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1. Bevezetés

Napjainkban egyre ismertebbé valik a redox-homeosztazis jelentésége az élettani
folyamatokban, a kiilonbozé koérképekben. A nyugati tarsadalmakban legnagyobb
mortalitdssal rendelkezé kardiovaszkularis és daganatos megbetegedésekben ugyantigy
megfigyelhetd az oxidativ stressz, mint a termindlis oxidacidban vagy az immunrendszer
miukodése kozben. A daganatos korképekben kiemelten fontos a redox-homeosztazis €s
az azt érintd anyagcsere-folyamatok vizsgalata, kiillonosen az alkalmazott kemo- és
sugarterapia alatt, a metasztazisok megeldzésében, vagy minél késébbi megjelenésében.
Mindezek ellenére nem jellemz6 az oxidativ stressz direkt vizsgalata a klinikai orvosi
tevékenység soran. Ennek szdmos oka kozott kiemelhetd, hogy jelenleg nincsenek
nemzetkozileg elismert sztenderdek a mérésekkel kapcsolatban, sét - figyelembe véve a
redukcios €s oxidacios folyamatok szubcellularis szintii koordinaltsadgat - vitas, hogy az
egyik szovetben mért értek jellemzi-e a masik szovet redox-statuszat.

Az azonban, hogy egyre tobb tanulmany lat napvilagot mind az antioxidansokrol, mind a
redox-homeosztazis betegségek soran megfigyelhetd valtozasarol, felveti a kérdést:
valoban elhanyagolhato-e a vizsgalata a klinikai tevékenység soran? Munkacsoportunk
az elmult években, évtizedekben szamos, a szabadgyokoket és antioxidansokat érintd
megfigyelést tett, melyek ,,nagymiiszerek™ (elektronspin-rezonancia, impulzus radiolizis)
haszndlatan tul viszonylag egyszerii technikai hattérrel is megoldhatdak voltak. Mindez
ravilagit arra, hogy a redox-homeosztazis kutatdsa nemcsak nem elhanyagolhatd, hanem
folytonos és egyre szertedgazobb vizsgalatokat igényel, hogy klinikai szempontbol is
relevans valaszokat adjon a betegségek elkeriilése, diagnosztizalasa és terdpidja soran.
Tovabba értékesnek mutatkozik az antioxiddns-szabadgyok rendszerrel szorosan
asszocialt biokémiai folyamatok feltérképezése is, mint a kiilonb6z6 elemek szintje, vagy
a transzmetilez€s, melyek pontosabba teszik a mért redox-homeosztazist jellemzo
paraméterekbdl nyerhetd informaciodkat.

Kutatdsaim soran ezért célom volt az étrendi eredetli antioxidansok és az életmod
prevencios tulajdonsdgat bemutatni kisérletes €s huméan tanulmanyok alapjan.
Mindemellett r4 kivanok mutatni a vitaminok, és egyéb, €lettani szempontbo6l Iényeges
faktorok jelenlétére és mennyiségbeli diverzitasara fogyasztasra szant élelmiszerekben.

Tovabba, tekintettel arra, hogy munkacsoportunk tapasztalatai alapjan a transzmetilez6
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kapacitas jelentds informacié-tartalommal bir az életkilatasok tekintetében, klinikai
koriilmények kozott is elérhetd mérési metodikat kivantam fejleszteni.

Eredményeim alatamasztjdk a redox-homeosztazis vizsgalatanak fontossagat, valamint
ramutat annak klinikai szempontbol is fontos kérdéseire, €s a jovOben segitségére lehet a

klinikai dontések meghozatalaban.
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2. Irodalmi attekintés

A disszertacio témajaul szolgalo redox-homeosztazis, valamint az azzal kapcsolatban allo
biokémiai rendszerek vizsgalataval mar szamtalan tanulmany foglalkozott. A fejezet célja
ennek az igen széles irodalmi hattérnek 1ényegre tord attekintése, és a napjainkban lathato

trendek bemutatasa.

2.1. A szervezet redox-homeosztazisa és valtozasa betegségekben

A szabadgyok-kutatas évtizedei alatt tobbszor is feledésbe meriiltek a szabadgyokok
¢lettani, korélettani jelentdségével foglalkozd kutatdsok eredményei, mdra azonban azt
mondhatjuk Gjra reneszanszat €li ez a kutatasi teriilet. Ma mar alig ismert olyan folyamat,
aminek ne lenne kdze a redoxi anyagcseréhez. Sot, az oxidativ és reduktiv hatasokkal
kapcsolatos irodalom kiterjedtsége miatt napjainkra a genetikai, epigenetikai kod és a
hiszton-kod mellett mar a redox-kodrol is egyre szerteagazobb ismereteink vannak (Jones
¢és Sies 2015). Mivel a redox-koédban egyarant szerepet kapnak a redukalt és oxidalt
nikotinamid-adenin-dinukleotid (NADH és NAD™), a redukalt és oxidalt nikotinamid-
adenin-dinukleotid-foszfat (NADPH ¢és NADPY), a redukalt és oxidalt
szulfhidrilcsoportok, valamint szdmtalan egyéb, redox-asszocialt ciklikus folyamat,
példaul a H2O2-aktivacids és dezaktivacios ciklusai; nélkiilozhetetlen az életfunkciokhoz
az antioxidans védelem mellett a mérsékelt, térben és idében kontrollaltan jelentkezd
oxidativ stressz is (Czigany és mtsai 2015, Toth és mtsai 2016, Herrmann és mtsai 2000,
Blazovics 2005, Kleiner és mtsai 2013). A redoxi anyagcsere ¢€s esetenkénti
meghibasoddsa magéaban rejti a betegségek kialakuldsdnak is a lehetdségét, ahogy
eljarasok kidolgozasara is.

Az Ossz-scavenger kapacitas vizsgalataval Blazovics és mtsai mar 1999-ben igazolta
gyulladésos bélbetegségben szenveddk esetében, hogy amig Crohn-betegségben
szenvedoknél az adekvat terdpia ellenére is az antioxidans védelmi rendszer kimeriilében
van - addig colitis ulcerosaban szenveddknél az antioxiddns védelmi rendszerben javulas
figyelhetd meg a kezelések alatt.

A gyulladésos korképek esetében gyakran emelkedik a malignitasok gyakorisaga. Colitis
uncerosa esetében példanak okaért a szakirodalom mar kiilon foglalkozik az igynevezett

,colitis asszocialt kolorektalis rakkal” (Wang és mtsai 2016). Wang ¢és mtsai szerint

10
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colitis ulcerosa talajan kialakult malignitas egyarant szerepet kap az immunrendszer, az
oxidativ stressz, ¢és az oxidativ stressz hatasara keletkezett reaktiv szénvazas vegyliletek
okozta stressz. Ezek a vegyiiletek egészséges egyénekben is konstans modon keletkeznek
a lipidmetabolizmusban, a szénhidrat-metabolizmusban vagy a szteranvazas vegyiiletek
metabolizmusa soran. Nem elhanyagolhat6, hogy a reaktiv szénvazas szarmazékok az
elfogyasztott ¢lelmiszerekben is kimutathatdak, tobbek kozott a kavé metilglioxal-
forrasnak tekinthetd, a zoldségekben és gylimdlcsokben pedig krotonaldehid is talalhato.
Normal esetben a fent emlitett vegyiiletek nem haladjak meg a toxikus koncentraciot,
azonban excessziv ardnyban keletkezett reaktiv oxigén szarmazékok (ROS) hatasara akar
az éatlagos mennyiséghez képest szdzszoros koncentraciot is elérhetnek. A nagy
mennyiségben jelenlevd karbonil-szarmazékok kovalens modon kotddhetnek
vegyliletekhez, és ha protein-inaktivaciot okoznak, akkor azok tovabbi ROS-ok
keletkezéséhez vezethetnek, amit tovabb stulyosbit a protein-adduktok megjelenése. Ez
utobbi ujfent immunoldgiai folyamatokat indithat el a makrofag-akkumulacion és
-aktivacion keresztiil (Wang és mtsai 2016). Circulus vitiosus jon létre. Feltételezhetod
azonban, hogy a folyamat altalanosan jelen van gyulladdsos korképekben, igy nem
meglepd, hogy jelen ismereteink szerint, hasonlé médon emelkedett a Crohn-betegségek
esetében is a kolorektalis tumorok kialakulasanak rizikéja (Baidoo és Hanauer 2016,
Piechota-Polanczyk és Fincha 2014).

Egy masik, immunrendszerrel asszocialt korkép, a colidkia esetében a gabonafélék
prolamin frakcidja felelds a gyulladds kialakulasért (Ferretti és mtsai 2012). A
betegségben jellemzéen megemelkedik a vékonybél adendoma és non-Hodgkin limféma
kialakuldsanak a lehetdsége, azonban érdekes mdodon a kolorektélis karcindémak rizikoja
csokkend tendenciat mutat (Freeman 2009; Lebwohl és mtsai 2010). A hattérben
feltételezhetd, hogy a betegség patologiajabol fakadd modon a vastagbélben a zsirok és a
zsirokban o0ldodo, karcinogénnek tekintett anyagok felszivodasa csokken, de egyes
feltételezések szerint szerepet kaphatnak immunologiai valtozasok is. A genetikai és
epigenetikai hatterrel is rendelkezd enteropatia kezelése kapcsan az antioxidénsok és
szabadgyokok egyenstlya szintén jelentés kérdés. Ahogy azt Stojiljkovié és mtsai (2014)
az elmult években gyermekek kozott végzett tanulmanyukban bizonyitottak, a markans
oxidativ stressz még a gluténmentes étrenden €16 betegek esetében is jelen van. Bizonyitja

ezt a mukdzaban és a periférids vérben a csOkkent glutationszint (GSH), a mukoza

11
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csokkent GSH-reduktaz aktivitasa és az eritrocitdk cs6kkent GSH-peroxidaz aktivitasa.
Ugyanakkor a lipidperoxidacidés termékek szintje emelkedett volt a mukdzaban.
Mindezek a paraméterek glutént is tartalmazo étrend esetében hasonlok, vagy rosszabbak
voltak, igy gluténérzékeny betegek esetében a szerzOk az antioxiddnsokban dus étrendet
kiemelten fontosnak tartottak (Kocsis €s mtsai 2014; Stojiljkovic¢ és mtsai 2014).

A redox-homeosztazis felboruldsa miatt altalanos ajanlas ezeknél a betegségeknél az
antioxidansokban, foként polifenolos vegyiiletekben gazdag étrend, melynek szertedgazéd
hatasai kozott kozismert gyulladascsokkentd tulajdonsadguk is (Ferretti és mtsai 2012,
Nile és Park 2014). Az antioxidansok szerepére hivja fel a figyelmet az is, hogy a
gyulladasos bélbetegségekben alkalmazott gyogyszercknek, a kortikoszteroidoknak,
meszalazinnak, TNF-a elleni antitesteknek, nemcsak indirekt, hanem sok esetben direkt
antioxidans hatasa is van (Piechota-Polanczyk és Fincha 2014). Tal a gyulladasos
bélbetegségekhez asszocialt kolorektalis tumorokon, a redoxi statuszt befolydsolo
anyagok markans, és Osszetett hatdst gyakorolnak az Osszes kolorektalis daganatra és
egyéb malignitdsok kialakuldséara is. Ez utobbi Osszetett hatasra hivjak fel a figyelmet
Vece ¢és mtsai (2015). Tanulmanyukban a teljes bevitt antioxidans-mennyiség nem
befolyasolta a kolorektalis tumorok kialakulasat, ha egyiitt tekintették a vastagbélben és
végbélben kialakult malignitdsokat; azonban amig a vastagbéltumorok kialakuldsanak
rizik6jat az antioxidansbevitel szignifikdnsan csokkentette, addig a végbéltumorokét
inkabb novelte. A redoxi egyensuly tumorogén hatasat €s szerepét nyomon lehet kdvetni
a bevitt prooxidansok daganatkeltd képességén. Szamtalan kutatas foglalkozott az elmult
idészakban a Fe-bevitel és a daganatok kialakuldsaval, valamint a Fe-asszocialt
lipidperoxidacié mérséklésének lehetdségével. Egy tobb mint 17 ezer francia nd
bevonasaval végzett prospektiv kohorsz vizsgalatban szignifikdns rizikotényezOnek
mutatkozott a magasabb Fe-fogyasztas kolorektalis tumorok esetében. A szerzok
kiemelték emellett a novényi eredetli ¢lelmiszerek fogyasztasanak jelentOségét.
Ajanlasuk szerint célszeri lenne a bevitt hiis mennyiségéhez viszonyitva négyszeres
mennyiségli zoldséget és gylimolcsot fogyasztani (Bastide és mtsai 2016). Hasonld
eredményekre jutottak Diallo és mtsai (2016) is emldrak esetében is. A vizsgalatban a
nagymennyiségii Fe bevitele emelte az emlddaganatok kialakuldsdnak lehetdségét, amit

a mérsékelt antioxidans-szupplementacid lecsokkentett. A napi teljes lipidbevitelek
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meghatarozasa alapjan ez a vizsgalat is alatdmasztotta, hogy a Fe tumorrizikot emeld

képessége visszavezethetd annak lipidperoxidaciot indukald tulajdonsagéara.

2.1.1. Az alkoholfogyasztas és a redox-homeosztazis

Az alkoholos italok fogyasztidsa a torténelem soran mélyen beagyazodott a kultiraba
(Kleiner 2015). Magyarorszagon kiilondsen nagy hagyomanya van a borok, palinkak,
sorféleségek €s egyéb szeszesitalok élvezetének, de gydgyszerként és digesztivumként
torténd felhasznalasanak is.

Amig a mérsékelt mennyiségben fogyasztott alkoholos italok védo hatésat irtak le a sziv-
¢s érrendszeri, valamint a tumoros betegségek kialakuldséval szemben, az alkoholizmus
komoly egyéni és tarsadalmi problémakat vet fel.

