ut kulcsenzime az aldoz-reduktaz. Gliikoz irant tanusitott alacsony affinitasa
(magas Km érték) kovetkeztében normal esetben a glikoz aldoz-reduktazon keresztiili
metabolizmusa nagyon alacsony mértékben valdosul meg. A megndvekedett gliikoz
koncentraci6 eredményeként azonban a gliikdz szorbitolla torténd enzimatikus atalakitasa

fokozodik. A reakci6 NADPH-t igénylé folyamat. A magas intracellularis gliikoz a
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NADPH fokozott felhasznal6dasahoz vezet, ezért annak sejten beliili szintje csokken.
Mivel a glutation redukcidjdhoz a NADPH nélkiilozhetetlen, a folyamat az antioxidans
kapacitas csokkenéséhez vezet (Yan, 2018).

Az AGEs kiakulasa soran a redukalé monoszacharidok nem enzimatikus uton
kovalensen kapcsolodnak aminosavak, fehérjék, lipidek és nukleinsavak szabad
aminocsoportjahoz. Ennek eredményeként Schiff-bazisok keletkeznek, amelyek elészor
instabil Amadori termékekké, majd tovabbi reakciokon (kondenzécid, fragmentécio,
oxidacio) keresztiil stabil glikacios végtermékekké alakulnak at. Az AGEs-képzodés fent
részletezett klasszikus utja Maillard reakcidé néven is ismert. Glikacids végtermékek
képzddése megvalosulhat a Maillard reakcid mellett mas reakcidutakon is, amelyek
talalkozasi pontjat a reaktiv dikarbonilok jelentik (12. 4bra). Ezen vegyiiletcsoport
legjelentdsebb képviseldi a metilglioxal, a glioxal és a 2-deoxiglukozon. Hozzéjarulnak
az oxidativ stresszhez, akkumulaciojukat karbonil stressznek is szokas nevezni. Mind a
klasszikus uton, mind a dikarbonil anyagcsereterméken keresztiil megvaldésuld nem-

enzimatikus glikéacio részt vesz az AGEs-termékek kialakulasaban.
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12. abra Az elérehaladott glikacios végtermékek képzddésének vazlata.
CML.: N*-karboximetil-lizin, CEL: Né-karboxietil-lizin, DOLD: 3-deoxiglukozon-lizin-
dimer, GOLD: Glioxal-lizin-dimer, MOLD: Metilglioxal-lizin-dimer, (Ott et al., 2014.

alapjan sajat szerkesztés)
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Az AGEs szerepe a hiperglikémia patogenezisében alapvetden harom szinten
nyilvanul meg. Az intracellularis fehérjék modositasa nyoman megvaltozhatnak a
fehérjék funkcioi. Az AGEs prekurzorok kilépve a sejtbdl olyan extracellularis matrix
fehérjéket modifikalhatnak, amelyek késébb — autokrin modon — befolyasolhatjdk a
matrix-sejt kozotti interkaciot. A sejtbdl kilépé AGEs prekurzorok plazmafehérjéket is
modosithatnak, amelyek AGEs-t felismeréd receptorokhoz kotédve gyulladasos
folyamatokat indithatnak el (Perrone et al., 2020).

Az intracellularis gliikkdz koncentracid emelkedése noveli a dihidroxiaceton-foszfat
szintjét, ami fokozza a diacil-glicerol (DAG) de novo szintézisét. A megemelkedett DAG

koncentraci6 a PKC bizonyos izomformainak (o, B, v, 6, €,) aktivalodasahoz vezet. A
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hozzajarulnak a diabetes komplikacioinak kialakulasahoz. Kettes tipusi DM-ben
megfigyelték a DAG szint emelkedését a retina, az aorta és sziv vaszkularis sejtjeiben, a
vese glomerulusaiban (Noh and King, 2007).

Hasonldan a harom részletezett titvonalhoz, normal allapotban a sejtek altal felvett
gliikoz csak kis hanyada 1ép be a hexézamin utba. A reakciout végén az UDP-N-
acetilglikdzamin mennyisége megnd, ami az Spl transzkripcids faktor aktivalasan
keresztiil a plazminogén aktivator inhibitor-1 és TGF-3 megvaltozott génexpresszidjahoz
vezet. Végeredményben a hexdzamin utvonal fluxusanak emelkedése hozzédjarul a
diabetes mikrovaszkularis szovodményeinek kialakulasahoz (Du et al., 2000).

A fent részletezett metabolikus utak tehat jelentds szerepet vallalnak a hiperglikémia
okozta sejt- és szovetkarosodasban. Az egymassal parhuzamosan végzett kutatasok
sokaig onalloan vizsgaltdk az egyes Utvonalakat, €s nem volt tisztazott, hogy mi a kdzds
benniik. A kétezres évek elején bizonyitottak, hogy a kozds tényezd, amely mind a 4
metabolikus utvonal esetében megfigyelhetd, a reaktiv oxigénformak megemelkedett
szintje. A ROS-ok a sejtek makromolekulaival kolcsonhatasba 1épnek és megvaltoztatjak
azok funkcioit. Nukleinsavakkal val6 reakcioik a DNS karosodasahoz vezetnek. DNS
karosito hatasuk révén aktivaljak a DNS hibajavitasaban fontos szerepet jatsz6 poli(ADP-
ribdz) polimerazt (PARP), amely a glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz (GAPDH)
gatlasan keresztiil egyfajta pozitiv visszacsatolasként a fent részletezett patofiziologiai

folyamatok felé tolja el a gliikdzmetabolizmust (13. abra) (Brownlee, 2001).
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13. abra A kronikus hiperglikémia altal aktivalt f6bb molekularis Gtvonalak (az abra

jobb oldala), valamint a gliikoz metabolizmusa fiziol6gids koriilmények kozott (az dbra
bal oldala)

AGEs: Késoi glikacios végtermékek, DAG: Diacilglicerol, DHAP: Dihidroxi-aceton-
foszfat, GAPDH: Glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz, GFAT: Glutamin: frukt6z-6-
foszfat-amidotranszferaz, GICNAC: N-acetil-gliik6zamin, GLUT-1: Gliikoz
transzporter-1, GLUT-4: Gliikoz transzporter-4, PARP: poli (ADP-rib6z) polimeraz,
ROS: Reaktiv oxigén szarmazékok

(Brownlee et al., 2005. alapjan sajat szerkesztés)
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4. Anyag és modszer

4.1. A tisztitott antocianin frakci6 eléallitasa

A sejttenyésztési kisérletek soran vizsgalt TAF Dr. Homoki Judit Rita doktori
munkajanak eredménye és a Debreceni Egyetem Elelmiszertechnolégiai Intézete
bocsatotta rendelkezésemre. Az eldallitasat érintd kisérletek nem kapcsolodnak szorosan
kutatasaimhoz, ezért az alabbiakban csak érintGlegesen ismertetem azokat. A meggy
mintakat liofilizalas utan poritottuk, majd metanol:viz:ecetsav=25:24:1 aranyu elegyével
kevertettilk MSH 300 magneses keveré (BIOSAN, Riga, Lettorszag) alkalmazasaval. A
szlirés ¢és az oldoszer beparldsa utdn SPE-val (solid phase extraction: szilard fazist
extrakcid) tisztitottuk a mintdkat Supelclean ENVI-18 oszlopok alkalmazasa mellett. A
TAF egyes komponenseit standardok segitségével Cromaster Ultra Rs (Hitachi, Tokio,
Japan) HPLC késziilékkel azonositottuk Phenomenex Kinetex XB.C18 (100/4,6, 2,6 um)
oszlopot és gradiens eluciot alkalmazva. Az 5.2.1. részben bemutatott vonatkozo
kromatogram a ,,.Debreceni bdtermd” fajta mintaclokészitése utani HPLC analizis
eredménye. A sejttenyésztési kisérleteket érintd hatdanyag kezelések is a ,,Debreceni
botermd” TAF-javal torténtek. A vizsgalt meggyfajtat a Pallagi Kertészeti Kisérleti
Teleptol kaptuk.

4.2.  Allitiamin referenciaanyag el6allitasa

4.2.1. Az allitiamin szintézise

Az allitiamin szintézisét Matsukawa és munkatarsai kisérletei alapjan (Matsukawa et
al., 1953) — kisebb moddositasokkal — valositottuk meg. A szintézis elsé 1épésében allil-
kloridot toluolban, natrium-tioszulfatot pedig vizben oldottunk fel. A két oldatot
elegyitettiik és 24 oran at 25 © C-on kevertettiik. A szerves és a vizes fazis maximalis
keverhetéségének biztositasa érdekében tetrabutil-ammonium-klorid fazistranszfer
katalizatort adtunk az elegyhez. A 24 oras kevertetést kovetden képzodott allil-
tioszulfatot 40°C-on, 72-77 mbar nyomason vakuum bepérléval beparoltuk (BUCHI
Labortechnik AG, Flawil, Svajc). A visszamaradt frakciot —20 °C-on taroltuk a tovabbi
felhasznalasig. A kovetkezo 1épésben tiamin-hidrokloridot vizben oldottunk 60 °C-on. A
tiazol gyurli nyitdsahoz lugos kornyezetet (pH=9) biztositottunk NaOH folyamatos

adagolasa mellett.
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4.2.2. Az allitiamin tisztitisa HPLC-vel

A folyadékkromatografidas mérésekhez légmentesitd egységgel, kétcsatornas
pumpaval (L7100,) automata mintaadagoloval (L-7250), diédasoros detektorral (L-7455)
felszerelt LaChrom tipust HPLC késziiléket (Hitachi, Tokid, Japan) alkalmaztunk. A
szintetikus elegy elvalasztasahoz forditott fazisu LiChroCART C18 oszlopot (250/10, 12
um) és a kovetkezd gradiens elucids programot hasznaltuk 3 ml/perc aramlasi sebesség
mellett: 0-5 perc 100%A, 5-10 perc 90%A, 10-30 perc 65%A, 30-35 perc 38%A, 35-50
perc 100%A.

e A cluens: 500 ml viz, ami 0,011 M KH2POs-ot tartalmazott; pH = 4,5.

e B eluens: 500 ml metanol.

A komponenseket 250 nm-es hullamhosszon detektaltuk.

4.2.3. A tisztitott allitiamin MALDI-TOF MS vizsgalata

A MALDI-TOF MS méréseket BIFLEX III tipusu, repiilési id6 (TOF)
tomeganalizatorral felszerelt tomegspektrométerrel (Bruker, Billerica, Massachusetts,
USA) végeztilk. Az allitiamin MALDI spektrumat pozitiv ion modban vizsgaltuk. A
mintamolekuldk deszorpcidjara/ionizalasara LS| tipust impulzus iizemmodban miik6dd
N2 UV-lézert (337 nm) alkalmaztunk. 19 kV gyorsitofesziiltség és 20 kV reflektron
fesziiltség felhasznalasaval tobb (legalabb 100) 1ézer felvétel spektrumait dsszegeztiik. A
mérések soran kiilsd kalibraciot alkalmaztunk, melyhez a 6-8 polimerizacios foku
ciklodextrinek [M+Na]+ m/z: 995,31, m/z: 1157,36 és m/z: 1319,41 Da cstcsait
hasznaltuk fel. A spektrum 2,5-dihidroxi-benzoesav matrixszal késziilt. A mintakat
etanolban oldottuk. A protonalt részecskéknek megfeleld kvazi molekulaionokat
monoizotopos felbontasban vizsgaltuk. A protonalt allitiamin addukt szamitott pontos
tomege [C15H22N4O2S2+H]* m/z=355,13 Da. Az osszehasonlitishoz hasznélt szamitott
értekeket az [IUPAC pontos izotop sulyaibdl szarmaztattuk Bruker XMASS 5.0 szoftver

segitségével.

4.2.4. Tisztitott allitiamin NMR vizsgalata

Az allitiamin szerkezetigazolasara vonatkoz6 NMR felvételeket Bruker Avance 11
500,13 MHz 'H rezonancia frekvencidji NMR spektrométerrel készitettiik (Bruker,
Billerica, Massachusetts, USA). A vizsgalatok soran txi-gradiens szondat alkalmaztunk

298 °K homérsékleten. Olddszerként deuteralt metanolt (metanol-D4) hasznaltunk, a
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kémiai eltolodasokat pedig a maradék olddszer szigndlokhoz viszonyitottuk (3,33 és
47,65 ppm H, illetve 3C esetén). Minden kisérlet esetén a jel hozzarendeléséhez 2D
COSY (correlation spectroscopy, korrelacios spektroszkopia), HSQC (heteronuclear
single quantum coherence, heteronuklearis egykvantum koherencia) és HMBC
(heteronuclear multi-bond correlation, tobbkotéses  heteronuklearis — korrelacio)
spektrumokat rogzitettiink, felhasznalva a Bruker szoftverkdnyvtaraban taldlhaté

impulzusprogramokat.

