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1. Bevezetés

Régota ismert tény, hogy a karotinoidok, a flavonoidok, egyéb polifenolok és sok mas,
elsddlegesen antioxidans hatdssal bir6 molekula optimalis mennyiségli fogyasztasa jelentds
tényezOnek szadmit a kronikus degenerativ betegségek (malignus daganatok, autoimmun
korképek, sziv — érrendszeri betegségek, stb.) prevencidjaban. Az elvégzett nagyszamu
epidemioldgiai vizsgalatbol, allatkisérletes modellekbdl és in vitro kisérletes rendszerekbdl
nyert megfigyelések ellenére még mindig nem teljesen ismert a protektiv ndovényi anyagok
hatasmechanizmusa. Feltételezhetd, és modell kisérletekkel részben alatdmasztott is, hogy a
citoprotekcioban az egyik legjelentdsebb tényezd az antioxidans sajatossadg. A természetes ¢és
szintetikus molekuldk citoprotektiv és toxikus hatdsanak tanulményozasaban egyarant széles
korben elterjedtek a lumineszcencias sejt életképességi tesztek. Sejtes modellekben gyakran
hasznalt eljaras a szovetkultirak karositd agenssel torténd kezelése és a toxikus hatas kdvetése
¢letképességi (viabilitas) tesztekkel. A viabilitas mérése — a kereskedelemben kaphato
nagyszamu kész reagens kit ellenére — valdjaban igen nehéz és komplex feladat, hiszen az el6bb
felsorolt mechanizmusok akar mindegyike szerepet jatszhat a sejtek életképességének
csokkenésében. Az egyik leggyakrabban alkalmazott viabilitas teszt az intracellularis ATP
biolumineszcencids detektalasa. A lumineszcencias sejt-életképesség tesztek mind adherens,
mind szuszpenzids szovetkulturakban alkalmazhatok. Annak ellenére, hogy a lumineszcencias
életképesség vizsgalatok széles korben elterjedt modszerek, nagyon dvatosnak kell lenniink a
kapott eredmények megitélésében. Az életképesség adatokat gyakran nehéz értelmezni, mert az
egyes sejtvonalak nem viselkednek egyforman ¢€s gyakran nehézséget okoz maganak a
mechanizmusnak a megértése is. Példaul az intracellularis ATP szint konstansnak tekinthet6 az
€16 sejtekben és az ATP mennyisége azonosnak tekinthetd az €16 sejtek szamaval. Mivel az
ATP turnover nagyon gyors, a kiilonboz6 kezelések hatasara eltérd valtozasok kovetkezhetnek
be az intracellularis ATP szintben (csokkenés vagy emelkedés), igy az ATP adatok
onmagukban véve nem mindig korrelalnak az ¢l6 sejtek szaméval és kiilondsen az
intracellularis energiaellatast tiikr6z6 életképességgel. A hidrofob fluoroforok (leggyakrabban
észter formaban) nem fluoreszkalnak, konnyen belépnek az €16 és elpusztult sejtekbe egyarant.
Egyszeri életképesség probaként alkalmazzak a calcein-acetoxy-methylester-t (CAM). A
modszer arra a gondolatmenetre tdimaszkodik, hogy csak az €16 sejtek tudjak lehasitani az észter
kotést, ezaltal azt eredményezve, hogy az ionizélt, erdsen fluoreszkald termék a sejteken beliil
marad. Az enzimtevékenységen alapuld életképesség modszerek esetében — legyen az egy

észteraz, oxido-reduktaz vagy proteaz fliggd folyamat — mindig fel kell tenni azt a kérdést, hogy



az enzimatikus folyamat valoban energia vezérelt-e és Osszefliggésben van-e a sejtek valodi
viabilitdsdval. A masik nehézséget a fluoreszcens termék sejtekbdl torténd spontan
kiszabadulasa, illetve transzport mechanizmusok, pl.: ATP fiiggé ABC transzporter fehérjék
jelentik. Annak érdekében, hogy a fent emlitett nehézségeket lekiizdhessiik, a lehetd legtobb
informaciot kell megkapnunk ugyanabbdl a mintabol. Mindig javasolt egy vagy tobb
referencia-paraméter (0sszes intracellularis fehérje vagy DNS tartalom) meghatarozasa,
emellett pedig a fluoreszcencia szamszerusitése és az ATP adatok felvétele is annak érdekében,
hogy az eredményeinket helyesen, megfelelden tudjuk értelmezni.

Az értekezésem két fO teriiletet foglal magaba. Az elsé rész a citotoxicitas, citoprotekcio
vizsgalatokat mutatja be in vitro sejtes modellekben metabolikus inhibitorokkal (NaF és NaN3)
¢s ochratoxin A (OTA) mikotoxinnal kezelt adherens szovettenyészetekben. Dodzis-hatés
Osszefiiggést vizsgaltam egy altalunk kidolgozott tobbparaméteres viabilitds esszével
(intracellularis ATP, észteraz aktivitasbol szarmaztatott fluoreszcencia, teljes fehérjetartalom
¢s DNS mennyiség). Ehhez 1j, az irodalomban nem hasznélatos perklorsavas extrakcids eljarast
dolgoztam ki, melynek segitségével ugyanabbdl a mintabol lehetévé valt a fenti paraméterek
egylittes meghatarozasa.

Tovabba tesztelni kivantuk, hogy a ciklodextrinek (CD-k) képesek-e befolyasolni a FIS és GER
ismert antiproliferativ hatasait HepG2 maj tumor sejtvonalon. Vizsgaltuk a CD-k potencialis
hatasat egy xenoosztrogenikus mikotoxin, a zearalenon (ZEA) felvételére in vitro sejtes
kisérletekben HepG2 majsejt kultarakon.

A munka masik részében a citoprotekcioban jelentds szerepet jatszo antioxidans kapacitds
méréseket mutatom be kiilonb6z6 bioldgiai mintdkban. A total, nem enzimatikus antioxidans
kapacitast (TAC) az altalunk modositott erdsitett kemilumineszcencids modszerrel (ECL),
valamint az irodalombdl ismert ORAC (Oxigéngyok Abszorpcios Kapacitas) és DPPH (1,1-
difenil-2-pikrilhidrazil) stabil szabadgyokos esszével hataroztam meg. A total antioxidans
kapacitas mérések elvégzése eddig kevésbé ismert €s vizsgalt novényi mintak alkoholos
kivonatainak, valamint human szeptikus betegcsoport szérum mintainak felhasznalasaval

tortént.



2. Célkitiizések

2.1, Citotoxicitas, citoprotekcio vizsgalata
2.1.1. Tobbvaltozés lumineszcencias sejt életképesség teszt toxikologiai
modellekben

Irodalmi adatok alapjan azt feltételeztiik, hogy egyetlen paraméter (pl. ATP és/vagy calcein

fluoreszcencia) nem ad pontos informaciét a metabolikus mérgekkel vagy a mikotoxinokkal

kezelt szovettenyészetek életképességérdl. Sejtes kisérleteink soran tobb, ezzel kapcsolatos

kérdésre kerestiik a valaszokat:

e A detektalt jel/paraméter ardnyos-e az €10 sejtek szamaval?

e [Léteznek-e olyan paraméterek, melyek nemcsak a mintaban 1évo sejtek szamat, de azok
¢letképességét is tiikrozik?

e Van-c lehetdség az ¢16 (kezeletlen), karosodott (kezelt), illetve a mar elpusztult sejtek
elkiilonitésére?

e Léteznek-e megbizhatd, valoban az életképességet mutatd paraméterek?

e Az altalanosan elfogadott calcein észter festés valoban ATP-fiiggd folyamat-e és alkalmas-
e arra, hogy jelezze a sejtek viabilitasat?

