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1. Bevezetés

Az Ochratoxinok elsésorban Penicillium és Aspergillus fajok szekunder
anyagcseretermékei. Kémiai szerkezetiik alapjan Ochratoxin A, B és C
toxinokat kiillonboztetiink meg, ezek koziil az Ochratoxin A (OTA)
magasan a legtoxikusabb szarmazék. Az OTA alapvazat egy dihidro-
izokumarin molekula adja, amelyhez fenilalanin-struktara kapcsolodik.
Foként a Balkan régidoban fordulo eld, de vilagszerte kimutathato
gabonafélékben, gyiimdlcsokben, pékarukban, kavéban, borban, sorben,
hus- és tejtermékekben, de még tojasban is. Széles el6fordulasa és magas
hoéstabilitasa miatt az OTA teljes eradikacidja a taplaléklancbol a jelenleg
ismert modszerekkel egyelore lehetetlennek tiinik.

A toxin enteralis uton jut a szervezetbe, oralis biohasznosulasa magas
(emberben 93%). Miutan a véraramba jut, tobb mint 99%-ban
szérumfehérjékhez, nagyrészt albuminhoz ko6tédik, ez a f6 oka a toxin
rendkiviil hosszi plazmafelezési idejének (~1 honap). Az OTA dianion
formaban kotédik human szérumalbuminhoz (HSA), az els6dleges
kotohely a IIA aldoménen helyezkedik el. Egyes allatkisérletek ramutattak,
hogy az OTA leszoritdsa albuminrdl drasztikusan felgyorsitja a toxin
vizelettel iiriil ki a szervezetbdl.

Az OTA elsésorban nefrotoxikus, de egyéb kedvezotlen hatdsairdl is
beszamol a szakirodalom. Szamos vizsgalat tortént annak érdekében, hogy
feltarjak az OTA pontos hatdsmechanizmusat: in vitro és in vivo kisérletek
eredményei alapjan rengeteg elméletet ismeriink, azonban még napjainkban
is kevés ténnyel rendelkeziink. Szakirodalmi adatok alapjan a lehetséges
hatasmechanizmusok a kovetkezok: fehérjeszintézis- és cellularis
energiaprodukcio gatlasa, DNS-adduktok képzése, oxidativ/nitrozativ
stressz indukcidja, kalcium-homeosztazis felboritasa, apoptozis indukcio és
a sejtosztodas gatlasa. A toxinexpozicidoval szemben jelenleg nem ismeriink
igazoltan hatékony prevencios stratégiat vagy antidétumot.

Az OTA a szervezetben szdmos anyaggal 1ép interakcioba, koztiik
ionokkal, kiilonbozé peptidekkel és fehérjékkel. Ezen kolcsonhatasok
kozott valoszinilileg az egyik legjelentésebb a toxin kotddése albuminhoz,
ami az OTA toxikokinetikdjadban meghatarozé tényez6. Az OTA
molekularis interakcidinak tovabbi vizsgalata indokolt, és sziikséges ahhoz,
hogy mélyebb szinten megértsiik a toxin szervezetbeni viselkedését,
tovabba, hogy hatékony prevencios stratégiat lehessen kidolgozni.



2. Célkitiazések

Ugyan szamos elmélet latott napvilagot, az OTA  pontos
hatasmechanizmusa jelenleg ismeretlen. Nem tudjuk, hogy a hosszi tava
expozicido soran mi az a hatas, illetve mik azok a hatdsok emberben,
amelyek a legfontosabb  jelentdséggel birnak a toxin
patomechanizmusaban. Ahhoz, hogy az OTA altal okozott negativ
hatasokat ellensulyozni tudjuk, a toxin viselkedésének mélyebb szintii
megértése sziikséges. Eppen ezért vizsgalataink soran az alabbi célokat
tiztik ki:

e Az OTA fizikai-kémiai viselkedésének pontosabb megismerése:
interakciok vizsgalata ionokkal, fehérjékkel ¢és egyéb endogén
molekulékkal.

e Az OTA-albumin interakcio kvantitativ vizsgalata, alacsony toxicitasu
potencialis kompetitor-molekulak azonositasa.

e OTA abszorpcidjanak csokkentésére vagy eliminacidjanak fokozasara
potencialisan alkalmas molekulak keresése.

e OTA toxikus hatasainak vizsgalata in vitro sejtes modellben.

e OTA toxikodinamids hatdsainak ellenstulyozdsara alkalmazhato
molekuldk keresése.