Hazankban az alkoholfogyasztas a Kozponti Statisztikai Hivatal (KSH) 2010-ben kiadott
tarsadalmi helyzetképe szerint rossznak tekinthetd, mert megkozelitdleg a férfiak 8,6 %-
a, fogyaszt 14, andk 1,1 %-a pedig 7 egységnél tobb alkoholt hetente (Zsakai 2008, KSH
2010). (Egy alkoholegység 0,5 1 sornek, 0,2 1 bornak vagy 0,05 1 roviditalnak felel meg.)
A nagyivonak nem szamito, de heti rendszerességgel alkoholt fogyasztok aranya a ndk
kozott megkozelitéen 6 %, férfiak kozott 25 %. Egy, a kdzelmultban végzett klinikai
tanulmany mar ezt a mennyiséget is kritikusnak tekinti, mert napi 1 pohdr (férfiak
esetében 0,3 1; ndk esetében 0,2 1) Egri Cuvée fogyasztasa mar szignifikans valtozasokat
okozott a vér fémion Osszetételében €s redox paramétereiben (KSH 2010, Bekd és mtsai
2010). Ez felhivja a figyelmet az anyagcsere romlo tendencidjara, ami az el6z6 pontban
leirtak alapjan szamtalan betegség kiindulopontja lehet. Az alkohol bizonyitottan
neurotoxikus tulajdonsaga miatt memoriazavarokat, a motoros funkcio6 zavarait, kognitiv
panaszokat egyarant okozhat, stroke esetén rontja a betegek kilatasait, novelheti a
diabetes mellitus és egyéb kronikus korképek, valamint a tumoros betegségek
kialakulasat (Cao és Giovannucci 2016, Fontes-Junior és mtsai 2016, Hernandez és mtsai
2016, Kleiner 2015, Zhou és mtsai 2016).

Az alkohol lebontasdnak f6 Gitvonaldn az etanolt az alkoholdehidrogenaz acetaldehidre,
majd ezt a vegyiiletet az aldehid-dehidrogendz acetatra bontja. Az acetdit mar
felhasznalhato a Szent-Gyorgyi-Krebs-ciklusban, és jelentés mennyiségli NADH
termelésére fordithatd. Alkohol ablzus esetén azonban a mikroszoémalis citokrom-P450-

(CYP)2E1-utvonal is jelentds szerephez jut az alkohol eliminalasaban, és kiemelkedGen
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nagy aranyban termelddnek ebben az esetben a ROS-ok, valamint az alkalmazott
gyogyszerek, és mas xenobiotimumok metabolizmusat is felborithatja (Lieber 1997).

Az alkohollebontas 90 %-ban a majban megy végbe, de a gyomorban torténd bontas is
jelentdssé valhat nagy mennyiségili alkohol fogyasztasa esetén. Ilyenkor a gyomor barrier
funkciot lat el a szisztémas alkoholterheléssel szemben (Lieber 1997). Alkoholizmus
esetén az excessziv mennyiségben termelddé NADH mar jelentés mértékben
befolyasolhatja a glikolizis, a citrat-ciklus és a mitokondrialis 1égzési lanc aktivitasat, és
tovabbi szabadgyok talprodukciohoz vezethet. A keletkez6 szabadgyokok ellen
els6sorban az antioxidans vegyiiletek (mint a flavonoidok, aszkorbat, GSH) és
antioxidans enzimrendszerek védenek. Egyik legismertebb ilyen enzimrendszer a
NADPH-t és GSH-t igénylé GSH-peroxidaz/GSH-reduktdz rendszer, ami jelentOs
szerepet kaphat az alkoholizmus sordn is nagy mennyiségben keletkezé H20, ¢és a
lipidperoxidok eliminaladsaban.

A GSH szintézise jellemzden aminosavakbol de novo torténik, de a fent emlitett
antioxidans enzimrendszerben a GSH-reduktaz redukalja a GSH-diszulfidot NADPH-
val. A szervezet GSH-raktarait az alland6 alkohol-terhelés viszont konnyen kimeritheti
(Liang és mtsai 2013).

A NADH-nak azonban az egyik intracellularis redoxipotencidlt meghatarozo
koncentracioaranyon, a NADH/NAD™ -aranyan keresztiil is szerepe van a sejtek redox-
homeosztazisdnak fenntartdsaban. Ebbdl kovetkezik, hogy felhalmozddéasa 6nmagaban is
felborithatja a sejtek redoxi egyenstlyat. A NADH okozta, igynevezett ,,reduktiv stressz”
hattere azonban nem teljesen tisztazott, de ismert, hogy a NADH képes ferritinnel alkotott
komplexébdl Fe-ionokat felszabaditani, ami szabadgyokok termelését okozhatja, illetve
a redukalo koefficiensek képesek lebomlani a xantin-oxiddzon €s xantin-dehidrogenazon
keresztiil, reaktiv oxigén szarmazékokat termelve (Ying 2008). Mind a xantin-oxidaz,
mind a xantin-dehidrogenaz ismert ROS forras, elsdsorban viszont a purin
anyagcserében, a kiilonbozd purinok hugysavva torténd oxidalasaban kapnak fiziologids
szerepet (Lee és Lee 2014).

Alkoholfiiggdség soran komoly problémat jelent, hogy az elsddleges lebomlasi utvonal
mellett jelentdssé valik a mikroszémalis rendszeren keresztiil torténd lebontas (1. 4bra).
Ebben az esetben a keletkezd acetilaldehid mellett jelentds mennyiségben termelddik

ROS is. A mikroszomalis rendszer mitkodéséhez kotheté a hidroxietil szabadgyokok
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termel6dése is. A keletkezett hidroxietil szabadgyok konnyen adduktokat képezhet a
jelenlevd fehérjékkel, amik antigénként funkcionalhatnak, igy autoimmun folyamatok
generalodhatnak. Az autoimmun folyamatok kialakulasanak a lipidperoxidécié termékei
is kedveznek (Albano 2002).

A mikroszomalis rendszer szerepet kap tovabba a gyogyszerek, xenobiotikumok
metabolizmusaban. Az alkohol ismert szubsztratja és induktora tobbek kozott a CYP2E1
mikroszomalis enzimnek, ami az egyik legismertebb gyogyszereket, kabitoszereket és
xenobiotikumokat is metabolizald enzim. Jellemzd szubsztratjai tobbek kozott az
enfluran, izoniazid, fenilbutazon, paracetamol. Akut alkoholfogyasztis esetén a
kompetici6 miatt csokken a fent emlitett gyogyszerek klirensze, mig kronikus
alkoholfogyasztas esetén ezeknek a vegylileteknek a metabolizacidja felgyorsulhat. A
gyogyszerek és mas xenobiotikumok oxidativ bontasa soran gyakran képzddhetnek
toxikus vegyiiletek, mint példaul paracetamol esetén a glutation-depléciot okozo N-acetil-
p-benzokinonimin. Ezek a vegyiiletek stilyosbithatjak az alkohol okozta méjkarosodast.

Az absztinencia elsé id6szaka kiilondsen veszélyes lehet az alkohol kompetitiv gatlasanak
kiesése miatt, mert a megnovekedett enzimaktivitas (és gyogyszer eredetii toxintermelés)
tobb mint egy hétig megfigyelhetd (Lieber 1997). A redox-homeosztazis felboruldsa
mellett kiemelt figyelmet érdemel a sejt S-adenozil-metionin (SAM), metilezé agens

szintjének csokkenése is.
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1. abra. Az etanol lebomlasa a hepat001takban

Az alkohol kis mennyiségli fogyasztas esetén (A.) elsésorban az alkohol-dehidrogenazon
keresztiil bomlik le, majd a mitokondriumban az aldehid-hehidrogendz hatdsara acetat
képzodik. Ez a citratciklusban metabolizalodva adenozin-trifoszfat (ATP)-forrast jelent.
Ha jelentésen megemelkedik a bevitt alkoholmennyiség (B.), az alkohol-dehidrogenéz-
utvonal mellett jelentdssé valik a mikroszomalis és a peroxiszomalis Gtvonal is. A jelentds
alkoholfogyasztas megvaltoztatja a gydgyszerek (xenobiotikumok) metabolizmusat (C.),
gyakran magasabb reaktiv oxigén szdrmazék (ROS) termelést okozva. Az
alkoholmegvonas hatasara (D) a citokrom-P450-izoenzimek (pl.: CYP2EL) szintje nem
rogton redukalodik, igy a kompetitiv gatlas megsziinése miatt kiemelkeddvé valik a
gyogyszer- €és xenobiotikum-metabolizmus hatasara keletkez0 toxikus szarmazékok
termelddése (Lieber 1997).

Kozismert tovabba, hogy az alkoholfogyasztds szamtalan ponton megzavarja a
homeosztazist, tobbek kozott az epitélsejtek mitkodését és nagy energiaju metabolitok
toxikus akkumuldciojaval jarhat (Lieber 1997, Berg és mtsai 2002, Elamin és mtsai
2013). Az alkoholizmus az ismert méjkérosit() hatdson tal vezethet a porfiridk
érintd kérképek vagy a gyulladasos bélbetegségek esetén (Davidson 1989, Tilg és Kaiser
2004, Sz¢ékely és mtsai 2006, Swanson 2010, Haas és mtsai 2012).
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Tanulményok hivjak fel a figyelmet, hogy az alkoholizmus az antioxidans védelmi
rendszer mikodését is csokkenti, annak ellenére, hogy hosszabb tava vizsgalatok egy
része, foként az allatkisérletek csak mérsékelt valtozasokat, karosodasokat irtak le az
adaptacio és a redox-homeosztazis 0j egyensulyanak kialakuldsa miatt (Han és mtsai
2012, Silva és mtsai 2013).

Az epigenetikdban bekoOvetkezett valtozasok szintén jelentdsek. A legismertebb két
folyamat a hiszton-acetilaci6 megndvekedése és a lecsokkent hiszton és DNS-metilacio.
Az acetilaci6 megnovekedése visszavezethetd az excessziv acetil-csoportok
metilezés hatterében valosziniisithetd a lecsokkent S-adenozil-metionin-szint (SAM)
(Moghe és mtsai 2011). Feltételezhetd, hogy valtozasok szuperpozicidja szerepet kap az
alkohol jol ismert tumorogén hatdsaban. Ezek magukba foglaljak az acetaldehid direkt
mutagén hatasat a DNS-adduktokon keresztiil és a DNS-karosodasokat a jelentds

mennyiségll reaktiv oxigén szarmazék keletkezése miatt (Haas és mtsai 2012).

2.1.2. A redox-homeosztazis és az elhizas

Az alkoholfogyasztas mellett az egyik legjelentésebb, minden tarsadalmi réteget érintd
problémaforras az obezitds. Rurik és mtsai 2012-2015 kozott végzett reprezentativ
tanulmanya felhivja a figyelmet, hogy az 1990-es évekhez képest egyértelmil a
testtomegindex (BMI) novekedése. Jelenleg, BMI alapjan a férfiak 40 %-a, nék 32 %-a
tulsulyos. Mindkét nem esetében a lakossag megkozelitdleg 32 %-a szamit elhizottnak.
Eletkori dekadonként vizsgalva a férfiak esetében az atlagos BMI értékek minden
korcsoportban a tulstilyos tartomanyba esnek, ndknél a 18-29 éves tartomanyt leszamitva
a tovabbi korcsoportok szintén meghaladjak a normalisnak tekintett 18,5-24,9 BMI-t.
Kiemelked6en rossz mutatok figyelhetok meg a nék 40 év feletti korcsoportjaiban a hasi
elhizast tekintetében. Ezekben az életkori dekadokban minden esetben 50 % felett van a
88 cm-t meghalado derékkorfogattal rendelkezd ndk aranya (Rurik és mtsai 2016). A
tanulmany arra is rdmutatnak, hogy a szakirodalomnak megfelelden a két legismertebb,
elhizassal 6sszetiiggd korkép (a diabetes mellitus €s a magasvérnyomas-betegség) a BMI-
vel korrelaciot mutatott. A vizsgalatban viszont kizar6 tényezdnek szamitott a malignitas,
mert a taplaltsagi allapotot szignifikansan képes befolydsolni, és igy torzitotta volna az

eredményeket. Azonban a daganatos betegségek egyik oka éppen a talstly és obezitas.
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Jelen ismereteink szerint a malignitdsok megkdzelitdleg 20 %-aért tehetd feleldssé a
sulyfelesleg (De Pergola és Silvestris 2013). Habar mind a mai napig nem egyértelmu a
sulyfelesleg és a tumorok riziko6ja kozotti osszefiiggés, szamtalan mechanizmust irtak le,
melyek szerepet kaphatnak tumorok kialakitasaban. Ezek kozott az egyik legismertebb
feltevés alapjat az képezi, hogy tulsulyos egyénekben jellemzéen megemelkedik az
inzulintermelddés, amig az inzulinérzékenység csokken. A hiperinzulinémia ¢és inzulin-
rezisztencia emelkedett inzulinszerli ndvekedési faktorszinttel (IGF) jar. Ez utdbbi
proteinek nagy része normal koriilmények kozott IGF-kotd fehérjékhez kotott allapotban
talalhatd, csokkentve azok sejtciklusra és metabolizmusra kifejtett hatasat, mikozben
elnyujtjadk a felezési id6t. Ezzel szemben hiperinzulinémia esetében mind IGF-
talprodukcio, mind IGF-kot6 fehérjék csokkent szintézise noveli az IGF proteinek
biohasznosithatosagat (Bardou és mtsai 2008, De Pergola ¢s Sisvestris 2013, Rajpathak
¢és mtsai 2009).

Obéz egyénekben szubklinikai jelentdségli kronikus gyulladasos allapot all fenn.
Valoszintisithetd, hogy a zsirszovet hipoxiaja felelds a folyamatok elinditdsaért, amit nem
mérsékel elégségesen az angiogenezis. Az inflammatorikus medidtorok szertedgazod
szerepe egyre ismertebbé valik a tumorok, diabetes mellitus és egyéb kronikus, valamint
akut korképekben, obezitas esetén fel kell ismerni azok protektiv szerepét is. Jelen
ismereteink szerint ugyanis a gyulladaskeltd faktorok csokkentik az adipogenezist,
lipolizist, angiogenezist, valamint az energiafelhasznalést serkentve és az extracellularis
matrix remodellingjét okozva végsd soron feleldsek a zsirszovet egészséges mitkodéseéert.
Ez magyarazatul szolgal arra, hogy a kiilonb6z6é gyulladascsokkentd terapidkkal végzett
klinikai vizsgéalatok miért nem okoztak markans és egyértelmili javulast, ugyanis a
gyulladasos folyamatokat 0sszességében mérsékelték, tekintet nélkiil azok pozitiv vagy
negativ hatasdra (Hegedlis és mtsai 2011, Bardou és mtsai 2013; Ye ¢s McGuinness
2013). A kialakul6é kronikus gyulladasos allapot valodi szerepét azonban mind a mai
napig nem ismerjik.

Az obéz egyénekben megfigyelt kronikus gyulladds azonban alland6 oxidativ stresszt is
eredményez, ami szuperponalodik a tilstilyosok metabolikus eredetli redoxi eltolodasara.
A keletkezd excessziv mennyiségli szabadgyok végsd soron hozzajarul az obéz
egyénekben megfigyelhetd kimagasld tumorrizikbhoz, de negativan befolydsolja a

tulsulyhoz asszocialt inzulinrezisztenciat, alvasi zavarokat, infertilitast, kardiovaszkularis
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betegségeket, maj €és vese eredetli korképeket is (Manna €s Jain 2015). Ennek ellenére a
tarsadalom eme rétege kimutathaté modon kevésbé jar szlirdvizsgalatokra. Tovabbi
problémaforras a miiszerek alkalmazhatdsaga a tulsulyos emberek esetén (Maruthur és
mtsai 2009; Park ¢s mtsai 2015; Poloz és Stambolic 2015).