4.3. Az allitiamin vizsgélata a paprikamag etanolos extraktuméaban

4.3.1. A paprikamag minta elokészitése

A Kkisérletek soran ,kapia” fajtakkal dolgoztunk, amiket az egyik
¢lelmiszerkereskedelemmel foglalkozd ~multinaciondlis cégtél vasaroltunk. A

paprikamag mintak el6készitését vazlatosan szemlélteti a 14. abra.

V.
Fizika elokészités: Il. :
1. Paprika mag kézzel torténd lefejtése
2. Liofilizalas |V \ Vl .
3. Homogenizalas . (e
Centrifugélés ) Centrifugalas
F RNy B
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14. abra A paprikamag mintak elokészitésének sematikus abraja

MeOH: Metanol, NH4OH: Ammoénium-hidroxid

A paprika magjat kézzel fejtettiik le a z6ldség husardl. A magokat 24 6ran keresztiil
ALPHA 1-4 LSC késziilékkel liofilizaltuk (CHRIST, Osterode am Harz, Németorszag)
¢s felhasznalasig -20 °C-on téaroltuk. Ezt kdvetden a magokat egyszerti kdvédaraloval

homogenizaltuk. Az igy kapott mintakat MSH 300 mégneses keverd (BIOSAN, Riga,
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Lettorszag) segitségével 1 oran keresztiil etanolban kevertettilk. Az oldoszert vakuum
beparloval (BUCHI Labortechnik AG, Flawil, Svajc) 40 °C-on, 175 mbar nyomason
paroltuk addig, amig olajcseppek nem jelentek meg a mintaban. Ezutdn a mintakat 5
percig, 10 000 min? sebességgel centrifugaltuk Ohaus Multi FC5816R késziilék
(OHAUS, Uster, Svajc) segitségével. Ezt kdvetden a feliiluszot 1:1 aranyban foszfat
pufferrel (pH=3) elegyitettiik, majd a mintakat Gjbdl centrifugaltuk az el6z6 paraméterek
mellett. A tovabbi kisérletekben az also fazist hasznaltuk a SPE-hoz. Strata-X-C
kationcserélé oszlop segitségével frakcionaltuk a mintdkat. Az oszlopokat
kondicionaltuk; elészor 6 ml metanollal, majd 6 ml foszfat pufferrel (pH=3). Ezt kovetéen
1,5 ml mintat vittiink a toltetekre, amit 2%-0s hangyasavval, majd metanollal, végiil 5%

NH;OH-t tartalmaz6 metanollal elualtunk. Utobbi frakciot 6sszegyiijtottiik és beparoltuk.

4.3.2. A paprikamag kivonat HPLC-s vizsgalata

A mérésekhez a 4.2.3. részben ismertetett LaChrom tipustt HPLC késziiléket (Hitachi,
Tokio, Japan) alkalmaztunk. A SPE utols6 frakciojat 100 ul etanolban oldottuk fel a
HPLC analizis el6tt. Az elvalasztas sordn Supelcosil LC-8 DB oszlopot (150/4,1, Spum)
¢és a kovetkezd gradiens elucios programot hasznaltunk: 0-5 perc 100%A, 5-10 perc
90%A, 10-30 perc 65%A.

e Aceluens: 500 ml viz, ami 0,011 M KH2POs-ot tartalmazott; pH = 4,5.

e B eluens: 500 ml metanol.

Az aramlasi sebesség 1 ml/perc volt. A komponenseket 250 nm-es hullamhosszon
detektaltuk.

4.3.3. A paprikamag kivonat HPLC-MS/MS vizsgalata

A paprikamag etanolos extraktumat — SPE modszerével torténo tisztitasat kovetden —
a 3.3.2. részben ismertetett kromatografias modszerrel tisztitottuk. Az egyes frakciokat
HPLC-MS/MS modszer alkalmazasaval fragmentaltuk, igazolando az allitiamin
Scientific Dionex Ultimate 3000RS (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA) késziilékhez kapcsolt, flithetd elektrospray ionizacios rendszerrel ellatott Thermo
Q Exactive Orbitrap tomegspektrométert (Thermo Fisher Scientific, Waltham,

Massachusetts, USA) hasznaltunk. A tomegspektrométer eldtti forditott fazisu
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kromatografias elvalasztast egy Thermo Accucore C18 oszlopon (100/2,1, 2,6 pm)
valositottuk meg. A kovetkezo eluenseket alkalmaztuk:

e A eluens: vizes oldat, amely 500 ml-enként 10 ml metanolt, 0,5 ml hangyasavat

¢s 2,5 mM ammonium-formiatot (pH 2,7) tartalmazott.

e B clualoszer metanolos oldat, amely 500 ml-enként 10 ml vizet, 0,5 ml

hangyasavat és 2,5 mM ammonium-formiatot (pH 2,7) tartalmazott.

A vizsgalatok soran 1:1 ardnyu izokratikus eliciés programot hasznaltunk 0,2
ml/perces aramlasi sebesség mellett.

A tomegspektrométer mérési paraméterei a kovetkezOk voltak: kapillaris
hémérséklet: 320 °C, kapillaris fesziiltség: 4,0 kV, a felbontast 70000-re allitottuk. A mért
tomegtartomany 100-1000 m/z. A maximalis befecskendezési id6: 100 ms. Az allitiamin

A 4.2.-t6] a 4.3.3. fejezetig terjedd részekben bemutatott mddszerek protokolljait az

Elelmiszertechnologiai Intézet kutatocsoportja bocsatotta rendelkezésemre.

A fentiekben bemutatott kisérletekhez (4.1.-4.3.); a ndvényi mintak el6készitéséhez,
az allitiamin szintéziséhez és a miiszeres analitikai vizsgalatokhoz sziikséges reagenseket
a Sigma cégtdl szereztiik be (MilliporeSigma, St. Louis, Missouri, USA), ahogyan a
HPLC-s elvalasztasok soran alkalmazott kromatografias oszlopokat is. Utobbi kategoria
alol kivételt képeznek a Thermo Accucore C18 (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA) és a Phenomenex Kinetex (Phenomenex, Torrance, Kalifornia,
USA) oszlopok.

4.4. HUVEC sejtek izolalasa €s tenyé€sztése

A sejttenyésztést érintd kisérletek soran hasznalt médiumok és pufferek dsszetétele:

e PBS (Phosphate Buffered Saline) (Biosera, Nuaille, Franciaorszag): 200 mg/I
kalium-klorid, 200 mg/l kalium-foszfat, 8000 mg/l natrium-klorid, 1150 mg/I
natrium-foszfat.

e HBSS (Hank’s Balanced Salts Solution) (Biosera, Nuaille, Franciaorszag): 185
mg/l kalcium-klorid, 97,67mg/l magnézium-szulfat, 400 mg/1 kalium-klorid, 60
mg/l kalium-foszfat, 350 mg/l natrium-hidrogén-karbonat, 8000 mg/l natrium-
klorid, 47,88 mg/l natrium-foszfat, 1000 mg/l D-gliikéz, 11 mg/l fenolvords

natrium soja.
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e EBM-2 komplett médium: A komplett médiumot a gyartd instrukcioi alapjan

készitettiik el, Osszetétele: EBM-2 alap taptalaj (katalogusszam: CC-3156) +
EGM-2 SingleQuots, kiilonb6z6 faktorokat tartalmazo kit (katalogusszam: CC-
4176): A kit tartalmat a 4. tablazat foglalja 6ssze.

4, tablazat: Az EBM-2 komplett médium Osszetétele

Katal6gusszam Faktor neve
CC-4101A FBS: (fetal bovine serum, magzati
szarvasmarha szérum)
CC-4112A hidrokortizon
CC-4113A hFGF: (human fibroblast growth factor,
fibroblaszt novekedési faktor)
CC-4115A VEGF: (vascular endothelial growth

factor, vaszkularis endothelialis
novekedési faktor

CC-4116A Aszkorbinsav
CC-4117A hEGF: (epidermal growth factor,

epidermalis novekedési faktor)
CC-4381A Gentamicin/Amphotericin B
CC-4396A Heparin

e Szupplementalt M199 médium; tovabbiakban M 199 médium: M 199 sejttenyésztd
tapoldat (Biosera, Nuaille, Franciaorszag), ami tartalmaz: 10 % héinaktivalt FBS,
10 % EBM-2 komplett médiumot, 2 mM glutamint, 59,88 ug/ml penicillin G-t,
100 pg/ml sztreptomicin, 2,5 mg/l amphotericin B-t.

Az ismertetett hatoanyagok fent emlitett korélettani allapotokra valo hatasat HUVEC
(human umbilical vein endothelial cells: huméan ko6ldokzsinor véna endothel sejtek)
sejtkultiran végeztem. A koldokzsinorokat a Debreceni Egyetem NOgyodgyaszati
Klinik4jarol kaptuk. A human eredeti koldokzsindrokat érintd vizsgalatokat a Helsinki
Nyilatkozatnak megfeleléen végeztiik el, a protokollt pedig a Debreceni Egyetem Etikai
Bizottsaga hagyta jova (regisztracios szam: RKEB / IKEB 3712-2012). A
koldokzsinorokat PBS-ben taroltuk, az izolalas elott 70%-os etanolban fertotlenitettiik.
Els6 lépésben az ép koldokzsinor vénat mindkét végén kaniilaltuk, majd HBSS pufferrel
mostuk és vérmentesitettiik azt. Ezt kdvetden 20 percig 37 °C-on kollagenaz (Serva
Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Németorszag) oldattal (1,5 mg/ml, 22U/100ml)
inkubaltuk a vénat. Az érfalrdl leemésztett sejteket tartalmazd enzim oldatot M199

médiummal mostuk ki. Az igy nyert sejtszuszpenziot egy Ohaus Multi FC5816R
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késziilékkel 1000 mint sebességgel 8 percig centrifugaltuk (OHAUS, Uster, Svéjc). A
feliiluszot leszivtuk, majd a sejtpelletet dvatosan M199 médiumban szuszpendaltuk, ezt
kovetden 75-0s sejttenyésztd flaskaba szélesztettiik a sejteket. A 5%-0s CO2 atmoszférat
¢és a 37 °C-os tenyésztési koriilményeket egy Galaxy 170 R inkubatorban (Eppendorf,
Hamburg, Németorszag) valositottuk meg. A sejtek letapaddsat segitendd minden
sejttenyész6 milanyag terméket az izolalast megel6z6en 0,5%-0s zselatinoldattal 4-8 6ran
keresztiil inkubaltunk. A sejtkulturakat addig tenyésztettiik, mig a sejtréteg konfluenciaja
el nem érte a 80-100%-ot, majd kétszeres alapteriiletre passzaltuk a sejteket. A passzalas
soran leszivtuk a sejtekr6l az M199 médiumot, majd steril PBS oldattal mostuk a
sejtréteget. A sejtek, valamint a sejtek €s a hordozo kozotti kapesolatokat tripszin-EDTA
(Biosera, Nuaille, Franciaorszag) hozzaadasaval sziintettiik meg, aminek kovetkeztében
a sejtek levaltak a hordozordl. Az enzimes reakciot négyszeres térfogati M199
médiummal allitottuk le. A sejteket 50 ml-es centrifugacsdvekbe pipettaztuk, majd 1000
min! sebességgel centrifugiltuk, végezetiil szélesztettiik ket (Crampton et al., 2007). A
korallapotok modellezésére gyulladas okozta endothel diszfunkcié esetén 100 ng/ml
LPS-t alkalmaztunk és 24 o6ras inkubdciot kovetden vizsgaltuk a kovetkezdekben
bemutatott markereket. A hiperglikémia okozta endothel diszfunkcio esetén pedig 30
mmol/l glikozt alkalmaztunk majd 6, 12, 24 o6ras, valamint egyhetes inkubaciokat
kovetden vizsgaltuk az alabbiakban bemutatott markereket.

A 15. abra illusztralja a HUVEC monolayer-t karboxifluoreszcein szukcinimidil
észter (CFSE) és NuclBlue (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)
festést alkalmazva fluoreszcens és vilagos latoterli felvételeinek kompozit képében. A
képeket Olympus UPlanF1 40x NA 0.75 objektivvel, Olympus DP71 szines kameraval
felszerelt Olympus IX71 mikroszkoppal készitettik és Olympus Cell*B szoftverrel
értékeltiik ki (Olympus Life Science, Waltham, Massachusetts, USA).
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15. abra NuclBlue és CFSE festett HUVEC sejtek fluoreszcens és vilagos latoterti

mikroszkdpos felvételeinek kompozit képe.