2.1.2. Flavonoidok (fisetin és geraldol) csapdazasa béta-ciklodextrinnel

A fisetin a természetben altalanosan el6forduld flavonoid aglikon, egyik legfontosabb

metabolitja a 3-O metilezett szarmazéka, amit geraldolnak hivnak, amely a fisetin metilacidja

soran keletkezik katekol-O-metil-transzferaz enzim altal. A ciklodextrinek széles korben

tanulmanyozott gazdamolekulak, kiipos szerkezettel rendelkeznek, hidrofob belséd és hidrofil

kiilsd térrel.

Munkank soran tesztelni kivantuk, hogy a ciklodextrinek képesek-e befolyasolni a FIS és GER

ismert antiproliferativ hatasait HepG2 ma4j tumor sejtvonalon.

2.1.3. Zearalenon kolcsonhatasai nativ és kémiailag modositott ciklodextrinekkel

A zearalenon egy széles korben elterjedt xenodsztrogenikus mikotoxin, melyet kiilonb6z6

Fusarium fajok termelnek. Korabbi tanulmanyok kiemelték, hogy a BCD képes 1étrehozni

stabil komplexeket kiilonb6zé mikotoxinokkal, mint a citrinin, aflatoxin B1, ochratoxin A és

zearalenon.

Tanulmanyunk soran célunk volt a ciklodextrinek potencialis hatasat vizsgalni a ZEA

felvételére in vitro sejtes kisérletekben HepG2 majsejt kultirakon.



2.2. Antioxidans kapacitas vizsgalatok biolégiai mintakban

2.2.1. Moédositott kemilumineszcencias modszer kidolgozasa, validalasa

A nem enzimatikus teljes antioxidans potencidl meghatarozasara az irodalomban szamos
kiilonb6z6 modszer 1étezik.

Munkénk fontos célkitiizése volt egy erdsitett kemilumineszcencian alapul6 TAC moddszer
jelentds mértéki modositasa és validalasa. Tovabbi célkitlizésiink volt az ECL technikank
adaptalésa lemezolvas6 luminométerre €s kiilonbozd biolodgiai mintakra, beleértve a ndvényi
kivonatokat és emberi szérummintdkat is. Demonstralni kivantuk a szérum TAC analizisek
lehetséges alkalmazasat sulyos szisztémas gyulladas soran kontrol €s szeptikus betegcsoportok
Osszehasonlitasaval.

2.2.2. Harom kavéfaj magjanak és termésfalanak TAC mérése

A TAC analiziseink célja tovabba két kavéfaj, a Coffea benghalensis és a Coffea liberica
esetében az érett/éretlen mag, illetve az érett/éretlen termésfal antioxidans kapacitasanak
meghatarozasa és Osszehasonlitasa volt a szakirodalomban mar alaposan tanulmanyozott
Coffea arabica-val. Az elemzések célja volt tovabba, hogy talaljunk uj, potencialisan
gyogyhatdsu természetes antioxidans forrdsokat, illetve a kavétermékek ,.elvesztegetett”
maradékéanak egy 0j hasznositasi lehetdségét. A ndvényi kivonatok antioxidans kapacitdsanak
meghatarozasara harom kilonbdz6 moddszert alkalmaztunk: az altalunk modositott erdsitett
kemilumineszcencias modszert (ECL), a klasszikus DPPH gyok megkdotés mérést, illetve az
ORAC esszét.

3. Vizsgalati modszerek

3.1. Citotoxicitas, citoprotekcio

Az egyes kezeld oldatok hatdsanak vizsgalatdhoz egy tobbparaméteres viabilitds modszert
dolgoztunk ki. Ehhez els6ként Jurkat human periférias T-lymphoblast sejteken az FDB
(fluorescein - dibutyrate) és CAM (calcein-acetoxy-methylester) fluorofor-ok sejtbe jutasat a
fluoreszcencia intenzitas- és a polarizacioé egylittes mérésével kovettiik egy Hitachi F4500
fluoreszcens spektrofotométeren (37 °C, 490 nm gerjesztési és 520 nm kibocsatasi
hullamhosszon). Az OTA (5-50 uM), NaF (1-20 mM) és NaN3 (1-10 mM) hatasanak vizsgalatat
egyrétegli sejttenyészeteken, MDCK (Madine, Darby canine kidney; ATCC: CCL 34;
immortalizalt, tubularis vesesejtek) és HepG2 (human liver cancer-derived cells; ATCC: HB-
8065™, homo sapiens, epithelialis) sejtvonalakon végeztiik. A kitapad6 sejtkulturaknal 96
lyuktl lemezeken 4 kiilonbozé paramétert hatdroztunk meg ugyanabbdl a mintdbdl (ATP,

calcein fluoreszcencia, nukleinsav tartalom ¢és Osszfehérje). A sejteket perklorsavval



fixaltuk/tartuk fel, ebbol az ATP-t minden esetben biolumineszcencias modszerrel mértik, a
mintak calcein fluoreszcenciajat a perklorsavas sejt-extraktum atligositasa utan hataroztuk meg
Perkin Elmer EnSpire Multimode plate reader (Aexc.=490 nm; Zem.=520 nm) alkalmazasaval.
A fixalt sejtek nukleinsav tartalmanak (DAPI jelolés, Aexc.=355 nm; Aem.=460 nm)
meghatarozasa szintén a Perkin Elmer EnSpire Multimode plate reader segitségével tortént,
area scan lizemmodban. Az intracellularis protein meghatarozashoz a perklérsavval fixalt
sejteket 1 mol/l natrium-hidroxiddal szolubilizaltuk. Az intracelluléris teljes fehérje tartalom
meghatarozas Bradford-reagenssel tortént BioTek Synergie HT plate reader-en. Meghataroztuk
az ATP/fehérje, az ATP/nukleinsav, a calcein fluoreszcencia/ATP és a DAPI/6sszfehérje
hanyadosokat is. Az eredményeket a kontrol, kezeletlen sejtekre kapott értékekhez
viszonyitottuk és a kontrol %-aban adtuk meg. A kezeld agensek okozta apoptdzis/nekrozis
aranyt aramlasi citometrias vizsgalatokkal (Beckman-Coulter FC500 tipust aramlasi citométer)
mértiik, FITC-Annexin V/propidium jodid és 7-amino-actinomycin D jel6lésekkel, az adatok
elemzése CXP szoftver felhasznalasaval tortént. Morfoldgiai vizsgalatokhoz fehérje festés
mellett az aktin citoszkeletont is vizsgaltuk, fluoreszcenciasan jelzett falloidin segitségével,
fluoreszcens mikroszkopban.

