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Bevezetés

Szamos méhészeti terméket (Apis mellifera) alkalmaznak a népgyodgyaszatban, ill. a
gyogyszeres terapia kiegészitéseként. Koziilik legismertebbek a méz, a propolisz, a
méhméreg és a méhpempd. Ezen méhészeti termékek hatasait eldszor a népi gyogyaszatban
figyelték meg, kés6bb valtak a bizonyitékon alapuld orvoslas részévé.

Jelenleg is igen intenziven vizsgaljak a méhpempdt. A méhpempd a dolgozdé méhek
garatmirigyének a valadéka, a Kifejlett méhkiralynOnek és larva allapotanak legfébb taplaléka.
Az mar ismert, hogy a méhek taplalkozasa Osszefiigg termékenységiikkel, igy ha a larvat
méhpempdvel taplaljak, az kiralynové fejlodik. Mindezek mellett, a kifejlett méhkiralynd
termékenysége is Osszefiiggésbe hozhatd a méhpempd fogyasztasaval. Ezen tények, ill. a
méhpempd tradicionalis alkalmazédsa a menopauza tiineteinek enyhitésére mind azt sugalljak,
hogy a méhpempd Osztrogénszeri hatassal rendelkezhet. Néhany, a méhpempdbdl izolalt
zsirsavrol  (10-hidroxi-transz-2-dekanoatsav =~ és  szarmazékai) igazoltak  kiilonb6z6
sejtvonalakon, hogy kotddik az Osztrogén receptorhoz (ER) és hipertrofizalja a patkanyok
miometriumat.

Kevéssé ismert azonban a heretej (HT), melynek eléallitasat, a méhpemp6hoz hasonloan, a
dolgoz6 méhek végzik. A hereméhek fészekaljdnak f6 komponense a HT, de mar nem
tartalmazza a larva és a bab fejlodési alakokat. A HT viszkozus, sarga szinli, enyhén édes
folyadék, melyet a méhészek a mézhez hasonloan pergetéssel készitenek, igy tavolitva el a
larvakat és a babokat. Ismert, hogy a méhkiralyn6hz hasonldan, a hereméheknek is sajat,
specialis taplalékuk van, a HT, melynek fogyasztdsa Osszefligg a hereméhek
termékenységével. A HT, mint kiilon méhészeti termék, az angolszasz szakirodalomban nem
ismert, habar a hereméhek fészekaljat Kinaban, Oroszorszagban és Erdélyben neurovegetativ,
ill. szexualis problémak kezelésére alkalmazzak, mindemellett altalanos roborald szerként is
jelen van a népi gyogyaszatban. Romaniaban a fagyasztott hereméh fészekaljat alkalmazzak
példaul idés emberek rehabilitaciojara €s aktivitasuk fokozasara. Az Apilarnil (hereméh larva)
esetében androgén és anabolikus hatasrdl is beszamoltak. A népgyogyaszati megfigyelések és

az ez idaig publikalt kozlemények valamilyen nemi hormonhatast sejtetnek.



Célkitiizések

Munkénk célja a HT nemi hormon hatdsainak a vizsgalata patkanyokban,

népgyogyaszati megfigyelések alatamasztasa, ezért a célkitiizéseink a kdvetkezok voltak:

a

Kisérleteink célja a nyers HT androgén hatasainak feltérképezése volt Hershberger
teszt alkalmazasaval kasztralt him patkanyokban. Az in vivo eredményeink
alatdmasztasara az androgén-érzékeny SLAP (Spotl4-like androgen-inducible protein)
mRNS ill. fehérje expresszidjanak vizsgalatat tliztiik ki célul a prosztata szovetben
valds idejli RT-PCR és Western blot modszerek alkalmazasaval. Miutan a nyers HT
androgén hatasat bizonyitani tudtuk, a hatasért felelds komponens(ek)et probaltuk
meghatarozni biologiai aktivitast keresé frakcionalasokkal, ill. MS és NMR

