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1. ADOKTORI ERTEKEZES ELOZMENYEI ES CELKITUZESEI

A 21. szazadi népbetegségek aranyanak emelkedése a gydgyszeripar folyamatos
fejlodése ellenére bebizonyitotta, hogy az 0Osidok o6ta kornyezetiinkben fellelhetd
gyogynovényekre, a novények gyogyitd tulajdonsagainak alkalmazésara tovabbra is
szlikség van. Ezeket a jotékony hatassal rendelkezd novényeket a gydgyszeripar is
felhasznalja, ugyanakkor egyre nagyobb szdmban jelentek meg olyan taplalék-
kiegészitok és kiilonbozé komplementer terapias készitmények, amelyekrol sok esetben
kideriil, hogy hatdsmechanizmusuk nem bizonyitott sem egyed (klinikai tesztek), sem
cellularis/molekuléris szinteken. Az a tény, hogy az egyes taplalékkiegészitok ¢és
komplementer terapias készitmények mégis forgalomba hozhatoak, azzal magyarazhato,
hogy nem toxikusak, csakhogy, az esetek tobbségében nem ismertek a dozisfliggd
hatasok sem, és akkor nem is emlitettiilk a fogyasztok egyedi genomjaval €s egyéni
egészségi allapotaval 0Osszefliggd valaszreakcioit. A novényi eredeti bioaktiv
hatéanyagok (drogok) a hatdsmechanizmusuk ismerete nélkiili krénikus betegségek
kezelésére torténd alkalmazadsa egészségre karos hatdsokat is eredményezhet. E
megfontolasok alapjdn kijelenthetd, hogy a ndvényi eredetli bioaktiv hatéanyagok
jovobeli preventiv €s/vagy terapias alkalmazasait nagy koriiltekintéssel kell végezni, és
az is nyilvanvald, hogy a posztgenomidlis éraban, erre a célra a rendszerbiologiai
megkozelités latszik a legalkalmasabbnak.

Szamos epidemioldgiai tanulméany ramutat arra a tényre, hogy a civilizalt
¢letmoddal kapcsolatos kiilonféle hatdsoknak kdszonhetden megnodvekedett a kronikus
betegségek okozta elhaldlozasok szama is. Magyarorszag egészségiigyi allapota eurdpai
viszonylatban az egyik legkedvezdtlenebb helyzetben van, mig a vilag orszagai kozott a
kozépmezdnyben foglal helyet (Tompa, 2011; WHO). Az eltérd korosztalyoknal és
nemeknél kialakult betegségek gyakorisdga mellett elmondhato altalanossagban, hogy
az Osszes haldlozasok szamat figyelembe véve a leggyakrabban el6forduld haldlokok
kozott a sziv- €s érrendszeri betegségek (54%), a daganatos betegségek (27%), az
emésztoszervi betegségek (8%) ¢és a 1égzdszervi betegségek (4%) szerepelnek.
Bizonyitott tény, hogy a sziv és érrendszeri betegségek terapidja hatékonynak
mutatkozik, ¢és prevencidja terén is vannak sikerek. A rdkos megbetegedések
jelentds hatast, ami azzal is magyarazhatd, hogy a genetikai hajlammal kapcsolatos
szir@vizsgalatok ¢és a korai diagnosztika lehetdségei korlatozottak. Magyarorszagon
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kideriil — a bejelentetett Osszes elhaldlozas (126.778 {6) koziil 33.274 haléleset
vezethetd vissza daganatos megbetegedésre. Mindkét nem esetében a tiidé-, valamint a
vastag-¢és végbél daganatok allnak az els6 két helyen, mig a harmadik leggyakrabb
daganattipus a férfiaknal a prosztata-, néknél pedig az emlédaganat.

Ezen betegségek okai Osszetettek, az Oroklott, illetve a szomatikus sejtekben
ujonnan megjelend hajlamositd mutdcidkon tul a kornyezeti tényezOk is szerepet
jatszanak a kialakulasukban ugy, mint a nem megfeleld ¢letmod (helytelen taplalkozas,
kevés mozgas, erdteljes stressz). Ugyanakkor szamos kisérleti bizonyiték azt latszik
megerdsiteni, hogy a kornyezeti tényezok oldalan beavatkozva, sikereket lehet elérni az
elhalalozasi statisztikdkat vezetd sziv- és érrendszeri, illetve a rakos betegségek
prevencidja €s terapidja terén. Valojaban nem is marad mas terdpias lehetdség, mint a
kornyezeti tényezok oldaldn torténd beavatkozas, hiszen a hajlamositd mutaciok sejt-
specifikus génterapias kijavitasa egyel6re kevésbé hatékony. fgy aztan érthetd, hogy a
taplalékkal bevitt novényi eredetli bioaktiv hatdanyagok egyre inkabb felértékelddnek a
sziv- és érrendszeri, illetve a rdkos betegségek prevencidja és terapiaja kapcsan (Dietz et
al., 2016). Ezeknek a molekulaknak a megismerése, jellemzése vilagszerte a
tudomanyos érdeklddés fokuszaban all (American Cancer Society, 2016). Ezt latszik
alatamasztani To Youyou 2015-6s Orvosi Nobel-dija is, hiszen az Artemisia annua
(egynyari irdm) ndvénybdl kinyert artemisinin nevii bioaktiv hatéanyaggal sikeresen
lehetett gyogyitani a malariat.

A doktori munkamban szerepld vizsgalatokat a fenti szemlélet alapjan terveztem
és végeztem el. Az articsoka (Cynara scolymus L.) és gorogszéna (Trigonella foenum-
graecum L.) alapti ndvényi extraktumok eldallitdsdra és kémiai Osszetételének
nagymiiszeres analitikai mddszerekkel (UHPLC-ESI-MS; UV-VIS spektrofotométer)
torténd meghatarozasara torekedtem, majd a beazonositott bioaktiv komponensek
alapjan vizsgéltam az extraktumok potencialis citotoxikus €s genotoxikus hatésait.

Munkam célja olyan 0j ndvényi extraktumok kifejlesztése volt, amelyek

potencidlisan antitumor hatassal rendelkeznek.