valamint a ZEA nativ és kémialilag modositott CD-kel alkotott kolcsonhatasainak vizsgalatat
adherens HepG2 sejttenyészeteken végeztik el. A kitapadd, egyrétegii sejttenyészeteket
DMEM tipust, magas gliik6z tartalmu (4,5 g/l) médiumban tartottuk fenn 10% FBS, valamint
penicillin (100 U/ml) és streptomycin (100 pg/ml) jelenlétében, standard protokoll szerint. A
feltripszinezett sejteket (1 ml tripszin-EDTA/25 cm? flaska) 30 ml médiumba pipettaztuk és 96
lyukt (250 ul/lyuk, 10* sejt), 24 lyuka (500 pl/lyuk, 2x10% sejt) vagy 6 lyuk (2 ml/lyuk, 8x10*
sejt) sejttenyészté lemezen novesztettik 24 oran at (37 °C, 5% COg). Eltavolitottuk a
tapkozeget, helyére j médiumot vagy puffert pipettaztunk, amely tartalmazta a vizsgalathoz
sziikséges, megfeleld mennyiségli toxikus anyagot. A kezelések utan a sejteket tobbszor mostuk
(PBS), majd perklorsavban fixaltuk/extrahaltuk a mintakat a tObbparaméteres életképességi
teszt méréseknél. A tobbvaltozos lumineszcens sejt életképesség tesztek soran minden kezelést
5 egymastdl fiiggetlen kisérletben (lemez) végeztiink el, 16 technikai ismétlést alkalmazva
kezel6 agensenként.

Statisztikai elemzéshez egyutas ANOV A tesztet végeztiink, amikor egy adott sejtvonalra és egy
bizonyos tipust kezelésre vonatkoz6 szazalékos adatokat hasonlitottunk a kontrolhoz (~ 100
%). A Student-féle t-tesztet alkalmaztuk, amikor az azonos kezelésen atesett két sejtvonal

Osszehasonlitasat végeztiik el. A Spearman-féle korrelaciot alkalmaztuk akkor, amikor a DAPI
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¢s protein adatok 0sszehasonlitasat végeztiik egy sejtvonalon €s egy kezelésen beliil. IBM SPSS
Statistics, Version 20 programot hasznaltuk. A szignifikancia szintet p < 0,05 értéknél
hataroztuk meg.

A FIS és GER kezelt HepG2 sejtek esetében a kapott eredmények 3 fiiggetlen kisérletbdl
szarmaztak. A statisztikai elemzéseket az egyutas ANOVA teszttel végeztik (IBM SPSS
Statistics, Version 21), ahol a szignifikancia szint p < 0,05 volt.

A CD-k jelenlétében vagy anélkiil ZEA-val kezelt HepG2 sejtek esetében a kdzolt adatok (atlag
+SEM) legalabb 3 fliggetlen kisérletbdl szarmaztak. A statisztikai elemzéseket szintén egyutas
ANOVA teszttel végeztiik (IBM SPSS Statistics, Version 21). A szignifikancia szint p < 0,05
volt.

3.2. Antioxidans kapacitas vizsgalatok

Az erdsitett kemilumineszcencian (ECL) alapuld antioxidans méréseink beallitasahoz, a jel
1dobeni lefutasanak kovetéséhez Berthold Lumat LB9507 cséves luminométert, a sorozat
mérésekhez egy programozhat6 injektorral felszerelt BioTek Synergy HT plate reader-t
alkalmaztunk. Az injektorral felszerelt Berthold csdves luminométert kinetikus mérés modban
hasznaltuk. Az alkalmazott reagensiink albuminnal stabilizalt peroxidaz enzimet (POD) és
hidrogén peroxidot tartalmazott, a kemilumineszcencias jelet luminol és 4-jodofenol adta
POD/H20; jelenlétében. A méréseket Trolox-ra (vizoldékony E vitamin szarmazék)
standardizaltuk. Csoves luminométernél a vakot/std-ot/mintat/H,O> oldatot tartalmazo
csovekbe 0 °C-0s POD-ECL reagenst injektaltuk. A mérési intervallum 2 masodperc volt, 400
masodperces teljes mérési idovel. A Biotek Synergy HT lemezleolvasé késziilék segitségével
végzett méréseinkhez 96-lyuktn optikai fehér lemezeket hasznaltunk. Az ECL-POD
munkaoldatot eldre dsszekevertiik kozvetleniil a mérések eldtt és 0 °C-on tartottuk fénytdl
elzarva. 20 pl vakot/standardot/mintat pipettaztunk a mikrolemezen a lyukakba harmas vagy
tobb parallelben. Majd 270 ul POD-ECL keveréket pipettdztunk 8-csatornas pipetta
hasznalataval minden egyes lyukba, ezt kvetden a lemezt 10 masodpercig razattuk horizontalis
razaton. Az ECL reakciot 20 pul H>O automata injektalasaval inditottuk a lemezleolvasd
programozhat6 injektorat hasznalva. A mintdk lumineszcencidjat 10 percig monitoroztuk 64
masodperces intervallumokkal és 0,2 masodperc volt a detektacios id6/lyuk. Az antioxidans
kapacitast a fényjel gorbe alatti teriilete (AUC) vagy a jel idobeni késleltetése alapjan szamoltuk
ki, Trolox standard sorozat (0-100 uM) segitségével. ECL moédszeriinket validaltuk, melynek
soran meghataroztuk a kimutathat6sagi hatart (LOD), a pontossagot, a linearitdst és a

visszanyerést is.



A DPPH moddszer mérésére monokromatorokkal felszerelt Perkin Elmer EnSpire Multimode
lemezleolvas6t haszndltunk abszorbancia mddban. A mddszer standardizalasahoz szintén
Trolox sort hasznaltunk (0-266,4 uM). 30 perces, 25 °C-on s6tétben torténd inkubalas utan 517
nm-n mértiik az abszorbanciat. Az antioxidans kapacitas értékeket a kalibracios egyenes alapjan
szamitottuk ki, vagy a vak %-dban fejeztiik ki a névényi kivonatok antioxidans aktivitasat a
kovetkezé képlet segitségével: (Avak — Amintal Avak)x100. A TAC értékeket Trolox ekvivalens
(TE, umol/g) szaritott ndvényre vonatkoztatva adtuk meg vagy %TAC/g-ban.

Az ORAC esszé mérése szintén a Biotek Synergy HT lemezleolvason valosult meg
fluoreszcencia modban 37°C-on 490 nm gerjesztési és 520 nm kibocsatasi hullamhosszokon.
A mérést altalanosan elfogadott protokoll szerint végeztik, kis moddositassal. Oxidansként
AAPH-t, riporter molekulaként Na-fluoreszceint (FL), standardként Trolox sort (0-266,4 uM)
hasznaltunk. A mérés 80 percig tartott, 150 méasodpercenként volt egy leolvasés lyukanként. A
TE-t Gigy szamitottuk ki, hogy a Trolox standardra kapott gorbe alatti teriilet értékeibdl (AUC)
kivontuk a vak AUC értékek fluoreszcencia intenzitasat (nettd gorbe alatti teriilet, net AUC) és
mintdkra vonatkozé6 TE adatokat a standardokra kapott regresszidés egyenletek alapjan
szamitottuk és 1 g szaritott ndvényre vonatkoztattuk.

