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2 Bevezetés

A hiperglikémia kezelése nagyon fontos az olyan
anyagcsere rendellenességek gyogyitdsa sordn, mint
példaul a 2-es tipusu diabétesz ¢és a metabolikus
szindroma. Az a-amildz, mint az étrendi poliszacharidok
gliikoz felszabaditasanak els6 enzime, potencialis célpont
az uj, elhizds elleni és antidiabetikus gyogyszerek
fejlesztésének tertiletén. Az altalanosan elfogadott terapias
stratégia az étkezés utani hiperglikémia szabalyozasara, az
a-gliikozidéaz és az a-amildz enzim gatlasa. Ezen enzimek
gatlasa jelentOsen késlelteti a szénhidrat lebomlasat,
monoszacharidok felszivodasat és a posztprandialis
hiperglikémiat Az akarbdz egy antidiabetikus gyogyszer,
amely gatolja a hasnyalmirigy a-amilazt és az intestinalis
a-gliikkozidazt. Azonban tobb nemkivanatos
gasztrointesztinalis mellékhatasokkal is rendelkezik, ezért
novekve igény van arra, hogy hatékony, természetes vagy
ndvényi hatéanyagokat izolaljanak karos mellékhatasok
nélkiil. A posztprandidlis glikémias valaszokat vizsgalo

klinikai  vizsgalatok kimutattdk az  élelmiszerrel



kapcsolatos polifenolok potencialjat a vércukorszintek
csokkentésében. Mivel a vadon €16 bogyods ndvények
kiilondsen gazdagak e vegyiiletekben, az erdei szamocat,
szedret ¢és afonyat valasztottuk ki a glikozidaz enzimek
gatld hatasanak vizsgélatara ¢€és a posztprandialis

hiperglikémia enyhitésére.

3  Célkitiazések

Napjainkban a 2-es tipust cukorbetegség az egyik
leggyakrabban el6éforduld civilizacids betegség, melynek
eredményes kezelésére kivald lehetdséget nyujthat a
természetes, novényi kivonatok alkalmazasa. Ezen
lehetdség gyakorlati megvaldsitasat eldsegitendd doktori

munkam céljai a kovetkezOk voltak:

1. Kiilonb6zd, bioaktiv komponenseket tartalmazéd
gyogynovény-kivonatok készitése és in vitro
antidiabetikus hatdsaik tanulmanyozésara

2. Uj HPLC alapt mérési modszer kidolgozésa az in

Vitro a-amilaz aktivitds méréséhez.



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

4. A novényi kivonatok lehetséges hatdanyagainak
feltérképezése tomegspektrometrias
vizsgalatokkal.

5. Az extraktumok in vivo tesztelése STZ indukalt és
HFHS diétan kezelt egérmodellekben

4  Anyagok és modszerek

1. Mintael6készitési lépések:
a. Novények kivalasztasa, vizes extrakcidja
és liofilizalasa.
b. Az extraktumok tannin mentesitése.
2. A ndvényi extraktumok hatésa a glikozid-hidrolaz
enzimekre
a. HPLC modszer kifejlesztése az o-amilaz
gatlds mérésére a szubsztrat szintézise és
tisztitasa.
b. Az extraktumok a-amilaz gatlasanak

meghatarozasa a kifejlesztett modszerrel.



c. Az extraktumok a-gliikkozidaz gatlasanak
mérése fotometrids modszerrel.
Az  extraktumok  antioxidans  hatdsanak
meghatarozasa.
Az extraktumok vizsgalata tomegspektrometriai
modszerrel (MALDI-TOF).
Sejtes hatasvizsgalatok:
a. Citotoxicitasi tesztek HIc2 sejteken
b. Citoprotekcié6  vizsgalata ~ RTCA-SP
rendszeren
In vivo vizsgalatok:
a. Kémiailag indukalt diabétesz modell
alkalmazdsa az extraktumok tesztelésére.
b. HFHS diétaval indukalt egér modell

alkalmazasa az extraktumok tesztelésére.



5 Eredmények

5.1 Az amilaz gatlas mérésének kidolgozasa

A mérés kidolgozasa soran 2-klor-4-nitrofenil-p-D-
maltoheptéz (CNP-G7) szubsztratot szintetizaltunk,
melyet forditott fazist preparativ kromatografias eljarassal
tisztitottunk. A késztermék tisztasagat folyadék
kromatografiaval vizsgaltuk, melynek sordn a 6.7 percnél
elualodd6 CNP-G7 szubsztrat tisztasaga 96,9% volt. A
tovabbi  ellenérzés  céljabol  tomegspektrometrids
vizsgalatot is végeztiink, pozitiv ionizaciés modban
MALDI-TOF MS technikaval. A spektrumon jol lathatok
voltak a CNP-G7-re jellemz6 kalium és a natrium

adduktok m/z értékei.

