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2 Roviditések

AMPK = adenozin-monofoszfat-aktivalt protein-kinaz
BCL-2 = B-sejt CLL / Lymphoma 2

CAT = katalaz

CNP = 2-klor-4-nitrofenil

CNP-G7 = 2-klor-4-nitrofenil-p-D-maltoheptadz

DNS = dezoxiribonukleinsav

G6-Aca és G12-Aca = olyan akarboz amelyek a nem redukald végen 6 illetve 12 gliikoz

egységet tartalmaz

G6P = gliik6z-6-foszfat

GLUT2 = Gliikéz transzporter 2

GLUTA4 = Gliikoéz transzporter 4

GPx = glutation-peroxidaz

HbAlc = glikolizalt hemoglobin

HFHS = magas zsirtartalmt és magas szachar6z tartalmu

HPLC = High Performance Liquid Chromatography (nagy hatékonysagi folyadék

kromatografia)

HSA = Human Saliva Amilase (human nyal a-amilaz)

IC50= az 50%-os gatlashoz tartoz6 inhibitor koncentracio,

ICR (CD-1. ®.) Institute for Cancer Research; Caesarean Derived-1 = albin6 fehér egér
KM= a szubsztrat affinitasat jellemzd paraméter.

LDso =Lethal Dose = halalos adag

MALDI = Matrix Assisted Laser Desorption lonization (Métrix altal segitett 1ézer deszorpcid

1onizacio)



MeCN = acetonitril

MeOH = metil-alkohol

MES-puffer

NADPH = nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat
PEPCK = foszfo-enolpiruvat-karboxilaz

p-NP = p-nitrofenil

PPARYy = peroxiszoéma proliferator-aktivalt receptor y
ROS= Reactive Oxigen Species (reaktiv oxigénformak)
RP = Reversed Phase (forditott fazisa)

S= szubsztratkoncentracio

SOD = szuperoxid-diszmutaz

STZ = streptozotocin

TNF-a = tumor nekrozis faktor o

TOF = Time-Of-Flight (repiilési ido6 )



3  Bevezetés

A leggyakrabban el6forduld népbetegségek, mint az elhizés és a 2-es tipusu cukorbetegség,
a hipertonia incidencija az elmult évtizedekben riasztd mértékben novekedett. Mivel az elhizas
noveli a cukorbetegség €és a hipertonia kialakulasanak kockézatat, a testsulycsokkentésben
alkalmazhaté hatéanyagok kutatasa intenziven folyik. A terdpia sarokkdvét sokdig az
anyagcserét fokozo, szimpatomimetikus hatdsu hatoanyagok jelentették, am ezek kedvezdtlen
mellékhatas-profiljuk miatt Kiszorulnak a repertoarbol. Eredményesen hasznalhatbak még
olyan duzzad6 poliszacharidok, amelyek a gyomrot kitdltve jollakottsagérzetet okoznak, a
bélben pedig gatoljak a tapanyagok felszivodasat, de ezek hatasa korlatozott mértékii, rdadasul
egyeb hasznos tdpanyagok felszivodasat is gatoljak. Hatdsos kezelésként johetnek szoba az
emészthetd poliszacharidok lebontasaban szerepet jatszo anyagok, igy az a-glilkozidaz és a-
amilaz-gatlok is (Rosak, Mertes 2009). A fentebb emlitett anyagok alkalmazasaval enyhithet6k
vagy teljesen megsziintethetok a tiinetek és az életmindség javulasa is varhatd. Az
emésztorendszerbdl felszivodd szénhidrat mennyiségét csokkenteni lehet a szénhidrat emészto
enzimek gatlasaval vagy a felszivodas gatlasaval, igy tamogatva az elhizas és a cukorbetegség
elleni kiizdelmet. Az Osszetett szénhidratok koziil a keményitdt fogyasztjuk taplalékainkkal a
legnagyobb mennyiségben. A keményitdben 1évd kotéseket kisebb részben a nyal-amilaz,
nagyobb részben a hasnyalmirigybdl szarmazo pankredsz-amildz hasitja, majd az igy
keletkezett diszacharid és oligoszacharid egységeket tovabbi enzimek hidrolizaljak. Végiil
monoszacharidokként keriilnek a vékonybélben felszivodasra. A keményité emésztésében és
felszivodasaban az a-amilaz és az a-gliikkoziddz enzimeknek van fontos szerepe. A szervezet a
szénhidratot glikogén formajaban raktarozza a majban és az izomzatban. A glikogén allandéan
bomlik és szintetizalodik, ez biztositja a vércukorszint viszonylagos allandosagat. Mindezek
alapjan az a-amildz (és annak gatlasa) stratégiai fontossdginak tekinthetd a szénhidrat
anyagcsere befolyasoldsdban. A  cukorbetegség az inzulin hidnyabol vagy az
inzulinrezisztenciabdl eredé anyagcsere-rendellenesség. A Kialakult metabolikus funkcionalis
zavar tovabb rontja a zsir, és a fehérje anyagcserére gyakorolt hatast és emiatt sz6vodmények
alakulhatnak ki. Ilyen szovédmény példaul a retinopatia, a veseelégtelenség, a neuropatia, a
microangiopathia és a kardiovaszkularis betegségek (Rosak, Mertes 2009, Najafian, Ebrahim-
Habibi et al. 2010). Mig az 1. tipusu cukorbetegség kezelése inzulinpotlason alapul, addig a 2.
tipust cukorbetegség terapias lehetségei kozé tartozik az endogén inzulin szekrécio fokozasa,
az inzulin célszovetekbe vald juttatasa, valamint az oligo- és diszacharidok emésztésének a
gatlasa (Yamagishi, Nakamura et al. 2005). A 2. tipusu diabétesz kezelésében az egyik terapias

megkozelités tehat az, hogy az étkezés utani gliikkdz szint csokkenjen, amely eredményesen
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megoldhat6 a gliikkoz felszivodas gatlasan keresztiil a szénhidratot hidrolizal6 enzimek, mint
példaul az a-amilaz és a a-gliikkozidaz gatlasaval (Rosak, Mertes 2009, Mosca, Boniglia et al.
2008, Kandra L, 2003). A terapia hatasara csokken a vér glikkoz szintje és nem alakul ki az
étkezés utani hirtelen magas vércukorszint (Najafian, Ebrahim-Habibi et al. 2010, Mosca,
Boniglia et al. 2008).

Kutatasaink soran olyan novényi kivonatokat kerestiink, melyek alkalmazhatdak
lehetnek a 2-es tipusu cukorbetegség kezelésére. Eldallitottuk a kivonatokat és azok bioldgiai

hatasait in vitro és in vivo rendszerekben is vizsgaltuk.

4 Irodalmi attekintés
4.1 Emészt6 enzimek jellemzése

411 Az a-Amilaz jellemz6i

Az a-amilaz (1,4-o0-glikan-4 glukanohidrolaz; E. C.3.2.1.1) a nyalmirigyek és a
hasnyalmirigy egyik f6 szekrécios terméke (Kandra L, 2003), amely megtalalhaté a
mikroorganizmusokban, a n6vényekben és magasabb rend szervezetekben (Brayer, Luo et al.
1995). Az a-amilazok endo enzimek, melyek katalizaljak a keményité hidrolizisét rovidebb
oligoszacharidokra. A hasitas az a-(1—4) glikozidos kétések mentén torténik (Brayer, Luo et
al. 1995). Sem a keményit6é lebomlasakor keletkez6 terminalis maradékot, sem az elagazas a-
1,6-kotéseit nem hasitja (Whitcomb, Lowe 2007). A végterméket kiilonb6z6 hosszisagu
oligoszacharidok és a-dextrinek alkotjak, mint a maltéz, maltotrioz ¢és elagazo
oligoszacharidok, amelyek 6-8 gliikoz egységbdl allnak és a-1,4 és a-1,6 kotéseket is
tartalmaznak (Whitcomb, Lowe 2007). A human a-amilaz egy klasszikus kalcium tartalmt
enzim, 512 aminosavbol allo egyetlen polipeptid lanc, amelynek 57,6 kDa a molekulasulya
(Whitcomb, Lowe 2007). A kalciumion sziikséges a harmadlagos szerkezet és az optimalis
enzimatikus aktivitas kialakitasahoz (Boel, Brady et al. 1990). A pH optimuma 6,0, de megtartja
az eredeti aktivitasat, ha a pH 4,6 és 6,8 kozott van, ami egy viszonylag széles pH tartomanynak
szamit. Az aktivitas 50% folotti, ha a pH 4,7 és 9,0 kozott van. Az enzim nem stabil pH 3,5
alatt és 10,0 pH-érték felett (Dutta T, Jana M, Pahari PR, Bhattacharya T, 2006). Egyes
fémionok, mint a higany és a litium ion teljesen megsziintetik az amilaz aktivitasat, mig a réz,
a magnézium és az 6lom akar 95% aktivitascsokkenést okoznak. Ezzel szemben bizonyos
fémionok fokozzak az aktivitast, a vas, a barium, kobalt, eziist és a mangan akar 130-200%

aktivitasemelkedést is eredményezhetnek (Dutta T, Jana M, Pahari PR, Bhattacharya T, 2006,



Yamaguchi, Tokunaga et al. 2011). Jelenleg 6t a-amilaz kodolo gént azonositottak a human 1.
kromoszoma 1g2-es helyen. Harom gén koziilikk (amilaz 1A, amilaz 1B, és amilaz 1C) a nyal-
amilazt, masik két gén (amilaz 2A és amildz 2B) a hasnyalmirigy-amilazt kodolja (Groot,
Bleeker et al. 1988). A human nyal- és hasnyalmirigy-o-amilaz nagyfoka aminosavszekvencia-
hasonlosagot mutat (97%), és a katalitikus domének is megegyeznek (Brayer, Luo et al. 1995).
Az aktiv centrumban talalhat6 legaldbb egy erdsen konzervalt fehérjerégiohoz kotott kalcium-
ion kotéhely, ami stabilizalja a haromdimenzids szerkezetet, és mint allosztérikus aktivator
miikodik. A szubsztratk6téhely 5 alhelyet (-3 -2 -1 +1 +2) tartalmaz (Brayer, Sidhu et al. 2000).
Az eredmények azt mutatjak, hogy ugyanaz a zseb (”-1", "-2", és "-3”) a dontd jelentdségl
mindkét enzim katalitikus reakcidjaban (Brayer, Sidhu et al. 2000). Ez azért fontos, mert ez
alapjan a humén nyal a-amildzon hatékony gatlészerek varhatéan a keményitd hidrolizisben
nagyobb szerepet jatszd pankredsz eredetli a-amildzt is gatoljak.

A humian nyal o-amildz harom kiilonb6zd bioldgiai funkcioval rendelkezik a szajliregben.
Hidrolitikus aktivitasa révén megkezdi a keményit6 bontasat oligoszacharidokra tovabba tobb
bizonyiték utal arra, hogy kotédik a fogzomanchoz és szerepet jatszik a dentalis plakk
kialakulasaban, valamint nagy affinitassal kotodik a Streptococcusokhoz és egyéb
baktériumokhoz. A hidrolizis termékeket a baktériumok tejsavva metabolizaljak. A savtermelés
a fogzomanc feloldodasahoz és igy a fogszuvasodas kialakulasahoz vezet (Scannapieco, Torres
et al. 1993). Klinikai diagnosztikai szempontbol fontos indikator a nyal- és hasnyalmirigy
enzimek szérumszintje, mert patologias rendellenességekben differencial diagnosztikus
szerepiik van (példaul akut hasnyalmirigy gyulladds, nyalmirigy- és fiiltdmirigy-gyulladas
eseteben).

41.2 Az a-Gliikozidaz jellemz6i

Az a-gliikoziddz vagy mas néven maltaz (EC 3.2.1.20) egy szénhidrat-hidrolaz, amely
felszabaditja az a-gliikkdzt termindlisan a nem redukélo a-(1— 4) végekrdl és az a-D-gliikdz a-
(1—4) térallasu hidroxilt tartalmazé gliikkoz glikozidjait hidrolizalja. Az a-gliikozidaz lebontja
a keményitot €s a diszacharidokat gliik6zza. Az enzim a szacharozt is hidrolizalja mert ezek is

tartalmaznak a-glikozidos kotéseket.



4.2 Az inhibitorok jelentésége

Az inhibitorok kis molekulatomegii vegyiiletek, amelyek mar igen Kis mennyiségben,
csokkenthetik vagy teljesen gatoljak az enzimek aktivitasat (Sharma 2012). Az inhibitor
modosithatja az enzim aktiv centrumaban 1évé aminosavakat vagy té6bb aminosav oldallancot,
amelyek felelések az enzim Katalitikus aktivitasaért. Szervezetiinkben is létezik tobb
természetes enzim inhibitor, mint példaul az antithrombin és az antitripszin, melyek fiziologias
koriilmények kozott szabalyozzak az enzimaktivitast a szervezetben. A természetes enzim
inhibitorok, amelyek szarmazhatnak kézvetleniil novényekbdl vagy barmilyen mas természetes
forrasbol hasonl6 hatasokat fejtenek ki. Reverzibilisen vagy irreverzibilisen csokkentik, vagy
teljesen gatoljak az enzim katalitikus aktivitasat. Irreverzibilis inhibitorok altalaban kémiailag
valtoztatjak meg az enzimet, a reverzibilisek pedig nem kovalensen kotédnek és kiilonboz6
gatlasi tipusaik vannak attol fiiggden, hogy ezek az inhibitorok hogyan kétédnek az enzimhez
vagy az enzim - szubsztrat komplexhez. A legtobb hatéanyag az enzimgatlason keresztiil fejti
Ki a hatasat, mert katalitikus kolcsonhatasba 1ép a cél-enzimmel (Copeland 2013). A reverzibilis
inhibitorok két féle gatlast hoznak 1étre a kompetitiv, és a nem-kompetitiv gatlast. A kompetitiv
gatlasnal a szubsztrat és inhibitor nem kotédik az enzimhez egyidejiileg, ezért a kompetitiv
inhibitor verseng a szubsztrat aktiv helyéért. A nem kompetitiv inhibitor egyforman jol k6tédik
mind a szabad enzimhez mind a szusztrathoz és igy egy inaktiv enzim-szubsztrat-inhibitor
komplexet alkot. A 2-es tipusti cukorbetegség egyik terapias kezelése az étkezés utani
hiperglikéma csokkentése. Ezt tigy lehet elérni, hogy késleltetjiik a gliikkoz felszivodasat az
emésztérendszerben a szénhidrat hidrolizald enzimek gatlasa révén. Az o-amilaz és az a-
glikozidaz enzimek felelések az oligoszacharidok és diszacharidok monoszacharidokka valo
bontasaért és ezek felszivodasaért. Ezen enzimek gatlasaval késleltethetjiik a gliikoz felszivodas
sebességet azaltal, hogy megakadalyozzuk a szénhidratok emésztését és ennek kovetkeztében
csokkentjiikk a plazma gliikoz emelkedését. A szintetikus antidiabetikus készitmények, mint
példaul az akarbdz, fontos molekulak, melyek csokkentik az étkezés utani vércukorszintet
(Singh, Dartois et al. 2010). Az akarbdz a klinikai gyakorlatban alkalmazott terapias hatéanyag,
amely hatasosan csokkenti a vércukorszintet, azonban t6bb mellékhatasa is ismert (Shobana,
Sreerama et al. 2009). A karos mellékhatasok elkeriilése érdekében, a jelenleg hasznalt
szintetikus inhibitorok alkalmazasa mellett sziikségesé valt 0j, természetben eléforduld
inhibitorok kutatasa. Az utobbi években tobb tanulmany jelent meg a potencialis természetes

antidiabetikus termékekkel kapcsolatban. A bibliografiai adatok azt jelzik, hogy a



flavonoidokat és a fenolos vegyiileteket nagy szamban vizsgaltdk a human betegségek
kezelésében. Az ezekbdl szarmazo ismeretek tovabb bovitik a jovobeli kutatasi lehetéségeket,
hogy melyik vegyiilet csoport lehet potencialis uj célpont. Amellett, hogy flavonoidok magas
enzim gatld kapacitasat, er6s antioxidans és gyulladas gatld tulajdonsagat tobb tanulmany is
bizonyitotta, ezeknek a vegyiileteknek kiemelt jelentOsége lehet a megelézésben és a
terapiaban. A jovobeli kutatasok célja, szabvanyos protokollok kidolgozasa annak érdekében,
hogy milyen moddon lehet leghatékonyabban tesztelni a potencialis névényi inhibitorokat.
Annak ellenére, hogy nagyszamu fenolos vegyiiletet vizsgaltak in vitro koriilmények kozott,

csak kevés vegyiiletet teszteltek tovabb in vivo allat modellben.

4.2.1 Az akarboz, mint glikozid hidrolaz inhibitor

Széleskorlien ismert sz€nhidrat tipusu a-amilaz inhibitor az akarboz. Az enzim gatlok
gyogyszerek csoportjdba tartozd tgynevezett a-glikoziddz gatld amelyet a 2-es tipusu
cukorbetegség kezelésére alkalmazzak. Az akarboz tobb enzimnek is erés kompetitiv
inhibitora, igy példaul a gliikozidazoknak, illetve a gliikoamilazoknak, de az a-amilaz gatld

hatasa is fontos. Szerkezetét tekintve egy pszeudo-tetraszacharid (1. abra).

CHoOH
HO
HO o
3
Ho i 0
HO CHoOH
OH "o 0
HO CHoOH
HO
on OH

1. abra Az akarboz szerkezete

https://www.drugs.com/cdi/acarbose.html
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A hatoanyag szinte egyaltalan nem szivodik fel, hatasat elsdsorban a vékonybélben fejti ki.
Késlelteti a szénhidratok emésztését, ennek kovetkeztében lelassitja a szénhidratokbol
szarmazo glikoz felszabadulasat (Cheng, Fantus 2005). A vércukorszint napi ingadozasat
csokkenti és az atlagos vércukorszint-értékek is mérséklédnek. Onmagaban nem okoz
hipoglikémiat. A cukorbetegek diétas kezelése mellett, kiegészitd kezelésként alkalmazzak.
Jotékony hatasai mellett azonban szamos, nem kivanatos mellékhatassal is rendelkezik. A
vékony- ¢és a vastagbélben glikozidazok hatisara metabolizalodik, melynek eredményeképp
akarviozin-gliikéz és gliikoz keletkezik (Gyemant, Kandra et al. 2003). A bomlastermékek a
gasztrointesztinalis panaszokat okoznak (puffadas, hasmenés és felfuvodas) (Gyemant, Kandra
etal. 2003). Ezek a mellékhatasok gyakoriak az o-amilaz inhibitorok alkalmazasanal, a betegek
tobb mint 20%-anal fordulnak el6 (Chiasson, Josse et al. 2002). Gyakran az ilyen hatasok
vezetnek a kezelés befejezéséhez. Az a-amildz- és a-gliikozidaz inhibitorok hasznalata
ellenjavallt olyan betegeknél, akiknek irritabilis bél szindromajuk vagy sulyos vese- illetve
majkarosodasuk van, tovabba gyulladasos bélbetegségben sem alkalmazhatoak (Cheng, Fantus
2005). Az utobbi évtizedben tobb modositott akarboz szarmazékot allitottak elé enzimatikus,
illetve teljes vagy részleges kémiai atalakitasok révén (Kandra, Remenyik et al. 2005). Ennek
eredményeképpen sikertilt olyan potencidlis inhibitorokat kifejleszteni, amelyek az akarboznal
jelent6sebb gatld aktivitassal rendelkeznek és kellemetlen panaszokat nem okoznak (Qian,
Nahoum et al. 2001). Ilyenek példaul az akarbdoz enzimes transzglikozilezésével eldallitott
vegylletek az izoakarb6z (amiben egy gliikoz egység a redukald végrdl a nem redukald végre
keriilt), a G6-Aca ¢s G12-Aca (amelyek a nem redukald végen 6 illetve 12 gliilkdéz egységet
tartalmaznak) (Robyt JF 2005).