Vizsgalataim soran az alabbi kérdésekre kerestem a valaszt:
1. Milyen bioaktiv hatéanyag-tartalommal rendelkeznek a vizes- és alkoholos
articsoka, illetve gorégszéna kivonatok?
2. Milyen hasonlosagok ¢és kiilonbségek vannak az articsoka- és gordgszéna
extraktumok kozott a bioaktiv hatdanyag-tartalmat illetéen?
3. Milyen ¢élettani hatdsokra lehet kovetkezteni az articsoka- és gorogszéna
extraktumok bioaktiv hatéanyagtartalma alapjan?
4. Milyen Osszpolifenol-, Osszflavonoid-, &sszantocianin-tartalommal, illetve in
vitro antioxidans kapacitassal rendelkeznek az articsoka- és gorogszéna
extraktumok?
5. Miként befolyasolja a vizes- és alkoholos articsoka, illetve gérogszéna Kivonat a
T-47D és a ZR-75-1 human emldkarcinoma sejtek életképességét?
6. Befolyasoljak-e az articsOka- és gorogszéna extraktumok a Drosophila
melanogaster (ecetmuslica) életképességét, illetve van-e bizonythato citotoxikus
¢és genotoxikus hatasuk?
7. Milyen kovetkeztetéseket lehet levonni a hatéanyag-tartalom-, valamint az in
Vivo és in vitro hatastani vizsgalatok alapjan az articsoka- és gorogszéna
extraktumok human vonatkozast alkalmazasait illeten?
2. AKUTATAS MODSZEREI
2.1. Novényi extraktumok készitése

Az in vitro és in vivo vizsgalataimhoz kétféle extraktumot készitettem szaritott
articsoka levél (Cynara scolymus L.; MDR 2000 Kft., Godollo) és gordgszénamag
(Trigonella foenum-graecum L.; TRIGONELLA MED. Kft., Mosonmagyarovar)
felhasznalasaval. Az extraktumok készitésekkor vizes és alkoholos kivonatokat hoztam
létre. A vizes kivonat esetében 5 g alapanyagot 100 ml desztillalt vizben 5 percig
forraltam, majd centrifugalas (10 perc, 4000 rpm) utdn redds sziirén atsziirtem. Az
alkoholos kivonat készitésekkor a szaritott articsoka levelet kétszer négy oOran at
razogépen razattam 40 °C-os hémérsékleten. (10 g + 500 ml 50 %-os etanol (Sigma
Aldrich), mig a gérogszéna esetében az alkoholos extrahalas soran 5 g 6r6lt magot 100
ml 80 %-os etanollal refluxoltam harom oran at. Az oldatokat szobahdmérsékletiire
hagytam lehiilni, lecentrifugaltam, redds szlir6n atszlirtem és rotacios vakuumbeparlo
segitségével elvégeztem az oldoszermentesitést. Az igy eldallitott szaritott
articsokalevél és gordgszénamag extraktumokat a kiilonbozd vizsgalatokig 4°C-0s

hiitében, illetve fagyasztoszekrényben taroltam.
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2.2. Novényi extraktumok spektrofotometriai vizsgalata
2.2.1. Osszpolifenol-tartalom meghatirozas

A meghatarozas alapja az, hogy a Folin-Ciocalteu reagensben 1év6 sarga szin(i
Mo(VI) ionok az antioxidansok hatasara kék szinii Mo(V)-té redukalodnak (Singleton et
al., 1965). A modszerhez galluszsav sztenderdet hasznaltam. Eldszor a méréshez
elokészitése soran 0,2 ml mintdhoz (vak, standard) 0,5 ml Folin-Ciocalteu reagenst, 2
ml Na,COs-oldatot és 3 ml desztillalt vizet pipettaztam. Az Osszemért elegyeket 20
percig allni hagytam szobahdmérsékleten, majd desztillalt vizzel 10 ml-re higitottam és
1 6ran at szintén szobahOmérsékleten sotétben inkubaltam. A fotometrids analizis el6tt
minden mintat 0,45 pm-es szlirén atsziirtem, majd 765 nm hulldmhosszusdgon

lemértem. Az eredményeket mg/g koncentracio egyenértékben fejeztem ki.

2.2.2. Osszflavonoid-tartalom meghatarozas

A meghatarozas azon alapul, hogy a flavon és a flavonol tipusu vegyiiletek
aluminium-kloriddal savas kozegben, sztochiometrikus reakcioban egy komplexet
képeznek (Kim et al.,, 2003). A keletkez6 komplex szinintenzitisa alkalmas a
vegyliletek oldatban torténd kvantitativ meghatarozasara. A spektrofotometrids mérés
soran rutin sztenderdet hasznaltam. A spektrofotometrids méréskor 0,5 ml extraktumhoz
4,5 ml (vak, standard) Al-oldatot pipettaztam, majd 0,45 um-es szlirén atsziirtem és 415
nm hulldmhosszon mértem az abszorbancia értékét. Az eredményeket a kalibracios

egyenesbdl rutin-egyenértékben adtam meg.

2.2.3. Osszantocianin-tartalom meghatarozas

Az extraktumok antocianin-tartalmat pH-differencialis modszerrel hataroztam
meg (Lee et al., 2005). Minden minta abszorbanciajat 520 nm és 700 nm hullamhossz
tartomanyban is megmértem. Az antocianin-tartalmat cianidin-3-gliikozidra
szdmitottam ¢és az eredményt mg/l dimenzidban kaptam meg. A mérendd mintak
elékészitése soran 0,3 ml mintdhoz (vak, standard) 2 ml puffert (pH=1 vagy pH=4) és
1,7 ml desztillalt vizet pipettaztam. A spektrofotometrias mérés eldtt minden mintat
0,45 um-es szlirén atsztirtem. A mérést 520 nm és 700 nm hulldmhossz tartomanyban

végeztem.



2.2.4. Antioxidans kapacitas meghatarozas

A meghatarozas soran DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) oldatot hasznaltam,
melynek etanolos oldata intenziv ibolyaszinii, de antioxidans (hidrogén donor)
molekuldk hatasara ez a szin sarga sziniire valtozik (Molyneux, 2004). A szinvaltozas
spektrofotometrids mérés soran 517 nm hulldmhosszon nyomon kdvethetd €s ardnyos az
antioxidans kapacitasaval hasonlitottam Ossze. A spektrofotometrids méréskor 0,2 ml
extraktumhoz (vak, standard) 0,3 ml metanolt és 2,4 ml DPPH oldatot (22,6 png/ml
koncentracioban) pipettaztam. Ezt kovetden a mintdkat 30 percig sotétben

szobahdmérsékleten inkubaltam, majd mérés eldtt 0,45 pm-es sziirén atszlirtem.