5.2 A kivalasztott novényi extraktumok hatasa a
glikozid-hidrolaz enzimekre
A mérés elokészitéséhez a novények vizes
extraakcidjat végeztiik el, melyet liofilizalas kovetett. A
szaraz novényi extraktumokat vizsgalat eldtt feloldottuk
desztillalt vizben majd lecentrifugaltuk és mértiik az a-

amilazra és a-glilkozidaz aktivitasra kifejtett hatasukat. A



méréseket kovetéen hdrom eurdpai novény keriilt
kivalasztasra a kovetkezd ICso értékekkel a-amilazra
vonatkoztatva, erdei szamoca 8,844+2,8 ug/ml, fekete
afonya 25+8 pg/ml, szeder 27,2749 pg/ml, melyek a-
gliikozidaz esetén 7,67 = 0,19 pug/ml (erdei szamodca),
25,62 £ 0,85 png/ml (szeder), 30,46 + 0,98 ng/ml (afonya)
értékeket mutattak. A nyers extraktumokbdl keveréket is
készitettiink és annak hatasat is megvizsgaltuk. Az erdei
szamoca, afonya és szeder extraktumokat is tartalmazo
keverék az a-glikozidaz gatlasa soran 11,2 pg/ml ICso
koncentracidval, mig az a-amilaz gatlasa soran 15,3 pg/ml
ICso értékkel volt jellemezhetd.

Tannin-mentesitett kivonattal ismételten elvégeztiik
az aktivitas méréseket és az a-amilaz esetében 7,2%-al az
a-glikozidaznal pedig 14,9%-al csokkent a gatlds a
kiindulasi értékhez képest. A mért gatlasi értékek még igy
is jelentdsek voltak, ami alapjan elmondhatd, hogy az
extraktumban az enzimek gatlasaért mas hatéanyagok is

felelosek a tanninon kiviil.



5.3 A kivalasztott novényi extraktumok antioxidans

hatasa

A ndvényi hatdoanyagoknak azt a képességét, hogy
megakadalyozzak a szabad gyokok képzddését és az
azokbol eredd karos hatasokat, antioxidans kapacitasnak
nevezziikk. A kapacitds mérését mindharom novényi
kivonat esetében elvégeztiik. Az afonya 809,15+68,27
pg/mg, az erdei szamoca 490,47+56,97 ug/mg és a szeder
366,32+42,67 ng/mg C-vitaminnak megfeleld antioxidans

kapacitas értékekkel volt jellemezhetd.

5.4 A kivalasztott novényi extraktumok

tomegspektrometrias analizise

A ndvényi extraktumok mérése sordn a mintaban
1évo vegylileteket a proton, natrium €s/vagy kalium altal
kationizalt kvazi molekula ionok  segitségével
azonositottuk. Azon vegyiiletek esetében, ahol a
molekulaionok tekintetében mind a harom, a [M-+H],
[M+K]* és [M+Na]® m/z értékeket is detektaltuk a
Metabolomics Workbench Data adatbank segitségével

meghataroztuk a kémiai Osszetételt. A detektalt



vegylletek nagy része a flavonoidok csoportjaba tartozott,

melyek bioldgiai aktivitasa tobb aspektusbdl is ismert.

5.5 A kivalasztott novényi kivonatok
citotoxicitasanak és citoprotekcidojanak
vizsgalata
A ndvényi extraktumok sejtkarositd hatasanak

mérés¢hez MTT festéses, migy a citoprotekcids

vizsgalatokhoz valds idejli sejt életképességi mérést
hasznaltunk (RT-CES) ¢és a vizsgalatokat H9c2
embriondlis patkdny szivizomsejteken végeztik. Az
elvégzett vizsgalatok alapjan mindenképpen kijelenthetd,
hogy az alkalmazott névényi kivonatok nem tekinthetdk
toxikusnak az alkalmazott in vitro rendszerben. Azonban
az alkalmazott citoprotekcios kisérletben a stresszként
hasznalt hidrogén-peroxidos kezelés hatasat nem tudta

protektalni egyik kivonat sem.

5.6 Az extraktumok vizsgalata in vivo diabétesz egér
modellekben
Az elsé in vivo egér modellhez STZ indukalt CD1

egereket hasznaltunk. Ot nappal az STZ kezelés utin a



diabéteszes egereknél az egyszeri dozisban beadott
keményité hatasara szignifikdnsan megemelkedett a
vércukorszint. A ndvényi extraktummal kezelt egerek vér
gliikoz koncentracidja az akarbozzal kezelt kontrolhoz
hasonldan viselkedett, azaz a lecsOkkent. A masodik
esetben C57BI6 egereket hasznaltunk in vivo egér
modellként, melyek hajlamosak a diéta altal indukalt
elhizasra. Ezen kisérleti csoport szintén hasonlo
vércukorszint valtozdst mutatott, a keményitd 4altal
kivaltott majd az akarbozzal vagy novényi extraktummal
kezelt egereknél. fgy megallapithatd, hogy mindkét in vivo
kisérlet esetén a keményitd ¢és akarboz, valamint a
keményité és novényi extraktum adagolast kovetden a
vércukorszint a cukorbeteg egerekben stabil maradt a

kisérlet végeig.
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6 Kovetkeztetések