A malignus koérképek evidencia alapu kezelése mind a mai napig az egyik legsziikebb
terapids indexti gyogyszerekkel torténik. Habar jelenleg a tumormarkerek szintje
elsdsorban a nyomonkdvethetdségben jelentds, obéz onkoldgiai betegeknél
problémaforrast jelenthet, hogy szdmos tanulmany alapjan a hemodiltcié miatt csokken
a plazmaszintjiik (Li és mtsai 2014; Poloz és Stambolic 2015, Wee és mtsai 2000, Zhu és
mtsai 2016). A kezelések szempontjabol kérdéses a megfeleld dozirozas. Amig a nagyobb
testfelszin, testtdmeg miatt emelni kellene a bevitt hatéanyagmennyiséget, a nagy
szamban el6forduld komorbiditas, valamint a vese, neuroldgiai, sziv- és érrendszeri
panaszok kemoterdpia okozta exacerbacidja miatt csOkkenteni sziikséges a

kemoterapeutikumok mennyiségét (Poloz és Stambolic 2015).

2.1.3. Elemek és a redox-homeosztazis

Mivel az atmeneti fémek esszencialis szerepet kapnak a szervezetben, és gyakran a redox-
homeosztazis fenntartdsaban, a valtozasaik jelentdsek lehetnek a kiilonféle koros
folyamatok szempontjabol. A nagymennyiségii Fe, Cu, Mn direkt modon, a Zn indirekt
modon képes katalizalni a ROS-ok keletkezését, ugyanakkor ezek az elemek az
antioxidans enzimek miikddését is befolyasoljak (McCord és Aizenman 2014, Mathé és
mtsai 2014).

A neurodegenerativ korképek esetében is igazolhato a fémelem-haztartas felborulasa, az
elemek (els6sorban a Fe és/vagy a Cu) szintjeinek a zavara (Dusek és mtsai 2014, Singh
és mtsai 2010, Ward és mtsai 2014). A Zn anyagcserezavara neuro-kotranszmitter
tulajdonsagabdl kifolydlag szintén megfigyelhetd a neurodegenerativ betegségekben
(Braidy és mtsai 2014). Mind az Alzheimer-kér, mind a Parkinson-kor esetében az Al
lehetséges, pro-oxidans tulajdonsagokkal bir (Kumar és Gill 2009, Exley 2004).
Szamtalan sebészeti, radioterapias és kemoterdpias kezelés, valamint evidencia-alapu
alternativ terapia all rendelkezésre, hogy a tumoros korképekkel kiizdé betegek

¢lethosszat megnovelje, vagy javitsa az ¢letmindségiiket (Boyle és mtsai 2008, Millar és
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Davison 2012, Feng és mtsai 2013). Munkacsoportunk korabbi tanulméanyaiban tumor
miatt kezelt betegek esetében tobb jelentds eltérést is talalt a fémelemszintekben a redox-
homeosztazisban ¢€s a transzmetilezési kapacitasban (Blazovics és mtsai 2009, Blazovics
¢s mtsai 2012, Nyirady és mtsai 2009). A kiilonb6z6 malignus korképek esetében mind a
Ca, mind a Mg, mind pedig az atmeneti fémek szintjei eltérhetnek a kontrollpopulacio
értékeitdl (Vali és mtsai 2008). Az eltolodott Ca/Mg arany, amit kolektomizalt
betegekben figyeltek meg, 0sszefliggésbe hozhato a malignitas miatt kezeltek, elsésorban
a kezelésben részesiilé ndk oszteopordzisanak gyakoribb eléfordulasaval (Blazovics és
mtsai 2009). Jelentdsen valtozott a voOrdsvértestekben mérhetd Ca szintje a
prosztatatumor miatt kezelt betegekben is. A magas prosztataspecifikus antigénnel
rendelkezd betegek eritrocitaiban szignifikdnsan alacsonyabb volt az elem szintje a
kontrollcsoporthoz képest (Nyirady és mtsai 2009). Skinner és Schwartz 2009-ben ezzel
szemben azt tapasztalta, hogy a magasabb szérum Ca-szint inkdbb a fatalis
prosztatatumor prediktora (csontattét) (Skinner és Schwartz 2009). Az eltéréseket
magyarazhatja a mérési eljarasok differencidja, lehetséges azonban, hogy az utobb
emlitett tanulmanyban a Ca mobilizalodasat figyelték meg, ami végiil a Nyirady és mtsai-
nal (2009) megfigyelt Ca-deplécidhoz vezetett (Skinner és Schwartz 2009).

Az antitumor szerek, tobbek kozott a ciszplatin oxidativ stresszor tulajdonsaga kozismert,
azonban azok fémelem-homeosztazisra kifejtett hatdsa mar kevésbé tanulmanyozott.
»Short-term” patkanykisérletben vizsgaltdk az 5 mg/ttkg alkalmazott ciszplatin hatasat.
A vartnak megfelelden a ciszplatin emelte a szabadgyokok szintjét a szervezetben, ezzel
parhuzamosan a vese Pt szintje is emelkedett, amig csokkent a Fe-, Cu-, Mn-, Mo- és Zn-
szint. A vérplazma Fe és Cu szintje viszont emelkedett (Mathé és mtsai 2014).
Kiemelendd, hogy a nem esszencialis elemek koziil az Al és az Pb plazmakoncentracioja

szintén markansan nétt (Szentmihalyi és mtsai 2014) (2. abra).

20



DOI:10.14753/SE.2018.2073

Vérplazma:
1 Al; Cu; Fe; Pb

Vese:
1Pt
| Cu; Fe; Mn; Mo; Zn

2. dbra. A ciszplatin hatasa a fémelemek szintjére

A ciszplatin hatdsara a vérplazma Al, Cu, Fe és Pb ¢és a vese Pt szintje emelkedett, és
csOkkent a vese Cu, Fe, Mn, Mo ¢és Zn szintje (Mathé és mtsai 2014, Szentmihalyi és
mtsai 2014).

2.1.4. A redox-homeosztazis és a transzmetilezés

A transzmetilezési folyamatok a térszerkezet-mddositod szubsztitucios reakciok egyike. A
reakciomechanizmusok a mult szdzad masodik felében kezdtek ismertté valni, de még
napjainkban is szdmos tisztdzatlan kérdés maradt azzal kapcsolatban, hogy milyen
¢lettani folyamatokban mekkora jelentdséggel birnak. A transzmetilezési folyamatok
univerzalitasara és jelentdségére felhivja a figyelmet, hogy az elmult években egyarant
jelentek meg kozlemények baktériumokon végzett kutatastdl, a human szervezeten
végzett tanulmanyig (Beaulaurier és mtsai 2015, Blazovics és mtsai 2012).

Ismert, hogy a novényekben a mobilizalhatd metilcsoportok mérhetd mennyisége
altalaban megemelkedik gomba-, baktérium- vagy virusfertézésre, ho- és mas abiotikus
sokkra (Szarka 2008). Osszehasonlité vizsgalatok igazoltdk, hogy adott fajon beliil a
nagyobb ellenalloképességii fajtakban jellemzden nagyobb mennyiségben fordulnak eld
a kvaterner ammoniumvegyiiletek, amik képesek metildonor-vegyiiletekként viselkedni,
mint a fogékonyabbakban. A fotoszintézis folyaman is megfigyelheté formaldehid
(HCHO) képzd6dés (Trézl és mtsai 1988, Sardi és mtsai 2006, Sardi és Tordai 2005).

Az allati sejtekben lejatszodo transzmetilezési folyamatok jelentOségére tobbek kozott
Szende ¢és mtsai-nak (1970) megfigyelései hivtak fel a figyelmet. Kutatasuk

eredményeként metilalt lizinszarmazékot mutattak ki Ehrlich karcindma-sejtekben, majd
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tumornovekedést serkentd hatdsukat bizonyitani is tudtdk egereken végzett kisérletben
(Szende és mtsai 1970). Tyihak és munkatarsai 1977-ben azt tapasztaltak, hogy mig az
Ne-trimetil-lizinvegyiiletek a proliferaciot fokoztak, addig az arginin guanidino-
csoportjanak metilezodése gatolta a sejtosztodast (Tyihdk és mtsai 1977).

Huszti és Tyihdk 1986-ban bizonyitotta, hogy az endogén metilezési- és demetilezési
folyamatok egyarant HCHO-t generalnak. Az atmeneti termékként keletkez6 HCHO 5,5-
dimetilciklohexan-1,3-dionnal (dimedon), mint adduktképzo vegyiilettel
formaldemetonként megkothetd, és analitikai modszerekkel mennyiségileg mérhetd (3.

abra) (Huszti és mtsai 1986, Tyihak 1987, Sardi és Tyihak 1994, Sardi és Tyihak 1998).

ATP akceptor: - nukleinsav,

- fehérje,
HCHO - etanolamin,
SAM - noradrenlin, ...
metilezett termékek:
metionin H

SA - metilezett nukleinsav
' - metilezett fehérjék
- kolin
- adrenlin, ...
homocisztein
HCHO H.0
adenozin
természetes HCHO eléanyagok:

kolin, betain, metil-THF

3. abra. A transzmetilezés folyamata

A metioninbol ATP-vel SAM keletkezik, majd egy metilcsoport leadasaval S-adenozil-
homociszteinné (SAH) alakul. A SAH hidroliziséb6l homocisztein keletkezik, amelyet a
HCHO el6anyagainak tekinthetd metildonor vegyiiletek metilezni tudnak. (ATP =
adenozin-trifoszfat, HCHO = formaldehid, SAH = S-adenozil-homocisztein, SAM = S-
adenozil-metionin) (Tyihak és mtsai 1998 nyoman).

Mint az az abran lathato, transzmetilezési reakcidkban az akceptor molekulak metilezése
az SAM metilcsoportjabol képz6do endogén HCHO-en keresztiil valésul meg (Tyihék és
mtsai 1998) (3. abra). Az aminosavak, fehérjék, RNS vagy DNS metilezédése
enzimatikusan, HCHO-en keresztiil torténik, mikézben S-adenozil-homocisztein (SAH)
keletkezik. A SAH SAH-hidrolaz hatdsara adenozinra €s homociszteinre bomlik. A

homociszteint a homocisztein-metiltranszferaz metilalja, vagy a cisztationin-szintetaz és
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a cisztationin-liaz segitségével a-ketobutiratta alakul. A homocisztein-metiltranszferaz
kofaktora a Co-kationt tartalmaz6 korrinvazas Biz-vitamin. Az endogén metilezés soran
metionin keletkezik, ami metionin-adenozil-transzferaz segitségével SAM-na alakul. Ezt
a korfolyamatot aktivalt metilciklusnak hivjak. Ha cisztationinon keresztiil torténik a
homocisztein lebomlasa, a szulthidril-csoport egy szerin hidroxilcsoportjat szubsztitualja,
¢s cisztein keletkezik. Ennek az atalakuldsnak szignifikans szerepe lehet a sejtek redox-
homeosztazisa szempontjabal is.

A transzmetilezés sarkalatos pontjait Cantoni mar 1951-ben leirta, illetve feltételezte,
hogy a f6 kofaktor valosziniileg az aktivalt metionin. Az elmult évtizedek alatt a
transzmetilezés szerepét pedig alatdmasztottdk a génfunkcid modositdsdban, a
proliferacioban és az apoptozisban is (Cantoni 1951, Kleiner és mtsai 2013).

A transzmetilezési folyamatok koziil legjelentésebbnek a kreatin-, a foszfatidilkolin- és a
szarkozinszintézist tartjak. Stead és mtsai (2006) ezek mellett kiemelik a homocisztein
remetilalasat is. A kutatasok a fenti folyamatokhoz képest elenyészdnek tiintetik fel a
poszttranszlacids és epigenetikai mddositasra felhasznalt metildonor mennyiséget, és
kevéssé ismert ezeknek a folyamatoknak az érzékenysége a metildonor-készletre. A
publikalt eredmények alapjan figyelemre méltd a metilezési reakciok hibajaval jaré rakos
megbetegedések szama (Stead és mtsai 2006, Mudd és mtsai 2007, Laird és mtsai 1994)
A metil-pool feltoltottségének vizsgalata ezért sarkalatos pontta valhat a rakkutatasban,
ezzel parhuzamosan el6térbe keriilhet metildonorok bevitele mind a prevencioban, mind
az adjuvans kezelések esetén, tobbek kozott az uralhatatlan tumoros anémia soran (Laird
¢s mtsai 1994; Blazovics és mtsai 2012).

Ma mar bizonyitott, hogy a szervezetben zajloé metilezési reakciok leggyakrabban SAM
kofaktor segitségével, HCHO atmeneti termék képzésén keresztiil torténnek (Huszti és
mtsai 1986).

A kardiovaszkularis események rizikofaktoraként ismert homocisztein annak ellenére,
hogy szabad szulfhidrilcsoportot tartalmaz, oxidativ stresszt okoz. Ennek hatterében
valoszinlileg a Hogg altal feltételezett autooxidacidos mechanizmus allhat, habar a
homociszteinnek lassabb az autooxidacidja, mint a ciszteinnek, az utobbi jelenlétében
felgyorsul a homocisztein-fiiggdé oxigénfogyasztas. Valosziniisithetd, hogy a folyamat
hatterében a cisztin ciszteinné torténd redukcidja, vagy mas, szulthidril-csoportot

tartalmazo anyag (pl.: albumin) redukciodja all, és ez utdbbi vegyliletek feleldsek a tiol-
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fliggd oxidativ stresszért (Hogg 1999; Herrmann és mtsai 2000, Sengupta €s mtsai 2001;
Finkelstein és mtsai 1971, Lever és mtsai 2012).

Biokémiai ismeretek alapjan feltételezhetd a transzmetilezés és a redox-homeosztazis
szoros kapcsolata. A GSH-rendszer miikodéséhez sziikséges GSH-ban egy cisztein
molekula talalhatd. A cisztein kénatomja az SAM keletkezéséhez sziikséges metionintdl
szarmazik (Cantoni 1951, Tyihdk és mtsai 1998, Ditscheid ¢s mtsai 2005). A metionin
szintézis€¢hez folsav sziikséges, amit a dihidrofolat-reduktiz NADPH segitségével
tetrahidrofolattd (THF) redukal. Kolin, betain, és egyéb metildonor-vegyiiletek
jelenlétében a THF képes metil-THF-t4 alakulni, és transzmetilezési folyamatokat

katalizalni (Ditscheid és mtsai 2005).