3. Vizsgalati médszerek

A fluoreszcens spektroszkopiai és fluoreszcencia polarizacios mérésekhez
Hitachi F4500 fluoreszcens spektrofotométert, valamint Fluorolog 13 tipusu
spektrofluorimetrids  rendszert (Jobin-Yvon/SPEX) hasznaltunk. A
méréseket levegd jelenlétében, +25 °C-on (a termodinamikai vizsgalatok
kivételével) végeztiik.

Az OTA és az OTA”-Mg* komplex kromatografids meghatarozasahoz
integralt HPLC-rendszert alkalmaztunk (Agilent 1100), amely kvaterner
pumpabdl, gaztalanitdbdl, automata mintaadagolobol, injektorbdl,
termosztalhatd oszloprekeszbdl és fluoreszcens detektorbol all. Az adatok
rogzitéséhez és kiértékeléséhez Agilent ChemStation (Rev.B.03.02-SR2)
programot hasznaltunk. Az elvalasztas LiChroCART® tipusu oszlopon (4
mm x 125 mm, 5 pm-os pérusméret, Merck Purospher STAR® RP-18e)
tortént, el6tét kolonna alkalmazasa mellett (TR-C-160-K1; ABLE Jasco).



A lumineszcens  ATP-meghatarozas  Berthold Lumat LB9507
luminométerrel tortént. Az aramlasi citometrias vizsgélatokhoz Beckman-
Coulter FC500 tipusu flow citométert alkalmaztunk, az adatok elemzése
CXP szoftver felhasznalasaval tortént. A ROS-méréshez Promega
GloMax®-Multi Microplate Multimode Readert hasznaltunk.

Az OTA hatasanak vizsgalatat MDCK sejteken végeztiik: (Madine, Darby
canine kidney; ATCC: CCL 34; immortalizalt, tubularis vesesejtek). A
sejttenyészetet DMEM tipusu, magas gliikoztartalmu (4,5 g/l) médiumban
tartottuk fenn és inkubaltuk, ami 10% FBS-t, valamint penicillint (100
U/ml) és streptomicint (100 pg/ml) tartalmazott. A sejteket 25 cm?-es steril
flaskakban (VWR) tartottuk fenn. A kisérleteket 96-lyuku steril lemezeken
(VWR) végeztiik az aramlasi citometrids mérések kivételével, amelyekhez
6-lyuku steril lemezeket (VWR) hasznaltunk. A sejttenyésztés és inkubalas
37 °C-on, 5% CO; jelenlétében tortént. A steril munkakat egy Aireguard-
126300 (Nuaire) tipusu vertikalis &ramldsu laminaris boxban végeztiik.

A (marha szérumalbuminra vonatkoztatott) totdl protein meghatarozasa
fluorescamin, a lumineszcens ATP-meghatarozas luciferin-luciferaz, az
intracellularis ROS-koncentracié megallapitasa C400 reagenssel tortént. A
kezelt és kontroll sejtek életképességét calcein- és propidium-jodid — FITC-
AnnexinV viabilitas tesztek felhasznalasaval értékeltiik. A sejtciklus
vizsgalatahoz a sejtek permeabilizalasat kdvetéen propidium-jodidot
hasznaltunk.

A statisztikai analizist SPSS (IBM, Version 20) szoftverrel végeztiik.
Eredményeinket minden esetben legalabb harom, egymastdl fliggetlen
mérésbol szamoltuk. A szignifikancia megallapitasahoz one-way ANOVA
tipust analizist hasznaltunk (p < 0,05).