1. Az irodalombdl ismert nyolc gyogyndvényt
valasztottunk ki, amelyek glikozid-hidrolaz aktivitasait
in vitro teszteltiik. A névényi kivonatok dozis fliggden
gatoltdk az a-amildz aktivitasat. Az egyes kivonatokhoz
tartozd ICso értéket meg hataroztuk. A kivalasztott
novények koziil az erdei szamodca kivonatdnak volt a
legalacsonyabb 1Cso értéke mikdzben az afonya és a

szeder 1Csp értéke szignifikansan magasabb volt.

2. Uj érzékeny HPLC modszert dolgoztunk ki az a-amilaz
gatlasanak a mérésére. A HPLC alkalmazasaval a
komponensek elvalasztasa és mennyiségi meghatarozasa
lehetséges ¢és az adatokbol a reakcidk sebessége
kiszamithatd. Olyan szintetikus szubsztratot hoztunk
létre mely jobb kotést alakit ki az amildz enzim aktiv
centrumaval ezaltal jobban tudja modellezni a
természetes viszonyokat. A CNP-G7 szintézisénél
kialakitott B-konfiguracidé megvédi a szubsztratot az
amildz hasitasatol igy a kromofor csoport mindvégig a

szubsztraton marad specifikussé téve a meghatarozast. A
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szubsztrat tisztasagat folyadék kromatografiaval é&s

MALDI-TOF MS késziilékkel ellenoriztik.

3. Az allatkisérletek eldtt annak megallapitasa érdekében,
hogy a kiprobalasra szant ndvényi hatébanyagok in vitro
milyen hatast gyakorolnak a sejtekre citotoxicitasi €s
citoprotekcios tesztet végeztiink. Az eredményeink azt
mutattak, hogy egyik vizsgélt ndvényi kivonatnak sem
volt a citotoxikus hatasa a vizsgalt

koncentraciotartomanyban.

4. A novényi komponensek hatéanyagait
tomegspektrometrias modszerrel vizsgaltuk. A MALDI-
TOF-MS eredményekkel tobb komponens
Osszegképletét meghataroztuk és az irodalmi adatok
alapjdan megadtuk a hozzdjuk tartoz6 vegyiiletek
lehetséges korét. A kivonatok az eredmények alapjan
nagy mennyiségll 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 ndvényi

keverék kombinaciot. A kémiailag indukalt diabétesz

12



egy egyszerii ¢és viszonylag olcs6 modell a diabétesz
patogenezisének a tanulmanyozasara ragcsalokban ezért
az l-es tipusu cukorbetegség tanulméanyozasira a
streptozotocin  (STZ)- indukalasaval hoztuk 1étre
cukorbetegséget a CDIl-es tipusu egerekben. A 2-€sS
tipustt cukorbetegség tesztelésére HFHS tartalmu
taplalék altal eldidézett prediabetikus elhizasi modellt
alkalmaztunk. Ezeket a kisérleteket him C57BL6
egereken hajtottuk végre, amelyek hajlamosak a taplalék
altal kivaltott elhizasra. Mind a két cukorbeteg allat
modellnél a farok vénabdl vett vérminta alapjan a
kezelést kdvetden meghataroztuk a vércukor értékiiket.
Beszamolhattunk arrél, hogy az altalunk alkalmazott
novényi  kivonatok  hatékonyan  enyhitik a
"posztprandialis" vércukorszint emelkedést normal
egerekben ¢és a hiperglikémiat prediabetikus és STC
indukalt  cukorbetegekben. A hdrom  ndvény
keverékének alkalmazasa megerésitette, hogy ezek a
gyogynovények hasznilhatéak az étkezés utani
hiperglikémia csokkentésére azaltal, hogy hatékonyan
gatoljak az o-amildz és oa-glikoziddz enzimeket.

Tovéabba biztonsagosan alkalmazhatoak, mert nem

13



mertlt fel citotoxikus hatas. A jelenlegi in vitro és in vivo
adatok kombindcidja azt sugallja, hogy a ndvényi
kivonatok anti-hiperglikémias hatasa osszefiigg a bél a-
glikozidaz ¢és az o-amildz gatlasaval. A ndvényi
kivonatok nem toxikusak, és mnincs nyilvanvalo
mellékhatdsuk ezért célzott lehet a hiperglikémia
lehetséges kiegészitdé kezelésére a 2-es tipusu

cukorbetegségben vagy a metabolikus szindroméban.
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