4.5. Az endothel sejtek karakterizalasa flow citometrids analizissel
Az izolalast kovetden a sejteket fenotipizaltuk annak érdekében, hogy
megbizonyosodjunk, a kisérletek soran egyértelmiien endothel sejtekkel, nem pedig a
koldokzsinor vénajat alkotd mas sejttipusokkal végezziik kisérleteinket. Az endothel
sejtek azonositasahoz a sejteket egerekben termeltetett, fluoroférral konjugalt,
monoklonalis antitestekkel jeloltiik, melyek a kdvetkezdk voltak:
e FITC-CD31: fluoreszcein-izotiocianattal jelolt platelet endothelial cell adhesion
molecule (PECAM-1)
e PE-CD54: fikoeritrinnel jelolt intercellular adhesion molecule (ICAM-1)
e APC-CDI106: allofikocianinnal jeldlt vascular cell adhesion molecule (VCAM-1)
e PerCP-Cy5.5-CD45: peridinin klorofil A protein komplex — Cy5.5 tandem
fluoreszcens festékkel jelolt leukocyte common antigen (LCA).
A Kkarakterizalas soran alkalmazott antitesteket a Becton Dickinson vallalattol
szereztiik be (BD Bioscience, Franklin Lakes, New Jersey, USA).
A sejteket a passzalasnal leirtak szerint kezeltiik, majd a centrifugilds utdn a
sejtszamlalast Biirker kamréval (Hirschmann Laboratory, Eberstadt, Németorszag)
valodsitottuk meg. 5 000 000 sejt/ml szuszpenziobol 20 ul-t pipettaztunk 6 darab 1,5 ml-

es centrifugacsdbe. Ezek koziil az els6be nem pipettaztunk antitestet, ez szolgalt negativ
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kontrollként. 4 centrifugacsdvet egyszeresen jeldltiink a fent megnevezett antitestek 20
ul-ének sejtszuszpenzidoba valo pipettazasaval. Egy centrifugacsé sejtjeit mind a 4
antitesttel jeloltiik. A centrifugacsovek térfogatdt M199 médiummal 100 pl-re
egészitettik ki, figyelembe véve, hogy a mérésekhez sziikséges sejtdenzitas
megkdzelitéleg 1 000 000 sejt/1 ml. A fluorszcens festékkel jelolt antitestekkel 30 percig,
szobahdmérsékleten, sotétben inkubaltuk a sejteket. Ezt kovetden haromszor mostuk
azokat M199 médiummal. Az &4ramlasi citometridas méréseket Becton Dickinson
FACSArialll Cell Sorter (Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA) alkalmazasaban
végeztik.

A FITC-t és a PerCP-Cy5.5-et 488 nm-es lézerrel gerjesztettiik. A FITC altal
kibocsatott zold fényt 530/30 savsziirével detektaltuk, mig a PerCP-Cy5.5 tavoli vords
fluoreszcencidjat 635 nm-es dikroikus tiikor és 695/40 savsziird segitségével mértiik. A
PE-t egy szilardtest-1ézerrel, 562 nm-en gerjesztettiik, az emittalt fényt pedig 595/50 nm-
es savszirdvel detektaltuk. Az APC-t 635 nm-es voros 1ézerrel gerjesztettiik, a kibocsatott
fény intenzitasat egy 660/20 savszirovel detektaltuk. Az adatokat FCS Express 4
Research Edition szoftver (De Novo Software, 7. verzid, Glendale, CA, USA)

alkalmazasaval elemeztiik (Betters, 2015).

4.6. A sejtek életképességének meghatarozasa MTT-assay-vel

A sejtek életképességének vizsgalatara kifejlesztett €s altalanosan hasznalt mdodszer
az MTT-assay, melynek 1ényege, hogy a metabolikusan aktiv sejtek felveszik a sarga
szinli  tetrazOlium-bromid festéket (MTT:  3-[4,5-dimetiltiazol-2-yl]-2,5-difenil
tetrazolium-bromid) (Duchefa Biochemie, Haarlem, Hollandia), amelyet a sejt
mitokondrialis oxidoreduktaz enzimjei formazan kristalyokk4 alakitanak at. A formazan
kristalyok lila szinliek, izopropilalkoholban val6 visszaoldas utdn a szinintenzitas
fotometridsan mérhet6. Ez a szinintenzitds ardnyos az ¢él6 sejtek szamaval,
végeredményben a sejtek életképességével.

Az alkalmazott hatdanyagoknak a sejtek viabilitdsara gyakorolt hatdsat MTT-assay-
vel értékeltiik. A sejteket 96 lyuku plate-re helyeztiik (2x10%sejt/lyuk), majd az adott
hatéanyagok kiilonb6zd koncentracidival kezeltiik dket 24 és 48 oran keresztiil a TAF,
24, 48 és 72 oran keresztiil az allitiamin esetében. A médium leszivasa utan a sejteket 100
ul 0,5 mg/ml MTT-oldattal inkubaltuk 37 °C-on 3 6ran keresztiil. Ezt kovetéen az MTT-
oldatot eltavolitottuk, az inkubacios 1d6 alatt keletkezett kristalyokat pedig izopropil-
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alkoholban oldottuk fel, az oldatok abszorbanciajat 565 nm-en mértiik Clariostar micro
plate reader (BMG Labtech, Ortenberg, Németorszag) alkalmazasaval. Az eredményeket
a kontroll (kezeletlen) csoport szazalékaban fejeztiik ki (Olah et al., 2016).

4.7. Az apoptotikus folyamatok vizsgélata

Az apoptotikus események vizsgalatira DilC1(5) fluoreszcens festéket (Enzo
Biochem, Inc., Farmingdale, New York, USA) hasznaltunk. A modszer 1ényege, hogy a
festék a mitokondridlis membranpotencidl fiiggvényében akkumuldlodik a sejtek
mitokondriumainak intermembran terében, kovetkezésképpen minél kisebb a festék
intenzitasa, anndl nagyobb a korai apoptotikus jeleket mutatd sejtek aranya.

A kisérleteket 96 lyuku plate-en végeztiik (2x10%sejt/lyuk). A megfeleld hatbanyagok
kiilonboz6 dozisaival kezeltiik a sejteket 24 €s 48 oran keresztiil a TAF, 24, 48 ¢s 72 6ran
keresztiil az allitiamin esetében. A sejtekr6l eltavolitottuk a médiumot, majd a
fluoreszcens festék 1 pM-os oldataval inkubaltuk a sejteket 30 percig, 37 °C-0s
hémérsékleten (50ul/lyuk). Az inkubacié utan a sejteket kétszer mostuk PBS-sel, majd
detektaltuk a fluoreszcencia intenzitasokat Clariostar micro plate reader (BMG Labtech,
Ortenberg, Németorszag) segitségével (gerjesztés: 630 nm, emisszio: 670 nm). A
kisérletek soran az apoptozis pozitiv kontrolljaként karbonil cianid m-klorofenilhidrazont
(CCCP) alkalmaztunk (Zakany et al., 2018).

4.8. A nekrotikus események értékelése

A nekrotikus folyamatok vizsgalatat SYTOX Green fluoreszcens festék (Life
Technologies, Carlsbad, Kalifornia, USA) segitségével végeztik. A festék csak a
sulyosan sériilt, dezintegralédott membranokon keresztiil képes atjutni, ahol képes a
duplaszalit DNS-hez kotédni. Az ép membranokkal rendelkezd sejtekbe valod bejutasa
nagymértékben limitalt. Ennek kovetkeztében az ép sejtek estében alacsony, mig a
nekrotikus sejtek esetében magasabb intenzitas detektalhato.

A sejteket 96 lyuku plate-re szélesztettiik (2x10%ejt/lyuk), majd a vizsgalt
hatéanyagok eltéré koncentracioival kezeltiik dket 24 és 48 oran keresztiil a TAF, 24, 48
¢és 72 6ran keresztiil az allitiamin esetében. A médium leszivasat kovetden a fluoreszcens
festek 1 uM-os oldatdval inkubdltuk a sejteket 30 percig, 37 °C-os hodmérsékleten.
Minden lyukba 50 ul festékoldatot pipettaztunk. Az inkubacids id6 letelte utana a sejteket
PBS-sel kétszer mostuk, majd Clariostar micro plate reader (BMG Labtech, Ortenberg,
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Németorszag) segitségével 490 nm-en gerjesztve 520 nm-en detektaltuk a flureszcencia
intenzitasokat. Az eredményeket a kontroll (kezeletlen) csoport szazalékéaban fejeztiik ki.
A Kkisérletek soran a nekrézis pozitiv kontrolljaként RIPA (radioimmuno precipitation

assay) lizis puffert alkalmaztunk (Ramot et al., 2018).

4.9. Az intracellularis ROS tartalom mérése

Az intracellularis ROS tartalom mérésére széles korben alkalmazott fluoreszcens
festék a 2°,7’-diklor-fluorescein-diacetat (DCFDA) (MilliporeSigma, St. Louis, Missouri,
USA). A mérés lényege, hogy a nem fluoreszcens DCFDA az acetatcsoportok
intracellularis észterazokkal torténd lehasitdsdval és reaktiv oxigénformék altali
oxidaciojaval atalakul erésen fluoreszcens 2’°,7’-diklor-fluoreszceinné (DCF). Az
intenzitas mértéke aranyos a sejtekben 1évo reaktiv oxigénformak mennyiségével.

A kezelések hatasara bekovetkezd intracellularis ROS termelés valtozasanak nyomon
szenzitiv DCFDA festékkel inkubaltuk 1 oran keresztiil, 37 ° C-on, sotétben. Az
inkubaciot kovetden a Sejteket kétszer mostuk PBS-sel a f6losleges festék eltavolitasa
érdekében. Mig a 100 umol/l H202-vel végzett vizsgalatok soran 5 percenként
monitoroztuk a sejteket —a TAF-val valo kezelések esetében 60. percben, az allitiaminnal
torténd kezelések sordn a 120. percben leolvasott fluoreszcencia értékekkel kalkulaltunk
— addig az LPS altal indukalt ROS képzddés vizsgalatakor 24 ora eltelte utan kapott
intenzitasokat hasznaltuk fel. Micro plate reader (BMG Labtech, Ortenberg,
Németorszag) segitségével 485 nm-en gerjesztve, 530 nm-en detektaltuk a fluoreszcencia
intenzitast. Az eredményeket a kontroll (kezeletlen) csoport szazalékaban fejeztiik ki

(Eruslanov and Kusmartsev, 2010).

4.10. Reverz transzkripcio és valds idejli kvantitativ polimerdz lancreakcid

A totdl RNS-t Extrazole-lal (Blirt, Gdansk, Lengyelorszag) izolaltuk. Az RNS
mindségi és mennyiségi ellenérzését NanoDrop-pal (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA) végeztiik el, amely utan UltraScript 2.0 cDNA Synthesis Kit (PCR
Biosystems, London, Egyesiilt Kiralysag) alkalmazasaval cCDNS-t készitettlink. A reverz
transzkripciot egy 2720 Thermal Cycler tipust késziiléken végeztiik el (Foster City,
Kalifornia, USA).
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Az altalunk vizsgalt gének (COX-1, a COX-2 és a PGlz-szintaz enzimeket kodolo
gének) amplifikacidjahoz 2x qPCRBIO Probe Mix No-ROX assay-t (PCR Biosystems,
London, Egyesiilt Kiralysag) hasznaltunk. A kvantitativ valés idejii PCR (Q-PCR)
reakciokat egy Roche LightCycler 480 (Hoffmann-La Roche, Bazel, Svajc) késziilék
segitségével valositottuk meg. A génexpresszios szintek meghatarozasanal az expresszios
értékeket GAPDH génjére normalizaltuk. Minden kisérletet 3 technikai parhuzamossal
végeztiink el, melyekbdl az expresszio véltozasait a 244t modszerrel értékeltiik ki. Az
eredményeket a kontroll (kezeletlen) csoport szazalékaban fejeztiik ki (Peirson and
Butler, 2007).

4.11. Az indukalt citokin-szekrécid vizsgalata Luminex/MagPlex modszerrel

A kezeléseket koveten a tenyészetekrol a tapoldatot Gsszegylijtottiik, majd 10 percig
10 000 min? sebességgel centrifugiltuk. A mintak feliiliuszoit —80 °C-on taroltuk. A
citokinek koncentracioit MILLIPLEX MAP human citokin/kemokin magneses panel
(EMD Millipore Corp., Billerica, Massachusetts, USA) segitségével, Luminex 200
késziilék (Luminex Corp., Austin, Texas, USA) segitségével hataroztuk meg, a gyartd
instrukcioi alapjan. A mddszer Iényege, hogy vords és infravords festékekkel szinezett 5
pum atméréjli, magnesesgyongyokhoz kiilonbozé fluoroszcens festékkel jelolt
monoklonalis antitesteket kotnek. A miszer kapillarisan athaladé gyongyoket 2
kiilonboz6 szini 1ézer vildgitja meg, a piros szinli a gyongy tipusat, a zold szinii a
fluoreszcens jel intenzitasat detektalja. Utobbi a mintdban 1évé — a monklonalis
az analitok a microplate well-jeiben valo szimultan mérése valdsithatdé meg.