A vizsgélataink soran alkalmazott novényi kivonatok a kovetkezok voltak: édesgyokér
(Glycyrrhiza glabra), kozonséges cickafark (Achillea millefolium), kézonséges farkasalma
(Aristolochia clematitis), kozonséges csarab (Calluna vulgaris), piroslé hunyor (Helleborus
purpurascens), eurdpai homoktovis (Hippophde rhamnoides), kesertifi (Polygonum
lapathifolium), baracklevelii kesertifii (Polygonum maculosa), libapimpo (Potentilla anserina),
enyves zsalya (Salvia glutinosa), ligeti zsalya (Salvia nemorosa). A névények foldfeletti részeit
Romaéniaban és Magyarorszagon (2015 és 2016) gytijtottiik be természetes él6helyiikrdl. Ezeket
a ndovényeket, a Romanidban gylijtott etnomedicinalis adatok elemzése alapjan valasztottuk ki,
az adatokat tudoményos adatbazisokbdl nyertiikk. A felsorolt ndvények antioxidans
kapacitasarol csak néhany feljegyzés allt rendelkezéslinkre. A begylijtott ndvényeket
szobahdmérsékleten szaritottuk. Minden egyes névénybdl 0,5 g széritott kivonatot extrahaltunk
10 ml 50% etanolban 30 percig tarto folyamatos razatas mellett horizontalis razaton (200 rpm).
A kivonatokat sziirtiik és -20 °C-on taroltuk a felhasznalasig.

A harom vizsgalt kavéfaj, a C. arabica, C. benghalensis és C. liberica névényi mintainak
begylijtése 2014 és 2015 tavaszan tortént a Pécsi Tudomanyegyetem Botanikus kertjében.
Mindhdrom vizsgélt faj esetében az éretlen és érett termésfalat, valamint az éretlen és érett

magokat hasznaltuk fel az antioxidans vizsgéalatainkhoz. A ndvényi kivonatok 0,25 g széritott
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novény/5 ml olddszerrel (50% etanol) késziiltek, az extraktumok razatasa 20 percig tartott, majd
sziirés utan -20 °C-on taroltuk 6ket a felhasznalasig.

Tanulmanyi protokollunkat, mely soran human szérum mintak analizisét végeztiik, a Pécsi
Tudomanyegyetem Regionalis Kutatas Etikai Bizottsaga engedélyezte és a 2003-s Helsinki
nyilatkozat etikai iranyelvei alapjan végeztiik munkankat. A kutatasunkban szerepld Osszes
betegtdl vagy hozzatartozojatdl irasos beleegyezést kaptunk, miutan részletesen tajékoztattuk
Oket a vizsgalat menetérdl és a sziikséges vérmintak nyerésérdl. Kialakitottuk a kontrol és a
szeptikus betegek csoportjat. A kontrol csoportot a Pécsi Tudomanyegyetem Szemészeti
Osztalyanak ambulans szemészeti betegei alkottdk, akiknek nem volt akut és kronikus
gyulladasos vagy fert6zo betegsége. A betegek csoportjaban azok vettek részt, akiknél szepszist
vagy sulyos szepszist diagnosztizaltak. A szeptikus betegeket a Pécsi Tudomanyegyetem
Intenziv Terdpids Intézetében kezelték. A szeptikus betegcsoport esetében egy nyomon
kovetéses vizsgalatot végeztiink az Intenziv Osztdlyon torténd tartézkodasuk alatt.
Szérummintakat analizaltunk a klinikai diagnézis felallitasat kovetden 1, 2, 3 €s 5 nap elteltével.
A kontrol csoportban egy betegt6l csupan egy vérminta allt rendelkezésiinkre. A szeptikus
betegcsoportot tovabb osztottuk tuléld és nem tuléld csoportra a 7 napos mortalitdsi adatok
alapjan. Minden betegtdl vénds vért kaptunk nativ csévekben zart mintavevd rendszer
alkalmazasaval. 45 perc utan az alvadt vérmintakat 10 percig 1500 g-n centrifugaltuk és a
szérumokat a felhasznalasig lefagyasztottuk -80 °C-ra eppendorf csdovekben.

A kiilonb6zd bioldgiai matrixokban végzett kisérleteink soran a statisztikai elemzéshez az IBM
SPSS Statisztikat hasznaltuk (Windows), 22. program verzid. Az adatok megoszlasat Shapiro-
Wilk teszttel értékeltiik. Mivel adataink normal eloszlast mutattak, igy a betegcsoportok kozotti
kiilonbségek vizsgalatara a fliggetlen mintaju t-tesztet alkalmaztuk. Egyutas ANOVA tesztet
alkalmaztunk a nyomon kdvetéses vizsgalatok dsszehasonlitasara. A kvantitativ paraméterek
kozotti lehetséges Osszefliggéseket Pearson rangkorrelacios tesztjeivel hataroztuk meg. Amikor
a két antioxidans kapacitds mérd modszert hasonlitottuk Ossze, Bland Altman és Passing
Bablock analiziseket hasznaltunk. Az adatokat atlag +- SEM forméaban fejeztiik ki, Bland és
Altman analizisben SD-t hasznédltunk, p <0,05 ¢értéket tekintettilk statisztikailag

szignifikansnak.
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4. Eredmények és megbeszélés

4.1. Eletképesség vizsgalatok in vitro szovettenyészetekben (citotoxicitas,
citoprotekcio)
4.1.1. Intracellularis fluoreszcencia adatok értelmezése

Az FDB -bdl szarmazé fluoreszcens jel jo korrelacidt mutatott a szuszpenzids Jurkat sejtek
szamaval (R2= 0,959, FDB: 1,6 uM, 1x10*— 1x10° sejt/ml, n=42). Mind az FDB, mind a CAM
nem hidrolizalt jelolok hattér-fluoreszcenciaja alacsony, sejt szuszpenziok esetében nincs
szilkség a sejtek lizisére. A képzddott fluoreszcein és calcein molekulak eloszlasa (sejten
beliil/kiviil) Jurkat sejtekben kiilonboz6 volt. A kontrol (Na-fluoreszcein kezelt) minta
egyforman alacsony fluoreszcencia polarizaciot (P-értékeket) mutatott, mig a calcein
polarizécidja ndtt az idovel ardnyosan, végiil telitésbe ment. Az FDB-bdl szdrmazo fluoreszcein
a P-értéknek csak atmeneti novekedését idézte eld, mely azutan erésen lecsokkent. Ez azt jelzi,
hogy az FDB belép a sejtekbe, de rovid idén beliil ki is szabadul onnan. Ezek az adatok azt
sugalljak, hogy az erGsen toltott calcein elhanyagolhaté mértékben aramlik ki a sejtekbdl, mig
a kevesebb negativ toltéssel rendelkezd, FDB-eredetii fluoreszcein pedig konnyen elhagyja a
sejteket. Az optimalis inkubacios id6 a CAM esetében 40 perc volt.