2.3. Novényi extraktumok UHPLC-ESI-MS vizsgalata

Méréseim soran a folyadékkromatografids vizsgalatokhoz Dionex Ultimate
3000RS késziiléket hasznéaltam, Thermo Accucore CI18 oszloppal (kolonnéval)
felszerelve (100/2,1 X 2,6 um), mely egy fiithetd elektrospray ionizaciés (HESI)
rendszerrel ellatott Thermo Q Exacutive Orbitrap tomegspektrométerhez kapcsolodik.
Mozg6fazis a pozitiv toltésii ionizdcids mdodban a kovetkezd volt: ,,A” eluens (500 ml
viz, mely tartalmaz 10 ml acetonitrilt, 0,5 ml hangyasavat és 2,5 mM (158 mg)
ammonium formiatot); ,,B” eluens (500 ml acetonitril, mely tartalmaz 10 ml vizet, 0,5
ml hangyasavat ¢és 2,5 mM (158 mg) ammonium formiétot), mig a mozgéfazis a negativ
toltéstt modban: ,,A” eluens (500 ml viz mely tartalmaz 10 ml acetonitrilt és 2.5 mM
(192,7 mg) ammonium acetatot); ,,B” eluens (500 ml acetonitril, mely tartalmaz 10 ml
vizet €s 2,5 mM (192,7 mg) ammonium acetatot). Az aramlasi sebesség 200 pl/perc
volt. A kovetkezd gradiens elciot haszndltam mind a pozitiv, mind a negativ ionizacids
modban: 0-1 perc 95%A, 1-22 perc 20%A, 22-24 perc 20%A, 24-26 perc 95%A, 26-40
perc 95%A. Minden mintabdl 5 pl-t injektaltam. A tomegspektrométert a kovetkezd
beallitasokkal miikodtettem: 320 °C-os kapillaris hémérsékelt; kapillaris fesziiltség
pozitiv modban 4,0 kV, negativ mdédban 3.8 kV; a felbontas MS modban 35000 volt,
mig MS/MS esetében 17500. A mért tomegtartomany 100-1000 m/z volt, a tobbszords
toltésli ionok kizarasra keriiltek. Az titk6zési energia 40NCE volt az MS/MS maddban.



2.4. Drosophila melanogaster specifikus vizsgalati médszerek
2.4.1. Drosophila melanogaster tenyésztése

A vad tipust és mutans ecetmuslica térzseket normal és Drosophila Instant
Medium (Carolina Biological Supply, Burlington, NC, USA) tipusu taptalajon
tenyésztettem 25°C-on. A mutans torzsek a bloomingtoni Drosophila térzskézpontbol
szarmaztak. A normal taptalaj 1L-enként 60 g szacharozt, 30 g buzadarat, 21 g szaritott
pékélesztét, 10 g agar-agart és 1 g nipagint tartalmazott. A vizsgélati torzsek
tenyésztése fioldkban és iivegekben tortént. Amint a larvak elérték a harmadik
stadiumot, a fiolakba 1ml extraktumot tettem, majd figyeltem, miként folytatodik az

egyedfejlodés.

2.4.2. Drosophila melanogaster életképességi vizsgalatok

Annak érdekében, hogy megtermékenyitett petéket gylijtsek, 50 ndstény és 50
him ecetmuslica egyedet kereszteztem 0ssze petéztetd csoveket haszndlva. A sziiloket
25°C-on, 16 o6raig hagytam petézni, ezt kovetden lecseréltem a petéztetd taptalajt. A
petéztetd taptalajt 4 ords id6kozonként cseréltem, ezekrdl a petéztetést kdvetden — a
lerakott peték szamatol fiiggden — 50 petényi csoportokat friss, normal taptalajt
tartalmazo fioldkba tettem. Ezeket az 50 petét tartalmazé fiolakat 25°C-os inkubatorba
tettem, majd a harmadik napon (96 oras larva allapot) a fiolakba beletettem 1ml-t a
vizsgalt extraktumokbol, és a fioldkat visszahelyeztem az inkubatorba. Ezt kovetden,
egészen az F1 imagok megjelenéséig a fioldkat naponta megvizsgaltam, és a babbol
kikelt imadgdkat megszdmoltam. Az ecetmuslica €letképességét %-os formaban fejeztem

ki ugy, hogy a kikelt imagok szdmat aranyitottam a fioldkba helyezett peték szamahoz.

2.4.3. SMART modszer

Ujonnan kikelt mwh/mwh néstényeket kereszteztem flr¥/In (3LR) TM2, Ubx
himekkel. Petéket gyiijtottem ezektdl a sziiloktdl a petéztetd csovek és a taptalaj
felhasznalasaval, amint azt a fentiekben irtam. A begyiijttt petékb6l mintaként 50
darabot normalis taptalajt tartalmazé fiolara helyeztem, majd a fioldkat 25°C-0s
inkubatorba tettem. Harom nappal késdbb a 72+4 o6ras és III. stddiumos larvékat
Drosophila Instant Medium (Carolina Biological Supply, Burlington, NC, USA) tipusu
taptalajt €s Iml tomény vagy higitott névényi extraktumot tartalmazo fioldkba tettem, és
napi szinten kovettem a fejlddésiiket. A I1I. stadiumos larvak taplalkozasukat kdvetden
bebabozddtak, majd a metamorfozist kovetden kikeltek az imagok, amelyek kétféle

genotipusat eltérd fenotipusok alapjan, azaz a TM2 balanszer kromoszéma Ubx marker



mutacidja alapjan kiilonitettem el (1. abra).
A fenotipusos szelekciot kovetden a kikelt F1 imagokat 1ml rogzité oldatot (2
rész 70%-os etanol és 1 rész glycerin) tartalmazd Eppendorf csévekbe tettem. Ebben a

r0gzité oldatban a muslicak meghatarozatlan ideig eltarthatok.
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1. abra: SMART rendszer mitotikus rekombinacié és génmutaciok detektalasara. A kék
¢és fekete kromoszoémak a muslica harmadik homoldég kromoszoémaparjanak tagjai. A
fekete kromoszoman 1év6 sarga szakaszok inverziokat jelolnek a balanszer
kromoszéman. A (+) jel a normalis mwh és flr allélokat jeloli.

A mikroszkopi preparatumok elkészitéséhez kivettem a rogzitd oldatbol az
imagokat, a szarnyaikat eltavolitottam egy csipesszel, rdhelyeztem a targylemezen 1évo
Faure oldat (30 g gumi arabicum, 20 ml glicerol, 50 g klorhidrat, 50 ml deszt. H,O)
feltiletére, majd preparalétiik segitségével elrendeztem Oket és lefedtem feddlemezzel.
Az igy elkészitett mikroszkopi preparatumokat 50°C-on szaritottam 24 orat at. Ezt
kovetden elvégeztem a tartdsitott mikroszkopi preparatumok mikroszkopi vizsgalatat
elészor kisebb, majd nagyobb nagyitist hasznilva, mikozben mwh/mwh és flr3/fl®
maganyos vagy iker sejtklonokat kerestem az egyes szdrnyakon. A mikroszkopi
preparatumok kiértékeléséhez az Olympus CELL-R rendszert hasznaltam.

A magéanyos ¢és iker sejtklonok gyakorisagat Osszevetettem a kontrollként
alkalmazott, normal taptalajon fejlodott egyedek, illetve a novényi extraktummal kezelt

egyedek gyakorisagéaval.



2.5. Human sejtvonalak tenyésztése és vizsgalata
2.5.1. Az alkalmazott human emlérak sejtvonalak

Kisérleteim soran kétfajta adherens, duktalis emldkarcinoma sejtvonalat
hasznaltam, melyeket az ,,American Type Culture Collection”-t61 (ATCC, USA)
szereztem be. A T-47D (HTB-133) sejtvonal egy 54 éves paciens daganatabol, mig a
ZR-75-1 (CRL-1500) sejtvonal egy 63 éves beteg emldjébol lett izolalva. A sejtek
osztodasat tekintve a T-47D duplazdodasi ideje megkozelitdleg 32 6ra, a ZR-75-1

sejtvonalé 80 ora.