Az allitiaminnal kapcsolatos vizsgalatok soran az IL-6, IL-8 és TNF-a fehérjéket
kvantifikaltuk, mig a meggyel végzett kisérletek soran az IL-6, IL-8, a TNF-a, GM-CSF,

RANTES markerek mennyiségi meghatarozasat valositottuk meg.

4.12. Glutation intracelluléris szintjének vizsgélata
A glutation koncentraciét sejtlizatumbodl mértiik Abcam altal gyartott fluorometrias
glutation assay (Abcam, Cambridge, UK) segitségével a gyarto altal szolgaltatott 1izis

puffer hasznalata mellett, valamint a gyart6 instrukcioi szerint.
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4.13. A transzketoldz enzim aktivitasanak vizsgélata

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

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

4.14. ELISA assay-k

4.14.1. AGEs kvantitativ meghatarozasa

A késo glikacios végtermékek mennyiségi meghatarozasa eldtt a sejteket tripszines
kezelés utan RIPA pufferben lizaltuk, centrifugaltuk 10 percig, 10 000 min™t sebességgel,
majd a mintdkat —80 °C-on taroltuk a mérésekig. Az AGEs mennyiségét OxiSelect
kompetitiv ELISA kitek segitségével, a gyarto protokolljat kovetve hataroztuk meg (Cell
Biolabs Inc., San Diego, California, USA).

4.14.2. NF-«B aktivitas vizsgalata
Az NF-kB kvantifikalasa elott a mintakat hasonloan készitettiik el6, mint az AGEs
mérések esetében. A méréseket Human InstantOne™ NFkB p65 (Total) ELISA kitekkel

(Invitrogen, Carlsbad, Kalifornia, USA) végeztiik, a gyarto instrukcioi alapjan.

4.14.3. A fehérje szekrécid vizsgalata

A szdveti plazminogén aktivator (tPA), a tromboxan és a prosztaciklin mennyiségi
meghatarozasa eldtt a mintdkat a citokin mérésekhez hasonldan készitettiik eld. A
markerek mennyiségét a sejtek feliilisz6jabol Abcam altal gyartott kolorimetrias ELISA

kitek (Abcam, Cambridge, UK) segitségével hataroztuk meg, a gyarto instrukcioi alapjan.

4.15. Statisztikai analizis

A mérési adatok rendszerezesét és elsddleges feldolgozasat a Microsoft Office Excel
2016-0s programmal, valamint a GraphPad Prism 8.0.1 szoftverrel végeztem. A
statisztikai analizisekhez One-Way variancia-analizist (ANOVA) alkalmaztunk

Bonferroni szerint modositott t-teszttel kiegészitve. Szignifikans valtozasnak tekintettiik,
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ha a kontrollhoz viszonyitva p<0,05. A kisérletek soran minden esetben harom fiiggetlen
mérést valdsitottunk meg, ezekbdl egy reprezentativ abrat tiintettiink fel az eredmények

részben.
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mAU

5. Eredmények
5.1

5.1.1. A tisztitott antocianin frakcio

A hatoanyagok analitikai vizsgalata

A TAF hatasanak in vitro vizsgalata el6tt meghataroztuk annak antocianin

Osszetételét. Az SPE modszerrel

vald tisztitast kovetben a tisztitott frakciot

folyadékkromatografiasan vizsgaltuk. A 16. abra lathatd kromatogram alapjan a TAF {6

antocianin komponensei a ciandin3-O-gliikozil-rutinozid, a cianidin-3-O-gliikozid és a

cianidin-3-O-rutinozid. Fontos megjegyezni, hogy az egyes csucsok altal reprezentalt

komponensek MALDI-TOF MS-sel torténé kvalitativ vizsgalata megerdsitette (Homoki

etal., 2016) a HPLC-s eredményeket, azonban — tekintettel arra, hogy a doktori t¢émamhoz

kapcsolodo kutatasoknak nem képezik szerves részét — ezek az adatok ebben a

dolgozatban nem keriilnek bemutatésra.
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R3;=0-gliikozid: Cianidin-3-O-gliikozid
Ry=O-rutinozid: Cianidin-3-0-rutinozid
R;=0-gliikozil-rutinozid: Cianidin-3-O-gliikozil-rutinozid

L Cianidin-3-0-glitkozid

mAU

Minutes

16.

fazist kromatogramja.

(Detektalasi hullamhossz 535 nm)

5.1.2. Az allitiamin

5.1.2.1.
Mielott

Az allitiamin szintézise

az

allitiamin  biologiai

hatasat

tanulmanyoztuk volna

in

abra A ,,.Debreceni bétermd” fajtabol szarmazo tisztitott antocianin frakcid forditott

vitro

sejtmodelliinkdn, annak eldallitasat kellett megvaldsitanunk tekintettel arra, hogy

kereskedelmi forgalombdl nem szerezhetd be a vegyiilet. A ndvényi matrixbol vald nagy
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volumenii izolalas komplikaltsaga, laborunk kapacitasa miatt a kémiai Gton torténd
szintézisét valasztottuk. A 17. abra lathaté a szintézis alatt idealizalt reakcioutvonal —
részletesen lasd 4.2.2. fejezetben — amivel egyidOben az allitiamin mellett egyéb
tiaminszarmazékok és tovabbi melléktermékek is keletkeztek. A kdvetkezd 1épésben meg
kellett oldanunk a végtermékek elvélasztdsat és az allitiamin tisztitdsat, amelyhez

folyadékkromatografias modszert alkalmaztunk.

— 25°C 24 ¢ra
Na,§,0, + _\_C| _— — -
TBAC 3203 Na CHy

OH
NI e N/S/\/
NaOH/H,O

N OH 2 CHy /k/ k\ S
Hzc\“/\ rs pH=9; 60 °C OH HaC N NH, SO S

NANY o N

: A A
NH, CHy NaCl N NH, o

HsC

CH,
17. abra Az allitiamin kémiai szintézisének sematikus abrazolasa.
Na2S202: Natrium-tioszulfat, NaCl: Natrium-klorid, NaOH: Natrium-hidroxid, TBAC:

Tetrabutil-ammoénium-klorid

5.1.2.2. Az allitiamin szerkezetigazolasahoz kapcsolodo vizsgalatok

A szintetikus elegy folyadékkromatografias vizsgalatabol szarmazd kromatogram a
18. abra lathatd. Az anyag és moddszer rész 4.2.2. fejezetében részletesen ismertetett
szintetikus ut eredményeként, valamint a kromatografias csucsok alapjan a képz6dott

vegyiiletek 39% -4t azonositottuk allitiaminként.
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18. abra Az allitiamin szintézise soran képzodott vegyliletek forditott fazisu
kromatogramja
(Detektalasi hullamhossz 250 nm)
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Az egyes csucsok frakcidit dsszegytijtottiik és tovabbi, a szerkezetiikre vonatkoz6
analitikai vizsgalatokat végeztiink. A 19. dbra lathatd az izolalt allitiamin MALDI-TOF
MS spektruma, melyben a mért 355,23 Da jo egyezést mutat a képlet alapjan szamitott

monoizotopos m/z értékkel.
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19. abra A szintéziselegybdl HPLC-vel tisztitott allitiamin MALDI-TOF spektruma

A 20. abra a tisztitott allitiamin NMR spektrumat szemlélteti. A hozzarendelt kémiai
eltolédasok elfogadhatd egyezésben voltak az ACD/NMR Predictor algoritmus altal

szamitott spektrummal (20. abra 5. tablazat).
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20. abra A szintéziselegybdl HPLC-vel tisztitott allitiamin *C-NMR-spektruma

5. tablazat: Az izolalt vegyiilet szerkezetigazolasa a *H, illetve *C NMR

spektrumokban asszignalt csticsok alapjan

6 9 Co||:4H3 Jeldlés Csoport 13C eltolédas H eltolodas (ppm)
5 15 OH (ppm)
’;‘ N ';lo 3 22 3 2 C 167.04
/l\ - | S 11 CH 164.44 8,021 (s)
HaG” TN, g T ; c 7
18%19 6 CH 152.22 7.864 (s)
15 [3 135.10
ClHZ 19 CH 132.71 5.690 {m)
20 13 C 132.43
20 CH; 118.14 5.125 (m)
5 C 109.00
22 CH, 59.45 3.656 (t, )=6.9Hz)
18 CH, 42.22 3.049 (d, 1=7.4 Ha)
9 CH, 39.02 4.539 (s, broad)
21 CH, 3253 2.862 (1, 1=6.9H2)
7 CHs 23.65 2.383 (s)
14 CHs 17.35 2.128(s)

Mindkét modszer egyértelmiien igazolta, hogy a kromatogramon jelolt, 26,38 percnél

elualodott csucs altal reprezentalt vegylilet az N-[(4-amino-2-metil-pirimidin-5-il)-

metil]-N-[(2E)-5-hidroxi-3-(prop-2-én-1-ildiszulfanil)pent-2-én-2-il] formamid, azaz
allitiamin.
5.1.2.3. A paprikamag kivonat HPLC és HPLC-MSIMS vizsgalata

A paprikamag etanolos kivonatat a mintaelokészités utdn kromatografidsan

vizsgaltuk. Az allitiamin szintézise és tisztitdsa soran eldallitott referenciaanyagot
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hasznaltuk a kvalitativ HPLC analizishez. Ennek eredményét mutatja az 21. dbra. A
kromatogramon jel6lt cstcs reprezentalja az allitiamint, amelynek frakcionalasat

kovetden tovabbi igazolod vizsgalatokat végeztiink.

1,92

& Allitiamin
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(NV) @dueqisoqy
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Retention Time (min)
21. abra A paprikamag etanolos kivonatanak SPE-val torténd tisztitasat koveté HPLC
analizisének forditott fazisi kromatogramja
(Detektalasi hulldmhossz 250 nm)

A fragmentécios kisérletek sordn négy jellegzetes fragmensiont detektaltunk. Az
allitiamin MS?-spektruma az 22. abra lathatd, a legvalosziniibb fragmentacids utakat az
23. abra 0sszegeztiik. A protonalt allitiamin S-S kotésének hasadasaval a 281,061 m/z-es
fragmension képz6dott, majd a karbonilcsoport elvesztése vezetett a 253,1112 m/z értéki
fragmensionhoz (23. abra/A). A 167,0924 m/z értékii fragmension a protonalt allitiamin
oldallancan talalhato N-C kotés hasadasabol szarmazik (23. abra/B). 122,0712 m/z
értéknél kapott negyedik fragmension képzOdését a protonalt molekula teljes
oldallancanak elvesztésével értelmeztik, ami az oldallanc nitrogénatomja és a
pirimidingytirth6z kapcsolt szénatom kozotti kotés induktiv hasitasaval megy végbe (23.

abra/C).
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22. abra A paprikamag etanolos kivonatabol HPLC-vel tisztitott allitiamin MS2-

spektruma
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23. abra Az allitiamin MS fragmentacios spektruméban megjelené komponensek

keletkezésének legvaldsziniibb fragmentacios utjai.
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5.2. Az endothel sejtek flow citometrias fenotipizalasa

Tekintettel arra, hogy kisérleteink soran primer sejtekkel dolgoztunk — nem pedig
kereskedelmi forgalombol beszerezhetd, a gyartéd altal karakterizalt sejtvonalakkal — in
vitro vizsgalatainkat a sejtek fenotipizalasaval kezdtiik. A sejtmembranon kifejez6do
pozitiv és negativ markerfehérjéket (CD54; CD31; CD45; CDI106) specifikus
antitestekkel jel6ltiik, majd aramlasi citometria segitségével karakterizaltuk az endothel
sejteket. A felsorolt sejtfelszini markerek koziil a CD31 és a CD54 konstitutiv moédon
expresszalodik az endothel sejtek felszinén, mig a CD45-6t egyaltalan nem expresszaljak
az endothel sejtek, a CD106 pedig csak a citokin-stimulalt endotheliumon fejezddik ki.