4.2.2 Természetes eredetii glikozid-hidrolaz gatlo anyagok

A gyogyndvényeket évszazadok oOta hasznaljak gyogyaszati célokra, igy a 2-es tipusu
cukorbetegség kezelésére is. Egyes novények altal termelt masodlagos metabolitok, mint
lehetséges a-amilaz-inhibitorokat mar részletesen is vizsgaltak (Helmstadter 2012, Saha,
Verma 2012). Ezek a novények altal termelt masodlagos metabolitok keletkezhetnek primer
metabolitok kiilonb6z6 modosulasain keresztiil, mint a metilacio, hidroxilezés és glikolizacio.

Ezek a vegyiiletek természetesen sokkal Osszetettebbek, mint a primer metabolitok és
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kiilonb6z6 szempontok Szerint osztalyozhatoéak pl. a kémiai szerkezetiik, Osszetételik és
oldékonysaguk szerint. Megfigyelhetd, hogy azonos névénycsaladba tart6zo egyedek hasonld
bioaktiv vegyiileteket termelnek. A ndvényi szekunder metabolitok termelését a konkrét
kornyezeti koriilmények erdsen befolyasoljak, ezért az extrakcids és tisztitasi Iépések
optimalizalasat nagyon megnehezithetik az évenként valtozo éghajlati koriilmények. Ennek
eredményeként a kereskedelmi forgalomban beszerezheté ndvényi eretetii termékekre, ezen
beliil a gyogyszeralapanyagokra, természetes aromakra, illatanyagokra gy tekintenek, mint
nagy értékii bioaktiv termékekre, mert eléallitasuk magas szintli technologiat igényel. Ezeknek
a természetes anyagoknak a téplalkozasi és egészségligyi vonatkozdsai széles korben
elfogadottak. A levelekben, gyiimdlcsokben ¢és zoldségekben megtalalhatd vegyiiletek
nevezetesen a flavonoidok, polifenolok, fenolos savak, tanninok stb. jelenléte és hatasa mar
igazolt. A fenolos savak felelések az egyes novényi eredetii élelmiszerekben a savanyu és a
keserii izért, az astringens tulajdonsagért, a gyomor nyalkahartyara gyakorolt, valamint az
antioxidans hatasért. Ezeket a vegylileteket tehetjiik felelésé az egészségilinket pozitivan
befolyasolhatd hatdsokért, vagy a 2-es tipusu cukorbetegségre gyakorolt aktiv preventiv
hatasért. Tobb novényi kivonat esetében bizonyitottak az a-amildz aktivitas csokkentd hatast,
igy ezek fontos kiindulasi alapul szolgalhatnak a 2-es tipust cukorbetegség kezelését célzo
anyagok kutatasaban. Széles a skalaja a ndvényi eredetli, amilaz-inhibitor vegyiileteknek. Féleg
alkaloidok, flavonoidok, egyéb polifenolok, galaktomannan, poliszacharidok, peptidoglikanok,
guanidin-szarmazékok, szteroidok, glikopeptidek és terpenoidok esetén bizonyitottak a
bioldgiai aktivitast (Mentreddy 2007). A novényi magvak, legfoképp a hiivelyesek és a
gabonafélék magvai gazdag forrasai a szamtalan fehérje tipust inhibitornak, amelyek az a-
amilazokon, vagy mas poliszacharidbonté enzimeken keresztiil fejtenek ki gatlé hatast. A
novények ezekkel a gatlo anyagokkal probalnak védekezni az ket fogyasztd rovarok és azok
larvai ellen. A rovar amildzok hasonl6 szerkezetliek, mint a human nyal amilaz. Kiilonb6z6
novényfajokbol izolaltak olyan fehérjeszerli a-amildz-inhibitorokat (aAl), amelyek gatoljak
mind a nyal-, mind a hasnyalmirigy-amilazt (Wang HH, Chen CL, Jeng TL, Sung JM, 2011).
A veteménybab (Phaseolus vulgaris) ilyen fehérjeszerti inhibitorokat tartalmaz (Le Berre-
Anton, Bompard-Gilles et al. 1997). A babban 1év6 a-amilaz gatlok jelenléte lehet a racionalis
oka annak, hogy a babhiively a diabétesz és az elhizas elleni teakeverékek alkotdja (Wang HH,
Chen CL, Jeng TL, Sung JM, 2011).

A fenolos vegyiileteket és a flavonoidokat széles kdrben tanulmanyoztadk, mint a-amildz
gatlokat, ¢és nagy jelentdséget tulajdonitanak az alkalmazasuknak a keményitok

emészthetdségének a szabalyozasaban (Gyemant, Kandra et al. 2003, Cheng, Fantus 2005)
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Tadera és munkatarsai (Tadera, Minami et al. 2006) tobb flavonoidot teszteltek a-amilaz
gatlasra. Az in vitro eredményekbdl az latszik, hogy a gatld hatas jol korrelal a flavonoidok B-
gylrijén 1évo hidroxilcsoportok szamaval és az ebbdl adddd szerkezeti struktirakbol
koveteztetni lehet a gatlas nagysagara. In vitro human nyal a-amilaz gatlasat és a flavonoidok
szerkezeti kiilonbségeit vizsgaltak 19 flavonoid esetében (Lo Piparo, Scheib et al. 2008) és
kimutattak, hogy a flavonoidok enzimgatl6 hatasa fligg a polifenolok hidroxil-csoportjai és a
ligandumok hidrogén kotései kozotti aktiv katalitikus helyek szamatol. Xiao és munkatarsai
(Xiao, Ni et al. 2013) vizsgaltak a flavonoidok szerkezete és a polifenolok o-amilaz gatlasa
kozotti Osszefliggéseket. Arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a hidroxilezés javitotta az a-
amilaz gatlasat. Mas fenolos osztalyba tartdzo vegyiiletek, mint példaul hidroxi-fahéjsavak és
tanninok kevésbé hatékonyak az a-amilaz €s a-glilkozidaz gatld hatasban, mint a flavonoidok
(Sales, Souza et al. 2012). A fenolos vegyiiletek koziil elsdsorban a flavonoidok nyujthatnak
védOhatdst a hiperglikémia talajan kialakult kronikus betegségek elleni védelemben a
keményitd emésztés gatlasa révén. A kutatasi adatok azt mutattdk, hogy a kiilonb6z6 fenolos
vegyiiletek hatékony inhibitorai szamos enzimnek. Az enzimek gatlasaval tobb patofizioldgias
folyamathoz kapcsolodd betegséget lehet széles korben kezelni, mint példaul a magas
vérnyomast, a 2-es tipusu diabéteszt, az elhizast és az Alzheimer-kort. A fenolos vegyiileteket
ezért tobbfunkcids vegyiiletként tartjadk szamon, amelyeknek széles a biologiai spektruma és
hatékonyan tamogatjdk az emberi egészséget. Ezek a vegyiiletek kiilonbozé hatas
mechanizmusok utjan fejtik ki hatasukat és ezért hatalmas potencial rejlik benntik, mert szdmos
betegség megeldzésben ¢€s kezelésében alkalmazhatdak.

A polifenolos vegyiiletek jellemzden jo a-amilaz gatlok. Ezek a vegyiiletek széles
korben elterjedtek, jelen vannak a névényekben €s a gylimolcsokben is, a normal étrend részét
képezik. Jotékony hatasukat kiilonféle metabolikus betegségeknél, példaul a cukorbetegségnél,
elhizasnal, sziv-és érrendszeri betegségeknél, érelmeszesedésnél egyarant kimutattak (Nijveldt,
van Nood et al. 2001, Tadera, Minami et al. 2006), Bizonyos ndvényi eredetii polifenolok, mint
a kvercetin, illetve a katechinszarmazékok hatékony inhibitorai az o-amilaznak. Egyes
ndvényekben tovabbi vizsgalatok sordn hatasosnak talaltdk az amilaz gatlasra mikromolaris
tartomanyban a kalkont (1,3-difenil-2-propén-1-on), mely egy flavonoid prekurzor (Ferrer,
Austin et al. 2008, Verhoeyen, Bovy et al. 2002). A kalkonnal kezelt patkanyokon
testsulycsokkenés volt megfigyelheté cukorbeteg és nem cukorbeteg egyedekben is. Ez a hatas
az a-amilaz gatld tulajdonsagbol kovetkezik (Najafian, Ebrahim-Habibi et al. 2010). Egyes
szarmazékai hipoglikémias hatést fejtenek ki, novelik a zsirszovet gliikkoz felvételét, illetve

elésegitik a glikogén szintézisét (Anderson, Broadhurst et al. 2004).
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A novényi cserzéanyagok széles korben elterjedtek, gyakran jelen vannak az éretlen
gylimdlcsokben, majd az érés sordn eltlinnek. Viszonylag nagy molekulatomegii anyagok. Két
6 csoportba lehet 6ket sorolni: a hidrolizalhato, illetve a kondenzalt tanninok csoportjaiba. A
hidrolizalhat6 tanninoknal egy cukor molekuldhoz kapcsolodnak a galluszsav egységek, mig a
kondenzalt tanninok Osszetett polimerek, ahol az épitdelemek altaldban katechin tipustiak
(Kandra, Gyemant et al. 2004). A cserzéanyagokban gazdag vorosborrdl mar kimutattak, hogy
csokkenti a szérum gliikdz szintjét, keményitében gazdag étkezés utan, nem-inzulinfiiggd
diabétesz mellitusban (Gin, Rigalleau et al. 1999). Ez a hatas feltehetéleg részben azért van,
mert a tanninok gatoljak az a-amilaz aktivitasat. Mivel a szintetikus a-amilaz inhibitoroknak
kellemetlen mellékhatasai lehetnek (Alagesan K, Raghupathi PK, Sankarnarayanan S, 2012), a
novényi eredetll gatloszerek kutatdsa igen perspektivikus, kiilondsen akkor, ha olyan névény a
kiindulasi nyersanyag, amelynek artalmatlansdga mar bizonyitott. A gyiimolcsok és zoldségek
természetes forrasai a polifenolos vegyiileteknek, amelyek egy része gatolja az a-amilazt.
Ennek szerepe lehet abban, hogy a zdldségben és gyiimolcsben dus étrend bizonyitottan
csokkenti a cukorbetegség és elhizas veszélyét. A gyogynovények kutatasa nagyban
hozzajarulhat ahhoz, hogy az amilaz gatlasan keresztiil hat6 természetes vegytiletekre leljiink a

vércukorszint csokkentése érdekében.

4.3  Allatkisérleti modellek

Az éllatmodellek alkalmasak arra, hogy a bizonyos antidiabetikus vegyiileteket
teszteljenek és a vizsgalati anyagok eredményeit felhasznalva tovabbi fejlesztések alapjait
képezzék. Ezekben az allatokban létrehozhatdbak a human betegséggel egyenértékii
metabolikus, €s morfoldgiai valtozasok, a mogotte kialakuld szovédményekkel egyiitt. A
kémiai indukci6 a leggyakrabban hasznalt eljards a cukorbetegség kivaltasara a kisérleti
allatokban. Ezekben a kisérleti allatokban a diabétesz kivaltasa utan el lehet kezdeni a megfeleld
terapias hatdanyaggal torténd kezelést. Az allatmodellek tovabbi célja, hogy kideritsiik az
esetleges toxicitasi problémakat és megismerjiilk a gyogyszer-metabolizmus utvonalait,
amelyek tovabb segitenek abban, hogy jobb és hatdsosabb terdpias mddszerek kidolgozasat
tegyék lehetdvé. A diabétesz oka a hasnyalmirigy Langerhans B-sejtjei altal termelt inzulin
csokkent termeldédése vagy hianya, ami funkciondlisan hiperglikémidt okoz. Normalis
allapotban van egy folyamatos korforgas a (-sejtek ardnyaban, ami a sejtek oregedésével, és

pusztulasaval, vagyis az apoptozissal egylitt jar. A B-sejtek replikacidjaval €s a szigetsejt-neo-
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genezisével folyamatosan cserélédnek (Dhuria, Singh et al. 2015). A diabéteszes allapotban
azonban ez nem eléggé kompenzalja az inzulin sziikségletet ¢s ezért az inzulin hidny miatt
kialakul a hiperglikémia. A 2-es tipust diabéteszt az abnormalis gliikkoz homeosztazis jellemzi,
ami hiperglikémiat eredményez. A cukorbetegségnek a kialakulasaban a genetikai és kornyezeti
tényezok is fontos szerepet jatszanak. A diabétesznek egyes etnikai csoportokban magas az
el6fordulasi aranya. Kiilondsen magas az eléfordulési ardny az Arizonaban ¢é16 Pima indianok,
¢és a csendes-Oceani szigetek Nauru torzs bennsziilottjei kozott (Wild, Roglic et al. 2004).
Tovabba ismert tény, hogy 2-es tipusu diabétesz jellemzd lehet a spanyol és afroamerikai
populacidkban, és kevésbé jellemzd a kaukazusi népcsoportokban. A monozigdta csaladi
halmozo6das, valamint a csaladi 6rokletes mintazatok arra utalnak, hogy a genetikai dsszetevok
fontos koroki szerepet jatszanak a betegség kialakulasaban. Bar szamos gén felelds az inzulin
rezisztencia kialakuldsaért és tobb nem specifikus génhiba kifejezddésért, annak ellenére még
mindig az inzulinszekréciobol és egyéb labor eredményekbdl kovetkeztetnek a diabéteszes
allapotra. Szamottevo bizonyiték arra utal, hogy a kornyezeti és egyeb tényezok, mint példaul
a taplalkozas, a stressz, a fizikai aktivitas, az elhizas és az 6regedés is fontos szerepet jatszanak
a betegség kialakulasaban (Jun, Bae et al. 1999). Szamos allat modell az emberi 2-es tipust
diabéteszt tiikrdzi, ahol az elhizott allapotot vizsgaljak, mivel az elhizas szorosan sszefiiggésbe
hozhato a 2-tipusu diabétesz kifejlodésével (Rosenbloom, House et al. 1998). A kémiailag
indukalt diabétesz nem csak egy egyszerli és viszonylag olcs6é modell a diabétesz
patogenezisének tanulmanyozasara ragcsalokban, de hasznédlni lehet magasabb rendii
allatokban is (Dufrane, van Steenberghe et al. 2006). Az endogén B-sejtek megsemmisitése,
vagy jelentds csokkentése, csokkent inzulin termelést, megndvekedett vércukorszintet, €s
jelentds sulyvesztést fog eredményezni a kisérleti allatokban. A leggyakrabban hasznalt
diabetogén szerek ragcsalokban, a streptozotocin (STZ) és az alloxan (ALX). Ezeket a
vegylileteket a kémiailag kivaltott diabétesz tanulmanyozasara hasznaljak. Ezeknek a
szereknek a cukorbetegséget kivaltd dozisa nagyban fiigg az allat fajatol és a beadas modjatol
(Federiuk, Casey et al. 2004). A kémiailag indukalt modellek nagyon elénydsek az 1j
antidiabetikus gyogyszerek vagy az 1 inzulin készitmények tesztelésére (Jansson, Eizirik et al.
1995, Sheshala, Peh et al. 2009, Graham, Janecek et al. 2011). Az STZ kémiai neve, (2-dezoxi-
2-({[metil  (nitrozo)-amino]-karbonil}-amino)-p-D-gliikkopiran6z) egy a természetben
eléforduld diabetogén vegyiilet, amelyet a Streptomyces achromogenes fermentacidja soran
izolaltak (Bono 1976). Nagyon jol oldodik vizben és a rovid szénlanct alkoholokban (Vivek
2010). Funkcionalisan egy DNS-szintézis-inhibitor, és erds antitumor hatassal is rendelkezik,

amely hatas megfigyelhetd bakterialis és emlds sejteken egyarant (Eileen Dolan 1997).
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Felfedezése utan kemoterapias kezelésre hasznaltak a hasnyalmirigy szigetsejt daganatoknal
(Lenzen 2008). Az STZ egy nagyon erds fehérje alkilezé (Wang, Gleichmann 1998) és
nitrogén-oxid donor, e ketté tulajdonsaga egyiittesen okozza a citotoxikus hatast (Imaeda,
Kaneko et al. 2002). Egy gliikkoz molekulat tartalmaz (dezoxi formaban), amely Ossze van
kapcsolva egy nagyon reaktiv metil-nitro-karbamid molekularésszel. Err6l a molekularészrél
feltételezik, hogy felelés a STZ citotoxikus hatisaért. A sejtmembran glikéz GLUT2
transzporterén keresztiil felveszi a sejt az STZ-t €s a sejten beliili DNS-alkilezésén keresztiil
sejthalalt okoz (Szkudelski 2001a). A béta-sejt specifikussaga foként a szelektiv cellularis
felvétel és felhalmozodas miatt alakul ki. Mivel az STZ mérgezé hatasa nem specifikus
kizarolag a B-sejtekre, mas szovetekben, is sejthalalt valt ki (Lenzen 2008). A GLUT?2 receptor
kisebb mértékben, mas szervekben is kimutathatd, mint pl. a majban és a vesében, ezért ezekben
a szervekben is er6sen toxikus hatas figyelheté meg (Bouwens, Rooman 2005). A STZ egy
biologiailag rovid felezési idejli hatdanyag és kb. 5-15 perc alatt kiiiriil a szervezetbol (Lee,
Yang et al. 2010). A majban gyorsan metabolizalodik, és a vesén keresztiil valasztodik ki
(Karunanayake, Hearse et al. 1976). Az elébb felsorolt stilyos mellékhatasok miatt erésen
onkogén hatastinak mondhato (Kazumi, Yoshino et al. 1978). Mar egyszeri nagy d6zist STZ is
képes diabéteszt kivaltani ragcsalokban, valodsziniileg a kozvetlen toxikus hatast
eredményeként. Megfigyelték, hogy nem minden allatra van egyforméan hatasa: példaul
nyulakban az STZ hatastalan (Rerup 1970). Ugyanakkor egerekben és patkanyokban a
tObbszori kis dozisi STZ-vel diabéteszes tiineteket indukaltak (Like, Rossini 1976, Lukic,
Stosic-Grujicic et al. 1998). A ragcsaloknal jelent6s nemi kiilonbségeket figyeltek meg az STZ
érzékenységét illetéen. A vizsgalatok megallapitottdk, hogy az STZ-kezelés a him egerekben
¢és patkanyokban nagyobb érzékenységet mutatott, mint a néstény egyedekben (Nakamura,
Nagafuchi et al. 1984, Szkudelski 2001a). A kisérletek igazoltak, hogy him és ndstény
C57BL/KsJ egerekben minden alkalommal szignifikans kiilonbséget mutatott a vér atlagos
gliikoz koncentracidja (Leiter 1982). Az STZ injekcio kezelés utan a gliikoz koncentracidja
magasabb volt a himeknél a ndstényekhez képest. Ezt a csokkent érzékenységet a ndstényeknél
az O0sztradiolnak tulajdonitottdk, amely képes megvédeni a hasnyalmirigy f—sejtjeit az oxidativ
stressz altal indukalt apoptozistol (Le May, Chu et al. 2006). Az STZ-indukalt cukorbetegség
kivaltasara tobb modszer és adagolasi ajanlas 1étezik az irodalomban (Deeds, Anderson et al.
2011, Graham, Janecek et al. 2011). A diabétesz tipusatol fiiggben a konkrét kisérleti
protokollok nagy kiilonbségeket mutatnak (Szkudelski 2001b, Tesch, Allen 2007, Lu, Juang et
al. 1998). A dozis nagyban valtozik a fajok és a nemek kozott is. A korabbi kisérletekben azt
javasoltak, hogy a hiperglikémiat tobb alacsony dozisu STZ kezeléssel hozzak 1étre, amely T-