4. Eredmények, kovetkeztetések

4.1. Ochratoxin A interakcioja szérumalbuminnal. Az Ochratoxin A
vizes oldatban a pH-t6l és a mikrokdrnyezett6l fliggéen harom kiilonboz6
forméban lehet jelen: nemionos, monoanion (OTA) és dianion (OTA?).
Fiziologias koriilmények kozott egyértelmlien a dianion forma dominal,
ennek okai, hogy a 7,4-es pH meghaladja a toxin pKa-értékeit, tovabba az,
hogy az alkalifémek meglehetésen magas koncentracioban vannak jelen.
Az OTA’ a nemionos formaval megegyez0 fluoreszcens sajatsdgokat mutat
(Mexe = 332 nm, Aem = 451 nm). Ezzel szemben az OTA? gerjesztési és
emisszios maximumai eltérnek a masik két formaétdl (Aeye = 380 nm és Aem
= 443 nm), és a dianion forma lényegesen magasabb fluoreszcens jelet is
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ad. Az OTA kotédése albuminhoz a spektrum tovabbi modosulasat
eredményezi: az OTAZ-HSA komplex 393 és 446 nm gerjesztési és
emisszidos hullamhossz-maximumokkal jellemezhet6 és a kotédés a
fluoreszcencia  intenzitds ndvekedését eredményezi. Mivel az
albuminkdtddés az OTA toxikokinetikdjaban egy kulcsmomentum,
érdeklodéstink egyik kiemelt targyat képezi. Az OTA-HSA komplex
stabilitasi allandojat haromféleképpen is meghataroztuk (fluoreszcencia
intenzitas, fluoreszcencia polarizacié és kioltds alapjan): mindharom
esetben hasonlé, 10" dm*/mol folétti asszociacios konstanst kaptunk. Ez az
értek az albumin-ligand komplexek kozott kiemelked6en magas ¢és
magyarazatot ad a toxin extrém hosszl plazmafelezési idejére.

Az OTA a kiilénb6z6 albumin-specieszekhez rendkiviil eltérd affinitassal
kotédik. Az OTA-albumin komplexek kotési allandoit PBS-ben (pH = 7,4)
hataroztuk meg human (HSA), marha (BSA) és patkany szérumalbumin
(RSA) esetében 25 °C-on. Az eredmények a kovetkezok: logKotansa =
7,65 + 0,36, 10gKOTA-BSA = 6,48 + 0,22 és 10gKOTA-RSA = 6,17 + 0,12 (ahol K
a dm®mol-ban kifejezett asszociacios konstans). Tehat a toxin a BSA-nal
15-sz6r, mig az RSA-nal 30-szor stabilabb komplexet képez HSA-val.

Ezt kovetéen egy kordbban publikilt fluoreszcencia polarizacio
(tovabbiakban csak polarizacio) alapi modellt vettetiink Ossze két
fluoreszcencia intenzitas alapu értékeléssel. A harom alkalmazott modszer
altal adott szinte megegyez6 eredmények igazoltak, hogy képesek vagyunk
az OTA-HSA interakci6 pontos, kvantitativ kovetésére. Igy a késbbiekben
a polarizacio alaptit modell felhasznalasaval vizsgaltuk a kompetitiv
interakcidkat gyogyszerekkel és flavonoidokkal.

4.2. OTA leszoritasa albuminrél gydégyszerekkel. Munkank e részében
azt thztik ki célul, hogy az eddig ismerteken tal tovabbi olyan
gyogyszermolekulakat azonositsunk, amelyek hatékony kompetitorok
lehetnek OTA-val szemben. Vizsgalataink 13 gyogyszermolekulara
terjedtek ki, 1 pM OTA-t és szaturacio feletti HSA koncentraciot (1,7 pM)
alkalmaztunk, a vizsgalatok PBS-ben (pH = 7,4) torténtek, 40, 70 és 100
uM-os gyodgyszer-koncentraciok felhasznalasaval. A vizsgalt kompetitorok
koziil az acetilszalicilsav, nifedipine, phenobarbital, phenytoin,
theophylline és verapamil nem mutatott kolcsonhatast az alkalmazott
koncentraciokban. Ezzel szemben az ibuprofen, indometacin, furosemide,
glipizide, phenylbutazone, simvastatin és warfarin hatékony kompetitornak
bizonyult. Az indometacin és a phenylbutazone hatasa volt a legmagasabb,
Oket a warfarin, furosemide és ibuprofen koveti, végiil a simvastatin és



glipizide esetében alacsonyabb, de még jelentésnek mondhato leszoritast
tapasztaltunk. Néhany kozlemény beszamolt mar a warfarin és egyes
NSAID-ok (piroxikam, indometacin) kolcsonhatasairol OTA-val, de a
furosemide, glipizide és simvastatin azonositasa, valamint a phenobarbital
és acetilszalicilsav kizardsa (mivel err6l a két anyagrol tobb esetben
valészinlisitették mar az esetleges leszoritdsos interakcidt) mint
kompetitorok 1j informaciot jelentenek. Véleményiink szerint érdemes
lenne megvizsgalni, hogy az emlitett kompetitorok valamelyikét
kronikusan alkalmazo paciensek korében valtozik-e és ha igen, akkor
hogyan valtozik az endémids nefropatia vagy a hugyuti tumorok
el6fordulasa az endémias zonakban.