2.5.2. Sejttenyésztési koriilmények

A fentickben emlitett humén emldkarcinoma sejtvonalakat a megfeleld
tapoldatukban (RPMI-1640 médium, Lonza) tenyésztettem 25 cm?-es (T25-6s) vagy 75
cm?-gs (T75-6s) tenyésztdflaskaban. A tapoldathoz 10% FBS-t (Fetal Bovine Serum,
Sigma, F7524), 1% Antibiotikum-Antimikoticumot (Invitrogen-Gibco, 504281), 0,1%
1mM-os natrium-piruvatot (CsHsNaOs, Biochromag, 1.0473) adtam és egy 37°C-0s, 5%
CO; tartalmii termosztatban, megfeleld paratartalom mellett biztositottam a sejtek

¢letéhez sziikséges optimalis koriilményeket.

2.5.3. MTT viabilitas/proliferacios teszt

96 lyuka wellplate-be 10 ezer sejtet pipettaztam well-enként, RPMI-1640
tapoldatba. Egy napot hagytam a sejteket letapadni, majd a tdpoldatot az &ltalam
hagytam a sejteken 48- illetve 72 o6raig. Minden kisérlet alkalmaval hagytam egy
kezeletlen kontroll csoportot. A kezelést kovetden a wellekrdl eltavolitottam a
tapoldatot és 10 pl 5 mg/ml koncentracioja MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-
diphenyltetrazolium bromide; Sigma) oldattal 3 6ran at inkubaltam a mar emlitett
sejttenyésztési koriilmények kozott. A sarga szini MTT oldat az €16 sejtek
mitokondriumaban redukélddik bordé szinti formazan kristallya, melyet wellenként 100
ul MTT szolubilizalé oldattal (0,1 mM HCI tartalma izopropanol oldat; 100 ml
izopropanol + 0,825 HCI — 90 ml + 10 ml Triton X-100) trituraltam és egy plate-reader
(BioTek EL808) segitségével 540 nm hulldmhosszon megmértem az abszorbancia

értéket, melynek értéke egyenes aranyban van az €16 sejtek szamaval (Mosmann, 1983).



2.5.4. Immunfestés

Az immunfestések sordn a centroszomakra (egér monoklonalis Anti-human
Polokinaz 1 antitest) és mikrotubulusokra (YL %; patkany monoklonalis Anti-a-tubulin
antitest) specifikus elsddleges ellenanyagokat hasznaltam, a masodlagos ellenanyagok a
vorosen vilagité Alexa 594 ¢€s a zolden vilagité Alexa 488 nevii fluoreszcens festékek
voltak. A kromoszomak DNS-ét DAPI-val festettem.

Az eredményeim értékeléséhez az Olympus CELL-R mikroszkopi rendszert
hasznaltam, amely a DAPI (kék), Texas-red (piros) és FITC (z6ld) specifikus excitacios
¢s emisszios szilirékkel van felszerelve, igy az egyes kromogének kiilon jelként
detektalhatok. Az emlétumoros sejtek immunfestése soran egy 16 1€pésbol allo eljarast

alkalmaztam (Mathé et al., 2004; Lemos et al., 2000).

2.6. Adatfeldolgozas és kiértékelés

A mérési adatok rendszerezését és elsddleges feldolgozasat a Microsoft Office
Excel 2007-es programmal végeztem. A kiillonbozé értékek szignifikans eltéréseinek
vizsgalata SPSS 16.0 szoftver, One-Way ANOVA Tukey teszt segitségével tortént. Az
egyes kiilonbségek p<0,05 értéknél tekinthetdk szignifikdnsnak.

3. AZ ERTEKEZES FOBB MEGALLAPITASI (EREDMENYEI)
3.1. Articsoka és gorogszéna extraktumok bioaktiv hatéanyag-tartalmanak
UHPLC-ESI-MS jellemzése

Az articsoka és gorogszéna extraktumaim UHPLC-ESI-MS vizsgélata soran
kideriilt, hogy bioaktiv hatéanyag-tartalmukat tekintve hasonlosdgok ¢€s kiilonbségek is
fellelhetk. Az 1. tablazatban szamszerlsitve lathatok a kiilonboz6 kivonataimbol
nagyfokil biztonsaggal (totdl ion kromatogram (2-9. 4abra), molekulatomeg,
fragmentacio €s izotop eloszlas alapjan) beazonositott bioaktiv hatéanyagok az egyes

vegyiiletcsoportokon beliil.
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9. abra: Total ion kromatogram (alkoholos gordgszéna extraktum, negativ ionizacios
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1. tablazat: A ndvényi extraktumokban talalt bioaktiv hatéanyagok szama

vegyliletcsoportonként
Adatbazis Vizes Alkoholos Vizes Alkoholos
talalatok articsoka articsoka gorogszéna gorogszéna
Alkaloidok 3 2 4 4
Aminosavak 7 9 12 11
Kumarinok 2 3 - 1
Flavonoidok 7 13 7 16
Egyéb 3 4 3 3
metabolitok
Polifenolok 3 1 2
Purinok és 6 10 9
pirimidinek
Szaponinok 2 2 14 16
Terpenoidok 1 2 - 1
Szteroidok - 2 - -
Vitaminok 5 4 3 4
Osszesen 48 50 54 67
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Fontos kiemelni, hogy a vizes és alkoholos extraktumok el6allitdsa, valamint az
UHPLC-ESI-MS mérések mindkét ndvény esetében azonos modon torténtek, igy a
bioaktiv hatdanyagok jelenlétére vonatkozo eredmények 6sszehasonlithatok.

A vizsgalt novényekre vonatkozd bioaktiv hatéoanyagok szamat tekintve —
Osszehasonlitva az adott n6vény vizes €s alkoholos extraktumait — a kovetkezo relativ
szembetling kiilonbségek figyelheték meg:

- A flavonoidok tekintetében kozel kétszer annyi bioaktiv hatéoanyagot sikeriilt
beazonositani az alkoholos extraktumban, mint a vizesS Kivonatban. Ennek az
lehet a magyardzata, hogy az alkoholos extrahdlds feltehetdleg sokkal
hatékonyabbnak bizonyult.

- Szteroidokat csak az alkoholos articsoka kivonatban talaltam.

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

- A szaponinok kapcsan el lehet mondani, hogy alig vannak kiilonbégek a vizsgalt
novények vizes ¢és alkoholos kivonatai kozott. Azonban az articsoka
kivonatokban relativ sokkal kisebb szdml szaponin-szerli molekula talalhato,

mint a gorogszéna kivonatokban.