Amint a 24. abra lathato, az izolalt endothel sejtek 90,7 %-a expresszalta a CD54 és
CD31 pozitiv markereket, mig a sejtek koriilbeliil 97% -4n nem fejezddtek ki a CDA45 és
CD106 negativ markerek. Ezek az adatok az izolalas hatékonysagat és pontossagat

igazoljak ¢és hitelesitik a tovabbi HUVEC-kel végzett vizsgalatokat.

6.34% 90.7% 1.13% 0.7%

SsC

CD106

1.89% 1.05% 97.1% 1.08%
FSC 'CD54 CD45

(A) (B) ©
24. abra Endothel sejtek aramlasi citometrias elemzése.

Az izolalt endothel sejteket specifikus antitestek alkalmazasaval ellendriztiik
pozitiv CD54 ¢és CD31, valamint negativ CD45 és CD106 markerfehérjékre.
(A): Az endothel sejtek elére (FSC) és oldalra (SSC) iranyuld fényszoras
diagramja.

(B), (C): Az endothel sejtek pozitiv (B) és negativ (C) markereinek dot-plot

abrazolasa.
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5.3. A TAF hatésa az LPS okozta inflammatorikus folyamatokra

cres

5.3.1.1. Eletképességi vizsgdlatok

A hatéanyagok in vitro vizsgalatanak els6 1épéseként célszerii azonositani a vizsgalt
hatoanyag azon koncentracidtartomanyat, amely a sejtek életképességét nem befolyasolja
szignifikdnsan. A HUVEC sejtkultirat érinté kisérleteinket életképességi tesztek
megvalositasaval kezdtiik. Els6ként MTT-assay-t végeztink. Ahogy az 25. abra
oszlopdiagrammja mutatja a TAF 1-100 pg/ml koncentracidtartomanyban nem fejt ki
negativ biologiai hatast a sejtek életképességére 24 és 48 6ras mintavétel esetén sem.
Magasabb koncentracidban viszont szignifikansan csokkentette azt, 24 6ra elteltével 1000
ug/ml-es, mig 48 orat kovetéen az 500 és 1000 ug/ml-es toménységii TAF is. Az
eredményeket a kontroll csoporthoz (0 pg/ml) viszonyitottuk és annak szézalékaban

fejeztiik ki.
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25. abra A TAF endothel sejtek €letképességére gyakorolt hatasa 24 (A) és 48 (B) 6ras
kezeléseket kovetden (MTT-assay).
Az életképesség (abszorbancia) értékeket 4tlag=SEM alakban a kontroll atlagdhoz
(=100%) viszonyitva abrazoltuk.
**%*: p <0,0001 TAF: Tisztitott antocianin frakcio

Figyelembe véve, hogy a TAF magasabb koncentracioi (500 és 1000 upg/ml)
citotoxikus hatast fejtenek ki, felvetdédhet, vajon az alacsonyabb koncentraciok is
elinditanak-e olyan negativ celluldris folyamatokat, amelyek detektalasa MTT-assay
alkalmazasaval nem megvalosithat6. Annak érdekében, hogy kizarjuk a korai apoptotikus

és nekrotikus események lehet6ségét kombinalt DilC1(5)-SYTOX Green fluoreszcens
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jelolést alkalmaztunk. A kisérletek soran megallapitottuk, hogy a TAF 1-100 ug/ml
koncentraciotartomanyban nem befolyasolja szignifikdnsan az apoptotikus és nekrotikus
sejtek aranyat 24 és 48 ora elteltével (26. abra). Ezek az eredmények 6sszhangban allnak
az MTT-assay soran tapasztaltakkal. A tovabbi kisérletek szempontjabol nem relevans,
de érdekes mellékszal, hogy a TAF magasabb koncentracioi (>100 ug/ml) altal okozott
citotoxikus hatas kovetkeztében apoptozis kovetkezik be. Az eredményeket a kontrollhoz

(0 pug/ml) viszonyitottuk és annak szazalékaban fejeztiik ki.
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26. abra A TAF endothel sejtek korai sejthalalfolyamataira gyakorolt hatasa 24 (A) és
48 (B) oras kezeléseket kovetden (DilC1(5) és SYTOX Green assay).
A fluoreszcencia értékeket atlagtSEM alakban a kontroll atlagahoz (=100%)
viszonyitva abrazoltuk. ****: p <0,0001
CCCP: Karbonil cianid m-klorfenilhidrazon, LB: Lizis puffer, TAF: Tisztitott

antocianin frakcid

70



5.3.1.2. A TAF antioxidans kapacitasa
végeztiink, hogy kizarjuk azokat a koncentraciokat, amelyek mar nem jelentenek
szignifikans antioxidans hatést. A sejtek életképességét szignifikdnsan csokkentd 500 és
H202-vel kezeltiik, amelynek kovetkeztében 60 perc elteltével — ahogyan az 27. abra
oszlopdiagrammja mutatja — a ROS mennyisége a sejtekben kozel négyszeresére
leghatékonyabban mérsékelni. Mivel a hatdanyag 50 pg/ml koncentracidban is képes volt
a H20» altal kivaltott ROS termelddés jelentds részének — majd egészének — eliminalésara,

a tovabbi kutatasainkhoz ezt a koncentraciot hasznaltuk.

400+
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27. abra A TAF antioxidans kapacitasanak értékelése endothel sejttenyészetben.
A fluoreszcencia értékeket atlagtSEM alakban a kontroll atlagahoz (=100%)
viszonyitva abrazoltuk
***: p <0,0005, ****: p <0,0001 H202: Hidrogén-peroxid, TAF: Tisztitott antocianin

frakcid

71



5.3.2. A TAF hatésa az LPS altal eldidézett oxidativ stresszre

Az endothel diszfunkcié kialakuldsdhoz szdmos mechanizmus jarul hozza, amelyek
egylittesen, egymast erdsitve a korkép progressziojat eredményezhetik. Illyen, onmagaban
is Osszetett eseménysor a gyulladas, amely talan a leggyakoribb endothel diszfunkciot
kovetden annak LPS altal indukalt inflammatorikus folyamatokra valo bioldgiai hatasait
vizsgaltuk. A szervezetben lejatszodo gyulladasos folyamatok fokozzéak a szabad gyokok
termelddését, ami a redox egyensuly felborulasahoz, végeredményben pedig az érintett
sejtek szovetek tovabbi, akar irreverzibilis karosodasahoz vezethet. Tekintettel az
oxidativ stressz gyulladdsban betoltott alapvetd szerepére elsoként a sejtek oxidativ
allapotat értékeltiik. Vizsgaltuk a ROS termelddésének valtozasat az LPS kezelés
hatasara, valamint azt, hogy a TAF képes-e befolydsolni ezt a valtozast gyulladdsos
modelliinkben 24 6ras mintavételek esetén. Az LPS tobb mint kétszeres ROS produkciot
eredményezett tenyészetiinkben a kontrollhoz viszonyitva, mig a TAF képes volt

eliminalni az LPS altal okozott fokozott ROS termel6dést (28. abra).
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28. abra A TAF hatasa LPS kezelést koveté ROS képzddésre endothel
sejttenyészetben.
A fluoreszcencia értékeket atlagtSEM alakban a kontroll atlagahoz (=100%)
viszonyitva abrazoltuk.
***: p <0,005
LPS: Lipopoliszacharid, TAF: Tisztitott antocianin frakcio
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Az ¢16 rendszerek oxidativ allapotanak jellemzésére altalanosan hasznalt modszer a
glutation (GSH) szintjének vizsgalata (Gyuraszova et al., 2018). Kisérleteinkben 24 o6rés
kezelést kovetden kvantifikaltuk a GSH intracellularis szintjeit. Az LPS kezelés hatasara
ugyan nem detektaltunk statisztikailag szignifikdns valtozast a GSH szintjében, de
biologiai szempontbdl relevans lehet az a csokkenés, ami a 29. dbran lathato. Fiiggetleniil
ettdl a TAF latvanyosan emelte a GSH szintjét, az antioxidans kapacitds erdsitését
eredményezve.

A HUVEC redox egyensulyat érinté kisérleteink meger6sitik, hogy a TAF képes
enyhiteni az oxidativ stresszt a ROS direkt eliminacidjaval, valamint fokozza a sejtek

antioxidans kapacitasat a glutation szintjének novelésével.
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29. abra LPS kezelést kovet6 glutation koncentraciod valtozas TAF hatasara endothel
sejttenyészetben.
**%%: p <0,0001
LPS: Lipopoliszacharid, TAF: Tisztitott antocianin frakcid

5.3.3. A TAF antiinflammatorikus hatasa

Az inflammaécio kardinélis része — az dsszetett folyamat inditasanak, idébeli és térbeli
behatarolasanak, a résztvevo sejtek szabalyozasanak eszkoze — a kiilonb6z6 auto- para-
endokrin molekulaknak az adott szcenarié (bakterialis betolakodo, szovetsériilés stb.)

szerinti termelése (Chen et al., 2017). Kisérleteink kdvetkezd 1épésében azt vizsgaltuk,
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hogy a TAF az LPS kivaltotta citokin és kemokin szekréciot miképpen befolyasolja. Az
IL-6, IL-8, TNF-a,, RANTES és granulocita makrofag kolonia-stimulalé faktor (GM-
CSF) HUVEC modellben termel6dott mennyiségeinek vizsgalataval az endotheliumot
érint6 inflammatorikus folyamatokrol kivantunk atfogd képet alkotni. A szekretalt

crcr

meg. A TAF szignifikdnsan csokkentette az LPS kezelést kovetd fokozott citokin
felszabadulast (30. abra).
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30. abra A TAF hatasa LPS kezelést kdvetd proinflammatorikus fehérjék képzddésére
(IL-6 (A), IL-8 (B), a TNF-a (C), a GM-CSF (D) és a RANTES (E)) endothel
sejttenyészetben.

**:p <0,01; ***: p <0,005; ****: p <0,0001
GM-CSF: Granulocita makrofag kolonia-stimulalo faktor, 1L-6: Interleukin-6, 1L-8:
Interleukin-8, LPS: Lipopoliszacharid, RANTES: Aktivacio hatasara szabalyozott,
normal T-sejt-expresszalt és szekretalt, TNF-a.: Tumor nekrozis faktor alfa, TAF:

Tisztitott antocianin frakcio
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Az endothelium kozponti helyzeténél fogva szamos funkciot 1at el az emberi
szervezetben. Az endothel sejtekben a TAF LPS altal indukalt inflammaciora valod
hatasanak tanulmanyozasanal — egyfajta holisztikus megkozelitéssel — arra torekedtiink,
hogy vizsgalataink minél szélesebb skalan jellemezzék a kivaltott sszetett folyamatot. A
kovetkezo kisérletekben ezért tPA fehérje szinten torténd expresszidjat hataroztuk meg.
A tPA kettds funkcioval rendelkezik, szerin proteazként kulcsszerepet jatszik a
hemosztazis szabalyozasaban, citokinként pedig a membranreceptoraihoz kotddve
intracellularis jelatviteli folyamatokat is modulal (Hu et al., 2006). Az LPS kezelés
hatasara a tPA szintje szignifikdnsan megemelkedett, amit a TAF effektiven gatolt 24

oras kezeléseket kdvetden (31. abra).
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31. abra TAF hatasa LPS kezelést koveto tPA szekréciora endothel sejttenyészetben.
****: p <0,0001
LPS: Lipopoliszacharid, TAF: Tisztitott antocianin frakcid tPA: szoveti plazminogén

aktivator

5.3.4. A TAF hatasa az eikozanoidok szintézisére

A gyulladas szabalyozasaban alapvet6 fontossagt fehérje szarmazékok — citokinek,
kemokinek — mellett a gyulladas lokalis szabalyozasaban fontos szerepet tdltenek be az
AA szarmazékai, az eikozanoidok is (Imig, 2020). Gyulladasos modelliinkben
megvizsgaltuk a TxAz, valamint a PGl szintjeit. Amint az 32. abran lathatdo a TAF
jelentésen befolyasolta a PGly szintjét, mig a TxA> szekrécidja nem valtozott meg

szignifikans mértékben.
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32. abra TAF hatasa LPS kezelést kovet6 eikozanoid (PGI2 (A) és a TXA:z (B))
szintézisre endothel sejttenyészetben.
**:p <0,01; ****: p <0,0001
TAF: Tisztitott antocianin frakcio, LPS: Lipopoliszacharid PGlz2: Prosztaciklin, TxAz:

Tromboxan

A PGl koncentracié emelkedésének gatlasa a gyakorlatban tobbféleképpen is
megvalosulhat (szintetizalo enzimek tanszkripcidjanak csokkenése, poszttranszlacios
modifikalasa, direkt gatlasa stb). Méréseink szerint a szintetizalo enzimek (a COX-1, a
COX-2 ¢és a PGz szintdz) génjeinek expresszidja valtozik (33. abra) Ez mind LPS (nd)
mind TAF (csokken) hatasara a vizsgalt specifikus mRNS alapjan transzkripcid szinten