4.1.2. Perklorsavas (PCA) extrakciés modszer ATP, calcein, DAPI fluoreszcencia

és teljes fehérje tartalom meghatarozasara

Munkénk egyik f6 célja volt az altalunk Ujonnan kifejlesztett PCA extrakciés modszer
alkalmazésa tobb életképességi paraméter meghatdrozasara ugyanabbdl a sejtmintabol. Az
ATP-t ¢és calceint egyidejiileg nyertiikk ki perklérsavval a mosott sejtekbdl a calcein
fluoreszcencia elvesztése nélkiil. A savas extrakcioval kinyert (€s alkalinizalt) calcein
fluoreszcencidjat dsszehasonlitottuk a detergenses (Triton X-100) feltarassal nyert calcein
fluoreszcencia intenzitasaval. Student féle t probaval a kétféle feltaras kozt szignifikans eltérést
nem talaltunk (p = 0,374). A PCA fixalt sejteket DAPI-val is meg tudtuk jelolni. A DAPI
fluoreszcencia/lyuk adatok laza korrelaciot mutattak a sejtek teljes fehérje szintjeivel (1. abra).
Az NaNs kezelésen atesett MDCK, valamint az NaF-el kezelt HepG2 sejtek esetében
szignifikans csokkenés volt megfigyelhetd a fehérje tartalomban a DAPI fluoreszcencidhoz
képest, a tobbi mintatol eltéréen. Habar a Spearman féle t-teszt segitségével, az intracellularis
fehérje tartalom és a sejtszam kozott elvégzett korrelacios becslés elég jo volt (R?=0,8-0,99), a
DAPI fluoreszcenciaval meghatarozott sejtszam joval stabilabb paraméternek bizonyult, mint

a fehérje szintek.
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1. abra: NaF (A,D), NaNs (B,E) és OTA (C,F) kezelések dozisfiiggd hatasa a DAPI fluoreszcenciaként kifejezett
sejtszamra ¢és a teljes intracellularis fehérje tartalomra MDCK és HepG2 sejtkulturakban. DAPI (nukleinsav
festédés adatok) vs. teljes intracellularis fehérjetartalom a kontrol sejtek %-ban kifejezve (atlag +£SD, 5 fiiggetlen
kisérlet, n=5 x 16 parhuzamos mérés minden koncentracié esetén). *: szignifikans eltérés a DAPI és teljes fehérje

adatok kozott (Spearman's rank korrelacios analizis, p<0,05).

4.1.3. Viabilitas paraméterek értelmezése ATP depléciot kovetden

4.1.3.1. NaF és NaNs kezelés

Mindkét 4gens az alkalmazott 4 6rés kezelés soran dozistol fiiggd mdédon dramaian csdkkentette
az intracellularis ATP- és fehérje szintet mindkét sejtvonalban. A calcein fluoreszcencia nem
korrelalt szorosan az ATP- ¢és fehérje adatokkal. Mind az NaN3z, mind az NaF esetében
alkalmazott legmagasabb toxin koncentraciok hatasara gyakorlatilag teljesen elvesztették a
sejtek az intracellularis ATP tartalmukat, a calcein fluoreszcencianak azonban kb. 40-80%-a
megmaradt a 100%-os kontrolhoz képest. A két sejtvonal a kiilonb6z6 tipusu kezelésekre nem
reagalt egyforman. Mindkét sejtvonal esetén inverz Osszefliggést taldltunk az ATP/protein,
valamint a fluoreszcencia/ATP aranyok kozott, viszont a HepG2 sejtek érzékenyebbek voltak
az NaF kezelésre, mint az MDCK sejtvonal (2. A,D é&bra). NaNs kezelés hatisara a
fluoreszcencia/ATP aranyok sokkal szembetiindbben emelkedtek a HepG2 majsejtekben (2.
B,E ébra).

4.1.3.2. OTA kezelés

Az MDCK ¢és HepG2 sejtvonalakra vonatkoztatott adatokat a 2. C,F abra mutatja be. Az
intracellularis ATP szint mindkét sejtvonal esetén dozisfiiggd mdodon csdkkent az ochratoxin
A-val torténd kezelések hatasara, bar az MDCK sejtekben hangsulyosabb volt az ATP deplécio.
A majeredetli HepG2 sejtek viszont tobb intracellularis fehérjét veszitettek el. Dozisfiiggd, de

enyhe csokkenés volt megfigyelhetd a calcein fluoreszcencia/fehérje szintekben a
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vesesejtekben. A két sejtvonal eltéréen reagalt az azonos OTA kezelésekre. Az MDCK
sejtekben az ATP/fehérje arany csokkent, mig a calcein fluoreszcencia/ATP arany ndvekedett.
Ezzel szemben a HepG2 sejtekben nagyobb fehérjeveszteség volt megfigyelhetdé 15-20 uM
OTA kezelés mellett, az ATP/fehérje értékek kissé emelkedtek, mig a calcein
fluoreszcencia/ATP adatok valtozatlanok maradtak (2. C,F 4abra). A Kkapott adatok
Osszesitésekor a fluoreszcencia/teljes intracellularis fehérje szintek kozott volt megfigyelhetd a
legszembet(inébb kiilonbség a két sejtvonal kozott NaF és OTA kezelések mellett . A majsejtek

esetében magasabbak voltak az egységnyi fehérjére jutod fluoreszcencia értékek.
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2. abra: NaF (A,D), NaN3 (B,E) és OTA (C,F) kezelések hatasa MDCK és HepG2 sejtvonalakon. Az adatok a
kontrol sejtek %-aban vannak kifejezve ATP/protein, valamint calcein fluoreszcencia/ATP hanyadosok
formajaban (atlag+SD, 5 fliggetlen kisérlet, n=5x16 parhuzamos mérés minden koncentracio esetén). *: kontroltol

valo szignifikans eltérés (egy-utas ANOVA teszt, p<0,05).
4.1.3.3. Apoptozis esszé

NaF és OTA kezelések esetén az apoptotikus/nekrotikus sejtek aranyanak meghatarozasat
aramlési citometrids modszerrel végeztiik két kiillonbozd apoptdzis esszé felhasznalasaval
[FITC-Annexin-V/propidium jodid és 7-AAD (7-aminoactinomycin D) modszer], melyek nem
adtak egyforma eredményt, kiilondsen az €p sejtek szazalékos aranyat illetéen. A 20 mM NaF-
el torténd kezelés a korai apoptotikus sejtek szamanak dramai novekedését okozta. Erdekes,
hogy az OTA kezelés esetén pedig pont a 7-AAD modszer jelzett sokkal nagyobb apoptdzis
aranyt, mint a FITC — Annexin V/propidium jodide meghatarozas. Az elhalt (nekrotikus) sejtek
aranya hasonld volt a két modszer soran. A 7-AAD modszer esetén a nem festédd kis
részecskéket sejttormelékeknek tekintettiik. A FITC-Annexin V/PI mérés soran, ahol két

kiilonb6z0 szinti fluoreszcencia intenzitast elemeztiink, a sejttdrmeléket kapuztuk.
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4.1.3.4. Morfologiai elemzés

A CBB (Comassie Brilliant Blue R250) — vel festett kontrol sejtek normal morfologiat mutattak,
jol lathato volt a finom fehérje-és nukleolaris struktira is. Az 5 puM OTA kezelés jelentds
valtozast még nem okozott, azonban mindkét sejtvonal esetén tobb olyan sejt volt
megfigyelhetd, ahol csokkent a festddés intenzitdsa, mig a kondenzalt sejtek szama pedig nott.
A 12,5 uM OTA kezelés esetén mar jelentOs sejtszdm csokkenés volt megfigyelhetd, a festés
intenzitasa csokkent, jelezve a sejtekben az intracellularis fehérje veszteséget (vagy csokkent
szintézist). 20 uM OTA esetében is hasonld képet kaptunk, de itt tovabbi csokkenést lehetett
mindkét sejtvonalban csokkent a sejtszam, de az MDCK sejtekben kifejezettebb volt az
intracellularis struktarak szervezetlensége. A kezeletlen sejtek esetén az aktin citoszkeleton
normal morfologiat mutatott. Mindkét sejtvonalban megjelentek a kondenzalt sejtek az OTA
koncentracioé novelésének hatdsdra, de az aktin filamentumok szervezetlensége a veseeredetii
sejtekben hangsulyosabb volt. Az MDCK sejtkultiraban a kondenzalt sejtek a sejtekbol kiallo
apro kis aktin tiiskéket mutattak, mig a majsejtek kevésbé voltak érintettek e téren.