spektroszkopiai vizsgalatokkal

A tovébbiakban célunk volt a nyers HT 0Osztrogén hatdsainak meghatdrozésa
ndstény patkanyokban uterotrop teszt alkalmazasaval. Az in vivo eredményeket
kovetden valos idejii RT-PCR és Western blot mddszerek alkalmazasaval vizsgalni
kivantuk az 0Osztrogénfiiggé C3 (Complement component 3) mRNS és fehérje
expresszidjanak valtozasat a patkany uteruszban. Végiil, az androgén vizsgalatokhoz
hasonloan, biologiai aktivitast keres¢ frakciondldsokkal, ill. MS ¢és NMR
spektroszkopiai vizsgalatokkal a hatasért felelos vegyiilet(ek) meghatarozasa volt a

célunk.

A kovetkezOkben célul tliztik ki a nyers HT esetleges gesztagén hatasainak
feltérképezését, igy téve teljessé a HT nemi hormon hatasainak a megismerését. Valos
idejii RT-PCR és Western blot modszerekkel terveztiik vizsgélni a gesztagén-érzékeny
CRLR (Calcitonin receptor-like receptor) mRNS és fehérje expresszidjat a patkany

uteruszban.



Anyagok és modszerek
Allatkisérletek
Az allatkisérleteket a Szegedi Tudomanyegyetem Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsdganak és
a Csongrad Megyei Mezdgazdasagi Szakigazgatasi Hivatal Elelmiszerlanc-biztonsagi és
Allategészségiigyi Igazgatosag engedélyével végeztiik (engedélyszam: 1\V/01758-0/2008 ill.
IV./198/2013.). Kisérleteinkben Sprague-Dawley patkanyokat hasznaltunk, melyeket
szabalyozott koriilmények kozott Kisérleti Allatistalloban tartottunk, ahol ragesaloknak valo

takarmanyt és csapvizet kaptak ad libitum.

Heretej gyiijtése
A HT-et repceviragzaskor, kés6 tavasszal gyijtotték, pergetéssel készitették el, levalasztva a
larva és bab alakokat. A nyers HT-et miianyag fagyasztocsovekbe szétosztottuk, a kisérletek

megkezdéséig -20°C-on tartottuk ¢és a kisérletekben desztillalt vizzel higitva alkalmaztuk.

Hormon hatasok vizsgalata in vivo
Hershberger teszt
Az androgén hatasok vizsgalata soran modositott Hershberger tesztet alkalmaztunk.
Kisérleteinkben 230-240 g-0s Sprague-Dawley him patkanyokat kasztraltunk. 10 nappal
késObb, az egészséges allatokat randomizaltuk és csoportokba osztottuk. Testtomegeiket a
kisérlet 1., 4., 7. és 10. napjan mértiik. Az allatokat 10 napig naponta egyszer kezeltiik a
kisérleti anyagokkal. Az utols6 kezelést kovetd napon az allatokat ledltiik, androgén-érzékeny
szerveiket (makk, ondohdlyag, ventralis prosztata, nagy farokemeld izom) eltavolitottuk és
megmértilk. A Szervtomegeket mg/100 g testtdmeg ardnyban tiintettiik fel, relativ
szervtomegként. A kivéreztetés eldtt, szivpunkcioval 1 ml vért gylijtottiink csoportonként 5
allattol. A plazma mintakat a vizsgalat kezdetéig -70 °C-on tartottuk. A plazma tesztoszteron
szinteket enzimimmunoassay (EIA) kit segitségével hataroztuk meg. A fényelnyelést

SPECTROstar Nano microplate olvaséval mértiik.

Uterotroép teszt
A nyers HT 0sztrogén hatdsainak meghatarozdsdhoz 20-21 napos, nemileg éretlen Sprague-
Dawley néstény patkdnyokat randomizaltunk, csoportokba osztottunk és 4 egymast kovetd

napon kezeltiink a kisérleti anyagokkal. Az utolsé kezelést kovetden 24 oraval az allatokat



leoltiik, a méhszovetet eltavolitottuk, majd tomegiiket megmértiik. Az uteruszok tomegeit

mg/100 g testtomeg aranyban tiintettiik fel, relativ szervtomegként.