4.3. OTA leszoritisa albuminroél flavonoid aglikonokkal. Az utobbi
években fény deriilt arra, hogy a flavonoidok jelentés mértékben képesek
kotédni szérumalbuminhoz, a kotéhelyiik pedig az OTA-éval megegyezo
(Sudlow’s site I). Ez, valamint a tény, hogy a flavonoidok toxicitasa
meglehetdsen alacsony, azaz nagyobb mennyiségben is alkalmazhatbak
ismert mellékhatasok nélkiil, alkalmassa tehetik ezt a molekulacsoportot
arra, hogy az OTA albuminrdl valdé leszoritasaval fokozzuk a toxin
eliminaciojat. Kisérleteinkben 12 kiilonboz6 szerkezetii flavonoid aglikont
vizsgaltunk. A méréseket az el6z0 pontban leirtaknak megfeleléen
végeztik el (4.2.), azzal a kiilonbséggel, hogy a flavonoidokbol 10, 25
valamint 50 pM-0s végkoncentraciokat alkalmaztunk. A flavonok és a
flavonolok hatékony kompetitornak, mig a flavanonok ¢és a daidzein
(izoflavon) szinte teljesen hatastalannak bizonyultak az alkalmazott
koncentraciokban. Ez az eredmény arra utal, hogy a C2-C3 kettdskotés,
valamint annak konjugédcidja a C4 karbonilcsoporttal kritikus a
kolcsonhatas szempontjabol. A daidzein annak ellenére, hogy tartalmazza
az emlitett kettOskotést, nem képes leszoritani a toxint. Ennek sztérikus
okai lehetnek, mivel a nagy térkitoltésti fenilcsoport C3 pozicidban
helyezkedik el az izoflavonoidok esetében. A vizsgalt flavonoidok koziil a
galangin Dbizonyult magasan a leghatékonyabb kompetitornak, 6t a
quercetin koveti. Mindkét szarmazékban jelen van a C3 hidroxilcsoport,
amelynek valdszintileg fontos szerepe van az interakcioban. Eredményeink
ravilagitanak, hogy a kdlcsonhatas szempontjabodl az a legkedvezdbb, ha a
B-gyliri egyaltalan nem tartalmaz  szubsztituenst. Emellett a
szubsztituensek szama és helyzete is fontos: a C3’- és C4’-helyzetii
hidroxilcsoportokat tartalmazo quercetin esetében lényegesen magasabb
leszoritast értiink el, mint a szintén flavonol morin és myricetin hatasara.



Ennek oka a C2’- és C4’- helyzetli szubsztiticié (morin) valamint a C3’-,
C4’- és C5’-helyzetli szubsztiticid (myricetin) lehet a B-gylirlin, ahol az
orto- és a két meta-helyzetii szubsztituens sztérikus okok miatt gyengiti a
kompeticios képességet.

Vannak olyan allatkisérletes eredmények, amelyek az albuminrél valo
leszoritas pozitiv hatasara utalnak, de jelenleg nincs erre dont6 bizonyiték.
Masrészt a magasabb szabad frakcido feltehetdleg emelkedett
metabolizmussal is jar. Nem tudhatjuk, hogy a detoxikacio (pl. 4-hidroxi-
OTA ¢és 10-hidroxi-OTA) mellett fog-¢ képzédni nagyobb mennyiségben
egyéb, magas toxicitast, reaktiv metabolit is. Jelenleg azonban nem
ismeriink olyan kutatast, amely egyértelmiien azonositana a leszoritasos
interakcid negativ hatéasat.