4.1.3.5. ATP/DAPI adatok értelmezése

Mind az ATP értékeket, mind a nukleinsav tartalmat (DAPI fluoreszcencia) szazalékos
aranyban fejeztiik ki a kontrolhoz (100%) képest. Amikor az ATP értékeket a nukleinsav
tartalomra vonatkoztattuk markéns kiilonbségeket figyeltiink meg a két sejtvonal kozott. Az
ATP deplécio mértéke az NaF és az NaNs kezelt sejtek esetén volt a legjelentésebb, nukleinsav
tartalomra vonatkoztatva. Azt tapasztaltuk, hogy a majsejtek érzékenyebbek voltak az NaF
kezelésre, mig kevésbé érzékenyen reagaltak az NaNs kezelésre a vesesejtekhez képest (3. A,B
abra, NaF ¢és NaN3). Az OTA a HepG2 sejtekben aranyosan csOkkentette mindkét paramétert,
mig az MDCK sejtek esetén az ATP deplécio mértéke meghaladta a sejtszam veszteséget (3.
A,B éabra, OTA).

ATP/DAp,
ATP/DAP|

3. abra: NaF, NaNs és OTA kezelésen atesett MDCK és HepG2 sejtvonalak nukleinsav tartalomra (DAPI)
vonatkoztatott ATP értékei.
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4.2. Fisetin és geraldol flavonoidok komplex formaciéja béta-ciklodextrinnel

4.2.1. A ciklodextrinek jelentésége a fisetin és geraldol sejtes hatasai tekintetében
Mivel a flavonoid-CD komplexek kotési allandoi szignifikans kiilonbséget mutattak,
kivancsiak voltunk, hogy a FIS-CD ¢s a GER-CD komplexek, hogyan befolyasoljak ezen
flavonoidok sejtes hatasat. Eppen ezért megvizsgaltuk a FIS és a GER antiproliferativ hatasat
CD-k jelenlétében, HepG2 maj daganatos sejtvonal alkalmazasaval. Azt is vizsgaltuk, hogy a
BCD, HPBCD ¢és DIMEB milyen hatéssal vannak a FIS és a GER sejtes aktivitasara. E18szor a
FIS ¢és GER hatasat teszteltiik HepG2 sejteken 0-100 uM kozotti koncentracid tartomanyban.
24 o6ras inkubécid utdn az ATP ¢és a teljes fehérje tartalom alapjan a sejtek életképesség
csOkkenését figyeltiik meg. Az alkalmazott koriilmények kozott a flavonoidok nagyon magas
IC-50 értékét hataroztuk meg (GER kb. 80 uM, FIS >100 um). Mivel megprobaltunk jelentds
sejt életképesség csokkenést indukalni, de nem akartunk extrém magas flavonoid
koncentraciokat alkalmazni, igy kovetkezd kisérleteink soran HepG2 sejteket kezeltiink 25 és
50 uM flavonoid koncentracioval 1 mM CD jelenlétében vagy hianyaban. 24 6ras inkubacio
utan szamszertsitettilk a HepG2 sejtek ATP- és teljes fehérje szintjét. Ezek a mechanizmusok
a sejtes ATP termelés csokkenését eredményezik. A kozelmultban végzett vizsgalatok
kiemelték, hogy a CD-k képesek kolcsonhatasba 1épni a D-luciferinnel és ez zavarja a
biolumineszcencias mérést. Eppen ezért meghataroztuk a HepG?2 sejtek teljes fehérje tartalmat
is. Ahogyan a 4. abra szemlélteti, az ATP és a total protein szintek jo korrelaciot mutattak. A
BCD és HPBCD 6nmagaban szignifikansan, de viszonylag enyhén csokkentette az ATP- és a
teljes fehérjetartalom szintet, mig a DIMEB mindkét sejtes paraméter esetében kb. 30%-0S
csokkenést eredményezett, mely Gsszeegyeztethetd a korabbi megfigyeléseinkkel (4. A abra).
Mind a FIS, mind a GER az ATP és teljes fehérjeszint szignifikans csokkenését eredményezte
(p <0,01). Amikor a HepG2 sejteket egyiittesen kezeltiik FIS-el és CD-kel, akkor az ATP ¢és
fehérje koncentracionak csak kismértékii valtozasa volt megfigyelhetd (4. B,C abra). Amikor a
sejteket 25 uM FIS-el és 1 mM DIMEB-el kezeltiik, akkor ez az ATP és fehérje szintekben is
szignifikans csOkkenést eredményezett. A DIMEB 6nmagaban is ezen paraméterek jelentds
csokkenését idézte eld. Ezért ésszertli azt feltételezni, hogy ez a hatas a FIS és a DIMEB additiv
hatasai miatt kdvetkezett be és nem a FIS-DIMEB komplex kialakul4dsa miatt. Tovabba a BCD
¢s a HPBCD egyiittes jelenléte a GER-el torténd kezelés alatt nem okozott szignifikdns

valtozast, 0sszehasonlitva a csak GER-el torténd kezelésekkel (4. D,E abra).
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4. abra: HepG2 sejtek intracellularis ATP- és teljes fehérje tartalma 24 oras, ciklodextrinekkel (1 mM, A)
torténd kezelést kovetden, 25 és 50 pM fisetint ciklodextrinek (B és C) és 25 és 50 uM
geraldol+ciklodextrinek (D és E) (*p<0,05).
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4.3. Zearalenon kolcsonhatasai nativ és kémiailag modositott ciklodextrinekkel
4.3.1. BCD és DIMEB befolyasa a ZEA toxikus hatasara in vitro