16



limfocita-fiiggdé autoimmun folyamatot provokal (Rossini, Like et al. 1977, Weide, Lacy 1991).
Egy masik javaslat szerint egyetlen mérsékelt dozisu STZ injekcidoval (100 mg/kg) is
eredményesen indukalhato diabétesz him ICR egerekben. (Deeds, Anderson et al. 2011, Ito,
Kondo et al. 2001)

5 A Kkisérletekben szereplé novények bemutatasa

5.1 Szeder (Rubus fruticosus)

A szeder a rozsafélék (Rosaceae) csaladjaba tartozik erddszélek, arokpartok, ligetek,
legelok gyakori, tiiskés, éveld cserjéje. A gylimolcsokon kiviil @ névény tobb részét, mint
példaul a leveleket is felhasznaljak gyogyaszati célra (Tobyn, Denham et al. 2011). A
hagyomanyos ¢s a tradicionalis gyogyaszatban alkalmazzak, mint egy antimikrobialis tovabba
gorcsoldo, hasmenés elleni szert. Magas antioxidans kapacitassal rendelkezik, feltehetden a
galluszsav, a tanninok és a flavonoidok miatt. EQy tanulmanyban Gsszefiiggést talaltak az
antimikrobidlis aktivitas és az antioxidans kapacitas kozott, igy igazolva a feltételezett hatasat
(Martini, D'Addario et al. 2009). A szedret régota hasznaljak Eurdpaban a cukorbetegség
kezelésére. A levelek kivonata vércukor szint csokkentdé hatast mutatott diabéteszes
patkanyokban (Bailey, Day 1989). A tanulmanyt az eurdpai szeder fajokon végezték abbodl a
célbol, hogy a ndvényt, mint gyogyndvényt milyen indikaciokban alkalmazhatjak, tovabba tobb
aktiv hatéanyagot is azonositottak benne (Verma, Gangrade et al. 2014). A szeder levél
alkoholos kivonatanak frakcioit aktivnak talaltdk a nem inzulinfiiggd diabétesz kezelésére €s
megeldzésére (Xu, Zhang et al. 2006). Az eredmények vércukorszint csokkentd hatast igazoltak
normdl és STZ indukalt diabéteszes patkanyokban. Ezen tilmenden, az akut toxicitdsi
vizsgalatok eredményei igazoltdk, hogy a vizes kivonat biztonsagosnak tekintheté mivel az
LDso értéke meghaladta a 8,1 g/kg-ot. Ezek az eredmények azt jelzik, hogy a szeder levél
kivonatanak aktiv komponensei hatékony vércukor szint csokkenté tulajdonsaggal
rendelkeznek, és potencialis forrasai lehetnek egy uj oralisan alkalmazhaté készitménynek
(Jouad, Maghrani et al. 2002a). Egy tanulmanyban kiilonféle szeder levél kivonatokat
vizsgaltak normoglikémids, gliikdz indukalt hiperglikémias és alloxan indukalt diabéteszes
nyulak esetében. Az alloxan indukalt-diabéteszes nyulak napi dézisa 5 g/kg extraktum volt,

ahol e dozis 15%-o0s vércukorszint csokkenést okozott. Amikor ezt a kezelést leallitottak, a vér
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gliikoz szintje emelkedni kezdett és Gjra elérte a kezdeti patologias értékeket (Alonso, Cadavid
et al. 1980, Swanston-Flatt, Day et al. 1990).

5.2 Fekete afonya (Vaccinium myrillus)

Az é4fonya szdmos felhaszndldsa ismeretes a népi gyogyaszatban. A levelek fozetét
hasznaljak vizelethajtd ¢s fertdtlenitoként a hugyuti fertézéseknél, tovabba széles kortien
hasznaljak a cukorbetegség kezelésében is (Wang, Lin 2000a). Az afonya levelek {6 bioaktiv
vegyiiletei a hidroxi-fahéjsav szarmazékok, kiilonosen a kloragénsav ¢és a kavésav (Verma,
Gangrade et al. 2014). A hidroxi-fahéjsavak koncentracidja magasabb a levelekben, mint a
gylimolcsokben. A levelek legjelentdsebb és leggyakoribb flavonoid tartalma a kempferol és a
kvercetin-glikozidok. Ezen tilmenden, szamos mas bioaktiv vegyiiletet lehet megkiilonboztetni
a levelekben, mint példaul a flavan-3-olokat, proantocianidineket és egyéb kumarinokat (leri,
Martini et al. 2013). A levelek hidroxi-fahéjsav tartalma jelentésen csokken a nyar folyaman,
mig a flavonoidok mennyisége gyorsan novekszik és julius kdzepén éri el a maximumot. Ez
azért fontos, hogy a kiilonboz6 idépontokban szedett levelek kiilonbozé fenolsav tartalma
jelentdsen eltérhet (Martz, Jaakola et al. 2010), igy azt javasoljak, hogy a leveleket augusztus
kozepéig kell gylijteni, mert akkor a legmagasabb a proantocianidok mennyisége. A névényt
kiilonb6z6 célokra lehet hasznalni novényi gyogyszerek és étrend-kiegészitok alapanyagaul is
szolgalhat. Mivel hasonl6 fenolos vegyiileteket tartalmaz, mint a teacserje levele, (Camellia
sinensis) ezért a felhasznalas soran helyettesithet6 vele (Riihinen, Jaakola et al. 2008). Annak
ellenére, hogy rendszeresen és nagy mennyiségben hasznaljak az afonya leveleket, a diabétesz
terapiaban eddig csak ritkan vizsgaltdk €és az eredmények is meglehetdsen ellentmondasosak

voltak (Helmstadter, Schuster 2010).
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5.3  Erdei szaméca (Fragaria vesca)

Az erdei szamodca egy lagyszaru éveld ndvény, amely a Rosaceae csaladba tartozik. Habar
els6dlegesen a gylimolcséért termesztik, de a leveleit és a gyokerét is hasznaljak a népi
gyogyaszatban. A levelei jelentds mennyiségli bioaktiv vegyiiletet tartalmaznak (Camejo-
Rodrigues, Ascensao et al. 2003, Neves, Matos et al. 2009). A korabbi vizsgalatok igazoltak,
hogy az erdei szamoca kivonata nagymennyiségii polifenolos vegytiletet tartalmaz, amelyek
koziil legfontosabbak a tanninok, proantocianidinek, flavonoidok, ellagtanninok, fenolos savak
¢és ezek szarmazékai (Najda, Dyduch-Sieminska et al. 2014, Del Bubba, Checchini et al. 2012).
Az elsédleges fenolos vegyiiletek az erdei szamocéban a kavésav, ellagsav €s a tanninok. Az
ellagsav és a kavésav védo hatasat mar korabban vizsgaltak diabéteszes egerekben. Az egerek
2,5% vagy 5% kavésav, ellagsav diétat kaptak 12 héten keresztiil. Az eredmények azt mutattak,
hogy az alkalmazott kavésav és ellagsav mérsékelte a megnovekedett vesefunkcio értékeket,
csokkentette a plazma gliik6z és Hemoglobin Alc (HbALc) szintjét, és novelte a plazma inzulin
szintjét. Mas forrasok szerint hasznos lehet a megel6zésben vagy a kiegészité kezelésben a
diabétesz okozta vesebetegségekben (Chao, Mong et al. 2010). A gyogyaszati felhasznalsra a
viragzas idészakaban kell a levelet (folium Fragaria) gytjteni. Mint a tobbi Rosaceae csaladba
tartozo novénynél a tanninok a legfontosabb alkotok. A népi gyodgyaszatban a leveleket
hasmenés, koszvény kezelésére és a reuma enyhitésére hasznéaljadk. A foldieper levelek

alkalmazhatok még gargarizalo folyadékok és szajhigiénids készitmények alkotorészeként is.

5.4 Fahéjfa (Cinnamomum verum)

A gyogyaszatban felhasznalt fahéj két, a Lauraceae csaladba tartozo faj, a Cinnamomum
zeylanicum Nees (syn. C. verum J. S. Presl. ceyloni fahéjfa) és a C. cassia Blume (syn. C.
aromaticum Nees, kasszia fahéjfa) drogja. A C. zeylanicum Indidban és Ceylon szigetén
6shonos, kozepes méretli 6rokzold fa. A gyogyaszatban hasznélatos, ceyloni fahéjfa kéreg
(Cinnamomi cortex Ph. Hg. VIII.) a fa 4gairdl lefejtett kéreg. A drog jellemzden fliszeres illatq,
édeskés, csipds izll. A ceyloni fahéj mellett a kasszia (kinai) fahéj is forgalomban van. A ceyloni
fahéj szine vildgosabb, mint a kinai fahéjé. A Dél-Kindban honos, gyakran 10 méter magassagot
is elér6 Cinnamomum cassia kérgébdl nyert olaj (Cinnamomi cassiae aetheroleum, magyar

nevén kasszia fahéj olaj) a VIII. Magyar Gyogyszerkonyv hivatalos drogja. A fahéjfa kérge 1-
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4% illoolajat tartalmaz, amelynek 75-95%-a (C. zeylanicum), illetve 64-76%-a (C. cassia) fahé;
aldehid, a tobbi komponens kis mennyiségben transz-fahéjsav, benzaldehid, eugenol (5-10% C.
zeylanicum, csak nyomokban a C. cassidban), kumarin (0,45% C. cassia), O-metoxi-
fahéjaldehid (C. zeylanicum). A fahéjat elsésorban emésztési zavarokban enyhe
emésztorendszeri gorcsok, teltségérzet, felfuvodas és étvagytalansadg esetén hasznaljak a
tradiciondlis gyogyaszatban. A ceyloni fahéjfa kéreg olajanak antibakterialis és gombaellenes
hatasat in vitro kisérletekkel igazoltak. A ceyloni fahéjfa kéreg olajanak simaizom gorcsoldo
aktivitasat, allatkisérletekkel bizonyitottak. Ujabb allatkisérletes eredmények szerint a fahéjfa
kéreg kivonata csokkenti a vércukorszintet, ebben szerepe lehet a drog amilaz gatld hatasanak
(Ph. Hg. VIII: European Pharmacopoeia; Magyar Gyogyszerkonyv. , Kim, Hyun et al. 2006).
A fahéj vércukorszint-csokkentd hatasat az elmult években egészséges egyéneken, 1-es és 2-es

tipust cukorbetegségben is vizsgaltak (Beejmohun, Peytavy-lzard et al. 2014).

55 Szegfiiszegfa (Syzygium aromaticum)

A Syzygium aromaticum (L.) Merill et L. M. Perry (syn. Eugenia caryophyllus (C.
Spreng.) Bull. et Harr.) 12-15 méter magas, 6rokzold, a Myrtaceae csaladba tartozo novény. A
szegfiiszeget (Caryophylli flos Ph. Hg. VIIL.) a bimbok szolgaltatjak, amelyek jellegzetes barna
sziniiket a szaritds sordn nyerik el. A szegfliszegbdl vizgdz-desztillacioval eldallitott illoolaj
(Caryophylli floris aetheroleum Ph. Hg. VIIL.) tiszta, sarga folyadék.

Az illoolaj f6 komponense az eugenol (75-88%), emellett eugenil-acetatot (4-15%), valamint
a- ¢és P-kariofillént (5-14%) is tartalmaz. A szegfiiszeget mindig is gyogyhatasu fliiszerként
tartottak szdmon. Tradiciondlis alkalmazésai kozott belséleges (diszpepszia, 1az) és kiils6leges
(foginyvérzés ecsetelése) javallatok is talalhatdak. A szegfiiszeg kivonata in vitro
bakteriosztatikus hatastinak bizonyult szamos torzs ellen, valamint gombaellenes hatasat is
kimutattak. A drog in vitro és allatkisérletes modelleken is mutatott gyulladascsokkentd hatast
(d'Avila Farias, Oliveira et al. 2014). Ill6olaja gorcsoldonak bizonyult. Vizsgalattal igazoltak a
szegfiiszegolaj fajdalomcsillapité hatasat fejfajas, illetve mozgasszervi fajdalom esetén.

Kivonatanak a-amilaz- és a-gliikozidaz gatlo hatasat is kimutattak (Adefegha, Oboh 2012).
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5.6  Babér (Laurus nobilis)

A nemes babér (Laurus nobilis) a Foldkozi-tenger térségében honos 06rokzold fa,
amelynek levelét és termését fliszerként hasznositjak ezen kivill kiilséleg iziileti panaszok elleni
felhasznalasat érdemes megemliteni. A babérlevél bizonyitottan csdkkenti a vércukorszintet
(Khan, Zaman et al. 2009) ugyanakkor a vércukorszint csokkenté hatasmodja és hatdéanyaga
nem teljesen tisztazott. A hatasban ugyanakkor feltehetdleg jelentds szerepet jatszik a novény

illéolajanak a-gliikozidaz gatlo hatasa (Sahin Basak, Candan 2013).

5.7 Amerikai tozeg afonya (Vaccinium macrocarpon )

Alacsony termetli cserje, 15-30 centiméter felemelkedd, elagazo szarakkal. A levelek
télen is zoldek, szort allastiak, 2-3 centiméter hosszuak, tojasdad alakuak, kissé bor nemiiek,
merevek, éliikk visszahajtott és ritkdsan csipkézett. A levelek fondkjan barnds pontok lathatok,
erezetiik szdrnyas. A viragok a szarak csucsan tomoriilnek, fehérek vagy voroses rozsaszintiek,
alakjuk csengettyiire emlékeztet. Majustol jiniusig viragzik. A termés gombolyli, vords bogyo,
atmérdje 0,4-0,5 centiméter ize savanykas, kesernyés. Kiilonbozd sziv- és érrendszeri
megbetegedések, a cukorbetegség, a makula degeneracio és a sziirke halyog kialakuldsanak
megeldzésére hasznaljak. A 2-es tipusi cukorbetegséggel, metabolikus szindroméval vagy
inzulinrezisztenciaval diagnosztizalt betegek szdmara ajanljak a vércukorszint csokkentésére

(Mathison, Kimble et al. 2014, Sun, Liu et al. 2016).

5.8 Tea (Camellia sinensis)

A teacserje, latin nevén Camellia sinensis L. (syn. Thea sinensis L.) levelét a
gyogyaszatban és az élelmiszeriparban is elterjedten hasznaljak. Dél-Kinaban és Indiaban
Oshonos. Két valtozatat termesztik: a var. sinensis-nek landzsa alaku, 8-10 centiméter hosszu
levelei vannak, a var. assamica-nak nagyobbak és hosszant hegyeseddek a levelei. A teacserje
levele legnagyobb mennyiségben fekete- vagy zold teaként keriil forgalomba. A kiindulési
nyersanyag tehat ugyanaz, a megjelenés-, iz- és zamatbeli kiilonbség az eltérd feldolgozasi

moddnak tulajdonithatd. A zdld tea eldallitdsa sordn a friss tealeveleket megporkolik, ami
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hatastalanitja a benniik talalhaté enzimeket, ezért ledll a tea tartalomanyagainak enzimatikus
atalakulasa, lebomlasa. A fekete tea eléallitasanal ugyanugy friss tealevelekbdl indulnak ki, de
porkolés helyett fermentaljak a ndvényi nyersanyagot, amelynek eredményeként valtozik az
aroma ¢és a szin. A zold és fekete tea kozott tehat nemcsak iz, hanem cserzéanyag-tartalom
szempontjabol is kiilonbség van. A zold tealevél jelentés mennyiségli 25-30% cserzOanyagot is
tartalmaz, a fekete tea ezzel szemben csak mintegy 5%-ot. A teat a tradicionalis keleti
gyogyaszatban gyogynovényként szamos betegség kezelésére is alkalmaztak. Tradicionalis
felhasznalasi céljai kozé tartozott az €élénkités és a hasmenés csillapitasa is. A tea €s a benne
talalhaté koffein stimulans, vizelethajtdo hatdsiat szdmos human vizsgalatban igazoltdk. A
rendszeres, nagy mennyiségi (5-10 csésze naponta) zold tea fogyasztas bizonyos emésztszervi
daganatok megeldzésében betoltott szerepét epidemioldgiai vizsgalatok is alatamasztottak. A
teakivonat hasmenés gatld és daganatellenes hatasat allatkisérletes modellben és human
vizsgalatokban is igazoltdk. A hatasban nagy szerepe van a legnagyobb mennyiségben jelen
1év6 cserzOanyag tipust vegyiiletnek, az epigallokatechin-3-gallatnak. Ugyanez a vegylilet az

a-amilazt és az a-gliikozidazt is erésen gatolja (Gao, Xu et al. 2013).
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6  Célkitiizés

Napjainkban a 2-es tipusti cukorbetegség az egyik leggyakrabban el6forduld civilizacios
betegség, melynek eredményes kezelésére kivald lehetdséget nyujthat a természetes, névényi
kivonatok alkalmazasa. Ezen lehet6ség gyakorlati megvaldsitasat eldsegitendd doktori

munkam céljai a kovetkezok voltak:

1. Kiilonbozo, bioaktiv komponenseket tartalmazé gydgynovény-kivonatok készitése és in
vitro antidiabetikus hatasaik tanulmanyozasara

2. Uj HPLC alapti mérési médszer kidolgozéasa az o-amilaz aktivitas in vitro méréséhez.

3. A kivalasztott ndvényi kivonatok sejtekre gyakorolt hatdsanak vizsgalata sejtvonalakon.

4. A novényi kivonatok lehetséges hatdanyagainak feltérképezése tomegspektrometrias
vizsgalatokkal.

5. Azextraktumok in vivo tesztelése STZ indukalt és HFHS diétan kezelt egérmodellekben.
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7  Anyagok és modszerek
7.1 A vizsgalt névények

Az 1.tablazatban szerepld novényekre az amilaz-gatlas vizsgalatat végeztiik el, a tovabbi
vizsgalatokhoz pedig az erdei szamoca, afonya és szeder novényekbdl egyenld aranyu

keveréket készitettiink, amelyekkel az in vivo vizsgalatokat végeztiik el.