Vemhességmegtarto teszt
A nyers HT gesztagén hatasainak feltérképezésére 160-180 g-os ivarérett ndstény és 220-240
g-os him Sprague-Dawley patkdnyokat paroztattunk. Amely hiivelykenetben himivarsejtek
meglétét igazoltuk, azt a ndstényt, mint 1. napos vemhes 4allatot elkiilonitettik. A
vemhességiik 8. napjan az allatokat kétoldali petefészek eltavolitasnak vetettiik ald, mikdzben
a meglévd fotuszokat (implantacids helyeket) megszamoltuk. A petefészek irtott vemhes
néstényeket 3 csoportba osztottuk, melyeket a vemhességiik 8-14. napjan kezeltiink naponta
egyszer. A vemhesség 15. napjan a tulélo fotuszokat megszamoltuk €s a kiindulési fotuszok

szdmanak szazalékaban adtuk meg.

Hormonfiiggé fehérjék vizsgalata RT-PCR és Western blot modszerekkel

A nyers HT nemi hormon hatdsainak az igazoldsdra hormonfiiggd fehérjék, tigymint az
androgénfliggd SLAP, az dsztrogén-érzékeny C3, ill. a gesztagénfliiggd CRLR mRNS-ének és
fehérjéinek expresszidjat vizsgaltuk. Ventradlis prosztata és uterusz mintdkat gylijtottiink
kasztralt/petefészek irtott Sprague-Dawley patkanyokbol a kisérleti anyagokkal torténd
kezeléseket kdvetden.

A valds idejii RT-PCR vizsgalatokhoz a mintakbol TRI reagenssel RNS-t izolaltunk. 1 pg
total RNS-b6l kiindulva RNA-to-CT 1-Step Kit vagy High-capacity RNA-to-cDNA Kit
segitségével elvégeztiik a reverz transzkripciot és a felsokszorozast ABI StepOne Real-Time
PCR késziilékben. Eredményeinket az RQ (relative quantity) Osszehasonlitasaval kaptuk,
melyhez az 4ttorési pontokat (Ct: az a ciklusszam, ahol a minden egyes ciklusban detektalt
fluoreszcens jel exponencialisan novekedni kezd.) hasznaltuk fel.

A Western blot mérésekhez a szoveteket RIPA lizis pufferben homogenizaltuk. Zsebenként
50 ug (prosztata szovet esetén), ill. 20 pg (uterusz szovet esetén) fehérjét vittiink fel 4-12 %-
0s NUPAGE Bis-Tris gélre és XCell SureLock Mini-Cell Units késziiléken elektroforézisnek
vetettiik ald. A gélen 1évO szétvalasztott fehérjét nitrocelluldz membranra transzformaltuk at
iBlot Gel Transfer alkalmazisaval. Az antitest kotédését WesternBreeze Chromogenic
Western Blot Immunodetection Kit segitségével detektaltuk. Az immunreaktiv savok optikai
denzitasanak meghatarozasa, a hattér intenzitas kivonasa utan Kodak 1D Images szoftverrel
tortént. Az optikai denzitasokat a hattér kivonasaval szamitottuk és az altalunk meghatarozott

egységekben adtuk meg.



Bioldgiai aktivitast keresé vizsgalatok
A nyers HT-et vizzel higitottuk, petréleum éterrel extrahaltuk, majd a petréleum éteres fazist
Osszegyljtve vizzel Gjra extrahaltuk. Ezt az egyesitett vizes fazist vittiik fel oktadecil-szilika
oszlopra ¢és alacsony nyomast reverz fazisu oszlopkromatografianak vetettiik ala vizes, vizes-
metanolos, metanolos és diklormetanos eluensekkel. A frakciokat elualtuk az oszloprol,
egyesitettiik a vizes-metanolos kivonatokat, majd beszaritottuk a mintadkat. Az androgén
hatast RT-PCR technikéval, mig az 6Sztrogén hatast uterotrop teszttel tettiik kovethetdové a
frakcionalasok soran. A Kivonatokat tovabbi frakcionalasnak vetettiikk ala ismételt alacsony
nyomasu reverz fazisu oszlopkromatografia alkalmazasaval. Az elvalasztis kovetésére
vékonyréteg kromatografiat hasznaltunk és az elvalasztdsokat vanillin-kénsav reagenssel

detektaltuk.