4.4. OTA interakcidja alkalifémekkel és alkalifoldfémekkel. Mivel
ebben a részben alkalifémek ¢és alkalifoldfémek hatasat vizsgaltuk, a
legtobb mérés esetében 0,1 M-os koncentracioju TRIS-HCI (pH = 7,4)
puffert hasznaltunk. A kisérletekhez Li*-, Na*-, K*-, Mg®'-, Ca*- és Ba?'-
ionok kloridsoéit alkalmaztuk. Alkalifémek jelenlétében a toxin gerjesztési
és emisszios maximumai nem valtoznak, azonban a dianion forma
mennyiségének novekedését tapasztaltuk. A hatds erésségét Li* > Na" ~ K*
sorrenddel jellemezhetjiik. Ezzel szemben az alkalifoldfémek esetében a
spektrumok 1ényeges valtozasat tapasztaltuk, mind hulldmhossz, mind
intenzitdsok tekintetében. Magnéziumionnal 375 ¢és 427 nm-t,
kalciumionnal 375 ¢és 433 nm-t, mig bariumionnal 377 és 439 nm-t
allapitottunk meg, mint gerjesztési és emisszidos maximumokat.
Eredményeink arra utalnak, hogy a vizsgalt ionok esetében az OTA* a
preferalt forma. Ezt kovetéen Hyperquard2006 (Protonic Software)
program felhasznalasaval hataroztuk meg a stabilitasi allandokat. A logK-
értékek a kovetkezOk szerint alakultak: OTA-Mg* = 3,40 + 0,01, OTA-
Ca®™ = 2,78 + 0,01, OTA-Ba® = 1,92 + 0,02. A magnéziumion 4-szer
stabilabb komplexet képez OTA-val, mint a kalciumion, tovabba 30-szor
stabilabbat, mint a bariumion. Termodinamikai szamitasaink (a van’t Hoff
— egyenlet alapjan) arra utalnak, hogy a komplexképzddés entrépia altal
vezérelt folyamat, amit felteheten foként az alkaliféldfém-ionok
hidratburkanak elvesztése eredményez. Az OTA*-Mg?" interakcio PBS-ben
torténd vizsgalata arra utal, hogy az OTA-hoz viszonyitva kb. 15.000-
szeres Mg*-koncentraciora van sziikség ahhoz, hogy a toxin teljes
mennyiségét kotésbe vigyiik. Ezek alapjan valdszintsithetd, hogy a toxin



nem fehérjekotott frakcidjanak nagy része magnézium-komplexben van
jelen a szervezetben.

4.5. OTA”-Mg”" interakeié alkalmazasa HPLC-FLD rendszeren. Mivel
az OTA”-Mg*" komplex viszonylag stabil, valamint az interakcié az OTA
fluoreszcenciajanak jelentds mértékii novekedésével jar, felmeriilt benniink
a gondolat, hogy a kolcsonhatast analitikai modszerek érzékenyitésére is fel
lehetne hasznalni. Ennek igazolasa érdekében HPLC-FLD miiszeren
teszteltiik feltételezésiinket. Az alkalmazott alkalikus mozgoéfazis esetében
[trietilamin puffer (trietilamin-hidroklorid/trietilamin, 5 mM, pH = 9.8) —
acetonitril: 0-10 percig az ACN-t linearisan 17,5%-r6l (v/v) 25,0%-ra (v/v)
noveltik, mig a trietilamin puffert 82,5%-r6l (v/v) 75%-ra (VIV)
csokkentettiik, majd 10-12 perc kozott visszaalltunk a kezdeti allapotra], 5
MM MgCI, hozzaadasa az eluens pufferkomponenséhez kétszeresére noveli
a modszer érzékenységét. A Mg®* alkalmazasa alkalikus eluensekben azért
lehet nagy jelentdségii, mert dupldjara emelhetjik a detektalas
érzékenységét, anélkiil, hogy az eljaras koltségei emelkednének, emellett a
modszer a mintaelOkészitést sem befolyasolja.