1. tablazat A vizsgalt novények listaja

Novények

Forras
Név Latin név Novényi rész
babérlevél Laurus nobilis levél Fitodry Kft
ceyloni fahéj Cinnamomum zeylanicum | kéreg Fitodry Kft
szegfliszeg Syzygium aromaticum bimbd Herbaria Zrt.
amerikai t6zegafonya Vaccinium macrocarpon | gylimolcs Fitodry Kft
z0ld tea Camellia sinensis levél Gyogyfi Kft
szeder Rubus fruticosus levél Fitodry Kft
erdei szamdca Fragaria vesca levél Gyogyfi Kft
afonya Vaccinium myrtillus levél Fitodry Kft

7.2 Minta elokészitési 1épések

7.2.1 A nyers extraktumok készitése

A novényeket a Fitodry Kt.-t6l (Tiszafoldvar, Magyarorszag), a Gyogyfu Kt.-t6l (Soskut,
Magyarorszag) és a Herbaria Zrt.-t61 (Budapest, Magyarorszag) vasaroltuk meg. El6szor a
szaraz ndovényeket mechanikusan megdaraltuk (Kenwood AT320A EU) majd a pontosan 3,0
gramm mennyiséget 300 ml vizben 20 percig forraltuk, majd szobahdmérsékletre hiitottiik. Az
igy elkészitett teat sziirdpapiron lesziirtiikk. Ezutan a sziirletet lefagyasztottuk -30 °C-ra majd 36
oraig liofilizaltuk (Christ Alpha 1-4, Martin Christ GmbH. Osterode am Harz, Németorszag).
Az erdei szamodca, afonya és szeder novények liofilizalt szilard mintaibol egyenld sulyarany

keveréket képeztiink, amit az in vivo kisérleteknél hasznalunk.
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7.2.2 Tannin mentesités

Az erdei szamoca, afonya, szeder novénybol késziilt keverékb6l a tannin tartalmat és
gatlohatasat szeretnénk igazolni ezért a novényi keverék mintdbol kivontuk a tannint. A
tanninmentesitést marha albuminnal végeztiik a kdvetkezdk szerint: 1,0 mg/ml marha szérum
albumint 20 mM-os natrium-acetat pufferbe oldottunk és a 10,0 mg/ml novényi-vizes
kivonatbol készitett oldatot 1:1 aranyban kevertik 30 percig, ezutan 10.000 rpm-el
centrifugaltuk, és a feliiluszobol elvégeztiik a gatlasi vizsgalatot az 7.3 fejezetben leirtak szerint

(McArt, Spalinger et al. 2006).

7.3 A novényi extraktumok hatasa a glikozidhidrolaz enzimekre
7.3.1 Az amilaz-aktivitas mérése

7.3.1.1 CNP-G7 szubsztrat szintézise és tisztitasa

A CNP-G7 szubsztratot kémiai szintézissel allitottuk eld. A szintézis sordn az
oligoszacharid peracetilezett szarmazéka keletkezik, amelybdl a Zemplén-féle dezacetilezéssel
allitottuk eld a szabad oligoszacharidot. A tovabbi tisztitdsi miiveleteknél 1,0 g CNP-G7-t
feloldottuk 30 ml metil-alkoholban (MeOH, VWR, Magyarorszag) majd 300 ul 30% natrium-
metilatot (Merck, Magyarorszag) adtunk az oldathoz. A reakcidelegyet 0 °C-on 50 percig
kevertettiik majd az oldoszert csokkentett nyomdason beparoltuk és a maradékot vizben
visszaoldottuk és Amberlite-H* gyanta (Sigma, Magyarorszag) hozzdadasaval pH 6-ra
savanyitottuk. A gyantat szlréssel tavolitottuk el és a szlrletet liofilizalassal szaritottuk. A
terméket desztillalt vizben feloldottuk €s szemipreparativ HPLC segitségével valasztottuk el a
szabad klor-nitrofeniltdl, amely a kész szubsztrat spontan degradécidja soran keletkezik. Ehhez
szemipreparativ. HPLC berendezést (Younglin 6400, Korea) hasznaltunk, ami kézi
mintaadagoloval UV/VIS detektorral és gaztalanitoval volt felszerelve. Allofazisként
Supelcosil™ LC-18 (200 mm x 10 mm, 5 um, Bellefonte, USA) oszlopot alkalmaztunk. A
mozgo fazis MeCN : viz (10:90) aranyu keveréke volt, aramlasi sebessége 5,0 ml/min. A
detektalast 302 nm (termék) illetve 400 nm (p-nitrofenol) hullamhosszon végeztiikk, az
injektalasi térfogat 500 ul volt. A szemipreparativ HPLC eljarassal tisztitott terméket ezutan -

50 C°-ra fagyasztottuk és Christ Alphal-4 liofilizal6 késziilékkel fagyasztva szaritottuk 36 orat.

25



7.3.1.2 A szubsztrat tisztasaganak ellendérzése és az enzimreakcié utani termékek mérése

HPLC késziilekkel

A tisztitott CNP-G7 szubsztrat tisztasagat folyadékkromatografids technikaval
vizsgaltuk. Az analitikai HPLC mérést (Agilent 1260 Infinity, Santa Clara, USA) kvaterner
pumpaval, vakuumos gaztalanitoval és kézi mintaadagoldval felszerelt rendszeren végeztiik. A
mérés UV/VIS detektorral (A= 302 nm) tortént Genesis C-18 (Berkshire, Anglia) 150 mm x 4,6
mm, 4 um oszlopon. A mozg6 fazis MeCN ¢és viz (15:85) keveréke volt. Az aramlési sebesség
0,8 ml/perc, mig az injektalt térfogat 20 pl volt. A tisztasdg megallapitasanal a szubsztrat
csucsanak teriiletét viszonyitottuk a teljes csucsteriilethez. A rendszer vezérlését és az adatok

kiértékelését a ChemStation B.04.03 (Agilent, USA) szoftverrel végeztiik.

7.3.1.3 Az optimalis szubsztrat koncentracié meghatarozasa

Az enzimreakcid sebességét a szubsztrat koncentracid fliggvényében meghataroztuk.
Az optimalis szubsztrat koncentracié meghatdrozasahoz 400 ul 1,0 mM, 2,0 mM, 3,0 mM, 4,0
mM, 5,0 mM, 6,0 mM CNP-G7 oldatokat keveriink 6ssze 8 pl 84 nM HSA-val és a mintakat
37 ° C-on inkubaltuk 5, 20, 35, és 50 percig. Az elvalasztastechnikai méréseket a 7.3.1.2
fejezetben leirtak szerint végeztik. A kiilonbozé id6pontokban injektalt mintak
kromatogramjan a CNP-G3-hoz tartoz6 csucs teriiletét mértiik és abrazoltuk az 1d6
fliggvényében. A reakcidsebesség meghatarozasa a CNP-G7-HSA katalizalta hidrolizis
reakcioban az y=mx (x= teriilet cnp-G3); y = 1d0 (perc); m= reakciosebesség, teriilet/perc)
egyenlet segitségével tortént. Az enzim Kinetika meghatarozasahoz a Michaelis és Menten altal
kidolgozott, a reakcidsebesség szubsztrat koncentracio fliggését leird egyenletét alkalmaztuk,
mely maig haszndlatos az enzim-szubsztrat interakcids folyamatok jellemzésére. A Kwm az un.
Michaelis-Menten allando, amely formalisan annak a szubsztrat-koncentracionak felel meg,
amelynél a reakcio sebessége a Vmax felével egyenld. Ha a szubsztrat koncentracidja nagyon
magas, akkor minden enzimmolekula enzim-szubsztrat komplex formajaban lesz jelen, hiszen
amint a termék ledisszocial az enzimrdl, a szubsztrat azonnal hozzakotédik. Ebben az esetben
a reakcio eléri a lehetséges maximalis sebességet, a Vmax-ot. A maximalis sebesség egy adott

enzimkoncentraciondl az atalakulas sebességi allanddjatol, a keat katalitikus allandotol fiigg. A
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Kcat-ot atalakitasi szamnak is nevezik, mert megadja, hogy idéegység alatt egy enzimmolekula
hany molekula szubsztratot alakit at termékké (E16di 1980).

A Michaelis-Menten paraméterek meghatarozasahoz a HPLC méréssel kiilonbozo
szubsztrat koncentracido [S] mellett kapott reakcido sebességeket abrazoltuk a szubsztrat
koncentracio fiiggvényében. Az adatok kiértékeléséhez a GraFit adatkiértékeld szoftvert

hasznaltunk.

7.3.1.4 Az amilaz gatlas ICso értékének meghatarozasa

Az inhibitor azon értékét, amely 50 %-al gatolja az enzim aktivitasat ICso- értéknek
nevezzik. Az eredeti 5,0 mg/ml-es extraktum torzsoldatokat higitottuk 3 tizszeres higitasi
1épcs6ben és egyenként lemértiik a gatlasi viszonyokat harom ismétlésben. Az adatokat nem
linearis regresszioval értékeltiik (Amine, El Harrad et al. 2014), ahol az adatok kiértékeléséhez
a GraFit szoftvert (http://www.erithacus.com/grafit/) alkalmaztuk. Az eredményeket az
akarb6zhoz viszonyitott relativ gatlasban is megadtuk (Relativ gatlas = ICsq /ICso akarbdz), ahol

az akarbdz 5,0 mg/ml-es oldatabol indult a higitasi sorozat.

7.3.2 Az a-gliikozidaz gatlasanak mérése

Az a -gliikozidaz aktivitast standard modon hataroztuk meg 10 pl gliikkozid4az enzim (10
E/ml) (EC 3.2.1.20) (o-Glucosidase Saccharomyces cerevisiae, Sigma) és 10 pl novényi
extraktum (5 mg/ml) alkalmazasaval. Eppendorf cs6ben dsszekevertiik és 30 pl kalium-foszfat
puffert (100 mM), pH = 6,8 a 37°C adtunk a keverékhez. Az elsd inkubalast pontosan 5 percig
végezziik 37 °C-on és utana 400 ul (5,0 mM) p-nitrofenil-a-D-gliikkozid szubsztratot adtunk
hozzd. A keletkezett szines termék abszorbancia-valtozasat kinetikusan meértiik
spektrofotométerrel (Teco Neufahrn in Niederbayern, Németorszag) 405 nm-en. A kontrol
mintakat a novényi extraktumok nélkiil készitettiik el. A gatlas mértékét szazalékban hataroztuk
meg: Gatlas % = (AAxontrol - AAextraktum) X 100 / AAkontrol, ahol AAkontrol @ kontrol, AAextraktum 8z

extraktum kinetikus abszorbancia értéke (Sindhu S ')

Az ICsp értékek meghatarozasdhoz a szazalékos gatlast abrazoltuk az extraktumok

crcr
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torzsoldatokat higitottuk 500 pg/ml, 50 ug/ml és 5 pg/ml koncentraciokban ¢s egyenként
lemértiik a gatlasi viszonyokat hdrom ismétlésben. A gatlasi értékek atlagara fiiggvényt
illesztve megkaptuk az 1Csp koncentraciokat. Az akarbozt alkalmaztuk referencia a-gliikozidaz

inhibitorként.

7.4 Az antioxidans kapacitas mérése

Az antioxidans kapacitds mérését fotokemilumineszcens (PCL) modszerrel, végeztiik
annak megallapitasa céljabol, hogy az aktiv hatéanyagokat tartalmazé névényi kivonatoknak
mennyi az antioxidans kapacitdsa. Ezeket a komponenseket vizoldhato frakcidkban detektaltuk
(Nekvapil, Kopriva et al. 2012). A méréseket a Photochem (Analytik Jena, Németorszag)
késziilékkel végeztiink, amely lehetdvé teszi a vizoldhatd antioxidans kapacitas (ACW),
mérését, amely arra szolgdl, hogy meghatarozzuk ¢és szdmszerisitsiik az antioxiddns
mennyiségét. A mérési elv azon alapul, hogy a szabad gyokok (szuperoxid gyokok) reagalnak
egy hozzéaadott indikator vegyiilettel, melyek optikai fény gerjesztés hatasara fotonokat
emittalnak, amit a detektor kozvetleniil érzékel. A késziilék a kalibracios oldatsorozat
segitségével kiszamitja, és szamszerlisiti is a minta vizoldhat6 antioxidéns kapacitasat (ACW)
aszkorbinsav ekvivalens egységben. A mérést a gyar altal forgalmazott ACW Kit (Jena AG
Company, Németorszag) készlettel végeztiik a gyarto eldirasai szerint amely a kovetkezoket
tartalmazza: Reagens R1 higitdé (minta olddszer); Reagens R2, reakci6d puffer; Reagens R3,
féenyeérzékenyitd; Reagens R4, standard aszkorbinsav. A mintdk eldkészitéséhez 10 pl mintat
elegyitettiink 1500 pul R1 reagenshez és hozzaadtunk 1000 ul R2 reagenst. A reakcidelegyet
Vortex keverdvel kevertiik, majd hozzaadunk 25 pl R3 reagenst, majd ezt kdvetden mértiik a
Photochem késziilékkel. A mintdk mérése soran harom parhuzamos mérést végeztiink. Az
antioxidans kapacitast aszkorbinsav ekvivalens értékben adtuk meg, vagyis 1 mg C-vitamin

antioxidans hatdsdhoz viszonyitva allapitottuk meg a hatést és (ug/mg) egységben fejeztiink ki.

7.5 MALDI-TOF vizsgalatok

A szintetizalt szubsztrat tisztasaganak ellendrzéséhez és az erdei szamodca, afonya és
szeder extraktumok tartalmanak vizsgalatahoz a tomegspektrometrias méréseket egy MALDI-
TOF (Matrix Assisted Desorption/lonization- Time Of Flight) késziilékkel végeztik. A

mérésekhez egy Bruker Biflex III, reflektronnal és ,,delayed extraction”-nal felszerelt tomeg
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spektrométert hasznaltunk. A mérésekhez matrixként 2,5-dihidroxibenzoesavat (2,5-DH,
Sigma-Aldrich Chemie GmbH Miinchen, Németorszag) alkalmaztunk és pozitiv-ion moédban
végeztik a méréseket. A  mintaban 1évé molekulak géazfazisba  juttatasat,
impulzusszertien eldallitott ionok a gyorsitd fesziiltség hatasara belépnek az erdtérmentes
repiilési csébe és a fajlagos tomegiik alapjan elkiiloniilnek. A 1ézerhez 19 kV a gyorsitohoz
pedig 20 kV reflektron fesziiltséget alkalmaztunk és a spektrumokat 100 darab 1ézer lovésével
vettiik fel. A kapott tomegspektrumok kiértékelését, a késziilék X-TOF programjaval végeztiik.
Az azonositashoz a Metabolomics Workbench (http://www.metabolomicsworkbench.org/)

adatbankjat hasznaltuk.

7.6  Sejtes hatasvizsgalatok

7.6.1 Valés idejii citotoxicitasi teszt H9c2 sejteken

A kisérletekhez hasznalt H9c2 (patkdny embrid sziv/miokardium) sejtvonalat (ATCC,
USA) 10 % FBS-el (Fetal Bovine Serum, magzati borju szérum, Sigma-Aldrich Kft Budapest
Magyarorszag) 100 U/ml penicillinnel (Sigma-Aldrich Kft Budapest, Magyarorszag), 100
ug/ml sztreptomicinnel (Sigma-Aldrich Kft Budapest, Magyarorszag) és 4 mM L-glutaminnal
(Sigma-Aldrich Kft., Magyarorszag) kiegészitett DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's
Medium, Sigma-Aldrich Kft Budapest Magyarorszag) tapkozegben tartottuk fenn 100 mm
atmér6ji sejttenyészté edényekben (Orange Scientific, Braine-I'Alleud, Belgium) 37 °C-on. A
sejtes toxicitasi méréseket 96 mintahelyes mikrotiterlapokon végeztiik, ahol 6000 H9c2 sejtet
helyeztiink az egyes mintahelyekre. Egy ¢éjszakan 4t tartd inkubaciot kdvetden a sejteket a
novényi extraktumokbol késziilt higitasi sorral kezeltiik (1, 10, 100, 1000 mg/ml). A kezelések
utan, 24 és 48 h mulva a sejtek életképességét a kolorimetrias MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
5-(3-karboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetraz6lium,  Promega  Madison,  USA)
vizsgalattal mértiik a gyarto eldirasai szerint. Az €letképességet a DMSO-hoz, mint technikai
kontrolhoz viszonyitottuk. Minden mérést harom ismétlésben végeztiink el, amelyekbdl

megallapitottuk az atlagértekeket és a szorast.
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7.6.2 Citoprotekcios Kkisérlet menete RTCA-SP rendszeren

A citoprotekcios kisérleteket a 7.6.1 fejezetben leirtak szerint végeztiik és a H9c2 sejteket
alkalmaztunk. A valos ideji sejtéletképesség méréshez a Roche xCELLigence SP (ACEA-
Roche, Budapest, Magyarorszag) késziiléket hasznaltuk, mely a sejtek vezetOképességének
valtozasa alapjan ad informaciot a sejtek életképességérol (Ozsvari, Puskas et al. 2010). Az RT-
CES 96 lyukas E-lemezeket (Roche, Magyarorszag) 0,2 %-0s PBS-ben (Phosphate Buffered
Saline, Sigma-Aldrich Kft., Magyarorszag) oldott zselatinnal lefedtiik 20 percig 37 °C-on, majd
a zselatint PBS oldattal kétszer mostuk. A sejtek novekedéséhez sziikséges tapoldatbol 50 pl-t
adtunk az E-lemezek mintahelyeibe, hogy fel tudjuk venni az RT-CES rendszerben a hattérzajt.
A hattér jelérték felvétele utan a mintahelyekbe 50 pl sejtszuszpenziot adtunk, majd a lemezt
30 percig szobah6émérsékleten inkubaltuk steril korilmények kozott, majd ezt kdvetéen
helyeztiik az RT-CES késziilékbe. A sejtek novekedését egy éjszakan keresztiil monitoroztuk
az elektromos ellenallas valtozasanak mérésével 5 perces mintavételi intervallumokban. Az
sejtek folyamatosan rogzitett ellenallasat Sejt Index (CI) értékben fejeztiik ki a kovetkezok
szerint: CI = (az n pontban felvett ellenallas — a sejtek nélkiil felvett ellendllés)/vart ellendllés
érték.

A kovetkez6 napon a sejteket elékezeltiik a novényi extraktumokkal, majd 30 perccel
késébb a rendszerhez H20:2 oldatot adtunk. A sejtek sériilését okozo hidrogén-peroxid oldat
elektromos ellenallasarol 5 percenként vettiink fel adatokat. Minden felvett nyers adatpontot a

késziilék normalizalt az adott vizsgalati id6pontban kordbban felvett sejt index értékkel. Minden

egyes tesztet harom, az adott E-lemezen beliili ismétlésben folytattunk le.

7.7 Invivo vizsgalatok

7.7.1 Magas zsir és szachar6z tartalmu prediabéteszes elhizds modell alkalmazasa a

hatastesztekben

A magas zsir- és szachardz tartalmi (HFHS) taplalék altal eldidézett prediabetikus
elhizasi modellt alkalmaztuk a 2-es tipusti cukorbetegség tesztelésére. Ezeket a kisérleteket a
him C57BL6 egereken hajtottuk végre, amelyek hajlamosak a taplalék altal kivaltott elhizasra.

Az allatokat 5 honapig 9-13 hetes koruktdl kezdédéen magas zsir- és szachardz tartalmu
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étrenden (HFHS) taplaltuk. A standard készitményt kiegészitettiik sertés zsirral és szachar6zzal
(58% normal tap, 30% szalonna, 12% szachar6z). Ennek a tapanyagnak az energiatartalma 4,9
kcal/g volt, és tartalmazott 7,4 % fehérjét; 39,2 % szénhidrat; 47,8 % zsirt. A kontroll allatok
standard ragcsalo tapot kaptak (VRFI1) (Special Diets Services Witham, Essex, Anglia)
amelynek az Gsszetétele és energia tartalma a kovetkezé volt. Energia tartalom 3,4 kcal/g, 22,5

% protein, 65 % szénhidrat, 12,6 % zsirt.