2.2. Taplalkozasi faktorok és a redox-homeosztazis

A tulzott energiabevitel, alkoholfogyasztds, valamint a mindségileg kifogéasolhatd és
novényi eredetli tiplalkozéasi faktorokban szegény étrend tipikusan a modern
tarsadalmakat érinté problémakdr. Ennek megfelelden a szakirodalomban mér viszonylag
hosszl ideje ismert a "nyugati étrend" fogalma, amit nagy mennyiségi telitett- és -6-
telitetlen zsirsavbevitel, csokkent m-3-telitetlen zsirsav bevitele, tilzott sohasznalat,
valamint nagy mennyiségli finomitott cukor fogyasztasa jellemez. E taplalkozasi
eltolodasokat a legjelentdsebb életmodbeli faktorokként tartjdk szamon, mert szerteagazo
ok-okozati viszonyon keresztiil egyarant befolyasoljak a kardiovaszkularis, valamint
egyéb kronikus korképek €s a malignitasok kialakulasat (Birchwood 1972, Cordain és
mtsai 2005, De Pergola és Silvestris 2013).

A nyugati étrend egyik jelentds tényezdje a ndvényi eredetli taplalkozasi faktorok
besziikiilése, annak ellenére, hogy napjainkra igen szélessé valt ismeretiink a novényi
eredetti taplalékforrasokrol, fiiszerekrdl, fitoterapeutikumokrdl és kivonatokrdl, melyek
pozitiv hatdsai nemcsak a gasztrointesztindlis traktusban kozismertek. Ezzel
parhuzamosan mindmaig szertedgazo kutatasok folynak a novényi eredetli tdplalkozasi
faktorok, fitoterapias készitények egészségre gyakorolt hatasaval kapcsolatban.
Elsédleges célom ezért e fejezetben csak a téma szempontjabol jelentdssé valo
gylimdlcsok, zoldségek és fliszerndvények terapids jelentéségének irodalmi attekintése.
Habar a civilizaciés betegségek multifaktoridlis patologiaval rendelkeznek, a nyugati

étrend egyértelmili szerepet kap exacerbaciojukban. A gylimdlcs és zdldségfogyasztas
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klinikai relevanciajat Wang és mtsai (2014) az elmult években metaanalizissel is igazolta.
Nem meglepd ezért, hogy szamtalan, a hétkdznapi €letvitelbe illeszthetd élelmiszert,
tobbek kozott kedvelt gyiimolesoket vizsgaltak olyan hatdanyagokat keresve, melyek
nagyobb figyelmet kapnak az afonyafélék. Legtobb tanulmany a polifenoltartalomra,
ezen belil a flavonid- és antocianintartalomra, valamint a hidroxicinnamat-
szarmazékokra fokuszal, mivel ezek a vegyiiletek kozismert antioxidansok, és markéans
hatast gyakorolhatnak a homeosztazisra a redox rendszer tagjaiként (Ieri és mtsai 2013,
Nile és Park 2014, Kleiner és mtsai 2016b, Nardi és mtsai 2016, Wang és mtsai 2014).

Az antocianinok szerepe napjainkban igen jelentds, mert amig az élelmiszeriparban
szinezOanyagként valtak ismertté, addig orvosi szempontbol antikarcinogén
tulajdonsaguk miatt mutatkoznak értékesnek (Nile és Park 2014). Néhany tanulmény
rdmutat az antocianin-szarmazékok huagyuti fertézések esetén kifejtett jotékony hatdsaira
is, azonban az afonyaf€lék legismertebb antibakteridlis tartalmi anyaga, az arbutin,
valamint az arbutin-szarmazékok. Az arbutin egy hidroxikinon-szarmazék, igy a
lehetséges toxikus hatdsok elkeriilése miatt keriilendd a tilzott fogyasztasa. A vegyliletet
és derivatumait az irodalomban elsGsorban a vords afonyaban (Vaccinium vitis-idaea L.)
és a flirtds afonyaban (Vaccinium corymbosum L.) irtak le (Yang és Jiang 2010, Ieri és
mtsai 2013, Nile és Park 2014). A polifenolos vegyiiletekben gazdag gyogyndvények
uroldgiai alkalmazasa azonban Samiolova ¢és mtsai (2014) kisérletei alapjan az
antibiotikumokkal szembeni rezisztencia lehetéségét is hordozhatjak. In vitro
tanulmanyukban Escherichia coli baktériumokon figyelték meg kiilonbozo
antibiotikumok és novényi kivonatok hatasat. Amig ampicillin kezelésnél a voros afonya
kivonata elnyujtotta, kanamicin esetében felgyorsitotta a baktériumok liziséig eltelt id6t.
A telepképz6 egységet vizsgalva a voros afonya hozzajarult, hogy a csak ciprofloxacinnal
vagy ampicillinnel kezeltekhez képest megemelkedett a telepképzd egységek szdma az
antibiotikummal és ndvényi kivonattal torténd kezelés utan. Az el6z6eknek megfeleléen
ugyanez a kisérlet kanamicinnel elvégezve a vords afonya antibiotikummal szinergista
hatasara mutatott ra. Ezek hatterében feltételezheto a kivonatok antioxidans, elsésorban
a Fe-kelatképzd képessége, valamint a polifenolok prooxidans tulajdonsdga. Az
afonyafélék altaldban fontos vitaminforrast jelentenek, de az esszencialis dsvanyianyag-

tartalmuk nem tekinthetd jelentésnek (Nile és Park 2014, Skesters és mtsai 2014). Mivel
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az afonyafélék gazdagok antioxiddnsokban és altalaban jol tlirik a hideg és szaraz
kornyezetet, az északi régiokban jol termesztheté névényeknek tiinnek (Mikulic-Petrosek
¢s mtsai 2012).

Szintén jelentOs polifenoltartalmt gytimolesokként ismert a narancs (Citrus sinensis L.).
Hazéanban elsOsorban vitaminokban és fenolos vegyiiletekben dis hiisa miatt tartjak
szamon, de orvosi szempontbdl szekunder anyagcseretermékekben gazdag héja is értékes
lehet (Erukainure és mtsai 2016, Yoshizaki és mtsai 2014). Kiilonos figyelmet kap a
narancsdzstisz fogyasztasa, ugyanis egy Egyesiilt Allamokban végzett tanulméany szerint
a 100 %-os narancsleveket fogyasztok kozott kisebb aranyban fordult eld az obezitas,
alacsonyabb volt az 6ssz- és az LDL-koleszterinszint, valamint a férfiak esetében ritkabb
volt a metabolikus szindroma, tovabba magasabb volt az A-provitamin, Be-, C-vitamin-
¢és folsavbevitel is (O'Neil és mtsai 2012). A hosszatavu (tizenkét honapot meghalado)
narancsléfogyasztas 0Ossz- és LDL-koleszterinszintet csokkentd hatasat 2013-ban
Aptekman ¢és Cesar egy 129 Onkéntessel végzett tanulmanyban szintén igazolta
(Aptekman és Cesar 2013). A diszlipidémiat mérséklé hatasok hatterében a szerzék
kiemelik a citrus-flavonoidoknak, jelen esetben a heszperidin aglikonjanak, a
heszperetinnek €s a naringeninnek a szerepét. Ezek a vegyiiletek képesek az LDL-
koleszterinszintet mérsékelni a szintézis és észterifikacio gatlasaval, ami a mikroszomalis
transzfer-protein és az acil-koenzim-A-koleszterin-aciltranszferaz — aktivitasanak
befolydsoldsan keresztiil valosul meg. A fenti hatdsok kardiovaszkularis elonyét
kiegésziti, hogy az elmult években megfigyelték, hogy a narancslé csokkenti a magas zsir
¢és szénhidrat fogyasztasat kovetd oxidativ stresszt és gyulladasos valaszt, valamint a toll-
like receptor expresszidt és endotoxin koncentraciot (Ghanim és mtsai 2016). Ez
hozzajarulhat az ateroszklerdzis és inzulin-rezisztencia kialakulasdnak mérsékléséhez.

A citrusfélékben, és igy a narancsban is megtalalhaté vitaminoknak (elsdsorban folsavnak
¢s C-vitaminnak), karotinoidoknak, ¢és flavonoidoknak kemopreventiv hatast
tulajdonitanak. Nem meglepd, hogy szamtalan tanulmany vizsgalta a citrusfélék
tumorellenes hatasat, €és jelenleg metaanalizisek is alatdmasztjak a szerepiiket példaul
emlétumorok, nyeldcsétumor és gyomorrakok esetében (Bae és Kim 2016, Franke és
mtsai 2013, Luca és mtsai 2016, Song ¢és Bae 2013, Wang és mtsai 2015).

A narancsban, citromban taldlhaté flavonoidok koziil a hesperidin és diosmin

hatasossagat igazolja, hogy a Detralex 500mg filmtabletta gyogyszert kettés-vak klinikai
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vizsgalatok alapjan mar 1991-ben engedélyezték. Terapias javallata az alsd végtagi
krénikus vénas elégtelenség €s az akut aranyeres panaszok
(https://www.ogyei.gov.hu/gyogyszeradatbazis/index.php?action=show_details&item=1
2917; Detralex alkalmazasi el6irat, ellendrzés: 2016.06.04.). A tapasztaltakat kiegésziti
Rapavi és mtsai (2006, 2007) Wistar patkanyokon végzett tanulmanyai. Zsirdus tappal
etetett allatoknal kialakult alimentaris eredetli zsirmaj esetében a gydgyszer képes volt az
antioxidans paraméterek egy részét javitani, de a dién-konjugatumok szintjét inkabb
emelte a majhomogenizdtumban. Tovabba, a tioacetamid hatidsdra bekovetkezett
majkéarosodast vizsgalva a nagy dozisu Detralex-terapa inkabb felerdsitette az oxidativ
stresszt.

A polifenolos vegyiiletek karos hatdsaira munkacsoportunk tovéabbi vizsgalatai is
ramutatnak. Egy polifenolos vegyiiletekben gazdag étrend-keigészitét vizsgalva,
kolektomizalt betegekben a redox-homeosztazist jellemzd paraméterek inkdbb a tulzott
antioxidans bevitele miatt kialakult "rebound"” effektust mutattak mindkét csoportban,
csOkkent a szabadgyokfogd kapacitds mind a plazmaban, mind az eritrocitdkban,
valamint csokkent a redukaloképesség a plazmaban (Blazovics és mtsai 2016).

A fentiekbdl kifolyolag az optimdlis élettani hatdsok szempontjabol napjainkban is
vizsgaljak a kiilonbdzd mddon eldallitott 100 %-os narancslevek kozotti kiilonbségeket,
amit Bai és mtsai (2013) Gsszevetettek a kézzel facsart narancslevekkel is (Agcam és
mtsai 2014, Kleiner és mtsai 2015b). A vartnak megfelelden markans eltéréseket
tapasztaltak tobbek kozott a polifenoltartalomban, azon beliil is a flavonoidok
tartalmaban, valamint a karotinoid-tartalomban is, de altalanossagban a
heszperidintartalom nagy mennyiségiinek bizonyult a tobbi flavonoidhoz viszonyitva
(Bai és mtsai 2013). Kiilonosen érdekes lehet azonban a kérdés abbol a szempontbol,
hogy Magyarorszagra mar 2014 els6 tiz honapjaban is kozel 19000 tonna narancsot
importaltak, tovabba az elmult évben sem tortént markans csokkenés az importban.
Ugyanakkor a 100 %-os gyiimolcslevekhez képest a narancsfacsaroval készitett
gyiimolcslevek kevésbé raktarozhatok, és a fogyasztd szamara idéigényesebb is
elkésziteni, ami felveti a kérdést, hogy helyettesithetd-e €lettani szempontbol a facsart
narancslé és a vasarolt 100 %-os narancslé (Stummer és Vago 2015, KSH 2017).

A ndvényi eredetli faktorok koziil az orvostudomany szamara ki kell emelkedjenek a

gyogynovények. Nem meglepd tehat, hogy amig az alkoholhoz kéthetd karosodasokat az
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absztinenciaval lehet valojaban megelézni ¢és kezelni, a panaszok enyhitésére
fitofarmakonokat is szertedgazdan alkalmaztak €s napjainkban is alkalmaznak. T6bbek
kozott a mariatdvist (Sylibum marianum L.), gydombért (Zingiber officinale Roscoe),
kakukkfiivet (Thymus vulgaris L.) vagy az édesgyokeret (Glycyrrhiza glabra L.)
tradicionalisan jO majvédoként tartottak szamon (Fehér és mtsai 1998, Shati és Elsaid
2009, Ghosh és mtsai 2011, Jae-Chul és mtsai 2015). Figyelembe véve, hogy az alkohol
gyomorkarositd szerepe is jelentds, igy az édesgyokérnek, illetve f6 komponensének a
glicirrizinnek, valamint a derivatumainak alkalmazésa tovabbi elényokkel jarhat, mivel
kozismert gyomorvédok (Chandrasekaran és mtsai 2011, Chavez-Pifia és mtsai 2011).

A glicirrizin hatdsa, foképp a mdjban nem teljes mértékben tisztazott, azonban a
tanulmanyok szerint csdkkenti a CCls okozta majkarosodast, feltételezhetden a lipid
kettos réteggel valo kolesonhatasanak kdszonhetden (Lee as mtsai 2007, Schrofelbauer
¢s mtsai 2009). Tovabbi tanulményok szerint a hepatocitdk mitokondrium-eredetii
apoptotikus Utvonaldnak gatldsan keresztiil fejtheti ki a hatdsat. Gwak és mtsai (2012) a
high-mobility group box 1 (HMGBI1) gatlasat figyelték meg, ami szintén csokkent
apoptozishoz vezetett, de p38-eredetli Utvonalon. Ezzel parhuzamosan Guo €és mtsai
(2013) alacsonyabb p53-szintet irtak le, ami mérsékeltebb mitokondrium-indukalta
sejthalalhoz vezetett. A glicirrizinnek tovabbi eldnyds tulajdonsaga, hogy csokkentheti a
kollagén-akkumuléciot és igy mérsékelheti a fibrotikus folyamatok progresszivitasat (Tu
¢és mtsai 2012).