HRMS és NMR mérések

Az androgén komponensek meghatarozasdhoz GC-HRMS vizsgalatokat végeztiink el, a
méréshez Waters GCT-Premier tomegspektrométert hasznaltunk. Az adatgyljtések a
MassLynx V.4.1. szoftver segitségével torténtek. Az 6sztrogén hatdsu vegyiiletek feltdrasdhoz
HR-ESI-MS méréseket végeztiink LTQ FT Ultra spektrométer alkalmazasaval. A sziikséges
adatokat az Xcalibur 2.0. szoftver segitségével gylijtottiik dssze.

Az NMR spektrumok MeOH-d4-ben lettek felvéve, 298 K-en Varian 800 MHz NMR
spektrométer alkalmazédsaval. Az NMR mérésekhez (lH, 1H-Presat, GHSQCAD,
GHMBCAD, egy-¢és kétdimenziés zTOCSY) sziikséges pulzusszekvencidk a VNMRIJ 3.2

szoftver konyvtardbol szarmaznak.

Statisztika
Az in vivo és a molekularis farmakologiai vizsgalatok eredményeit Prism 4.0 szoftver
segitségével ANOVA Newman-Keuls, ill. Dunnett's teszttel elemeztiik. Az értékeket SEM-
ben tiintettiik fel, szignifikancia hatarnak a p<0,05 értéket tekintettiik.



Eredmények
A heretej androgén hatasa
A nyers heretej in vivo androgén hatasa
A kontroll csoporthoz képest a nyers HT nem fokozta a testtomeget, ellenben képes volt
emelni az androgén-érzékeny szervek, ugymint a makk, az ondoéholyag és a nagy farokemeld
izom tomegét. A prosztata tomegét kis mértékben fokozta ugyan, de az a valtozas nem volt
szignifikans. A tesztoszteron minden mért androgén-érzékeny szerv tomegét novelte és ez a
hatdsa a HT hatdsanal nagyobbnak bizonyult. A szervtomegek flutamiddal torténd kezelést
kovetden nem valtoztak, de a HT szervtdmeg noveld hatasat a flutamid képes volt kivédeni. A

flutamid a tesztoszteron hatasait is gatolta (1. dbra).
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1. abra: Az androgén-érzékeny szervek tomegének valtozasa nyers heretej (HT) és tesztoszteron (T)
kezelés hatasara. A HT és a pozitiv kontroll tesztoszteron fokozta a makk (A), az ondohdlyag (B), a nagy

farokemel6 izom (D) relativ tomegét (mg/100 g testtomeg). Ezen hatisok minden esetben flutamiddal (F)



gatolhatok voltak. A HT, a tesztoszteronnal ellentétben, nem novelte szignifikdnsan a prosztata tomegét (C).
*p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001; ns: nem szignifikans
Mind a HT, mind a tesztoszteron képes volt fokozni a plazma tesztoszteron szintjét. A

flutamid mindkét vegyiilet plazma tesztoszteron szintet emeld hatasat gatolta, ugyanakkor a

flutamid kezelés 6nmagaban nem véltoztatta meg a hormonszintet.

Slap mRNS és fehérje mérések prosztata szovetben
A nyers HT fokozta Slap mRNS expressziojat a ventralis prosztatdban, de ez a hatés
szignifikansan gyengébbnek bizonyult, mint a tesztoszteron esetében. A Western blot mérések

soran, a HT fokozta a SLAP fehérje expresszidjat is a prosztata szovetben (2. abra).
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2. abra: A SLAP (Spotl4-like androgen-inducible protein) RT-PCR és Western blot vizsgalata patkiany
prosztata szovetben. A nyers heretej (HT) fokozta a Slap expresszidjat a prosztataban (A). A Western blot
vizsgalatok soran azt tapasztaltuk, hogy a HT ndvelte a SLAP fehérje expresszidjat is a prosztata szdvetben.