7.7.2 Streptozotocin indukalt cukorbetegség

A streptozotocin (STZ) emldsokben inzulin termeld pancreasz béta sejtek szamara
mérgez0, és sulyos cukorbetegséget okoz. A STZ-t (Sigma Aldrich Budapest, Magyarorszag)
frissen feloldottuk 100 mM natrium-citratban (pH 4,5), és intraperitonialisan 200
mg/testtomeg-kilogramm (tstkg) dozist adtunk feln6tt him CD1 egereknek. A kontroll allatok
hatéanyag nélkiili vivoanyagot kaptak. A STZ-indukalta cukorbetegséget a farok vénabdl vett
vérminta alapjan a kezelést kovetd 6todik napon hataroztuk meg. A nem éheztetett 14 mM

feletti vércukorszinttel rendelkezd egereket cukorbetegnek tekintettiik.

7.7.3 Invivo kisérleti tervezés

Az akarbozt (Glucobay Bayer AG Leverkusen, Németorszag), a kukoricakeményit6t
(Haas, Gy6r, Magyarorszag) €s a novényi kivonatokat frissen feloldottuk steril ivovizben, és
¢hgyomorra adagoltuk per os (200 ul/allat). Az in vitro enzimgatlasi kisérletek eredményei
alapjan az egyes novényi kivonatok liofilizalt porabol azonos mennyiséget kevertiink és in vivo
alkalmaztuk. A normal (nem diabetikus), a pre-diabetikus (HFHS-diéta indukalta) és a
cukorbeteg (STZ-kezelt) egereket véletlenszerlien csoportokra osztottuk (4-7 allat/csoport). A
STZ- indukalta diabéteszes egereket kétszer vizsgaltuk, az STZ-kezelést koveto 5. és 10. napon.
CD1-es tipusu allatokon végzett kisérletekben az egereket egy éjszakan at ¢heztettilk. A
C57BL6 egereken (HFHS taplalt, pre-diabetikus és kontroll) végzett vizsgalatok sordn az
allatokat 5 oran 4t éheztettiikk. Minden éheztetett allat szdmara szabad hozzaférést biztositottunk
a vizhez. Az éhezési periodust kdvetden a hordozdanyagot (steril ivovizet) vagy a keményitot

(1 g/tstkg) oralis szondan keresztiil adtuk be. Kézvetleniil a hordozo- vagy keményit6 kezelés
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utan az allatok masodik alkalommal kaptak az Akarbozt (10 mg/tstkg, pozitiv kontroll) vagy
ndvénykivonatot (1200 mg/tstkg). Vérmintakat vettiink a farok véndjabol az oralis kezelés utan
a 0.- 30.- 60.- 120.- és 180. percben. A vércukorszintet a DCont Personal Blood Glucose
Meterrel (77 Elektronika Kft. Budapest, Magyarorszag) mértiik. A novénykivonatok hatasos
dézisanak meghatarozasahoz elokisérleteket végeztiink, amelyben a normal CD1 egereket egy
¢jszakan at éheztettiik, és 1000 mg/tstkg keményitovel 6nmagaban vagy 10, 200, 400, 600,
1200 és 1600 mg/tstkg ndvénykivonattal vagy 10 mg/tstkg Akarbdzzal végeztiink. Minden
eljarast az Europai Kozosségek tanacsi iranyelvei szerint (86/609 EGK) végeztik ¢és
Osszhangban, voltak, az Institutional Animal Care and Use Committee irdnymutatisaival a
protokollt jovahagyta a Kisérleti Orvostudomanyi Kutatointézet, Budapest, Magyarorszag
(engedély szama: PEI/ 001/35-4/2013).

7.8 Statisztikai elemzés

Minden adat atlagat + SEM fejeztiik ki. A Kolmogorov-Smirnov normalitési vizsgalatot
az egyiranyi ANOVA-val, majd a Tukey-féle post hoc teszttel elemeztik. Az in vivo
kisérletekben a csoportok kdzotti vércukorszint kiilonbségeket tobbszords t-teszttel elemeztiik.
A statisztikai analizist a GraphPad PRISM 6. verzi6 szoftver (GraphPad Software, USA)

segitségével végeztiik és az eltéréseket p <0,05 esetén tekintettiik szignifikdnsnak.
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8 Eredmények

8.1 A névényi extraktumok

A novényi extraktumok készitése soran az oldatok legtobbszor barna szintiek voltak
(babérlevél, fekete ribizli, ceyloni fahéj, szegfliszeg, szeder, erdei szamoéca, afonya) kivéve a
z0ld teat (sarga) ¢és az amerikai tézegafonyadt (vords). Az utdbbi azonban a ndvény
gylimolcsébdl késziilt, mig a tobbi extraktum foként a levélbdl, a fahéj és a szegfliszeg
kivételével, mely a novény kérgébdl, illetve a bimbobol késziilt. A névények nagyon eltérd
kihozatallal rendelkeztek az alkalmazott eljarassal extrahalhaté komponensek tekintetében. A
10 g-bol extrahalhato anyagok mennyiségét mutatja be az (2. abra). Az abran jol latszik, hogy
a legnagyobb tomegii extrahalhat6 tartalommal a fahéj rendelkezett, mig a legkevesebb anyagot
az afonyabol tudtuk extrahdlni. Altalanossdgban elmondhat6, hogy 1,5 g és 4 g kozotti
tomegeket (15-40 %) lehetett extrahdlni a vizsgélt ndvényekbdl.
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2. abra A vizsgalt novények 10 g-nyi mennyiségbdl extrahdlhaté anyagainak mennyisége
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8.2 Az amilaz mérési eljarasanak kidolgozasa

A HPLC kétségteleniil az egyik legfontosabb analitikai modszer a vegyliletek
azonositasara és mennyiségi meghatarozasara vakamint a HPLC-technikdk hasznalata az
enzimatikus reakciok tanulmanyozasaban is jelentdsen megnétt. A HPLC alkalmazasaval a
komponensek elvalasztasa és mennyiségi meghatarozasa lehetséges €s az adatokbol a reakciok
sebessége kiszamithat6. Az altalunk kidolgozott moddszerben a szubsztrat és a harom
felszabadul6 redukalo végtermék hasonld vegyiilet (maltooligomerek) és valamennyi tartalmaz
kromofor csoportot, ezért a folyadékkromatografias gyakorlatban alkalmazott detektorokkal pl.

(UV) jol mérhetdek.

8.2.1 A CNP-G7 szintézis és a tisztitas ellenorzése

A tisztitott CNP-G7 szubsztrat retencids ideje 6,69 perc volt az alkalmazott elvalasztas

technikai koriilmények kozott (3. abra). A csucsteriiletek alapjan a minta tisztasaga 96,92%

volt.
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3. abra Tisztitott CNP-G7 szubsztrat HPLC kromatogramja
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A pozitiv ionizacios modban felvett MALDI-TOF MS spektrumon (4. abra) lathatjuk a
CNP-G7 natrium ¢és a kalium addukt ionjait. A szamitott molekulatdmeg a natrium addukt
esetében 1330,34 Da [CagH7203sNCI+Na]™ volt a kalium addukt esetében 1346,32 Da
[C4sH7403sNCI+K]", mig a kis mennyiségli G7 oligomer is lathatd a spektrumon 1175,37 m/z

értéknél ([M+Na]*), amely nem tartalmazza a kromofor csoportot.
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4. abra CNP-G7 szubsztrat MALDI-TOF MS spektruma

8.2.2 Az optimalis szubsztrat koncentracio meghatirozasa

A HPLC mérés segitségével kiilonbozd szubsztrat koncentracid [S] mellett kapott
reakcio sebességeket abrazoltuk a szubsztrat koncentracio fiiggvényében (5. abra). Az adatokra
nem-lineéris regresszioval, a Michaelis egyenlet felhasznalasaval gorbét illesztettiink. Az igy
kapott telitési gorbe alapjan meghataroztuk a késdbbi aktivitasmérésekhez az optimalis
szubsztrat koncentraciot, amit 5 mM-ban allapitottunk meg, mert ennél a koncentracional a
szubsztrat koncentracié kismértékii valtozasa mar nem okozott jelentésebb sebesség valtozast.

A tovéabbi méréseket ezzel az 5 mM [S] koncentracioval végeztiik.
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5. abra A kiilonboz6 szubsztrat koncentracio [S] mellett kapott reakcid sebességek.

A Michaelis-Menten egyenletbdl kapott enzim kinetikai adatok a kovetkezok: Vmax =
5712.3471 +/- 946.7714; Km = 2.4151 +/- 1.0595. Az elérhet6 legmagasabb Vmax sebességi
értéket akkor kapjuk, ha az 6sszes enzim ES komplexben van. Amennyiben az [S] értéke éppen
megegyezik a Kv szamértékével, akkor a reakcio a Vmax felének megfeleld sebességgel zajlik.
A Kwm az un. Michaelis-Menten allandd, ami formalisan annak a szubsztrat-koncentracionak
felel meg, amelynél a reakcio sebessége a Vmax felével egyenld. Minél kisebb a disszocidcios
alland6 annal kisebb a Km €s anndl nagyobb az enzimreakci6 sebessége.

Az enzimaktivitds mérésekhez a tisztitott CNP-G7 szubsztratot hasznaltuk, amely tobb
produktiv kdtdmodot tud 1étrehozni a HSA aktiv centrumaval, ezért a kromatogramon harom
kiilonb6zé hosszusagh termék keletkezett, melyeket HPLC modszerrel valasztottunk el
egymastol és a szubsztrattol (6. abra). A f6 termék a CNP-G3 (7. abra) keletkezésének a
sebességét hataroztuk meg, mely ardnyos az enzimaktivitassal. A sebesség meghatarozasa ugy
tortént, hogy a kilonboz6 iddpontokban injektalt mintak kromatogramjan a CNP-G3 hoz
tartozo csucs teriiletét mértiik és abrazoltuk az id6 fliggvényében. A pontokra illesztett egyenes
meredeksége adta meg a sebességet. A CNP-G3 cstcs alatti teriilete egyenesen aranyos volt az
enzimaktivitas valtozdsaval. Lehetett volna az O0sszes képzddott termék cstcsteriiletével is
szamolni, ami szamértékileg nagyobb sebesség értékeket adott volna, de a tendencidk

szempontjabol ez nem jelentett kiilonbséget.
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6. abra A kiilonb6z6 idopontokban injektalt mintak kromatogramja
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7. abra A CNP-G3 képzddés reakcidsebességének meghatarozasa

A CNP-G3 képzddés reakciosebességének meghatdrozasa soran a CNP-G7-HSA katalizalta
hidrolizis reakcidban a sebességet (v) linearis regresszioval hataroztuk meg, az y=mx (y=tertilet
(cNp-G3); x= 1d0 (perc); m= reakcidsebesség teriilet/perc) egyenlettel. Az egyenes egyenlete

y=300,23x + 454,13 volt, és a korrelacios koefficiens pedig R?=0,999 volt.
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A mérési modszer kidolgozasa soran mindenképpen sziikséges volt elvalasztas
technikai megkdzelitést alkalmazni, mert a termékeket a szubsztrattol fiiggetleniil nem lehet
mas modon detektalni. A szubsztratbol ebben az esetben rovidebb oligoszacharidok
keletkeznek, ahol a kromofor csoportok mindvégig a termékeken maradnak, amit a HPLC-vel
el tudtunk valasztani. A fotometrids modszereknél segéd enzimeket is alkalmaznak a szabad
kromofor lehasitasara a hasonld oligomer szubsztratrol, és igy a felszabaduldo kromofor
az a probléma, hogy a hasonl6 hatasmechanizmusu glikozidaz segédenzimeket is gatolhatja az
inhibitor. Ebben az esetben nehéz eldonteni, hogy csak az amilaz vagy a gliikkozidazokra
gyakorolt gatlas hatasat is észleljik (Lorentz 1998). A CNP-G7 szintézisénél kialakitott -
konfiguracio megvédi a kromofor csoportot az amilaz hasitasatol igy az mindvégig a
szubsztraton marad specifikussa téve a meghatarozast. Az altalunk alkalmazott szubsztrattal és
az 0j HPLC eljarassal csak a valos a-amilaz gatlast detektdljuk, ami fiiggetlen a mas

glikozidazok aktivitasatol.

8.3 A novényi extraktumok hatasa a glikozid-hidrolaz enzimekre

8.3.1 Az extraktumok amilaz gatlé hatasa

A tablazatban (2. tablazat) a kivonatok és az akarbdz kontroll gétlasi eredményei
lathatdéak. A mérések alapjan kijelenthetd, hogy minden vizsgalt extraktum magasabb 1Csg
értékkel rendelkezett, mint a kontroll vegyiilet. A leghatastalanabb az amerikai t6zegafonya
volt, mig a legigéretesebb ICso értéket a fahéj mutatta. Ez utobbi gatldsa haromszoros volt az
akarbozhoz viszonyitva. A tovabbi vizsgalatokhoz harom Eurdpaban is dshonos ndvény keriilt
kivalasztasra (erdei szamoca, afonya és szeder), mert kedvezd biologiai hatasok esetén

hozzatérhetdségiik nagyobb tomegben egyszeriibben és koltséghatékonyabban oldhaté meg.
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2. tablazat Novények ICso értékei (ug/ml) és relativ amilaz gatlasuk az akarbozhoz

viszonyitva.
Novény neve I1Cs0 (ng/ml) Relatly gatlas
(1Cs0/1Cs0 akarboz)

akarboz (kontroll) 0,01 £0,002 1
ceyloni fahéj 0,02 + 0,002 3

z0ld Tea levél 0,22 +0,080 36
erdei szamoca levél 8,84 +2,80 1473
afonya levél 25,00 £ 8,00 4243
babér levél 25,00 £ 12,00 4166
szeder levél 27,27+ 9,00 4545
szegfiiszeg riigy 34,00 £ 5,00 5666
amerikai tézegafonya termés 41,00 £11,00 6833

8.3.2 Az extraktumok a-gliikozidaz gatlé hatasa

A komplex szénhidratok és oligoszacharidok egyszerli cukrokka torténd lebontasaban
az a-amilazon kiviil az a-gliikkozidazok is részt vesznek, ezért ezen enzimek inhibitorai szintén
potencialis eszkozoket jelenthetnek az antidiabetikus terapiak szamara. Az jol lathato (3.
tablazat), hogy az akarbdz az a-amilaz gatlasan til az a-glilkozidaz aktivitasat is gatolja, amely
megfelel a korabbi irodalmi adatoknak (Kim, Lee et al. 1999). A ndvényi extraktumok koziil
az erdei szamoca mutatta a legalacsonyabb ICso értéket, amely az o-gliikkoziddz gatlas
tekintetében alig kiilonbozott az akarbozndl tapasztalt gatld hatastol. Azonban az afonya és a

szeder kivonatok altal mutatott gatld hatasok is meghaladtak a 80 %-ot.

3. tablazat Novények ICsp értékei (ng/ml) és az a-gliikozidaz gatlas szazalékos értékei.

a-gliikozidaz 1Cso a-gliikozidaz gatlas
(ng/ml) (%)
Akarboz 2,24+ 0,01 98,6 +4,8
Erdei szamoca 7,67+0,19 97,21+7.4
Szeder 25,62 £ 0,85 85,45+ 12,3
Afonya 30,46 + 0,98 87,65+9,1
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8.3.3 A keverékképzés hatasa a glikozid-hidroldz enzimekre

A kivalasztott novények nyers extraktumaibol keveréket készitettiink és annak a
korabban is vizsgalat glikozid-hidrolaz enzimekre gyakorolt hatasat is megvizsgaltuk. Az erdei
szamoca, afonya és szeder extraktumokat is tartalmazé keverék a-gliikozidaz gatlasa soran 11,2
ug/ml ICso koncentracioval, mig az a-amilaz gatlasa soran 15,3 pg/ml ICso értékkel volt
jellemezhetd. Amely értékek magasabbak a keverék tagjai koziil legalacsonyabb értékeket
mutaté szamocanal, de alacsonyabbak a két gyengébb gatlast okozo ndvényi extraktumnal. A
gatlasi % szintén egy koztes értéket vett fel, hasonldan az ICsg értékhez, a-gliikozidaz esetén

93,6 %, mig a-amilaz esetén 88,6 % volt.

8.3.4 A glikozid-hidrolaz enzimekre gyakorolt hatas dsszefoglalasa

A ndvényi kivonatok dozis fliggéen gatoltak az a-amilaz és az a-gliikkozidaz aktivitasat.
Az egyes kivonatokhoz ICso értéket hataroztunk meg. Az erdei szamodca kivonata mindkét
glikozid-hidrolaz esetében a legalacsonyabb ICso értéket mutatta, mikozben az afonya és a
szeder ICso értéke szignifikansan magasabb volt. Meg kell jegyezni, hogy mindkét névényi
kivonat ICsg-értéke hasonlé volt mind az a-amilaz, mind az a-gliikozidaz aktivitasban. Az erdei
szamoOca kivonata a legmagasabb gatlo hatast fejtette ki az o-amildz és az a-glikozidaz
aktivitasara. Ezek az eredmények azt mutattdk, hogy a vizsgalt ndvényi kivonatok hatékonyan

gatoljak az a-amilaz és a-gliikozidaz aktivitast in vitro.

A harom novény keverékének egylittes alkalmazisa megerdsitette, hogy ezeket a
gyogynovényeket keverékben alkalmazva jol hasznalhatoak az étkezés utani hiperglikémia

csokkentésére azaltal, hogy hatékonyan gatoljak az a-amildz és a-gliikozidaz enzimeket.

8.3.5 Tanninmentesités hatasa a glikozid -hidrolaz enzimek gatlasara

Az irodalom szerint a felhasznalt nGvények jelentds mennyiségli tannint tartalmazhatnak,
ami nagyon er0s gatlo hatast eredményez az a-amilaz és az a-gliikozidaz enzimekre (Liberal,
Francisco et al. 2014, Pinto Mda, de Carvalho et al. 2010). Azonban igazolni szerettiik volna,

hogy a hatasért nem csak a tannin lehet a felelds, ezért a tannin gatlo hatasanak a mértékét a
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keverék minta (erdei szamoca, afonya és szeder) tannin-mentesitésével igyekeztiink igazolni.
Az elokészitést zard végso centrifugalas utan jol lathatd volt a mintakban a kicsapodott tannin-

fehérje komplex, ami a tannin jelenlétét igazolta.

A tannin-mentesitett kivonattal ismételten elvégeztiikk az aktivitds méréseket és az a-
amilaz esetében 7,2%-al az a-gliikozidaznal pedig 14,9%-al csokkent az enzimaktivitas a
kiindulasi aktivitashoz mérten. A tannin mentesités utan mért 81 % (a-amilaz), illetve a 79 %
(o-gliikozidaz) még igy is jelentés gatlasnak mondhatd, tehat jelentds azon komponensek
mennyisége, melyek részt vesznek a glikozid-hidroldz enzimek gatlasdban, azaz az
extraktumban az a-amilaz és a-gliikozidaz gatlasaért mas hatdoanyagok is felelosek a tanninon

kivil.