A fenti pozitiv hatasok ellenére a glicirrizin nehezen alkalmazhatd gyogyszerként f6
mellékhatasa, a pszeudoaldosteronizmus és a markans first-pass metabolizmusa miatt
(Shibata 2000, Wang 1994). In vivo mind a glicirrizin, mind annak f6 szarmazéka, a
glicirretinsav képes pszeudoaldosteronizmust okozni (Ojima és mtsai 1990, Kageyama
¢s mtsai 1994, van Uum ¢és mtsai 1998, Kim és mtsai 2000). A liposzémalis alkalmazas
azonban eldnyOsnek tlinik, s6t, tovabbi lehetdséget nyujt a célzott terapidra is, mivel
megnd glicirretinsavat vagy glicirrizint tartalmaz6 nanopartikulak hepatikus felvétele

(Tsuji és mtsai 1991, Shi és mtsai 2012, Keservani és mtsai 2013).
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3. Célkitiizés

Kutatdsunk célja a redox-homeosztazis €s a transzmetilezés kapcsolatanak felderitése
volt, abbol a meggondolasbol, hogy az irodalmi adatok abba az irdnyba mutattak, hogy a
szabadgyokos reakciok, a taplalkozasi faktorok €s a szervezet metilaltsagi szintje kozott
szoros kapcsolat 1étezhet.

A redox-homeosztazis kutatdsa az elmilt évtizedek alatt mar jelentés eredményeket
mutatott fel, és szamos adat valt ismertté a transzmetilezés jelentdségét illetden is, a
kapcsolat mégsem volt azonnal értelmezhetd. Tekintettel arra, hogy a tumoros betegek
redox-reakcioi eltérnek az egészséges egyedekétdl és metilaltsagi szintjik alapjan
hipometilaltak annak ellenére, hogy DNS-iik hipermetilalt régidkat tartalmaz,
egyértelmiivé valt szdmunkra, hogy a taplalkozési faktorok hatasanak vizsgalata nem
keriilheté meg ebbdl az aspektusbol sem.

Ismert, hogy a tumorok kialakulasa, a genetikai determinéltsag mellett, megkdzelitleg
30 %-ban fiigg a taplalkozds mindségétdl, sét az is ismert, hogy a rdkos betegek
¢letmindsége, gyogyulasi folyamata, a metasztazis minél késobbi idore torténd kitolodasa
ugyancsak szoros korrelaciot mutat a taplalkozasi faktorok helyes megvalasztasaval,
melyet az utdbbi évtizedek taplalkozastudoméanyi kutatdsai is igazoltak, kiilonds
figyelemmel a népgyodgyaszatban évszdzadok alatt sikerrel alkalmazott egyes
¢lelmiszerek fogyasztasanak jelentdségére.

Elétanulményaink soran arra voltunk kivancsiak, hogy a taplalkozasi lanc kiilonb6zo
szintjein az él6 szervezetek redox-rendszerei, fémelemtartalma ¢és transzmetilezési
folyamatai milyen kiilonbségeket mutatnak taplalkozas-egészségiigyi szempontbol.
Ennek megfeleléen a mindennapos taplalkozéasban jelentds, és bioaktiv hatdanyagokban
gazdag novények, a biza (Triticum aestivum L.), bab (Phaseolus vulgaris L.), cékla (Beta
vulgaris L. var. rubra), a kaposzta (Brassica oleracea L.) és az allati eredeti élelmi
alapanyagok, a baromfi- (Gallus gallus domesticus L.), illetve nyalmaj (Oryctolagus
cuniculus var. domestica) konnyen mobilizalhatd metilcsoportjainak mennyiségét
kivantuk meghatarozni, és 6sszefliggéseket keresni a redox-paraméterek €s a metilaltsagi
szintek kozott.

Ezzel parhuzamosan a feldolgozott élelmiszerekben, kivonatokban is vizsgaltuk az
antioxidans paramétereket és egyéb bioaktiv anyagok jelenlétét. Osszehasonlitd

vizsgalatokat végeztiink a fiirtds (Vaccinium corymbosum L.), a fekete (Vaccinium
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myrtillus L.) és a voros afonya (Vaccinium vitis-idaea L.) vizes kivonatai k6zott. Mértiik,
milyen kiilonbségek detektalhatok a 100 %-os narancslevek és a kézzel facsart narancsok
(Citus sinensis L.) leve kozott. Fekete afonya (Vaccinium myrtillum L.), ananasz (Ananas
comosus L.), fekete ribizli (Ribes nigrum L.) és meggy (Cerasus vulgaris Mill.) kivonatat
tartalmazo keménycukor készitmények 6sszehasonlitd vizsgalatat is elvégeztiik.
Kisérletes kutatasokat végeztiink annak eldontésére, hogy bizonyos taplalkozasi faktorok
milyen modon befolyasolhatjdk a redox-homeosztazist, valamint az azzal kapcsolatban
allo rendszereket. Patkanykisérletekkel a tumorrizikoval jard obezitast és alkoholizmust
kivantuk modellezni. Az alimentaris eredetii zsirmdj modellel az excessziv energia- és ®-
6-telitetlen zsirsavbevitellel jard nyugati étrend redox-homeosztazisra, valamint az azzal
szoros kapcsolatban allo transzmetilezésre kifejtett hatasait kivantuk modellezni.
Kisérletes kutatasainkban arra is kivancsiak voltunk, hogy miképp fejti ki hatdsat a hosszu
tavi alkoholfogyasztas az antioxidans-szabadgyok egyensulyra, valamint a metil-
poolban bekovetkezd valtozasokra. Tovabbi célunk volt a liposzémalis glicirrizin-kezelés
hatékonysaganak becslése az alkohol okozta karosodas kivédése érdekében.

E kutatdsok eredményessége céljabol a kotott HCHO mérésére alkalmazott analitikai
modszert adaptaltuk, illetve rutinlaboratdoriumi mérésre is alkalmas nagyhatékonysagu
folyadékkromatografiaval (HPLC)-modszert dolgoztunk ki.

Human tanulményainkban a kolorektalis tumorok soran tapasztalt redoxi és azzal
asszocialt metilezettség eltéréseit kivantuk elemezni.

Tanulményaink sordn felfigyeltiink arra, hogy a kemoterdpiat kapd betegek kozott
gyakran kialakul demencidhoz hasonld ,,chemobrain”. Mivel korabbi kutatdsok soran
tobb tumoros beteg esetében fémion-vizsgalatok is torténtek a redox-homeosztazis
vizsgalata soran, retrospektiv tanulmanyunkban arra kerestiik a vélaszt, vajon e

jelenséghez hozzajarulhat-e a fémion-haztartas zavara.
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4. Anyagok és modszerek
Az alabbi fejezetben a felhasznalt anyagok forrasat kovetden a kutatas soran alkalmazott

metodikak és kisérletek talalhatok.

4.1. Anyagok

A H20: oldatot (30 %), Folin-Ciocalteau fenol reagenst, 5,5-dimetilciklohexan-1,3-diont
(dimedon), 1,1-difenil-2-pikrilhidrazilt (DPPH), 5,5'-ditiobisz(2-nitrobenzoesav)-at
(DTNB), redukalt glutationt, redukalt NADH dinatrium sét, redukalt NADPH
tetra(ciklohexil-amin) sot, glicirrizinsav ammoniumsoéjat, foszfolipideket, 5-amino-2,3-
dihidro-1,4-ftalazindiont (luminol), mikroperoxidazt (MP-11), a glicirrizin ammonium
s6jat és borji szérumalbumint a Sigma-Aldrich Kft.-t61 (St. Louis; USA.) rendeltiik meg.
CHR hemoglobin D oldatot a Reagens Kft.-t61 (Budapest, Magyarorszag) vasaroltuk.

A Silica gél 60 Fas4 vékonyrétegeket a Merck Kft.-t6l (Darmstadt, Németorszag)
szereztilk be. A nagyhatékonysagu folyadékkromatografidhoz alkalmas vizet Millipore
Direct Q5 viztisztitoé rendszerrel allitottuk el6 (Bedford, MA, USA.).

A karbamid (CARB), kreatinin (CREA), hugysav (UA), teljes fehérje (TP), albumin
(ALB), teljes és direkt bilirubin (T- és DBIL), glutamat-oxalat transzaminaz/aszpartat
aminotranszferaz (GOT/AST), glutamat-piruvat transzaminas/alanin aminotranszferaz
(GPT/ALT), gamma-glutamil transzferaz (GGT), alkali foszfataz (ALP), albumin (Alb)
és globulin (GLOB) szintet a Roche (Roche (Magyarorszag) Kft.,, Budadrs,
Magyarorszag) altal gyartott kitekkel, sztenderd méodon hataroztuk meg. A karcino-
embrionalis antigént (CEA), a szénhidrat antigén 19-9-et (CA 19-9), valamint az o-
fotoproteint (AFP) immunoluminometriai kitekkel LIA-mAT (Budapest, Magyarorszag)
hataroztuk meg.

A hidrogénezett szoja foszfatidilkolint (Phospholipon 90H) a DSPE-PEG2000 pegilalt
lipidkomponenst a Lipoid AG-t6l (Cham, Svajc), a koleszterint Avanti® Polar Lipids,
Rt.-t6l (Alabaster, USA.), a liposzémak eldallitadsahoz sziikséges tovabbi oldoszereket a
WVR International LLC-t61 (Budapest, Magyarorszag), egyéb reagenseket a Molar
Biochemicals Kft.-t61 szereztiik be. A liposzomas glicirrizint, és a gyodgyszert nem
tartalmazd liposzomalis rendszereket a Semmelweis Egyetem Nanomedicina Kutato és

Oktato Kozpont készitette el.
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Az itt fel nem sorolt egyéb beszerzéseket a 4.2. Modszerek egyes fejezeteiben talalhatok.
A gydgyszerkonyvi mindségli termékeket gyogyszertarban vasaroltuk.

A furtés (Vaccinium corymbosum L.), fekete (Vaccinium myrtillus L.) és voros
(Vaccinium vitis-idaea L.) afonyamintakat Lettorszagbol szereztiik be (Riga Stradin$
University, RSU Dzirciema Str. 16, Riga, LV-1007, Latvia).

A vakuumszaritott gylimdlcsokbol eldallitott keménycukor-készitmények a GPS Powder

Kft. (Budapest, Magyarorszag) ajandéka volt.

4.2. Modszerek
Az alabbi pontokban a disszerticioban alkalmazott mérési metodikak rovid

Osszefoglaloja olvashato.

4.2.1. Novényi eredetii mintak elokészitése
A Vaccinium-, Citrus sinensis- és gylimolcskivonatokat tartalmazé keménycukormintak
elokészitése soran torekedtink a fogyasztasi szokasoknak megfelelé extraktumok

készitésére.

4.2.1.1. Vaccinium fajok

allitottuk be, €s a heterodiszperz rendszert Whatman redds sziir6papiron keresztiil
megsziirtiik, majd vizzel higitasi sort készitettiink a novényi eredetli tartalmi anyagok
meghatarozasdhoz (lasd: 4.2.5.1. fejezet) és a redox-paraméterek (lasd: 4.2.6. fejezet)
meghatarozasahoz. A nedves tomeghez képest visszamaradt anyagmennyiségek aranya

az 1. tablazatban lathato.

1. tablazat. A nedves tomeghez képest visszamaradt anyagmennyiségek szazalékban
kifejezett aranya.

%
Fiirtds afonya (Vaccinium corymbosum L.) 12,2
Fekete afonya (Vaccinium myrtillus L.) 8,6
Voros afonya (Vaccinium vitis-idaea L.) 22,1
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4.2.1.2. Citrus sinensis (L.) fajtak

Kereskedelmi forgalomban kaphato ,,Salustiana”, ,,Navel” és ,,Lane late” narancsfajtakat
(Citrus sinensis L.) kézi narancsfacsaroval facsartuk, narancsonként 4-4 g-ot (+/-1 %)
Potter-Elvehjem késziilékbe mértiink, majd homogenizaltuk. Kereskedelemben kaphatd
100 %-o0s narancslevek (Cappy 100 %; Happy Day; Rauch 100 %; Si6 100 %; Spar
Orange 100 %; Topjoy 100 %) 20 ml-ét Potter-Elvehjem késziilékbe mértiink,
homogenizaltuk. Mindkét fajta mintat 10 percig 2000 rpm-en centrifugaltuk. A mintat a
feliiluszobol vettiik tovabbi vizsgalatokhoz (1asd: 4.2.5. és 4.2.6. fejezet).

4.2.1.3. Gyiimélcskivonatot tartalmazé keménycukormintak vizsgalata
A fekete afonya (Vaccinium myrtillum L.), ananasz (Ananas comosus L.), fekete ribizli
(Ribes nigrum L.) és meggy (Cerasus vulgaris Mill.) tartalmu keménycukrokboél 5-5 db-

cre

Tovabbi higitdsok utan végeztiik el vizsgalatainkat (lasd: 4.2.5. és 4.2.6. fejezet).

4.2.2. Allatkisérletek

Az allatkisérleteket a 40/2013. (II.14.) rendelet (az 1998. évi XXVIIIL. torvény
modositasa) betartdsa mellett végeztiik. Engedélyszdm a patkdnykisérletekhez:
770/004/04; XIV-1-001/229-4/2012; brojlerkisérlethez: 22.1/613/001/2010;
nyulkisérlethez: 22.1/5/003/2010. Az éllatok eutanazidja a Kormany 40/2013 (II. 14.)
Kormanyrendelete az 4llatkisérletekrol 4. mellékletben ("Az allatok ledlésének

modszerei") megadottak szerint torténtek.

4.2.2.1. Patkanykisérletek
Patkanykisérleteinkkel olyan modellrendszereket probaltunk kialakitani, melyek tiikrozik
a tarsadalmi szokésokat, igy relevans informaciokkal szolgalnak a nyugati tarsadalmakat

érintd problémakrol.

4.2.2.1.1. Zsirdus étrend vizsgalata
Az zsirdus étrend vizsgalatainkhoz him Wistar patkanyokat (200-250 g) hasznaltunk
(Biofarm Prompt Kft., G6dolld, Magyarorszag), melyek jol modellezik az alimentaris

eredetii zsirmajat. A kontrollcsoport (N = 5) csak sztenderd patkanytapot fogyasztott. A
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zsirdus diéta az egyik csoport (N = 5) esetén 2 % koleszterint, 20 % Venus étolajat
(kereskedelmi forgalombol) és 0,5 % kolsavat, a masik csoport esetén (N = 5) 1 %
koleszterint, 0,3 % kolsavat és 11 % napraforgoolajat tartalmazott a kontrolltapba
keverve.

A tizedik napon a terminalast mély narkozisban [75 mg/ttkg ketamin (Calypsol 50 mg/ml
oldat), 7,5 mg/ttkg xilazin (Rompun 20 mg/ml oldat)] a hasi vénan keresztiil torténé
exsanguinatioval végeztiik. A majakat a kivéreztetés utan izotonias NaCl oldattal mostuk,
Potter-Elvehjem késziilékkel homogenizaltuk, majd -20 °C-on taroltuk a mérésekig. A
sztenderdizélast a 4.2.10.1. szerint mért fehérjetartalom alapjan végeztiik.