3.2. Articsoka és gorogszéna extraktumok bioaktiv hatéanyag-tartalmanak és in

vitro antioxidans paramétereinek osszehasonlité jellemzése

Spektrofotometriai modszerek

35 32,267
29,83 i
30
25 2343
16,087 OPT (mg/g)
) OFT (mg/ml)
EAK (u/ml
5.91 (ml/ml)
2.827
18 o1 - 1,48 [
| = o
AA VG AG
Novényi extraktumok

10. abra: Spektrofotometriai mddszerek: ahol, (VA) vizes articsoka; (AA) alkoholos
articsoka; (VG) vizes gorogszéna; (AG)_ alkoholos gorogszéna; (AK) antioxidans
kapacitas; (OFT) 6sszflavonoid-tartalom; (OPT) 6sszpolifenol-tartalom.
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Az 0Osszpolifenol tartalmat illetéen az articsoka extraktumokban sokkal nagyobb
mennyiségli polifenol taldlhatd, mint a gérdgszénaban. Mésfel6l mind az articsoka,
mind a gorégszéna esetében az alkoholos extraktumokban volt nagyobb a polifenolok
mennyisége (10. abra).

Ugyanezek a tendenciak allapithatok meg az Osszflavonoid tartalomra vonatkozoan is.
Amennyiben igaz az a feltevés, hogy az 0Osszpolifenol ¢és Osszflavonoid tartalmak
egyenesen aranyosak a kérdéses extraktumok in vitro korilmények kozott mért
antioxidans kapacitasaval, ugy ez utobbinak is kovetnie kell az dsszpolifenolra és az
Osszflavonoidra jellemzd tendencidkat. Azonban nem a vart eredményeket kaptam,
hanem azokkal ellentétben a vizes novényi extraktumokban figyelhettem meg a
magasabb in vitro antioxidans kapacitast az adott novény alkoholos extraktumahoz
viszonyitva. Az articsoka vizes extraktuma kozel tizenhatszor-, mig a gorogszéna vizes
extraktuma OtszOr magasabb in vitro antioxidans kapacitast mutatott a megfeleld
alkoholos extraktumokhoz viszonyitva. Tehat az 0Osszpolifenol és Osszflavonoid
tartalom alacsonyabb a vizes articsoka ¢és gorogszéna kivonatokban, mégis az in vitro
antioxidans kapacitds mutat magasabb értékeket ezekben a kivonatokban.

A vizsgalt ndvényi extraktumokban nem sikeriilt antocianinokat talalni a mennyiségi
analizisek kapcsan. Ez pedig 0sszhangban van az extraktumok mindségi Osszetételére
vonatkozd6 UHPLC-ESI-MS vizsgalatok soran kapott eredményekkel, hiszen ez utobbi
vizsgéalatok esetében sem sikeriilt antocianin tipusi bioaktiv hatéanyagokat

beazonositani (10. abra).

3.3. Articsoka és gorogszéna extraktumok hatasainak in vivo tesztelése Drosophila

melanogaster-en

3.3.1. Articsoka és gorogszéna extraktumok hatasa az ecetmuslica életképességére
Az extraktumok higitasait kétféle keresztezést alkalmazva teszteltem annak

érdekében, hogy az esetleges genotipus-fiiggd hatasokra is fény deriiljon. Az egyik

keresztezésben w™n

genotipust sziiloket kereszteztem, mig a masik keresztezésben
olyan sziil6i part alkalmaztam, mint amilyenket majd a genotoxicitasi vizsgéalatban is
hasznalni fogok. Ezzel a kisérleti megoldassal kiilon kivantam valasztani az articsoka-
és gorogszéna extraktumok feltételezett citotoxikus és genotoxikus hatasainak in vivo
vizsgalatat (2. tablazat). A kétféle keresztezéssel és novényi extraktumokkal kapott

eredményeket a 2.-3. tdblazatokban mutatom be.
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2. tablazat: Articsoka extraktum ecetmuslica életképességet befolyasold hatasa.
Kontroll kisérletek adatait sarga szinnel, a vizes extraktumra vonatkozd adatokat
z6lddel, mig az alkoholos extraktumos adatokat kékkel jeloltem. Az ecetmuslica talélési
arany a kikelt imagokra és a kezelt embridkra vonatkozik. A Kontroll-NM a normal
taptalajt, mig a Kontroll-DIM az instant taptalajt jeloli.

T F1 Kikelt | F1 calelesi | Atlagos F1
R . F1 . tulélési
Sziil6i Kezelés kezelt . F1 arany .y
keresztezés embrio LD imago (%) gyakorisig
& (%)
Kontroll-NM 1000 972 956 95,6
Kontroll-DIM 1000 988 952 95,2
Vizes articséka | 1000 968 962 96,2
torzsoldat
Vizes 1000 957 952 95,2
articsoka
Qw™" | 1:10 higitas 95,2
X Vizes 1000 972 944 94,4
Jwman articsoka
1:100 higitas
Alkohlos 1000 958 949 94,9
articsoka
torzsoldat
Alkoholos 1000 977 932 93,2
articsoka 93,8
1:10 higitas
Alkoholos 1000 968 936 93,4
articsoka
1:100 higitas
Kontroll-NM 1000 984 961 96,1
Kontroll-DIM 1000 982 966 96,6
Vizes articséka | 1000 966 951 95,1
mwh/mw | térzsoldat
h Vizes 1000 982 964 96,4
X articsoka
3 fIr¥ITM2, | 1:10 higitas 95,9
Ubx Vizes 1000 975 963 96,3
articsoka
1:100 higitas
Alkoholos 1000 977 943 94,3
articsoka
torzsoldat
Alkoholos 1000 988 95 96,5
articsoka 95,1
1:10 higitas
Alkoholos 1000 968 945 94,5
articsoka
1:100 higitas
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3. tablazat: Gorogszéna extraktum ecetmuslica életképességet befolydsold hatésa.
Kontroll kisérletek adatait sargaval, vizes extraktumra vonatkoz6 adatokat zolddel és az
alkoholos extraktumos adatokat kékkel jeloltem. Az ecetmuslica tulélési arany, a kikelt
imagokra ¢és a kezelt embridkra vonatkozik. A Kontroll-NM a normal taptalajt, mig a

Kontroll-DIM az instant taptalajt jeloli.