8.4 Az extraktumok antioxidans hatasa

A ndvényi hatébanyagoknak azt a képességét, hogy megakadalyozzak a szabad gyokok

keépzddeését és az azokbdl eredd karos hatdsokat, antioxidans kotd kapacitasnak nevezziik.

A mérési eredményeket aszkorbinsav ekvivalens értékben adtuk meg. A kivalasztott

ndvényi mintdk antioxidans kapacitdsa a kovetkezd eredményeket adta (4. tablazat).

4. tablazat A novények antioxidans hatdsai (atlag + SD).

Novény neve Antioxidans hatas

(ng/mg C-vitamin)

Afonya levél 809,15+68,27
Erdei szamoéca levél 490,47+56,97
Szeder levél 366,32+42,67
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8.5 A novényi extraktumok tomegspektrometrias analizise

A harom kivalasztott novényi extraktum MALDI-TOF MS spektrumait felvéve, jol

lathatd azok komplexitasa (8.-10. abrak). A komplexitas ellenére, az alkalmazott késziilék

felbontasanak ¢és tomegpontossaganak koOszonhetéen (az abrdkon az m/z értékeket az

attekinthet6ség érdekében csak egy tizedes jegyig tiintettilk fel) az egyes vegyiiletekbdl

szarmaz6 ionok jol elkiilonithetdek.
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8. abra Az erdei szamoca kivonat MALDI-TOF MS spektruma
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A novényi extraktumok mérése soran a mintaban 1évo vegyiileteket a proton, natrium
¢és/vagy kalium altal kationizalt kvazi molekula ionok segitségével azonositottuk. Azon
vegyliletek esetében, ahol a molekulaionok tekintetében mind a harom, a [M+H]*, [M+K]" és
[M+Na]" m/z értékeket is detektaltuk a (5. tdblazatban) foglaltuk Ossze. A detektalt vegyiiletek
nagy része a flavonoidok csoportjaba tartozott, melyek biologiai aktivitasa tobb aspektusbdl is

ismert, de mint glikoziddz inhibitorok eddig még nem keriiltek emlitésre.

A ndvényi kivonatok MS-spektrumaban a Kkarakterisztikus m/z értékek szerint tobb
azonos molekulatomegii anyagot lehet feltételezni amelyek, nagy valoszintiséggel a kondenzalt
tanninokként ismert oligomer és polimer egységeknek felelnek meg. Ilyen példaul a katechin,
epikatechin, gallokatechin, epigallokatechin, epigallokatechin gallat stb. A katechin és az
epikatechin két flavan-3-ol, amelyeket leggyakrabban azonositanak a vizsgalt ndvényekben. A
flavonolok f6leg konjugalt formajukban lehetnek jelen, amelyek glikozidok keverékét alkotjak.
A flavonoidok a novényekben foként glikozidokként fordulnak eld, azaz kiilonb6z6 cukrokhoz

kapcsolodnak.

Az irodalom szerint szeder levélben tobb flavonoidot és ezek glikozidjait is Kimutattak,
melyek a kovetkezék voltak: hiperozid, kvercetin-3’-gliikkozid, kvercetin-7-O-gliikozid,
miricetin (C24H22015); apigenin-7-O-gliikozid, kamferol-5-ramnozid, luteonil-7-ramnozid
(C21H20010); rutin, kvercetin-3-rutinozid ( C27Hz0016); kampferol-3-gliikkozid-7-galaktozid,
luteolin-7-diglikozid  (C27H30016);  kampferol-3-O-rutinozid, luteolin-5-O-rutinozid,
apigenin-7,4'-digliikkozid (C27H30015); katechin, epikatechin (CisH140s);  gallokatekin,
epigallokatekin (Ci1sH1407) (Zia-Ul-Haq, Riaz et al. 2014, Gudej, Tomczyk 2004). A
tomegspektrometrias adatokat alapul véve, és a publikalt adatok adatai alapjan az
(C21H18011) 6sszegképletti vegyiilet megfelelhet az apigenin-7-O-gliikuronidnek és apigenin-
7-galakturonidnek is. Egy tanulmany szerint e hatdanyagok kisérletesen tapasztalt
hipoglikémias hatasa a hasnyalmirigy a-amildz gatlasa révén kovetkezik be. Az in silico
vizsgalatok megerdsitették, hogy az apigenin glikozidjai az a-amilazt nem kompetitiv
inhibitorként gatoljak (Ratna Wulan, Priyo Utomo et al. 2015). Az apigenin és szarmazékai
csokkentették az ¢hgyomri vércukorszintet és a plazma inzulin szintjét és javitottdk az
inzulinrezisztenciat és gyulladascsokkentd hatast mutattak bizonyos kisérletek szerint (Jung,
Cho et al. 2016). Tovabba az apigenin szignifikansan csokkentette az éhgyomri vércukorszintet
a magas zsir €s cukor tartalmu tappal kezelt egerekben. A plazma inzulin és a HOMA-IR
szinteket szintén szignifikansan csokkentette ez a vegyiilet (Shi, Zhuang et al. 2015). Az

apigenin csokkenti az ¢éhgyomri vércukorszintet a mdj gliikkonogén enzimaktivitdsanak
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gatlasaval, és a majban 1évo gliilk6éz szabalyozd enzimekben bekovetkezd valtozasok miatt.
Ezenkiviil a proinflammatorikus mediatorok plazmaszintjei, példaul az IFN-y, a TNF-a és az

IL-6, szignifikansan csokkentek az apigenin hatasara (Jung, Cho et al. 2016).

A szeder és szamodca leveleiben 1évd flavonoidok és fenolos komponenseknek
kdszonhetden magas antioxidans kapacitdst mértiink, amit mas szerzék munkdja is
alatamasztott (Wang, Lin 2000a). A kvercetin és glikozidjainak jotékony hatasat, és jol
jellemzett antioxidans tulajdonsagat tobb in vitro és in vivo vizsgalat is megerésitette (Rao,
Geethangili et al. 2007, Boots, Haenen et al. 2008). Szamos tanulmany foglalkozott a
kvercetinnel mint potencialis antidiabetikus gyogyszerrel (Mahmoud, Hassan et al. 2013). A
kvercetin csokkenti a lipidperoxidaciot és megemeli az antioxidans enzimeket, mint példaul a
SOD, GPX, és a CAT aktivitasat. Csokkenti a gliikoz felszivodasat azaltal, hogy gatolja GLUT2
receptor mitkodését (Coskun, Kanter et al. 2005). Egy masik fontos gliikoz receptor a GLUT4
transzlokacidjat és expressziojat stimulalja a vazizomban az adenozin-monofoszfat-aktivalt
protein-kinazzal (AMPK) kapcsolatos mechanizmusok utjan. A majban ez a kinaz csokkenti a
gliikdz termelését elsdsorban ugy, hogy szabalyozza a kulcsfontossdgu szénhidrat anyagcsere
enzimek miikodését (Eid, Nachar et al. 2015). A kvercetin javitja a maj és a hasnyalmirigy
funkciokat a sejt proliferacio gatladsa révén, amelyek lehetévé teszi az STZ indukcio
kovetkeztében bekodvetkezett génexpresszios valtozasokat (Kobori, Masumoto et al. 20009,
Kobori, Masumoto et al. 2011). A vizsgalatok az is kimutattak, hogy a magas zsirtartalma
étrenden tartott és streptozotocinnal indukalt diabéteszes egerekben és patkdnyokban a
kvercetin jelentésen csokkentette a méjban a zsir felhalmozodasat. A kvercetinnel taplalt
egerekben tovabbi pozitiv hatasokat is észleltek, alkalmazasa moderalta a hiperglikémias,
hiperinzulinémids, diszlipidémias hatdsokat és csokkentette a plazma TNF-a-szintjét. A
kvercetin védo hatast fejt ki a hasnyalmirigy B-sejteiben a STZ-al elidézett oxidativ stresszel
szemben. A kezelés megvédte a hasnyalmirigy B-sejtjeinek szerkezeti integritasat az STZ-
indukalt oxidativ stresszel szembeni szévetkarosodastol, €s fokozta az endogén antioxidansok
mennyiségét (Mahmoud, Hassan et al. 2013, Adewole, Caxton-Martins et al. 2006). A kvercetin
erfsen gatolja az a-glikozidaz aktivitasat in vitro és in vivo korilmények kozott ezért

potencialis antidiabetikus szerként tarjak szamon (Kim, Kang et al. 2011).

A fekete afonyaban is tobb azonos tipusu kvercetin-3-gliikozidot, €s kvercetin-3-
rutinozidot azonositottak (Antolak, Czyzowska et al. 2016). Méréseink soran az m/z értékiik
szerint tobb kvercetin glikozidnak megfelel6 anyagot tudtunk azonositani. A fenol

vegylletek mennyisége szignifikdnsan korrelalt a vizsgalt mintdk antioxidans aktivitasaval
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ezért a szederlevél az antioxidans vegyiiletek jo forrasanak tekinthetd. A szederlevél és az
afonyalevél, mint élelmiszer-adalékanyag, vagy mint tea felhasznalasara vannak példak az
irodalomban (leri, Martini et al. 2013). A kvercetin-3-O-gliikuronid a legelterjedtebb flavonol
¢s koncentracioja a teljes flavonolok 70-93% -at teszi ki. Egyéb flavonolok a feketeafonya
levelekben a kvercetin-3-O-p-galaktozid (4,06%), kvercetin-3-O-(4"-HMG)-a-ramnozid
(3,48%), kvercetin-3-O-arabinozid (2,92%), a kvercetin-3-0-gliikozid (0,99%), a kvercitrin
(0,73%) és a kvercetin (0,03%) (Hokkanen, Mattila et al. 2009). A kvercetin és glikozididjai
az egyik legszélesebb korben hasznalt flavonoid vegyiiletek a human taplalkozasi rendszerben
(Hollman, de Vries et al. 1995). Az irodalmi adatok alapjan az afonya levél kivonataban
azonositott (Co1H18012) képleti vegyiilet megfelelhet a luteolin és a kaemferol kiilonb6z6
glikozidjainak. A luteolin ndvelte az inzulinérzékenységet a peroxiszoma proliferator-aktivalt
receptor (PPARY) transzkripcios aktivalasan keresztiil az adipocitdkban. Ezenkiviil a luteolin
kezelés csokkentette a TNFa, az interleukin-6 mRNS szintjét, mikézben noveli az adiponektin
¢s a leptin gén expresszidjat az adipocitakban (Ding, Jin et al. 2010). A kaempferol glikozidok
a flavonol csoportba tartoznak és gyakran megtalalhatok bogyds gyiimolcsokben és annak
leveleiben (Hakkinen, Karenlampi et al. 1999). Kimutattak, hogy a kaempferol adagolasa
diabéteszes patkanyoknal visszadllitotta kdzel normalis szintre a plazma gliikoz szintjét és
javitotta az inzulin értékeket a lipid peroxidacids termékeket €s az enzimatikus antioxidansok
mennyiségét is (Al-Numair, Chandramohan et al. 2015). Az oralisan adagolt kaempferol
szignifikansan csokkentette az ¢hgyomri vércukorszintet és javitotta az inzulin rezisztenciat. A
diabetikus hatasdt a PPAR-y gének szabdlyozas révén kozvetiti az AMPK aktivaciojan
keresztiil (Zang, Zhang et al. 2015). Az in vitro eredmények igazoltak, hogy a kaempferol
kezelés (10 uM) eldsegitette az életképességet, gatolta a sejt-apoptozist és csokkentette

kaszpaz-3-aktivitast a B-sejtekben, amelyek kronikus hiperglikémias allapotnak voltak kitéve.

A kiértékeld szoftver altal javasolt (C17H14Og ) tapasztalati képlet megfeleltethetd a
taxifolinnak, ami egy bioflavonoid és hasonlo szerkezet(i, mint a kvercetin. A STZ-indukalt
diabéteszes egerekben és in vitro H9c2 kardialis mioblaszt tenyészetekben a taxifolin hatasara
javult a diasztolés diszfunkcido és a szivizom szerkezeti abnormalitas (46). Gatolta a
szivizomsejtben az apoptozist €s fokozta az endogén antioxidans enzimek tevékenységét. A
cukorbetegeknél fellépd sziv és keringési elégtelenségeket €s az ebbdl kialakuld szivizom
strukturalis és funkcionalis rendellenességeket egyre inkabb feleldssé teszik a diabetikus

kardiomiopatia kialakulasaban. Ugy gondoljak, hogy a kifejlédésében fontos szerepet jatszik
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az oxidativ stressz, melynek lekiizdésében szerepe lehet a taxifolin védéhatasanak (Yan, Zhang
et al. 2013). Az in vitro vizsgalat kimutatta, hogy a taxifolin gatolta a magas gliikdz
koncentracidval aktivalt H9c2 sejtek apoptozisat is (Faria, Persaud 2017).

A (C27H30016) tapasztalati képlet megfelelhet a rutinnak, melyet és tobb azonos tipust
flavonoidot azonositottak az erdei szamocaban is (Bagdonaite, Jakstas et al. 2013). Egy friss
tanulmany megerdsiti a rutin antidiabetikus hatdsat, amelyet a fehér eperfa levélben
azonositottak (Hunyadi, Martins et al. 2012a). A rutinnal kezelt diabetikus egerekben csokkent
plazma gliikoz értékeket, és megndvekedett inzulin szintet mutattak ki. Tovabba megfigyelték
a glikogén tartalom és a szénhidratbontd enzimek szintjének normalizalasat (Stanley Mainzen
Prince, Kamalakkannan 2006). A rutin alkalmazasa az STZ indukalt cukorbeteg patkanyoknal
csOkkentette a plazma gliikoz és HbA 1¢ szintet valamint fokozta a maj antioxidans enzimjeinek
termelését (Niture, Ansari et al. 2014). A rutin aktivalta a glilkoneogenetikus és anyagcsere
(Hao, Shao et al. 2012).

5. tablazat A novényi kivonatok MS-spektrumaban azonositott vegyiiletek és a kapcsolodo

Kénlet Feltételezett Novényi Referencia
P vegyiilet Molekulaionok (m/z) extraktum
[M+H]* [M+Na]* [M+K]*
(Rana Jenish, Patel et al. ,
Katechin erdei Gasperotti, Masuero et al.
C15H1406 e ikatechin 291,0863 313,0683 329,0420 szamdca 2013, Najda, Dyduch-
P szeder Sieminska et al. 2014, Gudej,
Tomczyk 2004)
erdei (Giampieri, Alvarez-Suarez
gallokatechin . et al. 2014, Liberal,
Cish1aOr epigallokatechin 307,0812 829,0632 345,0370 szarrac;asze Francisco et al. 2014, Gudej,
Tomczyk )
apigenin-7- . (Shi, Zhuang et al. 2015,
CyH15011 gliikuronid 447,0922 469,0741 485,0480 afonya Ross, Kasum 2002)
(Giampieri, Alvarez-Suarez
fon et al. 2014, Vessal, Hemmati
CisH107 kvercetin 303,0499 325,0319 341,0058 aonya et al. 2003, Liberal,
szamoca .
Francisco et al. 2014)
kvercetin-3-O-f- . )
D6 -O-lnil e | (i Kol
C2H2,015 gliikozid, 551,1031 573,0851 589,0590 szamocaafo . - )
S 2006, Vagiri, Conner et al.
miricetin-3-(4- nya
- . 2015)
malonil-ramnozid)
hinerozid szeder (Bagdonaite, Jakstas et al.
Cy1H2012 mFi)ricitrin' 465,1027 487,0847 503,0590 4fon Z; 2013, Trumbeckaite,
Y Bernatoniene et al. 2006)
C17H1.0s taxifolin-3-O- 347,0761 369,0581 385,0320 afonya (Sun, Chen et al. 2014)

acetat
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apigenin-7-O-

ki:ri]ig;f)ll(-ié- (Ross, Kasum 2002,
C21H2010 ramnozid 433,1129 455,0949 471,0690 szeder Oszmianski, Nowicka et al.
luteonil-7- 2015)
ramnozid
lijlfle(?llrlgnzd (Al-Numair, Chandramohan
kgam ferol-?i- o et al. 2015, Giampieri,
CaH1501 1..15 » 463,0871 485,0690 501,0430 22‘;32? Alvarez-Suarez et al. 2014,
kgarlrl\ '%lgr)gfi Liberal, Francisco et al.
glﬁiuromd 2014, Zhang, Liu 2011)
rug?éu(tli(r\{g;g;m- (Niture, Ansari et al. 2014,
kampferoI-S’- Hunyadi, Martins et al.
CaHsoOs liikozid-7- 6111607 | 6331426 | 649,165 ifonya | 2012, Bagdonaite, Jakstas et
alaktozid szeder al. 2013, Stanley Mainzen
?uteolin-?-’ Prince, Kamalakkannan
diglikozid 2006)
kampferol-3-O-
rutinozid, (Jouad, Maghrani et al.
luteolin-5-O- szeder 2002a, Wang, Lin 2000b,
CortOs rutinozid, 5951653 617.1472 633,1212 szaméca Gudej, Tomczyk , Jouad,
apigenin-7,4'- Maghrani et al. 2002b)
diglitkozid

8.6 A ndvényi kivonatok citotoxicitasanak vizsgalata

A ndvényi kivonatok citotoxicitasanak mérését még az allatkisérletek elott elvégeztiik
H9c¢2 patkany embrionalis szivizomsejteken annak megallapitasa céljabol, hogy a vizsgalatra

szant novényi hatdanyagok milyen hatast fejtenek ki in vitro (11. abra).

A B C
*
_ 14 ” 14 . 14
12 12
1<
s 1 1
308 - 08 -
206 06 -
~§ 0,4 04 -
=2 0,2 0,2
=
0 0 ; . :
0 0001 001 01 1 0 0001 001 01 1 0 0001 001 01 1
mg/mi mg/mi mg/ml

11. abra A ndvényi kivonatok hatasa a H9c2 sejtek életképességére. A. afonya levél, B.
szeder levél, C. erdei szamoca levél kivonatok. A sziirke oszlopok jel6lik a 24 h, a fekete
oszlopok a 48 h inkubdacios 1d6 utani leolvasast. A kezelt sejtek értékei: kozépértek + SD, Az
adatokat egymintdas ANOVA-val, majd a Tukey post hoc tesztel értékeltiik. Az eltéréseket *p

<0,05 esetén tekintettiik szignifikansnak a kontrollhoz képest.
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A citotoxicitasi kisérletek soran az afonya levél Kivonat a 24 6ras inkubaci6 alatt minden egyes
tesztelt koncentracio esetében egy mérsékeltebb ¢€letképesség csokkenést okozott. Az afonya és
az erdei szamdca extraktumok azonban a 24 6rés kezelés utan kisebb koncentraciéban (0,001-
0,01 mg/ml) okoztak némi életképesség csokkenést, azonban ez a kezelési koncentracio
novelésével atfordult egy €letképességet noveld hatasba (1 mg/ml). A 48 o6rés kezelést kvetden
az afonya esetében nem volt mérhetd hatds az alacsonyabb koncentraciok esetében, a 0,1
mg/ml-es koncentracional azonban életképesség novekedés, mig az 1 mg/ml-es koncentracid
esetében életképesség csokkenés volt tapasztalhato. Erdekes, hogy a szeder és erdei szamoca
kivonatok sejteken kifejtett életképesség noveld hatdsa a 48 oras kezelést kovetden mar nem
mutatkozott meg, s6t szinte minden koncentraci6é esetén az életképesség csekély mértékii

csokkenése volt megfigyelhetd.