érvényesiil.
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33. abra TAF hatasa a PGlz szintdz (A) a COX-1 (B) és a COX-2 (C) expresszidjara
LPS kezelést kovetden endothel sejttenyészetben.
**:p <0,01; *: p<0,05
COX-1: Ciklooxigenaz-1, COX-2: Ciklooxigenaz-2, PGl2 szintaz: Prosztaciklin

szintaz, LPS: Lipopoliszacharid, TAF: Tisztitott antocianin frakcio

54. Az allitiamin hatasa a hiperglikémia altal kivaltott endothelialis
diszfunkciora

Az allitiamin hiperglikémiara gyakorolt hatasat szintén HUVEC modellben

vizsgaltuk. Ahogyan a TAF-val végzett kisérletek soran, az allitiamin esetében is elészor

a sejtek életképességére gyakorolt hatasat értékeltik MTT-assay alkalmazasaval. A

HUVEC-et kiilonb6z6 koncentracioju allitiaminnal (0,1-50 pg/ml) kezeltiik 24, 48 és —

tekintettel a tovabbi kisérletek soran megvaldsulo hosszabb tavi, egy hetes inkubaciokra

— 72 6ran keresztiil monitoroztuk a sejteket. A 34. abra alapjan a legmagasabb allitiamin
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koncentracio, ami még nem csokkentette a sejtek viabilitasat, az 5 pg/ml volt mindegyik

mintavételi idépontban.
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34. abra Az allitiamin endothel sejtek életképességére gyakorolt hatasa 24 (A), 48 (B)
¢és 72 (C) oras kezeléseket kovetéen (MTT-assay).
Az életképesség (abszorbancia) értékeket atlag:SEM alakban a kontroll atlagahoz
(=100%) viszonyitva abrazoltuk. *: p <0,05; ****: p <0,0001 AT: Allitiamin

Annak érdekében, hogy kizarjuk a korai apoptotikus és nekrotikus események
lehetdségét tovabbi vizsgalatokat végeztiink. Az allitiaminnal vald kezelést kovetéen
fluoreszcens festékeket (DilC1(5) és SYTOX Green) alkalmaztunk, hogy szenzitivebbé
tegylik az MTT-assay eredményeit. A 35. abran lathato adatok azt mutatjak, hogy az
allitiamin 0,1-5 pg/ml koncentracidtartomanyban nem indukalt sem apoptotikus, sem
nekrotikus folyamatokat. Ezek alapjan az allitiamin biologiai szempontbdl relevans
citotoxikus hatasok kockazata nélkiil alkalmazhaté a <5 pg/ml koncentraciéiban. A

tovabbi kisérletek soran 5 pg/ml-es toménységi allitiamint alkalmaztuk.
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35. abra Az allitiamin endothel sejtek korai sejthalalfolyamataira gyakorolt hatasa 24
(A), 48 (B) és 72 (C) oras kezeléseket kovetden (DilC1(5) és SYTOX Green assay).
Az fluoreszcencia értékeket atlag=SEM alakban a kontroll atlagahoz (=100%)

viszonyitva abrazoltuk.

****:p <0,0001 AT: Allitiamin, CCCP: Karbonil cianid m-klorofenilhidrazon, LB:

Lizis puffer

5.4.2. Az allitiamin hatasa az AGEs képz6désére

Kisérleteinkben az endothel sejteket tartdsan magas — de diabetesben eléforduld —

gliikoz koncentracionak (30 mmol/l) kitéve modelleztiik a kronikus hiperglikémiat. A

perzisztens hiperglikémia az €l6 sejtekben az AGEs-k fokozott kialakuldsat idézi eld,

kiilonos tekintettel azokra a sejtekre, amelyek inzulintdl fliggetlen mddon képesek

felvenni a gliikozt. A fokhagyma egyes kénvegyiileteinek tulajdonitott jotékony

antihiperglikémias hatas részben az AGEs-képzddés csokkentésével fiigg 6ssze (Ahmad

et al., 2007) Az allitiamin hatéanyagra vonatkozé vizsgalatokat ezért az AGEs szintek

értékelésével kezdtiik egynapos és egyhetes magas cukor koncentracionak valo
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kitettséget kovetden. Egy hetes inkubaciot kovetéen 30 mmol/l glikéz megemelte az
AGEs szintjét az endothel sejtekben (36. abra). 24 6ra utan nem talaltunk szignifikans
valtozast. A hiperglikémia altal kivaltott majdnem kétszeres novekedést az allitiamin
fentickben meghatarozott, nem citotoxikus koncentracioja (5 pg/ml) szignifikans

mértékben képes volt gatolni.

15+

=m NG
= HG
CJ HG + 5 ug/ml AT ki I i
10 .

|

AGEs szintje (ug/mg protein)

T T
24 6ra 7 nap

36. abra Az allitiamin hatasa az AGES szintjére endothel sejttenyészetben 24 6rés és
egy hetes inkubaciot kovetden.
**x%: P <0,0001
AGEs: Késoi glikacios végtermékek, AT: Allitiamin, HG: Hiperglikémia (30 mmol/l
gliik6z), NG: Normoglikémia (5 mmol/l gliik6z)

5.4.3. Az allitiamin hatasa a hiperglikémia okozta inflammatorikus folyamatokra

Annak érdekében, hogy mélyebb betekintést nyerjiink a hiperglikémia okozta
cellularis eseményekbe, olyan markerfehérjéket kerestiink, amelyek expresszios
szintjében rovidtdvon is véltozas kovetkezik be hiperglikémids kornyezetben. Szamos
tanulmany kozolte a hiperglikémia és az endothelium gyulladésos vélasza kozotti szoros
kapcsolatot (Funk et al., 2012; Hoffman, 2015). Ennél fogva a hiperglikémia soran
aktivalodo gyulladasos folyamatokban fontos szerepet jatszo NF-kB transzkripcios faktor

aktivaciojat értékeltiik 6 és 12 oOra oras hiperglikémias inkubacié elteltével HUVEC
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sejtlizatumaban. Megallapitottuk, hogy a hiperglikémids allapot mar korai szakaszban

aktivalta az NF-kB-t, amit az allitiamin képes volt szignifikansan csokkenteni (37. abra).

e NG
HG

1 HG + 5 ug/mL AT

N
o
|
bt
bt
b

N
o
1

aktivalt NF-xB szint (ng/mg protein)

o

6 ora 12 6ra

37. abra Az allitiamin hatdsa az NF-kB aktivaciora endothel sejttenyészetben 6 és 12
oras inkubaciot kovetden.
*: P <0,05; **: P <0,005; ***: P <0,0005
AT: Allitiamin, HG: Hiperglikémia (30 mmol/l gliik6z), NG: Normoglikémia (5

mmol/l gliik6z)

Az NF-xB-re vonatkozé kisérletek utan kivancsiak voltunk, hogy bizonyos
immunologiailag aktiv molekuldk szekrécidja hogyan valtozik a hiperglikémias
kornyezet és az allitiaminnal vald kezelés hatasara. Ezért kisérleteink kovetkezd
lépésében a TNF-a, IL-6 és IL-8 citokinek felszabadulasat Luminex/MagPlex modszerrel
meértiik a sejtek feliiliszojabol 6, 12, 24 6ras inkubalast kovetden (38. abra). Mig az 1L-6
szekrécioja az 6sszes mintavételi id6 alatt szignifikansan megnovekedett a 30 mmol/l-es
gliikoz kezeléseket kovetden, addig a TNF-a szekrécid jelentdsen csak 6 és 12 dra utan.
24 orat kdvetden nem szignifikans, de markéans biologiai valtozast figyeltiink meg. Az
IL-8 szekrécio 6 és 24 ora inkubacid utan egyarant statisztikailag jelentdsen emelkedett.
Az allitiamin minden mintavételi iddpontban képes volt a fokozott citokin felszabadulast
szignifikdnsan mérsékelni. Ez alapjan allitiamin pozitivan befolyasolhatja a

hiperglikémia altal kivaltott gyulladasos valaszt.
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38. abra Az allitiamin hatasa az 1L-6 (A), az IL-8 (B), és a TNF-a (C)
proinflammatorikus citokinek szekrécios szintjére 6, 12 és 24 6ras inkubaciot kovetden.
*: p <0,05; **: p <0,01; ***: p <0,005; ****: p <0,0001
AT: Allitiamin, HG: Hiperglikémia (30 mmol/l gliik6z), NG: Normoglikémia (5
mmol/l gliik6z), IL-6: Interleukin-6, IL-8: Interleukin-8, TNF-a.: Tumor nekro6zis

faktor alfa

5.4.4. Az allitiamin pozitiv biologiai hatasanak feltételezett eredete

5.4.4.1. Az allitiamin nem fokozza a transzketoldz enzim aktivitasat

Felvetddik a kérdés, az allitiamin fentiekben bemutatott pozitiv hatdsai mogott milyen
molekularis hatdsmechanizmus all. Azt feltételeztiik, hogy az allitiamin képes a
benfotiaminhoz hasonléan (Hammes et al., 2003) aktivalni a transzketolaz enzimet. Ezért
megvizsgaltuk tenyészetiinkben, hogy az allitiamin képes-e ezen hatasok gyakorlasara.
Pozitiv kontrollként benfotiamint alkalmaztunk a kisérletek soran. A 39. abran lathat6 a
transzketoldz enzim aktivitds méréseibdl szdrmazd eredmények. Ez alapjan az allitiamin
nem befolyasolta szignifikdnsan, mig a benfotiamin majdnem kétszeresére novelte az
enzim aktivitast. Az eredmények értelmében az allitiamin pozitiv hatasai fiiggetlenek a

transzketoldz enzim aktivaciojatol.
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39. abra Az allitiamin és a benfotiamin hatasa az transzketolaz enzim aktivitasara 6
oras inkubaciot kovetden.
**:p <0,01
AT: Allitiamin, BT: Benfotiamin, HG: Hiperglikémia (30 mmol/l gliikoz), NG:

Normoglikémia (5 mmol/l gliik6z)

5.44.2. Az allitiamin erds antioxidans kapacitassal rendelkezik

Tekintettel a transzketolaz aktivitdsra vonatkozo, nullhipotézisiinket nem tamogatod
eredményekre, az allitiamin Aaltalunk igazolt biologiai hatdsa mogott mas
mechanizmusokat kerestiink. A benfotiamin esetében leirtak a transzketolaz aktivitas
fokozasatol fliggetlen mechanizmusokat (Balakumar et al., 2010) koztiik antioxidans
hatasokat (Schmid et al., 2008). Ugyanigy ismert a szakirodalomban a fokhagyma azon
kénvegylileteinek erds antioxidans kapacitasa, melyek allil-diszulfid molekularésszel
rendelkeznek (ajoene, S-allil cisztein stb.) (Jang et al., 2017; Kay et al., 2010; Lu et al.,
2017). Figyelembe véve ezeket az informacidkat, megvizsgaltuk az allitiamin ROS
eliminalo képességét. A 40. abran lathato, hogy az allitiamin a H202 okozta fokozott
ROS-termelést szignifikans mértékben képes volt csokkenteni, ami az allitiamin erds

antioxidans tulajdonsagat igazolja.
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40. abra Az allitiamin antioxidans hatésa.
A fluoreszcens intenzitast az alapvonalra normalizaltuk (A). A statisztikai elemzést a
csucs fluoreszcencia értékek segitségével (F/Fo) végeztiik (B). Az fluoreszcencia

értékeket atlag+SEM alakban a kontroll atlagahoz (=100%) viszonyitva abrazoltuk.

**k%: p <0,0001
AT: Allitiamin, H202: Hidrogén-peroxid
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6. Kovetkeztetések, javaslatok

A hatoanyagok gyulladés €s hiperglikémia okozta endothel diszfunkciéra gyakorolt
bioldgiai hatasanak in vitro vizsgalatat HUVEC sejtkultaran végeztiik.

Tisztitott antocianin frakciéval kapcsolatos kisérletek

A TAF inflammatérikus folyamatokra valdé hatdsat annak optimalis
pg/ml-es koncentraciot valasztottuk a tovabbi kisérleteinkhez.

Az antocianinok magas antioxidans kapacitassal rendelkezd vegyiiletek (Kdhkdnen
and Heinonen, 2003). Egyfeldl protondonorként kozvetleniil képesek semlegesiteni a
reaktiv gyokoket (Reis et al., 2016), masrészt indirekt modon fokozzak az Nrf2
aktivalodasan keresztiil a y-glutamil-cisztein-szintaz expresszidjat, ami meghatarozo a
potens antioxidans hatasu glutation szintézisében (Salehi et al., 2020). A TAF hatasat
vizsgalva a ROS képzddésre (28. abra) és a GSH szintjének (29. abra) valtozasara LPS-
sel kezelt endothel sejttenyészetben azt tapasztaltuk, hogy a TAF helyreallitja a pro- és
antioxidansok egyensulyat, enyhitve ezaltal az oxidativ stresszt.