¥ F1 Kikelt | F1talelesi | tagos Fl
——— . F1 . tulélési
Sziiloi Kezelés kezelt . F1 arany "
keresztezés embrio L imago (%) arany
(%)
Kontroll NM | 1000 968 956 95,6
Kontroll DIM | 1000 972 | 944 94,4
Vizes 1000 946 | 938 93,8
gorogszéna
torzsoldat 94,5
Vizes 1000 953 | 942 94,2
Qwmn gorogszéna
X 1:10 higitas
Gwmen Vizes 1000 972 | 957 95,7
gorogszéna
1:100 higitas
Alkoholos 1000 948 | 926 92,6
gorogszéna
torzsoldat 93,3
Alkoholos 1000 966 | 947 9,7
gorogszéna
1:10 higitas
Alkoholos 1000 952 | 928 92,8
gorogszéna
1:100 higitas
Kontroll NM | 1000 938 912 91,2
Kontroll DIM | 1000 942 921 92,1
Vizes 1000 947 | 922 92,2
Ymwh/mw | gorogszéna
h torzsoldat 92,6
X Vizes 1000 966 | 941 94,1
3 fIrITM2, | gorégszéna
Ubx 1:10 higitas
Vizes 1000 933 | 916 91,6
gorogszéna
1:100 higitas
Alkoholos 1000 955 | 932 93,2
gorogszéna
torzsoldat 91,9
Alkoholos 1000 934 | 917 91,7
gorogszéna
1:10 higitas
Alkoholos 1000 943 | 921 92,1
gorogszéna
1:100 higitas
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A 2. tdblazatban feltiintetett adatokbol kideriil, hogy a vizes és alkoholos articsoka
kivonatok — tgy tomény mint higitott formaban — nem befolyasoljak a kétféle
keresztezésbol szarmazd F1 todok életképességét, azaz nincs Drosophila
melanogaster-en detektalhato citotoxikus hatasuk.

A 3. tablazatban feltiintetett adatokbol kideriil, hogy a vizes ¢s alkoholos
gordgszéna kivonatok — ugy tomény mint higitott formaban — nem befolyasoljak a
kétféle keresztezésbol szarmazod F1 utodok éEletképességét, azaz nincs Drosophila
melanogaster-en detektalhato citotoxikus hatasuk.

Tekintettel arra, hogy a toxicitasi vizsgalatok sordn ugy a tomény mint a higitott
extraktumok nem befolyasoltadk az ecetmuslica életképességét, az a dontés sziiletett,
hogy a genotoxicitasi vizsgalatokat elsdként a higitatlan vizes- ¢és alkoholos
extraktumokkal fogom elvégezni tjfent egy in vivo tesztrendszert alkalmazva.
Valdjdban az @ mwh/mwh x & fI*/TM2, Ubx keresztezésbdl szarmazé F1 larvakat
kezeltem a tomény kivonatokkal, majd a kikelt imagokat fenotipusuk alapjan
osztalyoztam ¢és szarny preparatumokat készitettem. Elséként a  kettds
transzheterozigdta mwh, +/+, flr® F1 utodok szarnyait tanulmanyoztam és az iker-,
illetve maganyos mozaik sejtklonok eléfordulasat vizsgaltam (4. tablazat).

4, tablazat: Mozaik sejtklonok indukcidjanak gyakorisaga az mwh, +/+, flr

ecetmuslicdk szarnyain. Kontroll kisérletek adatait sargaval, az articsoka adatait
zolddel, mig a gérogszéna adatait barna szinnel emeltem Kki.

: MOZﬁll,( sejtklén _ Mloza!k Mozaik Mozaik
iker maganyos oOsszes sejtklon s gy
Szérny mwh fir ) gyakori- sejtklon sejtklon
7 . mérete indukcio
Kezelés sag . yx oz
N) sejt/klén | gyakorisaga
(n/N) (m) (f=nm/NC)
Kontroll 107 3 55 1 59 0,55 1,1+0,2 2,0x10°
Vizes 98 5 51 - 56 0,57 1,2+0,4 2,3x10°%
articsoka
Alkoholos 106 4 53 1 58 0,55 1,1+0,4 2,0x10°
articsoka
Vizes 135 5 53 3 61 0,49 1,6+0,4 2,4x10°
gorog-
széna
Alkoholos 142 6 54 5 65 0,46 1,4+0,6 2,1 x10°
gorog-
széna

Tekintettel a mozaik sejtklonok gyakorisagéara, atlagos méretére, valamint a
mozaik sejtklonok indukcidjanak gyakorisdgara kijelenthetd, hogy nincsenek
szamottevd kiilonbségek a kezeletlen és a kiilonb6z6 vizes-, illetve alkoholos

extraktumokkal kezelt kettds transzheterozigota mwh, +/+, flr® egyedek szarnyaira
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vonatkozo adatok kozott. Ezek az adatok azt is jelzik, hogy a vizes- és az alkoholos
articsoka, illetve gorogszéna extraktumok sem indukédlnak kromoszématdrés tipust
mutaciokat magasabb gyakorisaggal, mint 6sszehasonlitva az a kezeletlen ecetmuslicak

esetében megfigyelheto.

Az Q@ mwh/mwh x & fIr¥fTM2, Ubx keresztezésbdl szarmazd mwh, +/+, flr3
egyedekkel azonos aranyban kell keletkezniiik az mwh/TM2, Ubx transzheterozigota
utédoknak is. Ez utobbi F1 egyedek szarnyait tanulmanyoztam és a maganyos mwh
mozaik sejtklonok el6fordulasat vizsgaltam (5. tablazat).

5. tablazat: Mozaik sejtklonok indukcidjanak gyakorisaga az mwh/TM2, Ubx

ecetmuslicak szarnyain. Kontroll kisérletek adatait sargaval, az articsoka kezelés adatait
zo6lddel, mig a gdrogszéna adatait barna szinnel emeltem ki.

mwh Mozaik Mozaik Mozaik sejtklon

Szarny mozaik sejtklon sejtklon indukcio

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

Kontroll 106 11 0,1 2,4+1,6 1,6 x10°
Vizes 114 12 0,1 2,2+1,2 1,5x10°
articsoka
Alkoholos 102 11 0,1 24+14 1,7 x10°%
articsoka
Vizes 112 12 0,11 2,4+0,8 1,7 x10°
gorogszéna
Alkoholos 116 14 0,12 2,2+ 0,6 1,8x10°
gorogszéna

Tekintettel a mozaik sejtklonok gyakorisdgara és atlagos méretére, valamint a
mozaik sejtklonok indukcidjanak gyakorisagara kijelenthetd, hogy nincsenek
szamottevl kiillonbségek a kezeletlen és a kiilonb6z6 vizes-, illetve alkoholos
extraktumokkal kezelt transzheterozigéta mwh/TM2, Ubx egyedek szarnyaira vonatkozo
adatok kozott. Ezek az adatok azt is jelzik, hogy Uigy a vizes mint az alkoholos
articsoka- ¢€s gorogszéna extraktumok nem indukalnak génmutacidkat magasabb
gyakorisdggal, mint Osszehasonlitva az a kezeletlen ecetmuslicdk esetében

megfigyelhetd.

3.4. Articsoka és gorogszéna extraktumok in vitro tesztelése human emlékarcinéma
sejtvonalakon
A T-47D és a ZR-75-1 human emldkarcindma sejteket kezeltem 48 €és 72 oran at

kiilonb6zo koncentracioji  vizes és alkoholos articsoka-, illetve gorogszéna

extraktummal, majd a kezelést kovetden elvégzett MTT teszt soran mért abszorbancia
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érték alapjan kovetkeztettem a kezelést talélt sejtek szamara. Téziseim kozott jelen
esetben csak a 72 oras kezelések eredményeit ismertetem (11.-16. abra; 18.-20. abra).