*p<0.05; *** p<0.001

Biologiai aktivitast kereso vizsgalatok
Miutan a nyers HT androgén hatasat igazoltuk, a hatasért felelds komponensek izolalasdhoz
biologiai aktivitdst keresd vizsgalatokat végeztink el. Az elsd reverz fazisu
oszlopkromatografias elvalasztast kovetden a 4 kapott frakciobol 2 (1/B és I/C) fokozta a Slap
mRNS expresszigjat. A két frakcid hatasa kozott nem volt szignifikans kiilonbség. Az I/B és
I/C frakciok tovabbi szétvalasztasa soran az I/B frakcid esetében az androgén hatas teljes
eltlinését tapasztaltuk. Az [/C frakci6 maésodik reverz fazisu oszlopkromatografias
elvalasztasa soran mar kisebb 1épésekben tortént az elvalasztds. Minden oszlopkromatografias

Iépésnél az azonos komponenseket tartalmazod frakcidkat egyesitettiik. A masodik



elvalasztasnal kapott 6 frakciobol mar csak egyetlen egy (II/E) volt képes fokozni a Slap

mRNS expressziojat (3. dbra).
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3. abra: Bioldgiai aktivitast keresdé vizsgalatok. Elsé 1épésben a 40%, 60%, 80%-0s vizes MeOH kivonat
(I/B) és a 100%-0s MeOH frakcid (I/C) fokozta a Slap mRNS expressziojat az RT-PCR vizsgalatok soran (A). A
tovabbi elvalasztas soran az I/B kivonat hatasat vesztette. A 75%-os vizes metanolos kivonatok koziil csak a II/E
frakcio volt képes fokozni a Slap mRNS expressziojat (B).

I/A: 20% vizes MeOH frakcio; 1/B: 40%, 60%, 80% vizes MeOH frakcio; 1/C: 100% MeOH frakcio; 1/D:
diklérmetanos frakcio; 11/A: 70% vizes acetonos frakcio; 11/B, 11/C, 11/D és II/E: 75% vizes acetonos frakcio;

11/F: 100% vizes acetonos frakcio; *** p<0.001

A nyers heretej androgén hatéanyagainak azonositasa
A 1I/E frakci6 aktiv komponenseinek a jellemzésére GC-HRMS és NMR spektroszkopiai
méréseket alkalmaztunk. A gézkromatografias kromatogram 2 f6 komponens jelenlétét
igazolta (RT 9,03 és 9,73 min) a mintaban. Ezen komponensek pontos tomegének értékei
270,0258-nak ill. 296,2707-nek adodtak, amely a C17H340, (metil-palmitat; MP) és C19H360-
(metil-oleat; MO) 0Osszegképleteknek felel meg. Az adatbazis és a szakirodalom adatai
alapjan, a 2 f6 komponens a mar jol ismert zsirsav metil-észterek, a MP és a MO. Ezt a
feltevést tamasztottak ald a 'H ¢és °C NMR adatok, valamint a gazkromatografias
kromatogramok és spektrumok, melyeket a tiszta MP és MO méréseinek a II/E frakcid
méréseinek osszehasonlitasaval kaptunk. fgy egyértelmtien a MP és a MO azonosithato a II/E
frakcio aktiv hatoanyagaiként (4. dbra).
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4. abra: A metil-palmitat (A) és a metil-oleat (B) szerkezete (ChemSpider adatbazis)
Az azonositott komponensek szerepét az androgén hatas kialakitdsdban egyszerisitett

Hershberger teszt segitségével és plazma tesztoszteron szint meghatdrozasaval vizsgaltuk. A
MO-ot, a MP-ot ¢és a HT-ben eléforduld sajatos 4:3=MO:MP aranyu kombinaciojukat 2,5, 25
¢s 250 pg/kg dozisokban adagoltuk. A MP 25 pg/kg dozisa és a kombinacid legmagasabb
adagja (250 pg/kg) a prosztata kivételével fokoztak az androgén-érzékeny szervek tomegét.
Ezen androgén hatasok, a nyers HT-hez hasonléan, flutamiddal gatolhatok voltak (5. dbra).
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5. abra: Az androgén-érzékeny szervek tomegének valtozasa 25 pg/kg (kozepes dézis) metil-palmitat és
250 pg/kg (nagy dozis) metil-oleat és metil-palmitat kombinaciés (K) kezelés hatasara kasztralt
patkanyokban. Ezen adagok fokoztak a makk (A), az ondohdlyag (B), a nagy farokemeld izom (D) relativ
tomegét (mg/100 g testtomeg). Ez a hatas flutamiddal (F) gatolhato volt. A nyers HT-hez hasonléan, az emlitett
komponensek nem befolyasoltak szignifikansan e prosztata tomegét (C). Tesztoszteront (T) alkalmaztunk