Az allatok tartisa és kezelése az Allattenyésztési, Takarméanyozasi és Husipari

Kutatéintézetben, illetve jogeldodjében (Herceghalom, Magyarorszag) tortént.

4.2.2.1.2. Glicirrizin hatasa az alkoholos eredetii zsirmajra

Him Harlan-Wistar (Toxicoop, Magyarorszag) patkanyokat hasznaltunk az alkoholos
eredetli zsirmdj tanulméanyozasahoz (kezdd tomeg: 175-200 g). A konvencionalisan
tartott allatok koziil 7-7 allat akklimatizaciot kovetéen 4 naponta emelkedd
alkoholmennyiséget kapott (1, 2; 4; 6; 8; 10; 12; 14 %) vizes alkoholos oldat formajaban
az itatovizében ad libitum. Ezt kovetéen 8 héten keresztiil 14 % alkoholt tartalmazo
ivovizet fogyasztottak, majd az utols6 4 hétben az alkohol mennyiségét 20 %-ra emeltiik.
Az alkoholt fogyaszté patkdnyok egyik fele (N=7) heti kétszer 156 pul/0,1ttkg
mennyiségl, liposzomalis glicirrizint kapott (5 mg glicirrizin/ml), amig az alkoholt
fogyasztd patkanyok masik fele (N=7) intravéndsan csak izotonids NaCl oldatot kapott
az azonos napokon. A kontrollcsoport (N=5) allatait hasonlé modon tartottuk, mint a
kezelteket, de semmilyen egyéb kezelést nem kaptak.

A 16. héten terminaltuk az allatokat. A kisérlet végén az allatok terminalasat izofluran
anesztézia mellett végeztiik (4 %-os izofluran O2-ben eloszlatva). A lobus sinister
lateralist az zsirdus étrend vizsgalatanal leirtak szerint kivéreztetést kovetéen mostuk,
homogenizaltuk és a mérésekig taroltuk. A sztenderdizalast a 4.2.10.1. szerint mért
fehérjetartalom alapjan végeztiik.

Az allatok tartdsa és kezelése a Korélettani Intézetben (Nagyvarad tér 4., Budapest,

Magyarorszag) tortént.
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4.2.2.2. Baromfikisérlet

Kereskedelmi forgalomban levé ,,befejez6” broilertapot (Farmer-Mix Kft., Zsambék,
Magyarorszag) kapo 6 brojlercsirkét (Babadi Baromfikeltetd Kft., Ocsa, Magyarorszag),
a42. napon COz-os kabitast kdvetden terminaltuk. A kivéreztetett allatokbol a majakat a
zsirdus étrend patkanykisérleténél leirtak szerint tovabb vértelenitettiik, izotonias NaCl
oldattal mostuk. Potter-Elvehjem késziilékkel homogenizaltuk, majd a feldolgozasig -20
°C-on taroltuk. A sztenderdizalast a 4.2.10.1. szerint mért fehérjetartalom alapjan

végeztik.

4.2.2.3. Nyulkisérlet

Kereskedelmi forgalomban kaphaté nyultapot (Purina Kft, Karcag, Magyarorszag)
fogyasztd 6 baknyulat (Lab-Nyul Kft., G6dollo, Magyarorszag) vizsgaltunk. A nyulakat
4 hoénaposan T61 injekcioval termindltuk (2 ml/nydl ip.; embutramid, tetracain
hidroklorid és mebezonium jodid; Intervet International B.VV. Boxmeer, Hollandia). A
majakat a zsirdis étrend patkanykisérleténél leirtak szerint kivéreztettiik, mostuk
homogenizaltuk Potter-Elvehjem késziilékkel, majd -20 °C taroltuk. A sztenderdizalast a

4.2.10.1. szerint mért fehérjetartalom alapjan végeztiik.

4.2.3. Human tanulmanyok

A human tanulmanyokat az etikai szempontokat figyelembe véve veégeztik. A
vizsgalatok végzéséhez az alabbi engedélyekkel rendelkeztiink: TUKEB 167/1997,
TUKEB 15/2004, IKEB 3944/2004, TUKEB 133/2015.

4.2.3.1. Plazmamintak el6készitése

A redox-rendszer tanulmanyozasahoz hasznalt huméan plazmamintak el6éallitasahoz a
vérmintakat citratot tartalmazd csovekbe (Greiner Bio-One; Mosonmagyardvar,
Magyarorszdg vagy Vacutainer, Franklin Lakes, USA.) gytjtottiik. Centrifugalast
kovetden (4 °C; 3000 rpm, 10 perc) a plazmakat kiilon kémcsdvekbe gylijtottik. Az
eritrocitamintakat a 4.2.4.2. fejezet szerint tovabb tisztitottuk. A plazmamintdkat ismét

centrifugaltuk, a feliilluszot kémcesébe gytijtottiik és feldolgozasig -20 °C-on taroltuk.
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4.2.3.2. Eritrocitamintak elokészitése

coat”-ot eltavolitottuk, majd izotdnias sooldattal higitottuk. A mintdkat Osszesen
haromszor centrifugaltuk, izotonids NaCl oldattal torténé mosasokat kovetden. A
4.2.10.2. fejezet szerinti hemoglobin-meghatarozast kovetéen az eritrocitamintakat

sztenderdizaltuk, és -20 °C-on taroltuk.

4.2 4. Analitikai vizsgalatok
Analitikai vizsgalatok kozott a redox homeosztazist befolyasold tartalmi anyagok
vizsgalatait gylijtottem Ossze, melyek nem egy antioxiddns-tulajdonsagot, hanem egy-egy

olyan tartalmi anyagot mérnek, amik jelentds hatast gyakorolnak a redox-anyagcserére.

4.2.4.1. AszKkorbinsavtartalom meghatarozasa

A ndvényi eredetli mintdkban a VII. Magyar Gyogyszerkonyv (1986) alapjan hataroztuk
meg az aszkorbinsav mennyiségét. A mintat FENH4(SO4). oldat (0,1 g FeNH4(SOa4)2
oldva 100 ml 2 M foszforsav oldatban), 20 % NH4(CH3COO) oldat, 1 %-0s citromsav
oldat és 0,02 ml 2,2-dipiridil (1 g/100ml etanol) elegyéhez adtuk. Két 6ra muilva a
mintakat higitottuk és 525 nm-en Hitachi U-2000 spektrofotométerrel mértiikk az
abszorbanciat. A sztenderd sort (ndvényi minta helyett) aszkorbinsav oldatokkal

készitettiik el. A vak oldatok 2,2-dipiridil reagenst nem tartalmaztak.

4.2.4.2. Polifenoltartalom meghatarozasa

A teljes polifenoltartalmat a VIII. Magyar Gyodgyszerkonyv (2003) alapjan hataroztuk
meg. A mintakhoz 1:10 aranyban higitott Folin-Chiocalteau fenol reagenst adtunk, majd
NaxCOsz (290g/1) oldattal elegyitettiik. Fél 6ra milva 760 nm-en hataroztuk meg az
abszorbanciat Hitachi U-2000 spektrofotométerrel. A mintdkhoz tartozé vak oldatok
galluszsav sztenderdhez hasonlitottuk. Egy galluszsav egység (GAE) 1 ml HPLC-

mindségli vizben oldott 1 mg galluszsavnak felel meg.
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4.2.5. Redox-vizsgalatok
Munkém soran {6 cél volt a redox-homeosztazisban bekdvetkezett valtozasok vizsgalata,

melyet az alabbiakban taglaltak szerint mértiink.

4.2.5.1. Hidrogéndonor (H-donor) aktivitas mérése

A H-donor-aktivitast (Hatano és mtasi 1988) moédszere alapjan DPPH stabil gyok
segitségével mértiik spektrofotométer segitségével, 517 nm-en.

A sztenderdizalt n6vényi mintak oldatabdl, albuminra sztenderdizalt majmintak oldatabol
(10 mg/ml), a NADH és NADPH oldatokbol 50 pl-t, a hemoglobinra sztenderdizalt
eritrocitamintakbol (1 g/100ml) 10 pl-t 1 ml-re egészitettiink ki HPLC-min6ségii vizzel,
majd még 1 ml metanolt mértiink hozza és 0,5 ml DPPH metanolos oldataval (9 %)
elegyitettilk. A mintdk elnyelését 30 perces 37 °C-on torténd temperalast kdvetden
Hitachi U-2000 (Tokio, Japan) vagy Specord UV VIS (Jena, Germany)
spektrofotométerrel mértiik 517 nm-en.

A kapott abszorbanciat a kontrollhoz viszonyitottuk, az aldbbi képlet alapjan annak
szézalékaként jelenitettiik meg:

gé.’[léls % = 100*(Akontroll - Aminta)/Akontroll

4.2.5.2. Szabad szulfhidrilszint meghatarozasa

(1967), DTNB reagenssel hataroztuk meg. A reagenst pH 7,4 foszfatpufferben oldottuk.
A minték 0,15 ml-ét 1,4 ml-re egészitjik ki HPLC min6ségii vizzel és 1 ml pH 7,4-es
foszfatpuffert, majd 0,6ml DTNB (792mg/l) reagenst adunk hozza. Ezt kovetden 37°C-
on, 5 percig inkubaltuk. A kialakult szin intenzitasat 440 nm-en Hitachi U-2000 (Tokio,
Japéan) vagy Specord UV VIS (Jena, Germany) spektrofotométerekkel detektaltuk.
Hattérként HPLC-mindségli viz és puffer keverékét, stadardként redukalt glutationt

hasznaltunk.

4.2.5.3. Redukaloképesség meghatarozasa
A redukaloképességet Fe**-ionokbol keletkezé Fe?*-ionok alapjan spektrofotometriasan
hataroztuk meg, Oyaizu modszere szerint (1986). A mintak (sztenderdizalt ndvényi

kivonat) 0,2 ml-ét 0,8 ml HPLC-min6ségli vizzel higitottuk, majd 2,5 ml pH 6,6 foszfat-
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pufferrel, 2,5 ml 1 %-0s KsFe(CN)s oldattal elegyitettiik, és 37 °C-on inkubaltuk 30
percig. Inkubaciot kdvetden 2,5 ml 10 %-os triklorecetsavval elegyitettiik, 3000 rpm-en,
10 percig centrifugaltuk. A feliilaszo 2,5 ml-éhez 2,5 ml HPLC-mindségii vizet adtunk,
¢s 0,5 ml FeCls oldattal (0,1 %) elegyitettiik. A kialakult szin intenzitasat Hitachi U-2000
(Tokio, Japan) vagy Specord UV VIS (Jena, Germany) spektrofotométerrel 700 nm-en
mértiik. A redukaloképesség mértékét aszkorbinsav-egységben fejeztiik ki. Az 1 ASE

megfelel 1 ml HPLC-mindségl vizben oldott 1 mg aszkorbinsavnak.

4.2.5.4. Indukalt lipidperoxidacié vizsgalata

Poolozott baromfimdjak marha szérumalbuminra nézve 10 mg/100ml todménységii
mintdit hasznaltunk az indukalt lipidperoxidacié ndvényi kivonatokkal torténd gatlasanak
vizsgalatara. A kivonatokat 50 mM KH2POj4 oldat, 0,5 mM FeCls oldat, tris-maleinat
puffer (100 ml-be oldott 11,02 g Tris puffer és 5,8 g maleinsav), 0,01 M aszkorbinsav
oldat és majhomogenizatum elegyével 30 percig 37°C-on inkubaltuk. A reakci6idét
kovetden tiobarbitursavas reagenshez 0,4 ml mintat adtunk (3,75 g tiobarbitarsav 1 |
triklorecetsavas €s sosavas elegyben) €s 15 percre forrasban 1év6 vizfiirddbe helyeztiik.
Visszacsopogtetd dugoval lattuk el a csoveket. A lecentrifugéalt mintak abszorbanciajat
535 nm-en mértiik Hitachi U-2000 spektrofotométerrel (Horvath és mtsai 1993). A
mintdkhoz tartozé hatteret mdjhomogenizatumot nem tartalmazo reakcioeleggyel mértiik.
A kontrolloldat HPLC-mindségii vizzel késziilt.

Szamolas: lipidperoxidacio gatlasa (%)=100*(Akontrol-Aminta)/Akontroll

4.2.5.5. Szabadgyok-fogo kapacitas mérése luminometriaval

A szabadgyok-fogo kapacitas szintjét luminometrias eljarassal vizsgaltuk. A mintdkhoz
12,5 mg/I luminol oldatot, 1,88 mg/ml mikroperoxidaz oldatot, és 0,003 % H>O»-oldatot
adtunk, majd mértiikk a kibocsatott fény intenzitdsat Berthold Lumat LB9501
luminometerrel (Bad Wildbad, Németorszag). A mikroperoxidaz katalizalja a H20:
bomlasat, a keletkez6 OHe -gyok pedig a NaCOzs-tal bedllitott lagos kozegben gerjeszti a
luminolt. A kibocsatott fény aranyos a szabadgyokok mennyiségével, igy a szabadgyok-

fogd kapacitas aranyos az emisszié csokkenésével (Blazovics és mtsai 1999).
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4.2.6. Transzmetilezési folyamatok tanulmanyozasa
Munkénk soran vizsgaltuk a redox-homeosztazis és a transzmetilezés kapcsolatat.
Novényi és allati eredetli mintdk esetén vékonyréteg-kromtografias eljarast alkalmaztunk,

amig human mintak esetén oszlopkromatografias eljarast alkalmaztunk.

4.2.6.1. Kotott HCHO-szint meghatirozasa magasnyomasi vékonyréteg-
kromatografiaval (OPLC)

Tomegtermelésbodl szarmazo, kereskedelmi forgalomban kaphatd apritott bizamintahoz
(Triticum aestivum L.), babhoz (Phaseolus vulgaris L.), céklahoz (Beta vulgaris L. var.
rubra), kaposztahoz (Brassica oleracea L.) metanolban oldott 0,05 % dimedont adtunk
(Sardi és Tyihak 1998). A mintékat ultrahangos kezelés, majd 24 o6ra reakcidéidé mulva,
5 perc centrifugalast kovetéen (2000 rpm; 4 °C) vizsgaltuk. A 25 ul feliilaszot Silica gel
60 Foss vékonyrétegre vittiik fel, és kloroform-diklormetan (35:65 v/v) eluenseleggyel
OPLC eljarassal (OPLC-NIT Kft., Budapest, Hungary) szeparaltuk.

A nyul-, baromfi- és patkanymajak mintai esetében hasonld6 moédon jartunk el, de a
dimedont marha szérumalbuminra sztenderdizalt homogenizatumhoz adtuk.