A gyulladds ¢és az oxidativ stressz kozti kapcsolodds intenziv kutatds targya
napjainkban is (Steven et al., 2019). Az IL-6-nak és IL-8-nak kdzponti szerepe van az
immunreakcidkban, a B-limfocitdkra, a T-limfocitdkra, makrofagokra, granulocitakra
gyakorolt hatasuk miatt (Qazi et al., 2011; Tanaka et al., 2014). A TNF-a-t az akut
gyulladas soran — elsdsorban — a makrofagok €s a monocitdk termelik és egy sor, az
inflammacié soran bekdvetkezd szignaltranszdukcios folyamatért felelés (ldriss and
Naismith, 2000). Az endothelialis sejtek olyan kemokineket is termelnek, amelyek
szabalyozzak az eozinofil kemotaxist. Ezen agensek egyike a RANTES (Appay and
Rowland-Jones, 2001). Egy masik kemokin, a GM-CSF fontos hematopoietikus
novekedési faktor és immunmodulator fehérje. A GM-CSF-nek fontos szerepe van a
leukocitak funkcionalis aktivitasaban is (Shi et al., 2006). A TAF az LPS-sel kezelt
modulédlni a gyulladasos valaszt akut gyulladds esetén HUVEC-ben. Eredményeink
Osszhangban dallnak azokkal a kutatasokkal, melyek az antocianinok antioxidans
kapacitasat (Heo and Lee, 2005; Wu et al., 2018) és antiinflammatodrikus hatasat
hangsulyozzak (Huang et al., 2018; Karlsen et al., 2007)

Kisérleteink soran a citokinként és hemosztazis modulatoraként is funkcionalo tPA

(Hu et al., 2006) szekrécios szintjeit is megvizsgaltuk. Megfigyeléseink alapjan a TAF
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csokkenti a tPA szintjét alkalmazott sejtmodelliinkben (31. dbra) A TAF a tPA modulaléd
hatasa révén kétélii kardként eszkoze lehet a gyulladas enyhitésének.

Az arachidonsav-szarmazékok kulcsfontossagu szerepet jatszanak a gyulladas helyi
szabalyozasaban (Imig, 2020). Megallapitottuk, hogy az TAF jelent6s hatassal van a PGI»
bioszintézisére, a TxA2 szekréciot azonban nem befolyasolta szignifikansan (32. abra). A
hatasmechanizmus pontosabb leirasa érdekében megvizsgaltuk a COX-1, COX-2 és PGl
szintaz enzimek expresszios szintjeit (33. abra). Eredményeink arra utalnak, hogy a TAF
eikozanoid metabolizmusra gyakorolt hatasat a PGI> szintézisében résztvevd enzimek
expresszidjanak befolydsolasaval fejtik ki.

Tekintettel arra, hogy az endothelium fontos szerepet jatszik a gyulladas
kozvetitésében, a vérzéscsillapitds folyamatdban, a vazodilaticio és a vazokonstrikcio
egyensulydnak fenntartdsaban, a keringd vér és az intersticium kozotti anyagcserében,
valamint figyelembe véve, hogy a TAF ezen folyamatok szabalyozasaban résztvevo tobb
fontos molekula szintézisét befolyasolni képes elmondhato, hogy a TAF pleiotrop mdédon
képes lehet enyhiteni a gyulladasos folyamatokat.

Allitiaminnal kapcsolatos kisérletek

Az allitiamin kémiai 1uton szintetizaltuk, ugyanis a sziikséges mennyiségi
preparacidja kutatasi célbol, nem ipari koriilmények kozott kevésbé kivitelezhetd. A
szintetizalt allitiamint HPLC-vel tisztitottuk (18. abra) majd MALDI-TOF MS (19. abra)
¢s NMR (20. abra) segitségével szerkezetigazold vizsgalatokat végeztiink.

Ezen dolgozat célkitiizése mindenekeldtt az irodalmi attekintésben részletesen
ismertetett bioldgiailag aktiv komponensek potencidlis élettani hatasanak vizsgalata. Az
allitiaminnal kapcsolatos kutatasaink soran azonban nem csak fiziologiai hanem
analitikai vizsgalatokat is végeztiink. Ezek eredményeit tovabbgondolva meglepd
perspektiva tarulhat fel, ezért bemutatasukat indokoltnak véljiik, tovabba ugy gondoljuk,
hogy ezen dolgozat kereteit — noha nem illeszkednek maradéktalanul in vitro
vizsgalataink aspektusaba — nem feszitik szét. Az el6z6ekben szintetizalt, tisztitott és
szerkezetileg igazolt allitiamint az in vitro vizsgalatok mellett referenciaanyagként
hasznaltuk, hogy megvizsgaljuk az allitiamin paprikamagban valo feltételezett jelenlétét.

Az allitiamint eddig, mint az Allium nemzetség tagjai altal felhalmozott vegytiletet
irtak le (Fujiwara et al., 1954). Igazolando, hogy el6fordulasa gyakoribb az ¢élévilagban,
»kapia” paprika (Capsicum annuum L.) magjainak etanolos extraktumat vizsgaltuk.
HPLC (21. abra) és HPLC-MS analizisek (22. abra) egyértelmiien bizonyitottak, hogy az

allitiamin akkumulalodik a paprikamagban.
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A paprikamagban kimutathaté allitiamin vegyiilet mas ndvényekben, novényi
részekben IS el6fordulhat. Amennyiben feltételezésiink igazolodik, felvetddik a kérdés,
miért szintetizaljdk a novények az allitiamint. Az allitiamin mind az Allium
nemzetségben, mind a paprikaban a szaporitdsban szerepet jatsz6 novényi részhez
asszocialtan tarolodik. A csirdzds sordn olyan metabolikus utvonalak aktivalodnak
(nukleinsav, zsirsav bioszintézis, energiatermelés), amelyben — ahogy arrél az irodalmi
attekintésben szo esett — a TPP-nek jelentds szerepe van (Gotda et al., 2004). A tiamin
apolarosabb formadja, az allitiamin a sejtmembranok szdmara kdnnyebben atjarhato, ami
elényt jelenthet a ndvények szdmara ezekben az energiaigényes biokémiai
folyamatokban. Kétségtelen, hogy feltételezéslink igazolasa komplex — genomikai,
metabolomikai — vizsgalatokat kovetel, illetve tovabbi novényélettani kutatasokat
alapozhat meg. Eredményeink alapjan érdemes megfontolni mas névények ezirdny
vizsgélatat.

Allitiaminnal kapcsolatos kisérleteink masik részében az eddig élettani hatésat
illetéen kevéssé kutatott allitiamint hiperglikémias koriilmények kozott vizsgaltuk
HUVEC-en.

Szamos tanulmany demonstralta, hogy a tiamin és szintetikus analogja, a benfotiamin
csokkenti a DM okozta mikrovaszkularis sz6védmények progressziojat (Balakumar et
al., 2010; Volvert et al., 2008). Azt is leirtak, hogy a fokhagyma kén tartalm vegyiiletei
(ajoén, alliin, allicin, diallil-diszulfid S-allil-cisztein stb.) antihiperglikémias hatéassal
rendelkeznek (Eidi et al., 2006). Az allitiamin tiaminnal vald szoros szerkezeti
hasonlosdga miatt és mert az emlitett organoszulfur vegyiiletek allil diszulfid
molekularészét magaban foglalja, feltételeztiik, hogy képes antihiperglikémiés hatdsok
kozvetitésére.
¢életképességi vizsgalatokkal hataroztuk meg, amely soran megallapitottuk, hogy az
allitiamin 5 pg/ml koncentracidig nem befolyasolja szignifikansan az endothel sejtek
viabilitasat (34., 35. abra).

A perzisztens hiperglikémia soran alternativ gliikozbonté metabolikus utvonalak
aktivalodnak, amiken keresztiil a hiperglikémia kéros hatadsait kdzvetitd intermedierek
képzddnek (Brownlee, 2005). A hosszantartd hiperglikémia jellemzésére rutinszeriien
hasznalt modszer egy specifikus AGEs (hemoglobin Alc) kvantifikalasa (Leslie and
Cohen, 2009). Mind a benfotiamin (Stirban et al., 2006), mind a fokhagyma
kénvegyiiletei (Ahmad et al.,, 2007) esetében leirtak, hogy csokkentik az AGEs
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hiperglikémia okozta fokozott képzddését in vitro és in vivo. Ebbdl kifolyolag
megvizsgaltuk az allitiamin AGEs szintre gyakorolt hatasat hiperglikémia HUVEC
modelljében. Megallapitottuk, hogy az allitiamin szignifikans mértékben csoékkenti az
AGEs szintjét sejttenyészetiinkben hosszantarto (1 hét) hiperglikémia soran (36. abra)

Az NF-xB szerepe kulcsfontossdgu a hiperglikémia kovetkeztében kialakuld
2019). Az allitiamin rovid tava hatasanak vizsgalatahoz értékeltiik az NF-kB aktivaciojat
6 és 12 oras kezeléseket kovetden (37. dbra), valamint a HUVEC gyulladasos allapotat
jol tiikr6zo 1L-6, IL-8 és TNF-a citokinek szekrécid valtozasait kvantifikaltuk (38. dbra)
Azért, hogy a HUVEC kvézi azonnali citokin szekrécidjardl (korai immunvalaszarol; 6-
12h) és a de novo citokin szintézisérdl (késoi fazisarol; 12-24 h) is informaciot szerezziink
6, 12 és 24 oras mintavételeket abszolvaltunk. Megéllapitottuk, hogy az allitiamin
szignifikansan csokkentette a hiperglikémia okozta fokozott NF-kB aktivaciot és az IL-
6, IL-8 és TNF-a citokinek szekréciojat.

Azt feltételeztiik, hogy az allitiamin révid ideig (24h) és hosszan tartd (1 hét)
hiperglikémianak kitett HUVEC-re gyakorolt pozitiv hatdsa mogott egyarant — hasonloan
a tiaminhoz ¢és a benfotiaminhoz — a transzketoldz aktivitdsanak fokozasa all.
Megvizsgaltuk az allitiamin transzketolaz aktivitasra gyakorolt hatasat, azonban azt
talaltuk, hogy az 5 pg/ml allitiamin nem befolyésolta szignifikansan azt (39. abra)

Szamos kutatas demonstralta, hogy a prop-2-én-1-il csoportot tartalmazo, széles
korben kutatott fokhagymavegyiiletek képesek csillapitani az oxidativ karosodast (Louis
etal., 2012) és HoS-donorként jotékony gyulladascsokkentd hatast fejtenek ki (Melino et
al., 2019; Rios et al., 2015). Tekintettel arra, hogy az allitiamin tartalmazza a prop-2-én-
1-il csoportot, felvet6dott, hogy az allitiamin — hasonloéan a fokhagyma organoszulfur
vegylileteihez — jelent0s antioxidans hatissal rendelkezik. A feltételezett antioxidans
hatds igazoldsahoz mértiik az allitiamin ROS elimindldo képességét HUVEC
sejtkultaraban, oxidaloé agensként H,O»-0t hasznéalva (40. dbra) A kisérletek soran az
allitiamin képes volt szignifikansan mérsékelni a H20: altal indukalt fokozott ROS
képzddést, ami egyértelmiien az allitiamin er6s antioxidans hatasat tiikrozi,
magyarazatként szolgalhat a hiperglikémia altal kivaltott endothelidlis diszfunkcid
javitasara.

Az allitiamin biologiai aktivitasat in vitro modellinkben vizsgalva arra a

kovetkeztetésre jutottunk, hogy a vegytilet eldnydsen képes befolyasolni a hiperglikémia
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okozta koros bioldgiai folyamatokat HUVEC-ben. Kimutattuk, hogy csokkenti a
hiperglikémia okozta fokozott AGEs-képzddést, NF-kB aktivaciot, proinflammatorikus
citokin szekréciot. Ugy tiinik ennek hatterében az allitiamin nem tiamin-helyettesitd
kofaktor szerepe, hanem antioxidans tulajdonsaga all. Feltételezziik, hogy ezért az
allitiamin allil-diszulfid molekularésze — ami a fokhagyma bizonyitottan antioxidans
organoszulfur vegyiileteivel kozos kémiai struktura — a felelés. Figyelembe véve
bizonyitott bioldgiai aktivitasat, megfontolandd tovabbi vizsgalatok tervezése, mas
élettani modelleken (mas tipusu sejtekben, in vivo stb,), de — tekintettel a tiamin fontos
szerepére centralis metabolikus folyamatokban — akar mas korképekben is.