pozitiv kontrollként. *p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001; ns: nem szignifikans



A plazma tesztoszteron szintre a MO és a MP egyik alkalmazott adagban sem volt hatdssal.
Ezzel ellentétben a legnagyobb dozisban alkalmazott kombindcidjuk fokozta a plazma
tesztoszteron szintjét.
A heretej 6sztrogén hatasa
A nyers heretej in vivo 6sztrogén hatasa

A 17B-6sztardiol-valerat (E;) novelte a patkany uterusz relativ tomegét, mely hatdsa az
antiosztrogén ICl 182.780 (ICI) vegyiilettel gatolhato volt. A nyers HT szintén fokozta az
uteruszok relativ tomegét ¢s az ICI gatolta ezt a hatast az E; esetéhez hasonldan. A szo6ja

kivonat is képes volt fokozni az uteruszok relativ tomegét (6. dbra).
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6. abra: A patkany uterusz tomegének valtozasa nyers heretejjel (HT), 17B-6sztardiol-valerattal (E,) és
sz6ja kivonattal torténé kezelést kovetéen. A HT, az E; és a szdja kivonat is fokozta az uteruszok relativ

tomegét. Mindezen hatasok ICl 182.780 (ICl)-érzékenyek voltak. *** p<0.001; ns: nem szignifikans

C3 mRNS és fehérje mérések patkany uterusz szovetben
Az RT-PCR mérések eredményeként azt tapasztaltuk, hogy a HT fokozta a C3 mRNS
expressziojat a méhszovetben. A pozitiv kontroll E; is szignifikans hatast mutatott. A Western
blot vizsgalatokban a HT ndvelte a C3 fehérje mennyiségét az uteruszban, €s az el6z6khoz

hasonloan az E; is hatdsosnak bizonyult (7. dbra).
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7. abra: A complement component 3 (C3) mMRNS és fehérje expressziojanak RT-PCR és Western blot
vizsgalata patkany uteruszban. A nyers heretej (HT) fokozta az dsztrogén-érzékeny C3 mRNS expresszidjat
(A) és fehérje mennyiségét (B) a patkany uterusz szovetben. ** p<0.01; *** p<0.001
Biologiai aktivitast kereso vizsgalatok

Az elso elvalasztast kovetden, az azonos komponenseket tartalmaz6 kivonatokat egyesitettiik
¢s hatasaikat uterotrép teszttel vizsgaltuk. Tovabbi frakcionalast végeztiink az aktivnak
mutatkozo I/C kivonattal, de igy ez a frakcid hatasat vesztette, ezért nem végeztiink tovabbi
vizsgalatokat ezzel a kivonattal. Eredményeink alapjan az I/A és I/B frakciok tovabbi
elvalasztasa tortént meg. Az 6sztrogén hatast mutatd I/A kivonat legfobb komponense kisebb
mennyiségben az I/B frakcidban is megtaldlhaté volt, igy ezeket a frakcidkat egyesitve
folytattuk  oszlopkromatografids  vizsgalatokat. A  madsodik  oszlopkromatografias
elvalasztasnal kisebb 1épésekben tortént a frakciok gyljtése, igy sokkal hatékonyabb tisztitast
¢érhettiink el (8. dbra).
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8. abra: Biologiai aktivitast kereso vizsgalatok. Az I/A és 1/C kivonatok fokoztak a méhszovet relativ tomegét
(A). Masodik 1épésben mar csak a II/B frakcid volt képes az uterusz tomegének novelésére (B).