4.6. OTA interakcioja cink(Il)-ionokkal. Mas kétértékli kationok
esetleges kolcsonhatasait is vizsgaltuk az OTA-val: cink(I1)-ionok esetében
jelentésnek mondhatd kolcsonhatasra bukkantunk. Ebben az esetben is a
gerjesztési és emisszios hulldmhossz-maximumok valtozasat (Ae. = 370
nm, Aem = 431 nm), a fluoreszcens jel novekedését, valamint az OTA?*
iranti preferenciat figyeltik meg. Az OTA*-Zn** komplex esetében logK =
3,78 (+ 0,02) értéket hataroztunk meg 25 °C-on 0,1 M TRIS-HCI pufferben
(pH = 7,4). Ez az OTA*-Mg* komplex stabilitasi allanddjanak csaknem
2,5-szerese. Mivel az utobbi években megjelent kozlemények ramutattak,
hogy Zn?*-szupplementacidéval az OTA negativ hatasai ellenstilyozhatok,
elképzelhetd, hogy a direkt OTA-cink interakcionak van biologiai szerepe.
4.7. OTA interakcidja ciklodextrinekkel. Né¢hany korabbi publikéciod
stabilitasa azonban elég alacsony és az interakcid sok esetben nem, vagy
csak minimalis fluoreszcencia-valtozassal jar. Tobbfele kémiailag
modositott B-ciklodextrint (B-CD) teszteltink annak érdekében, hogy a
korabbiakban leirt szarmazékokhoz viszonyitva stabilabb komplexet
tudjunk képezni OTA-val, tovabba az OTA dianion formaja irdnt mutatott
magasabb preferencia elérése is céljaink kozott szerepelt. Egyértelmiien a
QABCD ([2-hidroxi-3-N,N,N-trimetilamino]-propil-p-ciklodextrin-klorid)
bizonyult a legeredményesebb szarmazéknak. A toxin inklaziéja a QABCD



altal nem eredményez eltérést annak fluoreszcencidjaban, azonban a
ciklodextrinek mérete elég nagy ahhoz, hogy kotédés esetén lényegesen
megemeljék az OTA fluoreszcencia polarizacidjat. Eredményeink alapjan
az OTA? 200-szor stabilabb komplexet képez QABCD-nel mint a nativ f-
CD-nel. A komplexstabilitas jelentds fokozodasat az okozza, hogy QABCD
QABCD 130-szor stabilabb komplexet képez a toxin dianion formajaval, a
monoanionhoz viszonyitva. Tovabba az OTA?-QABCD interakciora
meghatarozott 4,46-os (+ 0,09) logK-érték kb. 10-szer nagyobb stabilitast
jelez, mint amit az eddigiekben publikalt legstabilabb OTA-CD komplex
esetében  megallapitottak.  Megfeleld  szerkezetli  ciklodextrinek
alkalmazasaval feltehetdleg gatolni tudnank az OTA felszivodasat vagy
akar fokozni a szervezetbdl torténd kilirtilését.

4.8. OTA hatasai MDCK sejteken. Az MDCK sejteket 0-15 pM kdozotti
OTA-koncentraciokkal kezeltik 24 oran keresztil. OTA hatasara a
cellularis paraméterek dozisfiiggd, szignifikdns valtozasat figyeltilk meg: a
fehérje- és az ATP-koncentracio, valamint a calcein altal adott fluoreszcens
jel egyarant csokkent. A calcein-értékek linearisan korrelaltak az inkubalas
lejartat kovetden Biirker-kamraval meghatarozott sejtszamokkal. Méréseink
alapjan az Osszfehérje-koncentracid a sejtszammal hasonld mértékben
valtozik. Igy az altalunk alkalmazott kisérleti modellben jelents mértékben
csokken az €16 sejtek szama a kontrollhoz képest, azonban a
fehérjeszintézis-gatld hatds nem tul kifejezett. Ezzel szemben a proteinre
vonatkoztatott ATP-szint szignifikans mértékben csékken, tovabba a
ROS/fehérje-ardny jelentds emelkedése is megfigyelhetd. A propidium-
jodid — FITC-AnnexinV proba alapjan ugyan az apoptotikus sejtek szama
né OTA kezelés hatasara, jelentés emelkedés csak extrém koncentraciok
esetében tapasztalhat6. Ezzel szemben az OTA sejtciklusra gyakorolt
negativ hatdsat mar 5 pM OTA esetében is tapasztaltuk: a G2/M-fazis
koncentracio-fiiggd emelkedését figyeltik meg, mikdzben a GO/G1-fazisu
sejtek szama csokken, valamint az S-fazistiak szama gyakorlatilag
valtozatlan.