Elészor a ZEA dozisfiiggd hatasat vizsgaltuk HepG2 sejteken. 24 6ras 20-100 uM ZEA kezelést
kovetden az €16 HepG2 sejtek szamaban koncentracié fliggd csokkenés volt megfigyelheto (5.
abra). A teljes nukleinsav- s fehérje tartalmak nagyon jo6 korrelaciot mutattak, azt jelezve, hogy
az alkalmazott modszerek valoban tiikkrozik az €16 sejtek szamat a lemez egyes lyukaiban. Mivel
elokisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy a 40 uM ZEA kezelés kb. 40-50 %-al csokkenti le
az €106 sejtek szamat, igy ezt a koncentraciot valasztottuk ki annak érdekében, hogy a kdvetkezo
vizsgalataink soran teszteljik a CD-k lehetséges hatdsait a ZEA altal indukalt toxicitasi
folyamatokra. A sejteket ZEA-val (40 uM) és BCD-vel (1 vagy 2,5 mM) kezeltiik 6nmagaban,
valamint kombindciéban. Ahogyan azt a 6. dbra mutatja, az alkalmazott BCD koncentraciok
onmagukban sem negativ, sem pozitiv hatast nem fejtettek ki a HepG2 sejtekre. A ZEA-val
torténd kezelés a sejtszam jelentds csokkenését idézte eld, a kordbbi megfigyelésekhez
hasonldan. Azonban, amikor a sejteket egyidejiileg kezeltiik ZEA-val és BCD-vel, akkor a BCD
jelentdsen csokkentette a ZEA toxikus hatdsat koncentraciofiiggd modon. Kb. 18-25 %-al nétt
meg az ¢ld sejtek szama 1 és 2,5 mM BCD jelenlétében a kontrolhoz viszonyitva. Hasonld
kisérleteket végeztiink DIMEB-el is, a ZEA DIMEB-el képzett forméaja sokkal stabilabb volt,
mint a nativ BCD-vel képzett komplex. Erdekes, hogy 1 mM DIMEB jelentds csokkenést
okozott az €16 sejtek szamaban (kb. 20-30 %), de ZEA-val egyiitt alkalmazva sem volt pozitiv
hatasa (az adatokat nem szemléltetjiik). Tovabba, 0,5 mM DIMEB nem volt karos hatdssal a
HepG2 sejtekre az alkalmazott koriilmények kozott, viszont szignifikansan pozitiv vagy negativ
valtozasokat a ZEA-kezelt sejtek esetében sem figyeltiink meg 0,5 mM DIMEB jelenlétében

sem (az adatokat nem szemléltetjiik).
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5. abra: HepG2 sejtek teljes DNS- és fehérje szintjének csokkenése/lyuk (DAPI festés és Bradford reakcio
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6. abra: E16 HepG2 sejtek szama ZEA (40 uM) és/vagy BCD (1,0 és 2,5 mM) jelenlétében 24 oras kezelést
kovetden teljes DNS tartalom/lyuk alapjan. A teljes fehérje mérés soran kapott eredmények nagyon jo egyezést
mutattak a DAPI festés eredményeivel. Az alkalmazott BCD koncentraciok jelentés mértékben enyhitették a

ZEA altal eloidézett életképesség veszteséget (* p < 0,05).
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4.4, Antioxidans kapacitas tesztek (DPPH, ECL és ORAC)

44.1. Madositott kemilumineszcencias modszer kidolgozasa, validalasa

4.4.1.1. Munkareagens optimalizalasa

Az elso Iépés a POD vezérelt kemilumineszcens reakcid optimalis Gsszetételének beallitasa
volt. Amikor a H20, szinteket és a POD koncentraciot valtoztattuk, a fénykibocsatast 700
masodpercig kovettiik nyomon 2 madasodperces felbontdsban fotonszamlald fluoriméteren.
Eredményeink azt mutatjak, hogy a magas enzim aktivitds hamar kimeritette a szubsztratot, mig
a 15 pU/ml POD aktivitas szinte allando fénykibocsatast eredményezett a mérésekhez idealis
intenzitds tartomanyban mind a cséves luminométer, mind a lemezleolvaso esetében. Abban az
esetben, amikor a POD aktivitasat allando értéken tartottuk (15 pU/ml) és a H2O2 koncentraciot
valtoztattuk, minden H2O; koncentracid konstans fényjelet adott, de a csdves luminométer felsd
kimutatdsi hatara miatt (kb.1450000 RLU/s) az 1,5 mmol/l H202 koncentréciot valasztottuk ki.
Minden tovabbi mérésnél 15 pUnit/ml POD-t és 1,5 mM HO»-t alkalmaztunk, amikor
eldallitottuk a munka reagenst. Kiszamitottuk a teljes fénykibocsatas/perc értéket is és
peroxidaz Michaelis 4llanddja és linedris illeszkedést talaltunk a reakcidsebesség és a szubsztrat
koncentracié kozott, mely egy elsé rendii kinetikat jelentett (y = 7 627 325x—5 491 309, R?=
0.9877, ahol y a sebesség €s x a szubsztrat koncentracidja). A masik oka a H2O, koncentracio
lehetd legalacsonyabb szinten tartdsanak, hogy az enzimatikus reakcd soran keletkezett peroxil
gyokoknek kozel kellett lenniiik a mintdban taldlhatd antioxidansok koncentracid
tartomanyahoz.

4.4.1.2. ECL esszé analitikai teljesitménye

Az optimalizalt enzim-szubsztrat rendszer alkalmazédsival tanulméanyoztuk a Trolox
kalibratorokkal kapcsolatos fénykibocsatasi kinetikat csdves luminométeren, a POD-ECL
reagens injektalasaval 5 parhuzamos meghatarozassal. A kalibracids egyenest a gorbe alatti
teriilet értékei (AUC), valamint a lumineszcencia gorbék elsd derivaltjainak adatai alapjan
allitottuk fel. A nagyobb szamu ismétlések érdekében mindharom parhuzamos mérés esetében
12 fiiggetlen kalibraciot végeztiink a lemezleolvason a H202 szubsztrat injektalasaval. Ezen
adatokat az LOD meghatarozéasahoz is felhasznaltuk. Az LOD-t tigy definialtuk, mint a vak
atlagos fénykibocsatasa (AUC) atlag + 3 SDvak értékbdl szamitott Trolox koncentracio. A
csOves luminométeres modszer esetén az LOD érték 8,0 uM TE volt, mig a plate reader esetén
12,0 uM. A két mérés kozotti kiilonbség valoszinlileg a csdves vizsgalatok jobb
iddfelbontasaban rejlik. A legjobb illeszkedést és a legalacsonyabb LOD értéket az 1d6

eltoloddsi modszerrel kaptuk, viszont ez csak akkor hasznos, ha lehetséges a finom

19



ido6felbontas. A szakirodalomban a legszélesebb korben elfogadott modszer az iddeltolodas
értékelése, az iddeltolodas soran a fényjel 10%-os novekedése. Véleményiink szerint a
fényemisszios gorbe elsé derivaltja konnyebben kezelhetd és akkor is hasznalhato, ha a mintdk
maximalis fénykibocsatasi goérbéi nem érik el a standardokét. A lemezleolvason torténd
vizsgalatok soran megvizsgaltuk ugyanabbdl az édesgyokér kivonatbol szarmazo TAC
értékeket harom egymast kdvetd napon (stabilitas). A pontatlansag vizsgalatara a fentebb leirt
bioldgiai matrixrendszert hasznéltuk. Az ECL mddszer j6 reprodukalhatosagot mutatott. Még
40 uM TE esetén sem haladta meg a pontatlansag a 8 % -0s CV-t. Edesgyokér kivonatok
alkalmazaséval a linearitdsi és a visszanyerési tanulmanyok is elfogadhat6é analitikai
teljesitményt mutattak. Ez azt jelenti, hogy a vizsgalat optimalis mérési tartomanya 30 és 100
uM TE kozott van. A mddszer linedris volt a 8-80 uM Trolox ekvivalensek tartomanyaban,
azonban a 8 és 40 uM kozotti Trolox ekvivalens tartoményban enyhe alamérés tortént, ami
tiikkrozodik a regresszids egyenes egyenletében is. A visszanyerés elfogadhato volt egy atlagos
6,2%-o0s alulbecsléssel 20-90 uM Trolox ekvivalens tartomanyban. Ahogy az a linearitasi
vizsgalat adatai alapjan varhato volt, a legmagasabb alamérés 40 uM TE alatt volt.