I/A: 20% vizes MeOH frakcid; 1/B: 40%, 60%, 80% vizes MeOH frakcio; 1/C: 100% MeOH frakcio; 1/D:
diklérmetanos frakcio; 11/A: 20% vizes MeOH frakcio; 11/B: 35% vizes MeOH frakcio; 11/C: 70% vizes MeOH
frakcio; 11/D: 75% vizes MeOH frakcio; * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001

A nyers heretej 6sztrogén hatéanyagainak azonositasa
A 11/B frakci6 f6 komponensét HR-ESI-MS és NMR vizsgalatok adatai alapjan azonositottuk.
A 'H NMR spektrum analizise transz kettés kotés jelenlétét jelezte, amit az 5,80 (H-2, J=15,5
és 1,5 Hz) és a 6,92 ppm (H-3, J=15,5 és 6,9 Hz) értékeknél mutatkozo triplettek két dublettje
igazolt. Egy- és kétdimenzios ZTOCSY spektrumokon megfigyelt metilén és olefin protonok
kozotti korrelacio ill. HSQC és HMBC spektrumokon észlelt két karboxil-csoport jelenléte a
C-2 és C-9 helyeken lehetévé tette a vegylilet azonositasat. A frakcio f6 komponenseként a

deka-2-én dikarbonsav volt azonosithato (9. dbra).
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9. abra: A deka-2-én dikarbonsav szerkezete (ChemSpider adatbazis)
A heretej gesztagén hatasa

A nyers heretej in vivo gesztagén hatasa
A nyers HT gesztagén hatasat vemhességmegtartd teszt segitségével vizsgaltuk. A kisérletek
soran az E; oOnmagaban (negativ kontroll) a fotuszok teljes elhalasdhoz vezetett, mig
kombinacioja HT-jel a fotuszok 17,4 %-anak életben maradasat eredményezte. Habar a
kombinacié szamszerlien fokozta a talél6é fotuszok szamat, szignifikans hatasr6l mégsem
beszélhetlink. Pozitiv kontrollként alkalmazott E, és progeszteron (P) kombinacioja a

fotuszok 98,8 %-anak ¢letben maradasat eredményezte (10. abra).
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10. abra: A heretej (HT) vemhesség megtarté hatisa petefészek irtott vemhes patkanyokban 17f-
osztradiol-valerat ( E;), E, és HT kombinacié, valamint E, és progeszteron (P) kezelés hatasara. A HT a

fotuszok 17,4%-at tartotta életben. ***: p<0,001; ns: nem szignifikans

CRLR mRNS és fehérje mérések patkany uterusz szévetben
RT-PCR mérések soran azt tapasztaltuk, hogy a HT, a progeszteronhoz hasonléan fokozza a
CRLR mRNS-ének expressziojat. A Western blot mérések soran is hasonld eredményeket
kaptunk, HT kezelés hatasara az uteruszbol izolalt CRLR fehérje mennyisége megndvekedett
(11. abra).
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11. abra: A Calcitonin Receptor-Like Receptor (CRLR) mRNS és fehérje expressziéjanak valtozasa a RT-
PCR és Western blot vizsgalatokban. A nyers heretej (HT) fokozta a gesztagén-érzékeny CRLR mRNS (A) és
fehérje (B) expresszidjat a patkany méhszovetében. *p<0.05; *** p<0.001
A heretej gesztagén hataserosségének mérése

A tovabbi kisérleteinkbe egy a HT-hez hasonléan gyenge gesztagén hatasi vegyiiletet
vontunk be. A spironolaktont (SP) 6nmagaban és HT-jel kombinacidoban vizsgaltuk. A
spironolakton 6nmagdban nem volt képes fokozni a CRLR mRNS-ének a mennyiségét, de
kombinalva heretejjel jelentd6s CRLR mRNS-szint novekedést figyeltink meg. A
vemhességmegtarto teszt alapjan azt talaltuk, hogy a HT-et spironolaktonnal kombinalva is
csupan a fotuszok mintegy 21,4%-a maradt életben, habar ez a hatds mar szignifikansnak