Az elvégzett vizsgalatok alapjan mindenképpen kijelenthetd, hogy az alkalmazott

novényi kivonatok nem tekinthetdk toxikusnak az alkalmazott in vitro rendszerben.

8.7 A novényi kivonatok citoprotekcidjanak vizsgalata

A citoprotekcios kisérletekben alkalmazott rendszer legfontosabb tulajdonsaga, hogy
non-invaziv médon vizsgalja az €16 sejteket, vagyis semmilyen anyagot, vegyszert, kémiai
indikatort nem igényel a sejtek allapotanak vizsgalata kozben. A citotoxicitds vizsgalata alapjan
varhato volt, hogy a kivonatok citoprotekcios hatassal rendelkeznek. Azonban az alkalmazott
kisérletben a stresszként hasznalt hidrogén-peroxidos kezelés hatasat nem tudta megvédeni

egyik kivonat sem (12. abra), mig a kontrollként alkalmazott vegyiilet igen (vilagos kék adatok).
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12. abra A novényi kivonatok citoprotekcios hatasanak vizsgalata. A. afonya, B. szeder, C.
erdei szamoca kivonatok. A kezeletlen kontroll (lila), a hidrogén-peroxiddal kezelt
citoprotektiv hatdanyag (vilagos kék, pozitiv kontroll), a hidrogén-peroxiddal kezelt sejtek
(sotétkék, negativ kontrol) tlintettiik fel. A novényi extraktumok adatait piros (1 mg/ml) és zold

(0,1 mg/ml) szinnel jeloltik.
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8.8 A novényi kivonatok in vivo vizsgalata

A novény kivonatok in vivo hatasanak vizsgalatdhoz elészor a normal kontroll egereket
(CD1) egy éjszakan at ¢€heztettilkk, majd kukoricakeményitével és ndovény kivonattal vagy
akarbozzal (pozitiv kontrollként) kombinaltan kezeltiik. A kiindulasi vércukorszintjiik az
¢jszakai ¢heztetés utan 4,5 + 0,44 mmol/l volt. A kukoricakeményitd oralis beadasat kovetden
a vér glikoz szintje jelentésen megemelkedett, a kezelést kovetd 60. percben tetézott, €s 180
perccel a keményité beadas utan fokozatosan csokkent a kiindulasi értékre (13. abra).

Ezt kovetden megvizsgaltuk, hogy a ndvényi kivonat képes-e csokkenteni a keményitd
altal kivaltott vércukorszint emelkedését a STZ altal indukalt diabéteszes egerekben. Az
egyszeri 200 mg/tstkg adagolast STZ kezelés utani eredményeket az 5. és 10. napon vizsgaltuk.
Azok a kontroll egerek, amelyek csak csapvizet kaptak, nem mutattak szignifikdns
vércukorszint emelkedést a kisérlet soran. Az akarboz (10 mg/tstkg) teljesen megakadalyozta a
keményitd altal kivaltott vércukorszint ndvekedést. A ndvényi kivonat (1200 mg/tstkg) szintén
szignifikansan gatolta a vércukorszint ndvekedését a kukoricakeményitd beadasat kovetden
(13. abra). Ezutan megvizsgaltuk, hogy a névényi kivonat képes-e csokkenteni a keményitd
altal kivaltott vércukorszint emelkedését és a STZ altal indukalt diabéteszes egerekben. Az
egyszeri adagolasu STZ kezelés eredményeként az 5. és 10. nappal (14.-15. abra). A kezelés
utani 5. és 10. nap (az 5. nap 29,36 + 4,85 mmol/l és a 10.nap 31,88 mmol/l ) elteltével
emelkedett a vércukorszint. A basalis vércukorszintek az éjszakai ¢hezés utan hasonloak voltak
a kontroll és a STZ-kezelt egereknél az injekcid utan 5 nappal, azonban szignifikdnsan
emelkedett szinteket mértiink 10 nappal az STZ injekcid utan, jelezve az inzulintermel6 sejtek
progressziv elvesztését és a gliikkoz-homeosztazis gyengeségét. Az oldhat6 kukoricakeményitd
kezelés szignifikans és tartds "posztprandialis" hiperglikémiat eredményezett minden STZ-
kezelt egérben.. A keményitdvel kezelt, STZ-diabetikus egerek csucskoncentracioja magasabb
volt, mint a nem diabéteszes allatoknal (16,4 £ 1,8 mmol/l, STZ 5 nap, 19,5 + 3,0 mmol/l STZ
10 nap, szemben a 11,4 £ 1,5 mmol/l, nem diabetikus). Amikor a kukoricakeményit6t
akarbozzal vagy a ndvényi kivonattal egylitt adtuk, a vér gliikozszintje nem emelkedett
szignifikdnsan a mintavétel id6épontjaban, ami a keményitdt lebontd enzimaktivitds gatlasat
jelezte.

A jelenlegi adatok alapjan a novényi kivonatok (1200 mg/tstkg) ugyanolyan hatasosak
voltak, mint az akarb6z (10 mg/tstkg) a keményitd altal kivaltott vércukorszint emelkedésének

megelézésében, prediabetikus és diabeteses egerekben. A ndvényi kivonatnak (1200 mg/kg) az
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STZ-indukalt egereknek emelt adagban (3-szor napi 2x) torténé adagolasa nem csokkentette a

bazalis vércukorszinteket.
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15. abra CD1 STZ indukalt egér kezelés utani 10. nap. A kozépérték+SEM értékeket

tobbszords t-teszttel elemeztiik. */**P <0,05 keményité+novényi kivonat vs. keményito.

Ezutan megvizsgaltuk a novényi kivonatok hatasat a prediabetikus allatokon ugyanazt
a kisérleti elrendezést alkalmazva mint korabban. Az egyetlen kiilonbség az volt, hogy a nem
diabetikus egerekben mért gliikoz szint a kisérlet elején és végén a fizioldgiai tartomanyban
volt. A C57BL6 egerek nyugati stilust étrenddel (16. abra) magas zsir- és szachardz tartalmi
(HFHS) diétan torténd étkezést 5 honapon keresztiil, ami jelentds sulygyarapodast
eredményezett (27 = 1,1 g vs. 2,5 £ 0,8 g) és csokkent gliikoz toleranciat. Varakozasaink szerint
a pre-diabetikus egerek vércukor-koncentracioja 5 honappal a kezelés utan magasabb volt, mint
a kisérlet elején (10,84+0,17 ¢s 7,61+0,15mmol/l, *p <0,01). A vércukorszint a keményitd
hatasara emelkedett 14,0 mmol/l-ra (30 perc), majd fokozatosan csokkent a kezdé idéponthoz
kozeli értékre (17. abra). Azonban, ha a keményitét akarbozzal (10 mg/tstkg) vagy ndvényi
kivonattal (1200mg/tstkg) egyiitt adtuk, a vércukorszint jelentésen alacsonyabb volt, mint a
keményitd adagolas utdn. Meglepd modon az akarbozzal vagy ndvényi kivonattal kezelt pre-
diabetikus egerek gliik6z koncentracidja nagyon hasonld volt, jelezve, hogy a ndvényi
kivonatok ugyanolyan hatdsosak voltak, mint az akarboz, a posztprandidlis hiperglikémia

enyhitésére (17. abra).
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17. abra Prediabéteszes C57BL6 egerek vércukor szintje. Kozépértek £ SEM. ** P <0,01

t

keményité + novényi kivonat vs. keményitd *** P <0,001 keményit6 + ndvényi kivonat vs.

keményitd.
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9  Ertékelés

Az értekezésben beszamolunk arrol, hogy az altalunk alkalmazott névényi kivonatok
hatékonyan enyhitik az oldhatdo kukoricakeményitd altal indukalt "posztprandialis"
vércukorszint emelkedést normal egerekben és a hiperglikémiat prediabetikus és STZ indukalt
cukorbetegekben. Ez a hatas valdsziniileg az 4fonya a szeder és az erdei szamodca leveleibdl
szarmaz6 vizoldhatd extraktumok altal az a-amildz és az a-glikozidaz enzimek gatlasan
keresztiil valosul meg. A cukorbetegség elso tiinete az étkezés utani kiemelkeddéen magas
vércukorszint. A szervezetbe keriild komplex szénhidratokat ¢és oligoszacharidokat
glikozidazokkal, példaul a-amilazzal és a-glilkozidazokkal emésztjiik meg a vékonybélben,
ahol egyszerli cukrokka alakul at és végiil a keringésbe jut. Ez a gliikozterhelés a vér gliikoz
szintjének emelkedését eredményezi, ami megfeleld inzulinvalaszokat valt ki, hogy a gliikéz
koncentracidja a normal tartomanyban maradjon.

A metabolikus szindromahoz tarsulé gliikéz intolerancia és a prediabetikus
cukorbetegeknél megfigyelt karosodott inzulin-szekrécid, és a hosszantartd hiperglikémia,
amely hozzajarul az oxidativ stresszel jaré diabéteszes sz6védményekhez (Matough, Budin et
al. 2012). Ezért a posztprandialis hiperglikémia csokkentése a bél glilkozidazok gatlasan
keresztiil reményeket kelt6 kezelési stratégia a cukorbetegség elleni kiizdelemben (He, Shi et
al. 2014). Vizsgalataink alatamasztjak, hogy a pszeudotetraszacharid vegyiilet, az akarboz, egy
antidiabetikus gyogyszer, amely in vitro gatolja az a-amilaz és az a-glikozidaz aktivitast, és in
vivo csokkenti a kukoricakeményité altal kivaltott vércukorszint emelkedését. Az akarboznak
sajnos azonban gyakori gyomor-bélrendszeri mellékhatasai vannak, mint példaul a hasmenés,
a gyomorfajdalom. Esettanulmanyokban sulyos majkarosodas és akut hepatitisek eléfordulasat
is kozolték (Dabhi, Bhatt et al. 2013). Ezzel szemben a gyogynovények a-amilaz és o-
gliikozidaz inhibitorainak kevésbé karos hatasai vannak (Kumar, Narwal et al. 2011, Satoh,
Igarashi et al. 2015). Korabban szamos természetes ndvényi eredetii antidiabetikus termékeket
vizsgaltak, melyek egy része hatasos a-glikozidaz és a-amilaz inhibitor volt (Hung, Qian et al.
2012, Sompong, Muangngam et al. 2016). Az altalunk vizsgalt ndvényi kivonatok in vitro a-
glikozidaz gatldsanak kozépértékei pg/ml-es tartoményba estek, amelyek szignifikdnsan
alacsonyabbak, mint a fekete tea levelek 28 mg/ml 1Cso értékei (Satoh, Igarashi et al. 2015)
vagy a Zingiber 3 mg/ml gatlo koncentracioi (Jo, Cho et al. 2016), de magasabbak, mint az
ayurvédikus gyogyaszatban cukorbetegségben hasznalt gyogynovény a Saliac oblongata 4
ug/ml ICso értéke (Li, Peng et al. 2004) és a Prunica granatum 1,8 ug/ml ICso értéke (Li, Wen
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et al. 2005). Az altalunk kapott eredmények hasonldak az eperfa levélkivonatrol szolo gatlasi
adatokhoz (Kim, Kwon et al. 2011). Az in vitro vizsgalatokban mar korabban kimutattak az
eper és az afonya gylimolcsok esetében az a-glikozidaz és az a-amildz aktivitasok gatlasat
(McDougall, Kulkarni et al. 2008, Boath, Stewart et al. 2012), de a vizsgalatainkban azonban
igazoltuk, hogy az eper, az afonya és a szeder levélkivonatai szintén hatasosak az a-gliikkozidaz
¢s az o-amilaz enzim aktivitasanak in vitro gatlasaban. Sajnalatos modon, a korabban kozolt
eredményeket nehéz Osszehasonlitani, mert kiilonbdzd tipusu szubsztratokat, mérési- és
extrakcios modszereket alkalmaztak az egyes forrasokban.

Az antioxidans hatds magéban foglalja a sejtek €s a cellularis struktirdk elleni védelmet
kiilondsen a karos oxigén és a nitrogén szabad gyokok ellen. A szervezetiink sajat antioxidativ
rendszerei koz¢é a kdvetkezd enzimek tartoznak: a szuperoxid dizmutaz (EC 1.15.1.1.), katalaz
(EC 1.11.1.6.), és a glutation-peroxidaz (EC 1.11.1.9.). A nem enzimatikus szubsztratok kozé
tartozik a C-vitamin (L-aszkorbinsav), A-vitamin (retinol), E-vitamin (tokoferol), flavonoidok.
Néhany biomolekulat és biologiailag aktiv, klinikailag szignifikans vegyiiletet, mint példaul a
transzferrint, ferritint, laktoferrint, coruloplazmint, haptoglobint és a hugysavat is
antioxidansnak tekinthetjiik.

A civilizacios betegségek kialakuldsa révén az antioxidansok és antioxidans kapacitas
mérése egyre inkabb fontossd valt, hogy ilyen szempontb6l alaposabban megismerjiik az
egészséges élelmiszereket és azok Osszetevoit (Skerrett, Willett 2010). A PCL modszert
elséként Popov és Lewin (Popov, Lewin 1999) irta le és Langley-Evans (Langley-Evans 2000)
¢s a Robinson (Robinson, Maxwell et al. 1997) tanulmanyoztak a fekete és zold teak
antioxidans kapacitasanak mérésénél. Tobb tanulmany megerdsiti, hogy az oxidativ stressz
hozzdjarul a cukorbetegség hatdsiara kialakulo szovédményéhez beleértve a makro és
mikrovaszkularis problémakat. Ezért a magas antioxiddns hatasu vegyiiletek kedvezden
befolyasoljak a diabétesz szovédményeinek a kezelését (Rahimi, Nikfar et al. 2005, Giacco,
Brownlee 2010). Ezen hatdéanyagok hipoglikémias, lipid-csokkentd és antioxidans hatasa
nagyon igéretes lehet a cukorbetegség kezelésében és a sziv- és érrendszeri szovOdmények
megelézésében (Umeno, Horie et al. 2016).

A levélkivonatokra nem csak ugy tekinthetiink, mint a gylimdlcs olcso alternativai,
hanem mint nagyobb mennyiségi fenolos vegyliletet tartalmazd értékes novényi részek,
amelyek anti-hiperglikémias hatasokhoz kapcsolodnak. A bogyds gyiimolesok leveleinek
kivonatai befolyasoljdk a vércukorszintet az egészséges, a prediabetikus és a diabéteszes
egerekben is. A szénhidratban és zsirban gazdag étrend tulzott stlygyarapodast és gliikoz

toleranciat okoz az egereknél, és hasonldan, mint az embereknél prediabetikus allapotot hoz
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létre. Ebben a szakaszban az ¢hgyomri gliikkdz szintek mar megemelkednek és magasabb csucs
koncentraciot érnek el a szénhidrat terhelés utan, de a kiindulasi értékhez visszatérnek. Ezzel
szemben a STZ-kezelt egerekben a hasnyalmirigy-f sejt funkcid szignifikdnsan romlott ugy,
mint a diabéteszes betegek esetében, ezért hasonld modon, magas vagy emelkedett a kiindulasi
vércukor koncentracio és hosszl ideig tartdé magas vércukorszint jellemzi. A vizben oldodé
kukoricakeményitd intragasztrikus adagoldsa a vércukorszint emelkedését eredményezi az
egereknél az Osszes kisérleti csoportban, de a glikémias cstics a STZ-diabéteszes csoportban
volt a legmagasabb. A cukorbeteg egyedeknél a novényi kivonatok az akarbdzhoz hasonloan
enyhitik a keményitd altal kivaltott vércukorszint emelkedést, amely nem kiilonbdzik jelentdsen
azoktol, az értékektol, amelyeket a csak vivOanyaggal kezelt allatoknal tapasztalhattunk. A
jelenlegi in vitro és in vivo adatok kombinacidja azt sugallja, hogy a novényi kivonatok anti-
hiperglikémias hatdsa Osszefiigg a bélben 1év6 a-glitkkozidaz és a-amilaz gatlasaval, azonban az
endogén gliikdéz termelést, a glikoz felvétel stimulalasat és /vagy az inzulinszekrécid
fokozodasat valamint az aktivitast szintén figyelembe kell venni, mint az antidiabetikus hatas
okait. Példaul a fekete afonya kivonatok nemcsak gatoltdk az a-gliikozidazt, hanem novelték
az inzulinérzékenységet az AMP-tal aktivalt protein kinaz (AMPK) aktivalasaval és a gliikoz
transzporter 4 (GLUT4) felszabadulasat okozzak a fehér zsirszovetben €s vazizomban. Ezt az
aktivaciot a gliikoz termelés és a zsirtartalom elnyomasa kiséri (Takikawa, Inoue et al. 2010).
A szeder levélkivonat csokkentette a bazalis (nem stimulalt) vércukorszintet normal és STZ-
kezelt patkanyokban, ami a bél gliikoz felvételének gatlasat feltételezi (Jouad, Maghrani et al.
2002a, Verma, Gangrade et al. 2014) Az epergytimdlcs Vvizes kivonata gatolta mind az a-amilaz,
mind az a-gliikozidaz aktivitast (Cheplick, Kwon et al. 2010), mig egy klinikai vizsgalat azt
mutatta, hogy az eper polifenol beadasat kovetéen javult az inzulinérzékenység (Paquette,
Medina Larque et al. 2017).

A ndvényi kivonatok legfontosabb biologiailag aktiv dsszetevdit altalaban jol toleraljak
az eml6s szervezetek. Példaul a szeder kivonat kozolt LDsg értéke 8,1 g/tstkg, joval magasabb,
mint sok toxikus névény esetében (Jouad, Maghrani et al. 2002a). A H9¢2 patkany embrionalis
szivizomsejtjein valos ideji sejtes elektronikus érzékelési tesztet alkalmazo in vitro vizsgalatok
azt is jelzik, hogy a kiilonb6zé ndvényi kivonatok nem toxikusak az 1 mg/ml-ig terjedd
dozistartomanyban. Kisérleteinkben nem tapasztaltunk akut in vivo toxicitast az egereknél az
1200 mg/tstkg névényi kivonat alkalmazasat kovetéen sem. Szamos aktiv hatdéanyagot izolaltak
novényekbdl az emlésok a-amilaz és a-gliikkozidaz potencialis inhibitoraként, mint példaul a

flavonoidok, alkaloidok, terpenoidok, antocianinok, glikozidok, és fenolos vegyiiletek (Kumar,
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Narwal et al. 2011). A kivalasztott névényi keverékek nagy gatlohatast mutattak az a-amilaz és
az a-gliikkozidaz enzimekre az in vitro tesztekben.

Az étkezés utdni vércukorszint szabalyozasa kulcsfontossdgi tényezd a
cukorbetegséggel kapcsolatos kardiovaszkularis komplikaciok kezelésében (Pitocco, Tesauro
et al. 2013). Korabbi tanulmanyok kimutattak, hogy az eper- és afonya levélben 1év6 vizoldhatod
kivonat magas antioxidans tulajdonsdgokkal rendelkezd vegyiileteket tartalmaz, példaul
flavonoidokat és kvercetint, ami azt sugallta, hogy a kivalasztott gyogyndvények bejuttatiasa
segit a ROS-eredetti koros mellékhatasok kivédésében, a diabéteszes betegekben. A kvercetin
onmagaban is hatékony antioxidans, elsdésorban glikozidok vagy gliikuronidok formajaban,
amelyek a majban keletkeznek. A kvercetin gatolja a xantin oxidaz és a lipoxigenaz aktivitasat,
ezaltal csokkenti a ROS képz6dést. igy elmondhatd, hogy a vércukorszintre gyakorolt kedvezé
hatasuk mellett a n6vényi kivonatok alkalmasak az oxidativ stressz csokkentésére is.