Az abrék egyes oszlopain lathato eltérd betlijelzések szignifikans kiilonbséget mutatnak,
mig az azonos betlijelzéssel ellatott oszlopok kozott nincs szignifikans eltérés. A
diagramokon feltiintetett zold vonal a kontroll (kezeletlen) sejtek hipotetikus 50%-0s

¢letképességét jeloli.
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11. abra: A vizes articsoka kivonat hatisa a T-47D emldékarcindma sejtek

crer

oras alkalmazasa soran kitlinik, hogy a 10-0,63% koncentraci6 tartomanyban a kezelt
sejtek viabilitdsa jelentésen lecsokken. Azonban a 0,16-0,04%-0s koncentracid
tartomanyban a kezelt sejtek viabilitasa elkezd novekedni, és a 0,08-0,04% extraktum
koncentraciok a kontrollt meghaladd mértékben novelik meg a kezelt sejtek
¢letképességét, ami akar sejtszdmbeli ndvekedést is jelenthet. A fentiekben leirt kezelési

profil mindenképpen a koncentracio-fiiggd bifazisos élettani hatasra emlékeztet (11.

abra).

oras alkalmazasakor szintén bifazisos élettani hatast észleltem. A 0,16-0,04%

koncentracional detektadlhatd a kezelt sejtek szdmanak a novekedése ¢és 0,04%
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extraktumban haladja meg a sejtek viabilitdsa a kontrollét. Ez utébbinak ujfent a

sejtszamnovekedés lehet az alapja (12. abra).
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12. abra: A vizes articsoka kivonat hatdsa a ZR-75-1 emldkarcindma sejtek

crer

a sejtnélkiili negativ kontroll csoport.
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13. abra: A vizes gorogszéna kivonat hatasa a T-47D emldékarcinoma sejtek

crer

a sejtnélkiili negativ kontroll csoport.

20



A T-47-D human emldékarcindma sejteket kezeltem 72 oran 4t kiilonb6zo
10.0,31% koncentracié tartomanyban a kezelt sejtek viabilitasa jelentsen lecsokkent.
Azonban a 0,16-0,04% koncentracio tartomanyban a kezelt sejtek viabilitasa elkezd
novekedni, és a 0,08-0,04% extraktum koncentraciok a kontrollt meghaladé mértékben
novelik meg a kezelt sejtek életképességét, ami akér sejtszdmbeli novekedést
(proliferaciodt) is jelenthet. Az ilyen kezelési profil olyan koncentracio-fiiggd bifazisos
¢lettani hatasra utal, amelynél a magasabb koncentrdcioban egy gatlo-, mig az

alacsonyabb koncentracioban egy életképességet/proliferaciét noveld hatas érvényesiil
(13. abra).
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14. abra: A vizes goOrogszéna kivonat hatisa a ZR-75-1 emldkarcindma sejtek

crer

a sejtnélkiili negativ kontroll csoport.

A ZR-75-1 sejtvonalon a vizes gordgszéna kivonat kiilonb6z6 koncentracidju és
72 6ras alkalmazasakor szintén bifazisos é€lettani hatast észleltem. A kezelés soran a
0,16-0,04% koncentracidju tartomdnyban jelentkezik a sejtek viabilitdsanak
novekedése, a 0,02%-0,04%-0s extraktumban a sejtek viabilitdisa meghaladja a

kontrollét, amelynek alapja lehet a sejtproliferacio is (14. abra).
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15. abra: Az alkoholos articsoka kivonat hatasa a T-47D emldkarcindma sejtek

crer

a sejtnélkiili negativ kontroll csoport.

A T-47D sejtvonalon az alkoholos articsoka kivonat kiilonb6z6 koncentracioju és 72
oras alkalmazasa soran erételjes citotoxicitast figyeltem meg. A kezelés soran Kkitiinik,
hogy a 10-1,25%-o0s koncentraci6 tartomanyban a kezelt sejtek viabilitasa jelentosen
lecsokkent. A 0,31-0,08%-0s koncentracié tartomanyban a kezelt sejtek viabilitasa
relativ magasabb az eldbbi koncentracié tartoméanyhoz viszonyitva, de a kontrollhoz
képest tovabbra is alacsony. Enyhe viabilitas novekedést csak a 0,04%-0s extraktum
esetében lehet megfigyelni, de még igy sem érik el a kontroll sejtek viabilitasanak felét
(15. abra).
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16. abra: Az alkoholos articséka kivonat hatdsa a ZR-75-1 emldkarcindma sejtek

crer

€s 72 oras alkalmazéasa soran a T-47D sejteken torténd kezelés soran leirt erdteljes

citotoxicitast figyeltem meg (16. abra).

Annak érdekében, hogy tovabbi informéciokat szerezzek az alkoholos articsoka
extraktumok indukalta citotoxikus hatasrol, immunnhisztokémiai festésekkel
tanulmanyoztam a kezelt daganatos sejtek fenotipusat, beleértve azok kromoszéma
struktarajat. Vizsgalataim soran sikeresen detektdltam néhany interfazisban 1évo-,
mitotikus sejtet, poliploid sejteket, binuklearis sejteket, osztodasi orsokat és multipolaris
orsokat (17. abra).

A poliploid sejtek leggyakrabban tilkondenzalt és/vagy fragmentalt kromoszomakkal

mutatkoztak, ami a sejtoregedésnek €és/vagy az apoptotikus sejtek jellegzetessége.
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17. abra: Articsoka kivonattal kezelt emldtumoros sejtek immunfestés soran. Ahol: A:
Normal kinézetli sejtek interfazisban, mitotikus metafazisban (nyil) és binukledris sejtek
(csillag); a zold rész a mikrotubulusokat mutatja, mig a kék szin a DNS-t. B-C:
Poliploid sejtek kromoszoma fragmentacioval és/vagy mikronukleusz (haromszog).
Osztodasi orso tilkondenzalt kromoszomaval (nyil). Binukleéris sejt (csillag). A zold
rész a mikrotubulusokat, mig a kék szin a DNS-t jel6li.

A T-47D sejtvonalon torténd 72 oras alkoholos gordgszénaval torténd kezelés
soran megfigyelhetd, hogy a 10-0,04%-0s koncentracié tartoméanyban a kezelt sejtek
viabilitasa jelentdsen alacsony (18. abra). Igy kijelenthetd, hogy a szerves gorogszéna

kezelések esetében erdteljes citotoxikus hatéds figyelheté meg.
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18. abra: Az alkoholos gorogszéna kivonat hatasa a T-47D emldkarcindma sejtek

crer

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

crer

a sejtnélkiili negativ kontroll csoport.
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A  ZR-75-1 sejtvonalon az alkoholos gorogszéna kivonat kiillonb6zo

c sy

leirt erdteljes citotoxicitast figyeltem meg (19. abra).