mutatkozott (12. dbra).
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12. abra: A heretej (HT)-spironolakton (SP) kombinaci6 CRLR mRNS expressziora kifejtett hatasa ill.
vemhességmegtarté hatasa. A spironolakton 6nmagaban nem mutatott a CRLR mRNS expressziojara
gyakorolt hatast, ellenben kombinadcidoban joval nagyobb hatdst mutatott, mint a HT Onmagaban (A). A

kombinacid képes volt életben tartani a fotuszok 21,4%-at (B). ).*p<0.05; *** p<0.001; ns: nem szignifikans
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Eredmények értékelése, kovetkeztetések
A HT egy kevéssé ismert méhészeti termék, amely a hereméh fészekalj larva és bab fejlodési
alakoktol megtisztitott kivonata, ill. a hereméhek és larvaik legfobb taplaléka. A népi
gyogyaszatban alkalmazzak mind HT-et, mind a fagyasztott hereméh larvakat, melyek
taplalék kiegészitoként, ill. afrodiziakumként is elérhetdek (Frozen drone larvae royal jelly®,
Apidom Ltd, Oroszorszag; Apilarnil Potent®, S.C. Biofarm S.A., Romania). Mivel a HT-et
mindkét nemben szexualis problémak kezelésére alkalmazzak, feltételeztiik, hogy a HT nemi
hormon hatasokkal is rendelkezik. Ezért célunk volt mind ndi, mind férfi nemi hormon
hatasok feltérképezése és a hatasért felelds vegyliletek azonositésa.
Vizsgalataink soran azt talaltuk, hogy az eddig ismeretlen HT jol definidlhaté nemi hormon
hatasokat mutatott him és ndstény patkanyokban. A HT jelentds androgén hatéssal
rendelkezik, mivel szignifikdnsan képes volt fokozni, a prosztata kivételével, az androgén-
érzékeny szervek tomegét kasztralt patkanyokban. A HT in vivo androgén hatasat molekularis
szinten is bizonyitottuk, a HT képes volt fokozni a SLAP mRNS ¢és fehérje expresszidjat is a
prosztata szovetben. A biologiai aktivitast keresd frakciondlasokat kovetden NMR ¢és MS
mérésekkel 1zolaltuk az androgén hatasért felelds két komponenst, a MP-ot és a MO-ot. A
pontos hatdasmechanizmusuk megismerése tovabbi kisérletek igényelne, de a szakirodalmi
adatok alapjan a nemi hormonok bioszintézisében lehet szerepiik. A tény, mely szerint a HT,
ill. a MP és a MO anabolikus hatas nélkiil képesek fokozni az androgén-érzékeny szervek
tomegét, egy Uj terapiat jelenthet a férfiak infertilitasi problémainak kezelésében.
Mindezek mellett a HT Osztrogén hatast mutatott ndstény patkanyokban, ugyanis fokozta a
méhszovet tomegét nemileg éretlen patkdnyokban. A HT C3 fehérje expressziot noveld hatasa
ujabb bizonyitékot jelent Osztrogén hatasanak alatamasztasara. Az izolalt deka-2-én
dikarbonsav nagy szerkezeti hasonldosagot mutat a méhpempd Osztrogén hatast vegyiileteivel,
melyek képesek kotddni a human ER-hoz. Ezen hasonlosag alapjan feltehetden az altalunk
azonositott vegyiilet is a human ER-hoz kotddve fejti ki hatasat. A HT megismert Osztrogén
hatdsa alatdmasztja a népgyogyaszati alkalmazédsat és a méhpempohdz hasonléan twjabb
terapias lehetdséget jelenthet a nék 6sztrogénhidnnyal jar6d problémaiban.
A HT androgén és Osztrogén hatasa mellett gyenge gesztagén hatast is mutat, mely egy masik
gyenge gesztagénnel kombindlva jelentdsen fokozodik. Gesztagén hatdsat molekularis
vizsgalataink is alatdmasztjak. A pontos hatdsmechanizmusa jelenleg még ismeretlen, de a HT
Osztrogén vagy androgén hatasaért felelds komponensei rendelkezhetnek akar gyenge

gesztagén hatassal IS.
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