4.9. Diosmetin hatisa OTA-val kezelt sejteken. Szamos vegyiiletet
teszteltiink, annak érdekében, hogy egy olyan anyagra leljiink, amivel
ellensulyozhatoak az OTA MDCK sejtekre gyakorolt negativ hatasai. A
diosmetin (DIOS) nevii flavonoid-aglikon esetében meglepd hatast
tapasztaltunk. Az anyag mar 6nmagaban adva is 6 és 12 oras inkubaciokat
kovetben szignifikdnsan emelte az intracellularis ATP-szintet a kezelt



sejtekben, majd 24 orat kovetden az ATP-koncentracio visszatért a kontroll
szintjére. Lumineszcens eredményeinket HPLC-UV moddszerrel végzett
méréseink is megerdsitették. A calcein esszé és az Osszfehérje
meghatarozasa igazolta, hogy ekdzben az €16 sejtek szama valtozatlan a
kontrollhoz viszonyitva. A DIOS hatdsmechanizmusanak megértése
céljabol  kiilonbozé  gatloszereket —alkalmaztunk: natrium-fluoridot
(glikolizis gatlasa), 3-bromopiruvatot (glikolizis és piruvat-dehidrogenaz
gatlasa), valamint oligomicin A-t (ATP-szintdz gatlasa). Erdekes modon a
NaF és a 3-bromopiruvat nem volt képes felfiiggeszteni a DIOS altal
eredményezett ATP-emelkedést, azonban oligomicin A adéasara a hatés
teljesen megsziint. A DIOS pontos hatdsmechanizmusanak feltarasahoz
azonban tovabbi vizsgalatokra van sziikség.

Ezt kovetden a DIOS hatasat OTA-kezelt sejteken teszteltiik. MDCK sejtek
esetében az OTA 24 ora alatt fejt ki jelentds hatast alacsonyabb
koncentracidkban (5-15 pM), mig a DIOS kedvezé hatdsa 6-12 Oras
kezelést kovetéen mutatkozik meg. Ebbdl kifolyolag az MDCK sejteket 12
oran keresztiil inkubaltuk 15 uM OTA-t tartalmaz6 médiumban, majd a
médium lecserélése nélkill hozzaadtunk DIOS-t ugy, hogy a
végkoncentraciok 5, 10 és 15 uM legyenek. Ezt a 1épést tovabbi 12 6ra
inkubacio kovette. Mindharom DIOS-koncentracié szignifikansan emelte
az intracellularis ATP-szinteket az OTA-val kezelt sejtekben. 15 uM DIOS
esetében teljes mértékben sikeriilt visszaallitani a sejtek ATP-tartalmat a
kontroll szintjére. Emellett a ROS-szinteket is meghataroztuk a sejtekben: a
DIOS onmagaban és OTA-val egyiittesen kezelt sejtek esetében is
szignifikansan, de csak kis mértékben csdkkentette a ROS-koncentraciot.
Azonban az OTA sejtciklusra gyakorolt negativ hatdsat nem tudtuk
diosmetinnel ellenstlyozni.
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. Uj megallapitisok

Igazoltuk a korabban publikalt fluoreszcencia polarizacids technikan
alapulo modszer alkalmazhatosagat OTA-HSA kdlcsonhatas esetében.

Azonos modellben megallapitottuk az OTA human, marha és patkany
szérumalbuminnal képezett komplexeinek stabilitasi allandojat.

Leirtuk, hogy a furosemide, glipizide és simvastatin képes az OTA-t
leszoritani HSA-r6l, wvalamint azt, hogy a phenobarbital ¢és
acetilszalicilsav (ellentétben a korabbi elképzelésekkel) nem tartozik a
hatékony kompetitorok kozé.

Kimutattuk, valamint kémiailag és kvantitative jellemeztiikk egyes
flavonoid aglikonok kompeticios képességét OTA-val szemben a HSA-
hoz valo kotodésért.

Igazoltuk, jellemeztiik az OTA interakciojat alkalifém-, alkalifoldfém-,
valamint cink(ll)-ionokkal. Az OTA*-Mg* komplex képzSdésekor
torténd fluoreszcencia ndvekedés elvén alapuld 1j, magasabb
érzékenységli kromatografias eljarast dolgoztunk ki HPLC-FLD
miiszerre.

A korabban publikdlt OTA-CD komplexeknél Iényegesen stabilabb
interakciot taldltunk az OTA-QABCD esetében. Emellett a QABCD
erés preferenciat mutat a dianion forma irant, eltéréen a korabban leirt
szarmazékoktol.

Ramutattunk, hogy MDCK sejtek esetében az OTA {6 toxikus hatasa a
G2-fazis blokadja, amit antioxidansokkal nem tudunk sikerrel
ellensulyozni.

Kimutattuk a diosmetin ATP-rendszerre gyakorolt pozitiv hatasat, és
sikerrel hasznaltuk fol az interakciot az OTA altal indukalt ATP-
deplécio visszaforditasara.
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