Osszefoglalva, az o-gliikoziddzzal szembeni magas gatld hatasa, és az o-amilazzal
szembeni mérsékelt in vitro gatlo hatassal rendelkezd kivalasztott novényi levél kivonatok
kombinacidja olyan keveréket eredményez, amely képes csokkenteni a vércukorszintek
"posztprandialis" emelkedését egészséges kontroll-, prediabetikus- és diabetikus egereknél. A
ndvényi kivonatok nem toxikusak, és nincs nyilvanvalo mellékhatasuk, ezért, mint hatdéanyagok

potencialis jeldltek a hiperglikémia jovobeni kezelésére a 2-es tipusu cukorbetegségben.
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10 Kovetkeztetések

1. Az irodalombol ismert nyolc gyogyndvényt valasztottunk ki, amelyek glikozid-hidrolaz
aktivitasait in vitro teszteltiik. A novényi kivonatok dozis fiiggden gatoltdk az a-amilaz
aktivitasat. Az egyes kivonatokhoz tartozd ICso értéket meg hataroztuk. A kivalasztott
novények koziil az erdei szamoca kivonatanak volt a legalacsonyabb ICsp értéke mikdzben az

afonya ¢és a szeder 1Csp értéke szignifikdnsan magasabb volt.

2. Uj érzékeny HPLC médszert dolgoztunk ki az a-amilaz gatlisanak a mérésére. A HPLC
alkalmazaséaval a komponensek elvéalasztasa és mennyiségi meghatarozasa lehetséges és az
adatokbol a reakciok sebessége kiszamithat6. Olyan szintetikus szubsztratot hoztunk létre
mely jobb kotést alakit ki az amildz enzim aktiv centrumdval ezaltal jobban tudja modellezni
a természetes viszonyokat. A CNP-G7 szintézisénél kialakitott B-konfiguracié megvédi a
szubsztratot az amil4z hasitasatol igy a kromofor csoport mindvégig a szubsztraton marad
specifikussd téve a meghatdrozast. A szubsztrat tisztasagat folyadék kromatografiaval és

MALDI-TOF MS késziilékkel ellendriztiik.

3. Az allatkisérletek el6tt annak megallapitasa érdekében, hogy a kiprobalasra szdnt ndvényi
hatéanyagok in vitro milyen hatast gyakorolnak a sejtekre citotoxicitasi és citoprotekcios
tesztet végeztiink. Az eredményeink azt mutattak, hogy egyik vizsgalt novényi kivonatnak

sem volt a citotoxikus hatdsa a vizsgalt koncentracidtartomanyban.

4. A novényi komponensek hatdanyagait tomegspektrometrias modszerrel vizsgaltuk. A
MALDI-TOF-MS eredményekkel tobb komponens Osszegképletét meghataroztuk és az
irodalmi adatok alapjan megadtuk a hozzajuk tartozo vegyiiletek lehetséges korét. A
kivonatok az eredmények alapjdn nagy mennyiségli polifenolos vegyiileteket tartalmaztak,

amelyek koziil legfontosabbak a tanninok, ellagtanninok, flavonoidok, és ezek szarmazékai.

5. Az in vivo kisérleteknél mind a két cukorbeteg modellben teszteltiik az altalunk alkalmazott
novényi keverék kombinaciot. A kémiailag indukalt diabétesz egy egyszerli és viszonylag
olcs6 modell a diabétesz patogenezisének a tanulmanyozasara ragcsalokban ezért az 1-es
tipusu cukorbetegség tanulmanyozasara a streptozotocin (STZ)- indukalasaval hoztuk 1étre
cukorbetegséget a CD1-es tipusu egerekben. A 2-es tipusu cukorbetegség tesztelésére HFHS
tartalmt taplalék altal eldidézett prediabetikus elhizasi modellt alkalmaztunk. Ezeket a
kisérleteket him C57BL6 egereken hajtottuk végre, amelyek hajlamosak a taplalék altal

kivaltott elhizadsra. Mind a két cukorbeteg allat modellnél a farok vénabol vett vérminta
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alapjan a kezelést kovetden meghataroztuk a vércukor értékiiket. Beszamolhattunk arrél, hogy
az altalunk alkalmazott novényi kivonatok hatékonyan enyhitik a "posztprandidlis"
vércukorszint emelkedést normal egerekben €s a hiperglikémiat prediabetikus és STZ indukalt
cukorbetegekben. A harom novény keverékének alkalmazasa megerdsitette, hogy ezek a
gyogynovények hasznalhatdéak az étkezés utani hiperglikémia csokkentésére azaltal, hogy
hatékonyan gatoljdk az o-amildz és o-gliikoziddz enzimeket. Tovabba biztonsagosan
alkalmazhatdak, mert nem mertilt fel citotoxikus hatas. A jelenlegi in vitro és in vivo adatok
kombinacioja azt sugallja, hogy a ndvényi kivonatok anti-hiperglikémias hatasa 0sszefiigg a
bél a-glikozidaz és az a-amildz gatlasaval. A novényi kivonatok nem toxikusak, és nincs
nyilvanval6 mellékhatasuk ezért célzott lehet a hiperglikémia lehetséges kiegészitd kezelésére

a 2-es tipusu cukorbetegségben vagy a metabolikus szindromaban.
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14 Magyar nyelvii 6sszefoglalé

A hiperglikémia kezelése nagyon fontos az olyan anyagcsere rendellenességek gyogyitasa
soran mint példaul a 2-tipusu diabétesz és a metabolikus szindroma. Az o-amildz és a-
gliikoziddz, mint az étrendi poliszacharidok gliikozfelszabaditasanak enzimei, potencialis
célpontjai az 10j, elhizas elleni és antidiabetikus gyogyszerek fejlesztésének. Az altalanosan
elfogadott terapias stratégia az étkezés utani hiperglikémia szabdlyozasara az a-gliikkozidaz és
az a-amildz enzim gatlasa. Ezen enzimek gatlasa jelentdsen késlelteti a szénhidrat lebomléasat
¢s a monoszacharidok felszivodasat és a posztprandialis hiperglikémiat. Az akarboz egy ilyen
hatason alapulé antidiabetikus gyogyszer, amely gatolja a hasnyalmirigy a-amildzt és az
intestinalis a-gliikozidazt. Azonban ez a hatéanyag nemkivanatos gasztrointesztinalis és maj
mérgezd mellékhatasokkal rendelkezik. Ezért egyre ndvekvd igény van arra, hogy hatékony,
természetes hatdanyagokat talaljanak karos mellékhatasok nélkiil. A posztprandialis glikémids
valaszokat vizsgalo klinikai vizsgalatok kimutattak az élelmiszerrekkel bekeriilé polifenolok
jelentdségét a vércukorszintek csdkkentésében. Mivel a vadon €16 bogyos ndvények kiilondsen
gazdagak e vegyiiletekben az erdei szamodcat, szedret és afonyat valasztottunk ki a glikoziddz
enzimek gatlo hatasdnak vizsgéilatara €és a terdpias hatdsuk elemzésére a posztprandialis
hiperglikémia enyhitésében. A munkam soran az a-amilaz aktivitasanak és gatlasanak mérésére
uj eljarast dolgoztam ki, amellyel kiilonb6z6 novények kivonatainak a-amilaz gatlasat tudtuk
mérni. A magas gatlassal rendelkez6 novények kivonatat teszteltiik in vitro az a-amilaz és az
a-gliikozidaz enzimekre. Az a-amilaz mérésére kifejlesztetiink egy (j HPLC alapti modszert,
melyel specifikusan csak az adott enzim altal hidrolizalt szubsztrat mennyiségét tudjuk mérni.
Szubsztratként 2-klor-4-nitro-fenil-p-D-maltoheptozidot (CNP-G7) hasznaltunk, melyet
kémiai szintézissel allitottunk elé és kromatografiasan tisztitottuk. A szubsztrat tisztasagat
folyadékkromatografiaval és  MALDI-TOF-MS  késziilékekkel  ellenériztik. Az
enzimmeérésekhez a tisztitott CNP-G7 szubsztratot hasznaltuk, amely tobb hatékony kotést tud
létrehozni a HSA aktiv centruméval ezért a kromatogramon héarom, kiilonb6z6 hosszisaga
termék csucsa is latszodik, melyek megfeleld modszerrel elvalaszthatok egymadstol és a
szubsztrattol Az enzimaktivitds sebességének jellemzésére a f0 termék, a CNP-G3
keletkezésének a sebességét hataroztuk meg. A kiilonb6zd iddpontokban injektalt mintak
kromatogrammjan a CNP-G3 hoz tartozé csucs teriiletét mértilk €s abrazoltuk az id6
fiiggvényében. Ez a szubsztrat mar elég hosszl, hogy atfedje a human nyal amilaz (HSA) aktiv

helyét és a természetes szubsztrathoz hasonldan viselkedjen. A HSA ¢és a szubsztrat reakcioja
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soran a harom felszabadul6 redukalo végtermék {6 Gsszetevoje a CNP-B-D-maltotrioz (CNP-
G3) amely a szubsztrat detektalhato reakciotermékeinek 50%-at teszi ki. Az aglikon kromofor
lehetévé teszi az UV-tartomdnyban (302 nm) vald magas érzékenységgel vald detektalast,
amely béta-glikozid kotéssel kapcesolddik a szénhidrat lanchoz, melyet az a-amilaz nem képes
hasitani. A korabbi kalorimetrias titralasi (ITC) modszerrel végzett vizsgalatok megerdsitették,
hogy a CNP-G7 a keményit6hdz hasonldéan hasad az enzimreakcioban. Az eredményeink
megerodsitették a HPLC-alapu kinetikai mddszerek alkalmazhat6sagat az a-amilaz aktivitdsanak
megbizhatdé meghatarozasara.

A kisérleteinkhez 9 ndvény kivonatat készitettiik el, melyeknek megvizsgaltuk az a-
amilaz gatld hatasat. Azt tapasztaltuk, hogy a kontrollvegyiiletként alkalmazott akarbdzhoz
képest a kivonatok a-amilaz gatlasanak ICso értéke nagyobb volt. A vizsgalatainkat ezutan az
erdei szamoca, afonya és szeder kivonatok analizisére sziikitettiik, és ezen kivonatoknak a-
gliilkozidaz gatlo hatdsat mértiik. A mérések alapjan kijelenthetd, hogy a névényi kivonatok
gatoljak ezen enzim miikodését is €s hasonldéan az a-amildzhoz, magasabb ICso értékkel
rendelkeztek mint az akarbdz. A harom kivalasztott kivonat egyenl6 aranyu keverékét képezve
is meghataroztuk a glikozid hidrolaz enzimek aktivitasara kifejtett gatlo hatast. Tovabba a
tannin kivonasaval meggy6zddtiink rola, hogy a gatld hatasért nem csak ez a vegyiiletcsoport a
felelds. A kisérleteink alapjan kijelenthetd tovabba, hogy a kivalasztott kivonatok jelentds
antioxidans hatassal rendelkeznek. A novényi extraktumok Osszetételét tomegspektrométerrel
vizsgaltuk. A mérés soran kationizalt kvazi molekula ionokat alkalmaztunk arra, hogy képet
kapjunk a lehetséges Osszetevokrol. Az dsszegképletek alapjan feltételezhetd, hogy a ndvényi
kivonatok kiilonboz6 flavonoidokat és ezek glikozidjait, kondenzalt és hidrolizalt tanninokat
katekineket tartalmazhatnak, melyeknek bioldgiai aktivitasa az irodalomban mar jol jellemzett,
de mint glikozidaz inhibitorok eddig még nem voltak a kutatasok célpontjai. A vegyiiletek
sokszinlisége arra enged kovetkezteni, hogy a bioaktiv komponensek nem csak egyetlen
molekuldhoz kothetdk, hanem tobb vegylilethez ami az a-amilazt, és az a-gliikkozidazt is
hatékony gatolhatja.

Az allatkisérletek el6tt annak megallapitasa érdekében, hogy a kisérletre szant novényi
hatéanyagok milyen hatast gyakorolnak a sejtekre in vitro citotoxicitasi- és citoprotekcios
tesztet végeztlink. ElImondhatd, hogy a kivonatok nem mutattak citotoxicitast, sot esetenként
serkentették a sejtekéletképességét, de ennek ellenére nem mutattak citoprotekcids hatast az
alkalmazott kisérleti elrendezésben. Két cukorbeteg modellben is teszteltiik az altalunk
alkalmazott ndvényi kivonatok keverékét. A 2.-tipusi cukorbetegség tesztelésére magas

zsirtartalmua és magas szachar6z (HFHS) tartalmu taplalék altal eldidézett prediabetikus elhizasi
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modellt alkalmaztuk. Ezeket a kisérleteket him C57Bl16 egereken hajtottuk végre, amelyek
hajlamosak a taplalék altal kivaltott elhizasra. A masik diabéteszes allat modellben CD1-es
tipusu allatokon végzett kisérletekben az 1.-tipusu cukorbetegséget az STZ- indukalasaval
hoztuk létre. Ezeknél az egereknél kétszer vizsgaltuk, a ndvényi kivonatok hatasat az STZ-
kezelést kovetd 5. és 10. napon. Ezzel a modszerrel az akut és a kronikus cukorbetegségben
1év6 klinikai paraméterek valtozasat tuttuk kovetni. Munkank eredményeként beszamoltunk
arr6l, hogy az altalunk alkalmazott ndvénykivonatok hatékonyan enyhitették az oldhato
kukoricakeményit6 altal indukalt "postprandidlis" vércukorszint emelkedést normal egerekben
¢és a hiperglikémiat prediabetikus és STZ indukalt cukorbeteg allatmodelleken. Ez a hatas
valosziniileg az afonya a szeder €és az erdei szamoca leveleibdl szarmazd vizoldhatd
extraktumok altal az a-amilaz és az a-glikozidaz enzimek gatlasan keresztiil valosul meg.

A H9c2 patkédny embryonalis szivizomsejtjein valds idejii sejtes elektronikus érzékelési
tesztet alkalmazo in vitro vizsgalatok jelezték, hogy a kiilonb6z6 novényi kivonatok nem
toxikusak az 1 mg/ml-ig terjed6 dozistartomanyban. Tovabba, nem figyeltiink meg akut in vivo
toxicitast az egereknél az 1200 mg/ttkg novényi kivonat alkalmazasat kovetden sem. A jelenlegi
in vitro és in vivo adatok azt sugalljak, hogy a novényi kivonatok anti-hiperglikémias hatasa
Osszefligghet a bél a-glilkozidaz és az a-amilaz gatlasaval, azonban a gatlas az endogén glitkoz
termelés és a glikkoz felvétel stimulalasa, valamint az inzulinszekrécié fokozodasa az anyagok
hatasara szintén nem kizarhat6. A névényi kivonatok nem toxikusak, és nem mutattak lathato
mellékhatasokat, ezért a jovoben alkalmazhatoak lehetnek a hiperglikémia jovobeni kezelésére

a 2-es tipusu cukorbetegség esetén.
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15 Angol nyelvii 6sszefoglalo

The successful treatment of hyperglycemia is crucial in the management of metabolic
syndromes such as type Il diabetes. The glycoside hydrolases are usually targets of these
antidiabetic treatments and in diabetes research involving a-amylase and a-glucosidase
enzymes, which play an essential role in glucose release hydrolysing starch. It is a commonly
accepted strategy to manage hyperglycemia by the inhibition of a-amylase and a-glucosidase.
The inhibition of these enzymes could prevent the adsorption of glucose along with the
postprandial hyperglycemia. One member of these type drug molecules the acarbose, which is
widespread applied antidiabetic drug that inhibit pancreatic a-amylase and intestinal a-
glucosidase. Although, it could be used effectively, it shows several unpleasant gastrointestinal
and liver toxic side effects. This is the reason that there is a common need for new molecules
possessing less side effects. Several clinical studies have been demonstrated the effectiveness
of the food polyphenols in the treatment of high blood glucose levels. The berries are usually
rich in these compounds, therefore, wild strawberry, bilberry and blueberry were selected in
our study for the extraction of their valuable bioactive components and to assay the properties
of these extracts to reduce postprandial hyperglycemia in vitro and in vivo. For these purposes,
in our study a novel method was developed for measuring a-amylase inhibition activities. The
novel method is based on HPLC separation and specified to measure the rate of a-amylase
hydrolysis. As the enzyme specified substrate we used 2-chloro-4-nitro-phenyl-p-D-
maltoheptoside (CNP-G7) that was synthetized chemically and purified with chromatographic
method. The purity of the substrate was than investigated and confirmed with HPLC and
MALDI-TOF-MS. For the inhibition assays, this purified CNP-G7 and human salivary enzyme
(HSA) were used. The substrate binds to the active centrum of the HSA that results three
separated peaks on the chromatograms, which chromophore aglycon makes it possible to
measure the product at 302 nm with high intensity.

Firstly, nine different plants were extracted with hot water and after their lyophilisation
they were screened for a-amylase inhibition. After that based on their a-amylase inhibition
activities three of them were selected and investigated in further experiments including their -
glucanase inhibition-and antioxidant activities. The selected plants were the wild strawberry,
bilberry and blueberry showing outstanding results in glycoside hydrolase enzyme inhibition.

To investigate the possible reason of the inhibition, tannin precipitation was carried out to

prove that not only these types of molecules can be noted as inhibitors. Furthermore, the
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chemical composition of extracts were also analysed with mass spectrometry. We recorded the
produced protonated and alkali adduct molecular ions to get the molecular formula of the
constituents. From the analysis, it could be assumed that the selected plant extracts contained
flavonoids and flavone-glycosides, condensated and hydrolysed tannins and catechins. The
bioactivity of these compounds is well defined, but as glycosidase inhibitors they have not been
tested so far.

Before the applications of the plant extracts on animal model, their in vitro cytotoxic
and cytoprotective effects were assayed on cell lines. It could be concluded that the extracts did
not show toxicity to the cells rather they boosted the cell functions. Although the extracts did
not cause toxic effects, protective influences to the cells could not be observed.

After the in vitro experiments, for the in vivo investigations two diabetic mouse models
were used to test the selected plant extracts. For type Il diabetes, high fat high saccharose
induced (HFHS) pre-diabetic obese model was applied. In this examinations C57B16 mice were
involved, which were susceptible to diet induced obesity. Furthermore, for the testing the
extracts on the type | model, the streptozotocin treated mice were used. The effects of plant
extracts, the blood sugar levels were measured in the fifth and tenth day after the STZ induction
to model the parameters of acute and chronic clinical diabetic. The applied plant extracts
efficiently attenuated the water-soluble corn starch induced postprandial hyperglycemia in both
normal and diabetic mice. This effect may be occurred by the inhibition of a-amylase and o -
glycosidase, but influence of other physiological process could not be excluded.

The plant extracts are not toxic and did not show any side effects, consequently it can

be used as subsidiary in the treatment of diabetes.
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