A szeparalast kovetéen Shimadzu CS-930 (Tokio, Japan) denzitométert hasznaltunk a
keletkezett formaldemeton mennyiségének meghatarozasara (A=270 nm) (Gersbeck és

mtsai 1989).

4.2.6.2. Kotott HCHO-szint meghatarozasa nagyhatékonysagu
folyadékkromatografiaval (HPLC)

Human mintdk esetén Jasco HPLC rendszer (Tokio, Japan) segitségével torténtek a
meghatarozasok. A C18 HPLC kolonnat a Phenomenextdl (Torrance, CA, USA)
szereztlik be. A metodika részletes leirasa és a validalas az eredmények (5.3.1.) fejezetben

talalhatok.

4.2.7. Elem meghatarozasok induktiv csatolasi plazma optikai emisszios
spektrometriaval (ICP-OES)

A tumor miatt kezelt betegekben megfigyelheté elemszint eltérések vizsgalatat
Szentmihalyi és mtsai (2014) szerint spektrometrias eljarassal (ICP-OES-sel) végeztiik,

melyet az alabbiak szerint valdsitottunk meg.
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4.2.7.1. El6készités

A 4.2.4.2. pontban leirt modon készitett eritrocitamintakat (3,0 g) 200 °C-on 5 ml 65 %
HNOs-oldattal, 1 ml 37 %-o0s HCl-oldattal és 2 ml 30 %-0s H20O2-oldattal roncsoltuk
oraiiveggel fedett fézOpoharakban. A vak oldatokat azonos koriilmények kozott
készitettiik. Roncsolast kovetden a mintakat 10 ml-re egészitettiik ki. Mintanként harom
parhuzamost mértiink. (Szentmihdlyi és mtsai 2014).

A sztenderd oldatok Spectro multi-element standard solutions for ICP (CPAchem; Stara
Zagora, Bulgaria) oldatok voltak, amiket a vérmintdkelemkoncentracidinak megfeleld

koncentraciotartomanyban hasznaltuk.

4.2.7.2. ICP-OES vizsgalatok

A méréseket Spectro Genesis szimultin ICP-OES spektrométerrel végeztik, CCD
Detector rendszerrel (Kleve, Germany).

A 0 technikai paraméterek a 2. tablazatban talalhatok. A felhasznalt szoftver Smart
analyser vision of Spectro smart studio (Version: 2.11.0630, SPECTRO Analytical
Instruments GmbH, Kleve, Germany). Az elemek savjainak kivalasztasat a lehetséges
interferencidk és a elemek koncentracidtartomanyanak

spektralis vizsgalt

figyelembevételével végeztiik. A mindségi kontrollok a 3. tdblazatban talalhatok.

2. tablazat. Az ICP-OES technikai paraméterei

Spektrométer optika Paschen-Runge elrendezése
Hullamhossz tartomany 175-775 nm
Detektro rendszer 15 linear CCD detector
Felbontas 0,029 nm
Generator frekvencia 27,12 MHz
Plasma teljesitmény 1240 W
Hiitégaz (Ar) 13,7 I/min
Plazmagaz (Ar) 0,6 I/min
Porlasztogaz (Ar) 0,96 I/min
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3. tablazat. Az ICP-OES mérés mindségi kontrollja

Elem Hullamhossz Sztenderd Visszanyerhet6ség LOD LOQ
koncentraci6ja
(nm) (ng/g) (%) (ngkg) | (ng/kg)
Al 396,152 0,5 121,0 19,14 57,42
Ca 184,006 0,5 105,6 2,66 7,98
Cu 327,396 0,5 98,4 3,062 9,19
Fe 244,451 5,0 94,1 220,1 660,3
Mg 285,213 0,5 164,2 2,607 7,821
Mn 257,611 0,5 114,6 0,13 0,39
P 178,287 20 107,6 93,72 281,2

LOD = kimutatési hatar; LOQ = meghatarozasi hatar

4.2.8. Klinikai laboratériumi vizsgalatok

A hematoldgiai paraméterek meghatarozasahoz Advia 120 (Bayer; Fernwald,
Németorszag) vagy ABX Micros 60 (Mont Pellier, Franciaorszdg) hematologiai
analizatort hasznaltunk. A szérum paramétereket a Roche (Roche (Magyarorszag) Kft.,
Budaors, Magyarorszag) altal gyartott kitekkel, sztenderd modon hataroztuk meg. A
HbAlc-t Variant II HPLC rendszerrel vizsgaltuk (BioRad, Budapest, Magyarorszag). A
CEA, CA 19-9, valamint az AFP LIA-mAT immunoluminometriai Kitekkel (Budapest,
Magyarorszag) hataroztuk meg Berthold LumatLB 9501 luminométerrel (Berthold
GmbH, Germany).

4.2.9. Egyéb vizsgalatok
A fejezetben az eddigi mérésektdl fiiggetlennek tekinthetd sztenderdizalasi eljarasok és

gyogyszert nem tartalmazé liposzémalis rendszer elokészitése talalhato.

4.2.9.1. Fehérjetartalom meghatirozasa

crer

meg. A maj-homogenizatumokat marha szérumalbuminra nézve 10 mg/ml

crc

4.2.9.2. Mosott eritrocitamintak hemoglobinszintjének meghatirozasa
Az eritrocitamintakat sztenderd metodika szerint, CHR hemoglobin D-oldattal
hemoglobintartalomra sztenderdizaltuk. A mintak 20 ul-ét 5 ml reagenshez adtunk, és a

szinintenzitast fél o6ran beliil mértiik. A spekrtofotometriai méréshez Hitachi U-2000
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(Tokio, Japan) spektrofotométert hasznaltunk (A=540 nm). Az alabbi egyenleteket
hasznaltuk sztenderdizalashoz:

Bemért 0,4ml eritrocitamintahoz sziikséges izotonias NaCl-oldat, hogy 1 g/100ml legyen:
V (ml) =((co*0,4)/1)-0,4

Bemért 0,5ml eritrocitamintahoz sziikséges izotonias NaCl-oldat, hogy 5 g/100ml legyen:
V (ml) =((c0*0,5)/5)-0,5

4.2.9.3. Kofaktorok H-donor-aktivitasanak mérése
A redukalt NADH dinatrium és a redukalt NADPH tetra(ciklohexil-amin) sokat HPLC-
mindségli vizben oldva higitasi sort készitettiink. A tovabbiakban a 4.2.6.1. szerint leirt

moddon vizsgaltuk a H-donor aktivitast.

4.3. Statisztikai értékelés

Eredményeink értékeléséhez Statistica 11, Statistica 12 (StatSoft Inc., Tulsa, USA.)
valamint Microsoft Office Excel 2003 és 2013 (Microsoft Corp., Redmond, USA.)
programokat hasznaltunk.

A normal eloszlast Shapiro-Wilk tesztel ellendriztiik.

Két csoport vizsgalata soran, normal eloszlas és nem szignifikans F-proba esetén Student-
féle t-probat végeztiink. Nem parametrikus eloszlas vagy szignifikdns F-proba esetén
Mann-Whitney U-tesztet végeztiink.

Ketténél tobb csoport vizsgalata soran Levene-teszttel ellendriztiik a homogenitast.
Homogénnek és parametrikus eloszlasunak tekintheté mintdk esetén egy szempontos
ANOVA-mddszert majd Fisher-féle LSD tesztet hasznaltunk a szignifikans eltérések
vizsgalatara. Szignifikans Shapiro-Wilk-teszt vagy Levene-teszt esetén Kruskal-Wallis
ANOVA-t és tobbszords dsszehasonlitast hasznaltunk.

A feltételezett korreladciot normal eloszlasi mintdk esetén Pearson-féle korrelacio
szamitasaval ellendriztiik. Nem parametrikus eloszlasi mintdk esetén Spearman-féle
rangkorrelaciot szdmoltunk.

A sztenderd gorbék meghatarozasat linearis regresszioval végeztiik.

A szignifikanciaszint 5 % volt, kivétel ez aldl a retrospektiv tanulmany, ahol a nagy
mennyiségli  statisztikai  vizsgadlat hasznalata megkovetelte az 1 %-0s

szignifikanciaszintet.
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5. Eredmények
A fejezetben elobb a ndvényi mintakbol, majd az allatmodelleken végzett kisérletekbdl
szarmaz6d eredmények olvashatok. Ezt kovetden taldlhatd a humén tanulmanyhoz

sziikséges HPLC-metodika validalasa majd human tanulményaink.

5.1. Novényi eredetii mintak részleges fitokémiai elemzése

A kutatas célja a ndvényi mintdk vizsgalatdval az volt, hogy megallapitsuk, milyen
formaban érdemes fogyasztani a szervezet antioxidans-szabadgyok rendszerének
egyensulyban tartisa érdekében a gyiimoles ¢és zoldségféléket. Milyen eltérések

tapasztalhatok a kiilonb6z6 termékekben.

5.1.1. Narancsmintak vizsgalata

Az ¢élelmiszer eredetli antioxidansok kontrolldlatlan bevitele, ahogy azt az irodalmi
attekintésben is bemutattuk, a "rebound"” effektus miatt mar karossa valhat. Ezért
fontosnak tartjuk annak ismeretét, hogy az eredeti forrasként szolgald névények és a
feldolgozott termékek kozott milyen kiilonbségek mutathatok ki. Ennek megfeleléen
olyan terméket szerettiink volna elemezni példanak, ami gyakori fogyasztasi cikknek
szamit hazankban is.

A kereskedelmi forgalomban kaphatdé harom narancsfajtabol (Salustiana; Navel; Lane
Late) facsart narancslevek és 5 féle 100 %-os narancslé (Cappy 100 %; Happy Day,
Rauch 100 %, Si6 100 %, Spar Orange 100 %, Topjoy 100 %) redox-paramétereit
vizsgalva csak az aszkorbinsavtartalomban tapasztaltunk szignifikans eltérést. A 4.
tablazat alapjan azonban az is lathatd, hogy mar a legkisebb aszkorbinsavtartalma
narancslevek esetén is az OGYEI 4ltal meghatarozott napi ajanlott beviteli érték jelent6s
részét 1 pohar (250 ml) narancslé képes fedezni.

Mintdink esetén a tovabbi antioxiddns tulajdonsagokban sem voltak szignifikans

eltérések megfigyelhetdk (4. és 5. dbra).

43



DOI:10.14753/SE.2018.2073

4. tablazat. Kiilonboz6 fajtaji narancsokbol facsart €s 100 %-os narancslevekbol
szarmazo6 mintak 6sszehasonlitasa egy poharnyi (250 ml) gyiimolcslevek alapjan

polifenoltartalom aszkorbinsavtartalom szabad szulfhidrilszint
tipus (GAE/250 ml) (mg/250 ml) (mmol/250 ml)
(atlag + szoras) (atlag + szoOras) (atlag + sz6ras)
Salustiana = 79,9 +£4,9 155,6 1,9 0,541 £0,018
Navel § 106,1 +2,4 147,8 + 6,0 0,514 + 0,028
Lane late = 96,0+ 1,2 134,7+7,7 0,535 + 0,037
Cappy 100 % © 104,8 + 1,7 74,0+ 0,7 0,362 + 0,053
HappyDay, | § 8 | 3
Rauch 100 % % o\; § 104,3+2,3 122,3+0,4 0,430+0,019
Si6100% | S | S|  97.6+0.5 81,5+5,5 0,352 + 0,046
£e
Sparonenge | g = 111,0£0,8 128,9+0,7 0,527 + 0,070
0 g é«
Topjoy 100 % 108,0 £3.0 81,5+ 1,5 0,203 £ 0,051
p 0,129 0,023 0,071

Facsart levek esetén 5 narancsbol poolozott mintdkat hasznaltunk. Mintanként 3
parhuzamost vizsgaltunk. (GAE = galluszsav-ekvivalens)

—
N

H-donor aktivitas (%)
—

S B

—

(=T B - - ]

facsart narancslé kereskedelmemben kaphaté
100%-o0s narancslevek

4. dbra. A kiilonboz6 narancslevek H-donor aktivitasa 25x higitast oldatok esetén (atlag
+ sz0ras)

A 3 féle facsart narancslé esetén 5 narancsbdl poolozott mintdkat hasznaltunk. A
kereskedelemben kaphat6 100 %-os narancslevek esetén 5 féle gylimolcslevet mértiink.
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relativ fénymennyiség (%)
S =W RN

facsart narancslé kereskedelmemben kaphaté
100%-o0s narancslevek

5. dbra. A kiilonb6zd narancslevek szabadgyokfogd kapacitdsa 25x higitasu oldatok
esetében (atlag + szoras)

A 3 féle facsart narancslé esetén 5 narancsbdl poolozott mintdkat hasznaltunk. A
kereskedelemben kaphatd 100 %-os narancslevek esetén 5 féle gylimdlcslevet mértiink.

5.1.2. Afonyamintak vizsgalata

Az aztatassal késziilt fekete afonya kivonatokban varhatdo médon kimagaslo polifenol- és
aszkorbinsavtartalmat mértiink (Kleiner és mtsai 2016b). A polifenoltartalom esetében a
fekete afonyamintdkban tobb mint Gtszor magasabb értéket kaptunk, mint a fiirtds
afonyaban és megkozelitdleg tizenegyszer nagyobb értéket, mint a vords afonyaban (6.
abra). Az aszkorbinsavat tekintve kisebb eltérések voltak megfigyelhetdk (7. abra). A
fiirtds afonyamintakban kevesebb, mint masfélszer, a voOrdés afonyamintakban
megkozelitdleg 6tszor kisebb értékeket detektaltunk, mint a fekete afonyaban.
Parhuzamosan az el6bbivel a legnagyobb redukaloképességet a fekete afonyamintakban
tapasztaltuk (8. abra). Ez megkozelitéleg haromszorosa volt a flirtos afonya, ill. a voros
afonyamintdkban mért értékeknek. A legalacsonyabb lipidperoxidacio-gatlast a voros
afonya esetében tapasztaltuk, ennek kétszerese volt a fiirtds dfonya és haromszorosa a

fekete afonya esetében kapott érték (9. abra).
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0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2

teljes polifenoltartalom
(GAE/ml)

0,1
0,0 [ 1]

fiirtés afonya fekete afonya voros afonya

6. abra. A teljes polifenoltartalom 0,05 g/ml koncentracidju afonyamintdkban (atlag +
SZOras)
Mintanként két parhuzamost mértiink. (GAE = galluszsav-ekvivalens)

L
2]

= >
th =

(mg/100 ml)

aszkorbinsav-tartalom
ui-l
=)

0,5 I

fiirtos afonya fekete afonya viros afonya

7. abra. Az aszkorbinsavtartalom 0,05 g/ml koncentracioju dfonyamintakban (atlag +
SZOras)
Mintanként két parhuzamost mértiink.
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0,5
0,4
0,3
0,2
0,1 .
0,0

fiirtés afonya fekete afonya virés afonya

redukaloképesség (ASE)

8. abra A redukaloképesség 0,025 g/ml koncentracidju afonyamintakban (atlag + szoras)
Mintanként két parhuzamost mértiink. (ASE = aszkorbinsav egység)

70
g 60
= 50
-
‘% -
4 40
3
£ 30
e
£ 20
[=%
T 10
=

0

fiirtos afonya fekete afonya virds afonya

9. dbra. A lipidperoxidacio-gatlas 0,025 g/ml koncentracioji afonyamintakban (atlag +
SZOras)

Mintanként két parhuzamost meértiink. A kivonatoktdl mentes oldatban mérhetd
abszorbanciat 100 %-nak tekintettiik. Az abran az ehhez képest mért abszorbancia-
csokkenés lathato.