A fentieckben tapaszatalt citotoxicitdas tovabbi jellemzése érdekében
immunocitokémiai festéseket végeztem a kezelt sejteken. Egy ilyen megkozelités
megfelelhet egy fenotipusos tanulmanynak, eltéréen egy olyan klasszikus genetikai
analizist6l, ahol mutans allélok idéznek el fenotipusokat, hiszen jelen esetben az
extraktum a felelds a citotoxicitds eldidézéséért. A kezelt rakos sejtek kapcsan
immunfestéssel tobbszoros cellularis defektust voltam képes detektalni. Sejtosztodasi
defektusokat és karakterisztikus apoptotikus jellemvonasokat tudtam identifikalni.
Tovabba beazonositottam normal interfazisban 1évd sejteket és osztddd sejteket,
beleértve a tobb sejtmaggal rendelkezd, feltehetden aneuploid sejteket, kis- vagy
tobbpolusu orsoval rendelkezd sejteket, valamint olyan sejteket is, amelyekben a
sejtmag ,,blubbing” jelensége vagy a kromoszoma fragmentalédasa volt lathatd, mely
utobbi az apoptozisra specifikus (20. és 21. abra).

Tovabba a mitotikus osztodasi orsok szerkezetét is megvizsgaltam, igy a Polo-
kinaz1 (Plk1) szubcellularis lokalizacié monitorizalasa soran tobb informaciot nyertem
a mitdzisba valdo belépésrdl, a mitotikus ors6 kialakulasar6l, a kromoszéma
elrendezddésrdl, a testvérkromatid szegregaciorol (szétvalas), a metafazis-anafazis
atmenetrdl és a citokinézisrdl. Kimutattak, hogy a Plk1 majdnem minden mitotikus eset
megjelenését szabalyozza, valamint az over-expresszidja szdmos raknak kis prognozisu
markere (Weng et al., 2016). A gorogszénamag extraktumokkal kezelt sejtek esetében
azt talaltam, hogy a Plk1 néhany esetben kapcsolatban 4llt a centroszomakkal, mig mas
esetben a mitotikus apparatusok (ors6 apparatusok) felhalmozodasa latszodott a

kodzponti orsé mikrotubulusok mentén (20. abra).
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20. abra: Gorogszénamag kivonattal kezelt emlétumoros sejtek immunfestés soran.
Ahol: A: Kezeletlen kontroll sejtek interfazisban oriasi sejtmaggal (csillag) és normal
anafazis. B: Kezeletlen kontroll sejtek interfazisban (haromszdg) és mitotikus metafazis
(nyil). C: Kivonattal kezelt sejt abnormalis multipolaris orséval, kromoszéma-
felhalmozddas az orsocsucsokban (nyil) D: Kivonattal kezelt sejt szétesében 1évd
sejtmaggal (,,blubbing jelenség”) és abnormalis mikrotubulus héldzattal (nyil),
kozvetleniil 6sszehasonlitva egy normal interfazisban 1évo sejttel (csillag). A zold rész a
mikrotubulusokat mutatja, mig a kék szin a kromoszoma specifikus DNS-t. A vonalzo
20 pm hosszusagot jelol.

Annak ellenére, hogy a kivitelezett immunfestések révén sikeriilt bizonyos sejt
defektusokat feltarni, kvantitativ analizist nem végeztem el, mivel a 48 6ras és a 72 oras
kezelések utan altaldban a sejtszam jelentdsen lecsokkent. Azért, hogy egy sokkal
tisztabb képet nyerjiink, a jovObeni kutatdsaim soran sziikséges lesz az sszes kezelésbe
vont sejt fenotipusat egy aramlasi citométerrel (FACS; Fluoreszcencia Aktivalt

Sejtvalagotas és Analizis)
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21. abra: Gorogszénamag kivonattal kezelt emlétumoros sejtek immunfestés soran.
Ahol: A: Normal sejtek interfazisban (csillag) és citokinezis (nyil). B: Mitotikus
metafdzis-anafazis atalakuld sejt centroszémaval az orsocsucsban ¢és PLK
centroszomakkal, de nem kinetokor (nyil). C: Kivonattal kezelt sejt rendellenes
bipolaris orsoval, az egyik csticsban normal centroszoéméak PLK akkumulécioval (nyil),
mig a szemkozti csucs centroszomak nélkiil sokkal vildgosabb (csillag), valamint az
ors6 mikrotubulusok mellett PLK felhalmozodéas (plusz) D: Kivonattal kezelt sejt
rendellenes monopolaris orsoval, mely a centroszomaval egyiitt PLK akkumuléciot
mutat az orsdcsucsban (nyil). A z6ld rész a mikrotubulusokat jeldli, a piros a PLK-t,
mig a kék szin a kromoszdma specifikus DNS-t. A vonalz6 20 pm hosszuséagot jelol.
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4. AZ ERTEKEZES UJ TUDOMANYOS EREDMENYEI

1.

A szaritott articsoka levelekbdl készitett vizes és alkoholos kivonataimban
beazonositott 49, illetve 51 féle bioaktiv hatdanyag koziil 6sszesen 27 vegyiiletet
el0szO0r én azonositottam be articsokabol, névszerint: kinurénsav, trigonellin,
sztahidrin (alkaloidok); 4-Guanidino-vajsav, arginin, triptofan, N-Acetil-
izoleucin, N-Acetil-leucin (aminosavak); eszkulin, 5-O-Caffeoylshikimic sav I,
5-O-Caffeoylshikimic sav I, Coumaroylquinic sav I, Coumaroylquinic sav Il
(polifenolok); diosmetin, salvigenin, naringin-dihidro-kalkon, vicenin-2
(flavonoidok); 7-Metoxi-4-metilkumarin (kumarin); kolin, fahéjsav-metilészter,
fenetilamin (egyéb metabolitok); urzolsav (terpenoid); sztearidonsav metilészter,
sztearidonsav etilészter (szteroidok); pantoténsav (B5), piridoxal, piridoxin (B6)
(vitaminok).

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

¢s ZR-75-1 human emldkarcindma sejtvonalakon tortént 48- és 72 Orés
tesztelésének eredményei bifazisos jellegii viabilitasra utalnak.

47D ¢és ZR-75-1 human emlGkarcindma sejtvonalakon tortént 48- és 72 Oras
tesztelésének eredményei citotoxicitas - apoptozis Osszefiiggésre utalnak.

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

nem rendelkeznek genotoxikus hatassal.

29



5. AZ EREDMENYEK GYAKORLATI HASZNOSITHATOSAGA

A disszertacidmban Osszefoglalt kutatdsi eredményeim alapjan kijelenthetd, hogy
az altalam készitett articsoka és gorogszéna extraktumok az emlédaganatok tiikkrében
alkalmasak lehetnek preventiv és/vagy terapias jellegli funkcionalis élelmiszerek és

nutraceutikumok kifejlesztésére.
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