4.4.1.3. Moddszerek osszehasonlitasa

10 kiilonb6zd ndvényfaj etanolos kivonatat hasonlitottuk dssze az ECL és a mdodositott ORAC
modszeriink alkalmazéasaval. A TAC értékeket 1 g szaritott ndvényre viszonyitottuk, minden
faj és minden modszer esetében. Az ECL és ORAC vizsgalatok adatainak 6sszehasonlitasara
Bland Altman és Passing Bablok analiziseket végeztiink. A Bland Altman analizis azt mutatta,
hogy az ORAC és ECL mddszerekkel nyert adatok kiillonbségeinek atlaga 941,6 volt. Ennek
tulajdonithaté az a tény, hogy az ORAC esszé értéke atlagosan 941,6 egységgel (umol/g)
nagyobb, mint az ECL modszeré. A Bland Altman abrazolas egyértelmiien azt mutatja, hogy a
kimutathatd koncentraciok novekedésével a két alkalmazott modszerrel nyert adatok kozotti
kiilonbségek is nének. Passing és Bablok regresszios egyenlete alapjan az ORAC és az ECL
modszerek kozott egy konstans €s aranyos kiilonbség van.

4414, Szeptikus betegcsoport TAC analizise.

A szeptikus betegcesoport TAC értékei szignifikansan magasabbak voltak, mint a kontrol
csoport esetén. Mi szignifikdnsan magasabb TAC adatokat talaltunk a nem taléld csoportban,
Osszehasonlitva a tulélok értékeivel, valamint a nem talélékben a kontrol csoporttal szemben is
(7. abra). Adataink jol korreldlnak az irodalomban leirtakkal. A kontrol és a szeptikus
betegcsoport kozotti, valamint a tGlélé és nem tuléld csoportok kozotti szignifikdns
kiilonbségek ellenére nem tudtunk kimutatni szignifikdns napi TAC valtozast a nyomon

kovetett periddus ideje alatt. Adataink azt mutatjdk, hogy a teljes antioxidans kapacités
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pozitivan erdsen korrelal a szérum hugysavval és a kreatinin koncentraciokkal, valamint egy

laza pozitiv korrelaciot tudtunk kimutatni a TAC értékek és a hs-CRP szintje kozott.
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7. abra: A ECL moddszerrel nyert szérum TAC értékek statisztikai elemzése szeptikus és kontrol beteg

csoportokban (A) és nem taléls, taléls, kontrol alcsoportokban (B). (**p < 0,01).

4.4.2. Harom kavéfaj magjanak és termésfalanak TAC meghatarozasa

A kavékivonatok antioxidans kapacitdsat harom kiilonb6z6 moddszerrel hataroztuk meg (ECL,
DPPH, ORAC). A vizsgalatainkba bevont mindharom kavékivonat (Coffea arabica, Coffea
benghalensis, Coffea liberica) érett/éretlen magjabol, valamint érett/éretlen termésfalabol mért
antioxidans aktivitast tudtuk szamszerGsiteni. Bar a kereskedelemben ritkan hasznaljak a C.
libericat, a z6ld magja hasonl6 antioxidans aktivitassal bir, mint a C. arabica és a C. robusta.
Az ECL és DPPH mddszerek esetén kapott 1 g szaritott novényre vonatkoztatott Trolox
ekvivalens (TE/g) értékek laza korrelaciot mutattak (R?=0,587, p=0,083, Student-féle t proba),
mig az ORAC essz¢ esetén sokkal magasabb értékeket kaptunk, 1ényegesen egységesebb
mintazattal, de ezek nem mutattak korrelaciot a masik két modszer eredményeivel. Azonban a
harom vizsgalati eljards pontatlansaga elfogadhato volt (ECL: <5%, DPPH: <10%, ORAC:
<2%). A DPPH modszer soran kapott adatokat %TAC/g formaban fejeztiik ki a korabban leirt
egyenlet alapjan. Az ECL modszerrel és a DPPH technikaval kapott szazalékban kifejezett
antioxidans kapacitas értékek viszonylag szoros korreldciot mutattak (R2:0,6107, p=0,161,
Student féle t-proba). A két modszer kozott a legnagyobb kiilonbséget a C. benghalensis éretlen
termésfala esetén tapasztaltuk, ahol a DPPH technika sokkal magasabb antioxidans kapacitast
mutatott, mint a kemilumineszcencias modszer. Kisérleteink soran minden esetben az ORAC
essz¢ adta a legmagasabb értékeket, melyek nem korreldltak a masik két moédszer
eredményeivel. Erdekesség, hogy a korabban publikalt eredményekhez képest mi a C.
benghalensis érett termés kivonatanak antioxidans aktivitasat alacsonyabbnak talaltuk, azonban

az éretlen termésfal magasabb aktivitdst mutatott a mi tanulmanyunkban DPPH modszerrel
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mérve. A vizsgalt novények koziil a libériai kavé érett termésfalanak ,,scavenger” aktivitasa

volt a legjelentdsebb.

5. Uj megfigyelések

e Egyetlen sejt-¢letképesség paraméter mennyiségi meghatarozasa (pl.: intracellularis ATP
vagy észteraz aktivitas) gyakran félrevezeto lehet.

e Bebizonyitottuk, hogy az észteraz-fiiggd fluorogén proba, a CAM nem igazi életképesség
paraméter, mivel az intracellularis fluoreszcencia kialakuldsa nem ATP-fliggé folyamat.

e A calcein fluoreszcencia intenzitasa inkabb a sejtszamot tiikrozi az életképesség helyett.

e A BCD, HPBCD vagy DIMEB egyidejii jelenléte nem moddositotta jelentdsen a FIS vagy
GER hatasait HepG2 sejtvonalon.

e A ZEA-val és BCD-vel egyiitt kezelt HepG2 sejteken a ZEA altal kifejtett toxicitas
hatékonyan csokkent.

e Szisztematikus szignifikans kiilonbséget allapitottunk meg az ECL és az ORAC vizsgalatok
esetén kapott mérési eredmények kozott.

e Szignifikansan magasabb TAC adatokat mutattunk ki a Szepszist nem talélé beteg
csoportban, Osszehasonlitva a tulélok értékeivel, valamint a nem talélékben a kontrol
csoporttal szemben is.

e A harom kéavéfaj antioxidans kapacitdsanak meghatdrozasa esetén az ECL és a DPPH
essz€k soran kapott antioxidans aktivitas értékek minden esetben laza korrelaciot mutattak
egymassal, mig szorosabb Osszefiiggés volt megfigyelheté az ECL technika és a DPPH
modszer eredményei kdzott.

e Az ORAC essz€ minden esetben joval magasabb Trolox ekvivalens értéket mutatott a méasik
két modszerhez képest.
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