Az endothel sejtkultaraval végzett hatdéanyagvizsgalataink eredményeit és azok
a jovOben elérhetdbbé valik és célszerti kihaszndlni az informacids technoldogia

fejlodésébal kinovo 1) kutatoi eszkdzoket (Al Big Data) is.
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7. Uj tudomanyos eredmények

Kisérleteink soran egyfel6l in vitro modellrendszerben kiilonb6z6 hatdanyag
vizsgalatokat valdsitottunk meg, masfel6l miiszeres analitikai vizsgalatokat alkalmaztunk
az allitiamin paprikamagbol valo identifikalasdhoz. A dolgozatban bemutatott,
alapvetéen két kiilonb6z6 metodikara (in vitro kisérletek, hatéanyagok analitikajara
vonatkozo vizsgalatok) épiilt kisérletek 01j tudoményos eredményei harom pontban
Osszegezhetok.

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

szerepe akut gyulladas esetén.

2. Az allitiamin ,képia” paprika magjaban valo kimutatasaval az Allium nemzetség
tagjain kiviili el6fordulasat elséként igazoltuk. A paprikamag analitikai vizsgalatahoz
kapcsolddo kisérleteink ezen kiviil hozzajarulnak a paprikamag kémiai 6sszetételének

pontosabb megismeréséhez is.

3. Az allitiamin bioldgiai aktivitasat hiperglikémias korilmények kozott HUVEC
sejtkultiran vizsgaltuk. Kisérleteink soran igazoltuk, hogy az allitiamin 5 pg/ml-es
koncentracioban csokkenti a hiperglikémia okozta fokozott: AGEs képzddést (7 nap
43,9%; p<0,0001), az NF-xB aktivaciot (6 ora: 53,5%, p<0,0005; 12 o6ra 45,3%
p<0,005), a proinflammatoérikus citokinek szekrécigjat: 1L-6 (6h: 56,5%, p<0,01; 12h:
34,6%, p<0,01; 24h: 47%, p<0,01), IL-8 (6h: 43,2%, p<0,0001; 12h: 22,9%, p<0,01;
24h: 34,1%, p<0,01), TNF-a (6h:72,2%, p<0,005; 12h: 60%, p<0,005; 24h: 61,5%,
p<0,05). Bizonyitottuk, hogy a megfigyelt hatasok nem a transzketolaz enzim

aktivacigjahoz, hanem a vegyiilet antioxidans hatasdhoz kothetdek.
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8. Gyakorlatban alkalmazhat6 eredmények

Vizsgalataink alapkutatas jellege folytan, bar eredményeink magunkban hordozzék a
késébbi  hasznosithatosagot, csak mértékkel extrapolalhatunk a gyakorlati
alkalmazhat6sag vonatkozasaban. Tovabbi allati és human vizsgalatok eredményei

alapjan itélhet6 meg objektiven hatoanyagaink gyakorlati jelentosége.

Mindazonaltal viszgalatainkban bizonyitottuk:

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

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

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

potencialisan alkalmas lehet az endothel diszfunkcidval Osszefliggd megbetegedések

3. Az allitiaminhoz kapcsolédd analitikai  vizsgalataink soran igazoltuk
laborléptékben  muikodo, tiszta  allitiamin  gyartas metodusanak
miikodéképességét, ami alapul szolgalhat nagyobb volumenti eldallitas esetén. Az
allitiamin paprikamagban val6 azonositasa tagitotta ismereteinket egy tobbnyire
¢lelmiszeripari hulladékként kezelt novényi rész kémiai Gsszetételét, potencialis
taplalkozasbiologiai értékét illetden, ezzel nyomatékositva ¢élelmiszereink
kvalitativ analizisének fontossdgat, az abbdl nyerhetd, felbecsiilhetetlen Uj

informacio, tudas forrasaként.
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9. Osszefoglalas

Vizsgalatainban két patogenetikai modell — gyulladas illetve hiperglikémia okozta
endothel diszfunkcid — viselkedésérdl gylijtdttem adatokat novényi eredetli vegyiiletek
jelenlétében.

Kozismert a fejlett orszagokban a metabolikus szindromahoz kothetd elvaltozasok
(koros hasi elhizas, magasvérnyomas-betegség, lipid- és szénhidratanyagcsere zavarai), a
kovetkezményes cukorbetegség, sziv- €és érrendszeri betegségek tovabba a daganatos €s
gyomor-bél rendszeri megbetegedések emelkedd incidenciaja. Ezen koros allapotok
patogenezisének egy-egy momentumat (hyperglikémia, inflammacid) megragadva
vizsgaltuk meggy ¢és paprika biologiailag aktiv vegyiileteit HUVEC sejttenyészeten.

A kisérletek soran az endothel sejteket huméan koldokzsindr véndjabol izolaltuk,
amiket aramlasi citométerrel fenotipizaltunk. A Debreceni bétermd’ fajtabol izolalt TAF
antocianin sszetételét HPLC segitségével hataroztuk meg. LPS éltal kivaltott gyulladas
HUVEC modelljén igazoltuk, hogy a TAF pleiotrép moédon képes immunmodulélé hatas
kifejtésére.

Az ¢lettani hatdsat illetden eddig kevéssé kutatott allitiamint hiperglikémids
kortilmények kozott vizsgaltuk HUVEC-en. Az allitiamin kémiai Gton szintetizaltuk,
ugyanis a sziikséges mennyiségili preparacioja kutatasi célbol, nem ipari koriilmények
kozott kevésbé kivitelezheté. A szintetizalt allitiamint HPLC-vel tisztitottuk, majd
MALDI-TOF MS ¢és NMR segitségével szerkezetigazold méréseket végeztiink. A
szintetizalt, tisztitott és szerkezetileg igazolt allitiamin referenciaanyagot elészor arra
hasznaltuk, hogy megvizsgaljuk az allitiamin paprikamagban val6 jelenlétét. HPLC és
HPLC-MS analizisek egyértelmiien bizonyitottak az allitiamin jelenlétét ,,kapia” paprika
magjaban.

Allitiaminnal kapcsolatos kisérleteink masik részében vizsgaltuk annak hatasat a
hiperglikémia okozta véltozasokra. Osszességében bizonyitottuk, hogy az allitiamin —
an¢lkiil, hogy befolyasolnda a HUVEC ¢életképességét — az NF-xB aktivacio
csokkentésével, a proinflammatorikus citokinek felszabaduldsanak és az AGEs
képzddésének gatldsaval mérsékeli a hiperglikémia negativ kdvetkezményeit. Ennek
hatterében erds antioxiddns hatdsa és a transzketolaz aktivitdssal nem 0Osszefiiggd
mechanizmus allhat.

A pontosabb hatasmechanizmus és az esetleges klinikai alkalmazhatosag tekintetében

tovabbi vizsgalatok sziikségesek, mindazonaltal a TAF ¢és az allitiamin terapias
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potencidllal birhat olyan megbetegedések esetén, melyekben a gyulladdas vagy

hiperglikémia okozta endothel diszfunkcid patogenetikai tényezo.
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10. Summary

During my studies, two pathogenetic models, endothelial dysfunction caused by
inflammation and hyperglycaemia, were investigated in the presence of plant-derived
compounds.

It is well known that in developed countries, the incidence of disorders associated
with metabolic syndrome is constantly increasing. Focus on mechanisms of these
pathological conditions (hyperglycaemia, inflammation), we examined the biologically
active compounds of sour cherri and pepper in HUVEC cell culture.

Endothelial cells were isolated from human umbilical cord vein and identified with a
flow cytometer. The anthocyanin composition of purified anthocyanin fraction (PAF)
isolated from ‘Debrecen bdtermd’ variety was determined by HPLC. In the HUVEC
model of LPS-induced inflammation, we demonstrated that the PAF can positively
influence the biological processes of endothelial cells through its antioxidant, anti-
inflammatory, haemostatic, and vasoactive effects.

Regarding its physiological effect, allithiamine, which has been little researched so
far, was studied under hyperglycaemic conditions in HUVEC. Allithiamine was
chemically synthesized, because its preparation for research purpose, in non-industrial
conditions, preparation is less feasible. The synthesized allithiamine was purified by
HPLC, and then verified with MALDI-TOF MS and NMR. The synthesized, purified,
and structurally validated allithiamine was first used in analytical studies to investigate
the presence of allithiamine in pepper seeds. Accumulation of allithiamine in pepper
seeds was clearly demonstrated by HPLC and HPLC-MS measurements.

In another part of our experiments with allithiamine, we aimed to investigate the effect
of allithiamine on changes caused by hyperglycaemia in vitro. Collectively, we provided
the evidence that — without influencing viability, necrosis or apoptosis of HUVECs —
allithiamine attenuates the negative effects caused by elevated glucose level by inhibiting
the expression of NF-kB, the release of pro-inflammatory cytokine and the formation of
AGEs due to its potent antioxidant effect and a mechanism unrelated to transketolase
activity.

Further studies are needed to elucidate the mechanisms of action of PAF and
allithiamine, however, PAF and allithiamine may have therapeutic potential in diseases
in which endothelial dysfunction caused by inflammation and hyperglycaemia is a

pathogenetic factor.
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13. Koszonetnyilvanitas

Mindenekelott témavezetdomnek, Dr. Remenyik Judit tudoményos fémunkatarsnak
szeretnék koszonetet mondani, aki biztositotta a kisérleteimhez sziikséges szellemi és
anyagi feltételeket. Koszonet illeti kdzvetlen hozzaallasaért és belém vetett bizalmaért,
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Ko6szonom Dr. Gyémant Gyongyi egyetemi docensnek, hogy sokszor kritikus, de
tanulsagos és hasznos tanacsaival és a miszeres analitikai vizsgalatok soran nyujtott
segitségével hozzajarult a disszertaciom elkészités¢hez.

K6szoném Dr. Markovics Arnoldnak a kisérletekben nyujtott onzetlen segitségét, a
sejttenyészettel kapcsolatos munka soran a téle tanultakat. A kozos otletelések mindig
inspiraldan hatottak rdm. K6szondm Bironé Molnar Piroskédnak az ELISA mérések soran
tanusitott készséges hozzaallasat. Kiilon koszonet illeti munkacsoportunk minden tagjat,
akik aldozatkész hozzadallasukkal tdmogattak tudomanyos munkdm sikeres
kivitelezésében: Sz6ll6si Erzsébet, Kun-Nemes Andrea, Dr. Homoki Judit Rita, Pest-
Asboth Georgina, Szarvas Maria Magdolna, Dr. Fazekas Monika Eva, Szabd Szabolcs,
Szilagyi Endre. Izgalmas intellektudlis tapasztalas volt a k6z6s munka.

K6sz6nom Dr. Czidky Zoltdnnak, Dr. Bacso Zsoltnak, Prof. Dr. Batta Gyuldnak, Dr.
Hegediis Csabanak és Dr. Tarapcsak Szabolcsnak, hogy szakértelmiikkel hozzajarultak
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Janosnak, hogy biztositotta a kisérleteimhez nélkiilozhetetlen koldokzsinorokat.

Halas vagyok bardtaimnak biztatdsukért, tdmogatdsukért és a mindig kivalo
humorérzékiikeért.

Végezetiil szeretnék koszonetet mondani csalddomnak. Halaval tartozom
édesanyamnak, aki szeretetével €s 4ldozatos munka ardn mindig tdmogatta terveim
megvalositasat. Koszondm testvérem, Dr. Bird Adam kutatisaimmal kapcsolatos
rendkiviil hasznos javaslatait és maganéleti tanitdsait. Bizom benne, hogy ragadt ram az
6t mindig jellemz6 szakmai igényességb6l. Elmondhatatlanul halas vagyok
feleségemnek, hogy tiirelmével, gondviseld szeretetével mindvégig ¢és toretlentil

tdmogatott céljaim elérésében.
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14. Nyilatkozat

Ezen értekezést a Debreceni Egyetem Kerpely Kéalman Doktori Iskola keretében

készitettem, a Debreceni Egyetem doktori (Ph.D.) fokozatanak elnyerése céljabol.

a jelolt alairasa

Tanusitom, hogy Biro Attila doktorjeldlt 2014-2021 kozott a fent megnevezett Doktori
Iskola keretében irdnyitdsommal végezte munkdjat. Az értekezésben foglalt
eredményekhez a jelolt onalld alkotod tevékenységével meghatarozoan hozzajarult, az

értekezés a jelolt 6onalléo munkaja. Az értekezés elfogadasat javaslom.

a témavezeto alairasa
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