5.1.3. Gyiimoélcskivonatot tartalmazé keménycukrok vizsgalata

Az anandsz, 4fonya, fekete ribizli és meggy koncentratumot tartalmazé keménycukrok
oldasat kovetden vizsgaltuk a polifenoltartalmat (10. abra), a H-donor aktivitast (11. abra)
és a szabadgyOk-fogd kapacitast (12. abra). Az elébbi két paraméter esetében a
legnagyobb ¢és a legkisebb értéket képviseld mintdk masfélszeres eltérésnél nagyobb

differencidt nem mutattak. Markansabb eltérések voltak megfigyelhetdk a szabadgyok-
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fogd kapacitasokat tekintve, ahol a szazalékos eltérések kozott a 2,5 ¢/100ml
koncentracio-tartomanyban tobb mint négyezerszeres eltérést tapasztaltunk.

A gyiimdlcstartalmi keménycukorban mérhetd antioxidans-paraméterek viszonylag
jelentdsnek  mutatkoztak. Az el6bbiekhez viszonyitva, egy keménycukor
polifenoltartalma ugyan jelentésen elmarad egy pohar narancslé polifenoltartalmatol, de
egy poharnyi (250 ml) liofilizalt vorés afonyabol késziilt kivonathoz képest mar nem
elhanyagolhato. Amig a keménycukormintdk H-donor aktivitasat 10 g/100ml
koncentréacio-tartomanyban mértiik, a narancsmintadk esetében ugyanezt a paramétert 5
ml-re  higitott 0,2 ml centrifugalt narancslevekben vizsgaltuk, igy a
koncentraciotartomanyok félkvantitativ.  jelleggel Osszehasonlithatdak. A
keménycukormintak oldatai igen hasonldéak a narancsmintakban mérheté H-donor

aktivitashoz.

=
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osszes polifenoltartalom
(GAE/cukorka)
]
th

2.5
ananaszos afonyas  fekete ribizlis meggyes

keménycukormintak

10. dbra. A kiilonbdzd gyilimdlcskivonatokat tartalmazd keménycukormintak Osszes
polifenoltartalma (atlag + szoras)
Mintanként két parhuzamost mértiink. (GAE = galluszsav-ekvivalens)
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11. dbra. A kiilonbozé gyiimoleskivonatokat tartalmazd keménycukormintak H-donor
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12. abra. Szabadgyok-fogd kapacitas valtozéasa kiilonb6z6 gylimdlcskoncentratumokat
tartalmazé keménycukormintdkban
Meérési pontonként két parhuzamost mértiink.

5.1.4. Novényi mintak transzmetilez6 kapacitasanak meghatarozasa

A ndvényi eredetli mintdk koziil meghataroztuk néhany élelmi anyag (buza és a bab
magok, illetve a cékla répatest és a kaposztalevél) kotott HCHO-tartalmat, abbol a célbol,
hogy alkalmasak-e a tumoros betegek életmindségének javitasara a taplalkozasi
faktorokon keresztiil (2.1.4. fejezet).

Vizsgéltuk a buza és a bab magok, illetve a cékla répatest és a kaposztalevél egységnyi
nedves tOmegre vonatkoztatott konnyen mobilizalhatd metilcsoporttartalmat. Az

ANOVA szignifikans eltérést mutatott (p < 0,001), ezért vizsgaltuk a fajok kozotti
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kiilonbségeket is. Csak a képoszta €s a buza kozott nem talaltunk szignifikans eltérést
(pbuza/képoszta =0,776; Pxaposztaibab < 0,001; peckiabuza = 01027) A 13. 4bran latszik, hogy a
legjelentdsebb mennyiséget, atlagosan 17,45 ng/g-ot a bab tartalmazta, amig a céklaban

megkozelitdleg 2,5-szer kevesebbet tudtunk kimutatni.
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13. abra. Kiilonbozd élelmiszerndvények légszaraz tomegre vonatkoztatott konnyen
mobilizalhatd metilcsoportjainak koncentracidja (atlag + szoras)

Mintanként harom parhuzamost mértiink. (szignifikancia: * vs. **, ** ys, *** *yg ***
p <0,05)

5.2. Allati eredetii mintik elemzése

Folytatva novényi eredetli mintainkban elkezdett méréseinket, megvizsgaltuk emberi
fogyasztasra szant allatok esetében is az antioxidans tulajdonsagokat jellemz6 H-donor
aktivitast €s a transzmetilez0 kapacitast. Ezzel parhuzamosan kisérletes modellben
kivantuk tanulmanyozni, hogy az alkoholfogyasztas, és a energiadus (zsirdus) étrend
milyen mértékben befolydsolja a redox-homeosztazist €s az azzal asszocidlt anyagcsere

folyamatokat, els6sorban a transzmetilezést.

5.2.1. Metil-pool vizsgalata fogyasztasra szant allatok majmintaiban

Célunk volt a novényi eredetli tdplalkozasi faktorok mellett allati eredetli élelmiszerek
redoxi tulajdonsagainak és metil-pooljanak a vizsgalata is, ezért nyulak és baromfik
majmintait is megvizsgaltuk. A kontrolltapon tartott nyulakban és baromfikban a H-donor
aktivitast mérve vizsgaltuk a kapcsolatot a metil-pool és az antioxidans-kapacitas kozott

(14. és 15. abra). A baromfi- és a nyalmajban mérhetd kdnnyen mobilizalhato
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metilcsoportok mennyiségét a 14. dbran tiintettiik fel. Az azonos fehérjekoncentraciora
szamitott konnyen mobilizalhaté HCHO-koncentracié baromfimajban kozel hétszer tobb
volt, mint a nyalmajban. Mann-Whitney U-teszt alapjan szignifikans eltérést lehetett
megfigyelni (p = 0,005).

A majmintdkban mért H-donor aktivitas (14. abra) a Mann-Whitney U-teszt alapjan
szintén szignifikansan eltért (p = 0,005). Emellett az 4brakrol leolvashato, hogy magasabb
antioxidansszint mellett a kdnnyen mobilizalhaté metilcsoportok mennyisége szintén
magasabb volt. A két fajon beliil vizsgalva a korrelaciot a H-donor aktivitas a dimedonnal
megkdthetd metilcsoportok mennyiségével jol korrelalt baromfiméjban (r? = 0,896, p =

0,003) (Kleiner ¢és mtsai 2013).
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baromfi nyul
N=6 N=6
14. abra. Kontrolltapon tartott nyulak és baromfik majanak H-donor aktivitasa (atlag +
SZOTas)
(szignifikancia: *, p < 0,05)
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15. dbra Kontrolltapon tartott nyulak és baromfik majanak kotott HCHO-tartalma (atlag
+ szOras
(szignifikancia: *, p < 0,05)
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5.2.2. Transzmetilezési folyamatok vizsgalata zsirdus tappal etetett allatokban
Abbol a meggondolasbol, hogy az elhizas napjaink civilizacids betegsége, mely tovabbi
betegségek prediktora vagy induktora lehet, patkdnykisérletben arra voltunk kivancsiak,
hogy a zsirdis, energiadus étrend hatasara elzsirosod6é majban milyen mértékben valtozik
a metil-pool.

A vizsgalt tizen6t him Wistar patkany esetén, kontrollhoz (N = 5) viszonyitva
mérsékelten zsirds (N = 5) és a zsirdus (N = 5) tappal etetett allatokban vizsgaltuk a H-
donor aktivitast ¢és a kotott HCHO-szintet (Kleiner és mtsai 2013). A H-donor aktivitas
csak kismértékben valtozott (16. abra) (p = 0,166). Mérsékelten zsirdas étrend esetében
enyhe emelkedést figyeltiink meg a kontrollértékekhez viszonyitva, mig zsirdus étrend
esetén kismértékii, statisztikailag nem szignifikdns csokkenést tapasztaltunk. Az enyhe
emelkedés mogott feltételezheté a NADH, illetve NADPH kofaktorok szerepe. A két
vegyiilet H donald szerepét azonos mérési koriilmények kozott elvégzett vizsgalatban
igazoltuk (r’(NADH) = 0,988; p(NADH) < 0,001; rA((NADPH) = 0,999; p(NADPH) <
0,001) (17. abra). A kotott HCHO-szint zsirmajban szignifikansan csokkent (18. abra)
(pHcHo < 0,001). A post hoc vizsgalat soran bizonyitottuk, hogy mind az enyhén zsirdus,
mind a zsirdus tap hataséra szignifikdnsan kevesebb konnyen mobilizalhaté metilcsoport

volt mérhetd (pkontroll/enyhe zsirmaj = 0,004, Penyhessalyos zsirmaj = 01029)
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16. abra. H-donor aktivitds vizsgalata kontroll és eltérd mindségli zsirdis tap esetén
patkdnyokban (4tlag + sz6rés)
(MZS = mérsékelten zsirdas tapon tartott allatok; ZS = zsirdls tapon tartott allatok)

100 -

NADPH: y = 1,801 + 67.770%c ‘e
90 | INADH: y = 1,488 + 116,612*c . -

H-donor aktivitas (%)

0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8
koncentricio (c = mg/ml)

17. abra. A redukalt nikotinamid-adenin-dinukleotid (NADH) dinatrium so6, redukalt

nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat (NADPH) tetra(ciklohexil-amin) SO

koncentraciofiiggé H-donor aktivitast mutatnak
(r’napH = 0,988; pnaoH < 0,001; rPnaoeH = 0,999; pnaoeH < 0,001)
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18. abra. Kotott formaldehid (HCHO) mennyiségi vizsgalata kontroll és eltéré mindségii
zsirdus tap esetén patkdnyokban (atlag + szoras)

(szignifikancia: kontroll vs. *, * vs. ** kontroll vs. **, p < 0,05) (MZS = mérsékelten
zsirdus tapon tartott allatok; ZS = zsirdus tapon tartott allatok)

5.2.3. Transzmetilezés vizsgalata alkoholos eredetii zsirmajban patkianyokon

Mivel az alkohol tobb ponton is befolydsolja az anyagcserét, igy szertedgazdan hat a
redox anyagcserére, feltételezhetd, hogy az azzal szoros kapcsolatban all6 transzmetilezd
kapacitasokban is szignifikans eltéréseket lehet megfigyelni.

Tizenkilenc allaton végzett kisérletiink célja az volt, hogy meghatarozzuk a liposzomalis
glicirrizinkezelés hatasait a redox-homeosztazisra és a transzmetilezésre, hosszi tava
alkoholfogyasztast kovetden. Liposzomas glicirrizinnel nem kezelt, de alkoholt fogyasztd
allatok szdma 7, liposzémas glicirrizint 7 allat kapott, a kontroll allatok szdma pedig 5
volt. Emellett elvégeztiik a glicirrizinnel kezelt és kezeletlen, alkoholt fogyaszto allatok
majmintdinak hisztologiai vizsgalatat (Kleiner és mtsai 2016a).

A csak alkohollal kezelt patkanyok (AF) méjanak szovettani mintai mérsékelt eltéréseket
mutattak. Csokkent glikogéntartalom, limfocitas infiltracidé volt megfigyelhetd, €s csak
egy allat esetében talaltunk nekrotikus folyamatokat a mintakban. A liposzomalis
glicirrizinnel kezelt allatok (AFLGK) esetén hasonld, mérsékelt karosodasokat
tapasztaltunk. Statisztikailag nem volt igazolhato a kisérletben a szignifikdns differencia

(p =1,00) (19. és 20. abra).
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19. dbra. Alkoholt fogyasztd allatok majmintdinak fénymikroszkopos képe (festés:
hematoxilin-eozin)

A nyilak az ,,a” abran limfocités infiltraciot, a ,,b” abran nekrotikus régiét mutatnak
(nagyitas 20x).

20. dbra Alkoholt fogyaszto, liposzés gliciriinnel kezelt éllatok majmintainak
fénymikroszkopos képe (festés: hematoxilin-e0zin)
A nyilak nekrotikus régiot mutatnak (nagyitas 20x).

A H-donor aktivitas a majmintakban mérsékelt emelkedést mutatott, ami feltételezhetéen
az alkohol lebontasabodl szarmazé redukald kofaktor-tobblet miatt alakult ki, azonban a

valtozas nem volt szignifikans (p = 0,415) (21. abra). A NADH, illetve NADPH
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kofaktorok H-donor aktivitasban bet6ltott szerepét az el6z6 fejezetben (5.2.1.) igazoltuk.

A glicirrizin-kezelés csak igen kis mértékben csokkentette a H-donor aktivitast (21. abra).
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21. dbra. H-donor aktivitas vizsgalata kronikusan alkoholt fogyaszto és liposzomas
glicirrizinnel kezelt patkanyokban (atlag + szoras)
(AF = csak alkoholt fogyaszt6 allatok, AFLGK = alkoholt fogyaszté és liposzomalis
glicirrizinnel kezelt allatok)

Az alkohollal torténé kezelés csokkentette a szabad szulfhidrilszintet és a kotott HCHO-
szintet (22. és 23. abra). A szabad szulfhidrilszintek esetén a valtozasok nem voltak
statisztikailag jelentések (p = 0,355), azonban a kotott HCHO-szintekben mar
szignifikans csokkenést figyelhettiink meg az alkohollal itatott allatok esetében (p =
0,002; paxikontrol = 0,001). A liposzomalis glicirrizin-kezelés enyhe valtozasokat
eredményezett, azonban mind a szabad szulfhidril-, mind a kotétt HCHO-szint

emelkedett, ami igy statisztikailag mar nem tért el a kontrolltol (paLck/kontron = 0,072).
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22. dbra. Szabad szulthidrilszintek vizsgalata kronikus alkoholfogyasztds mellett és
liposzémas glicirrizinnel is kezelt patkdnyokban (4tlag + szorés)

(AF = csak alkoholt fogyaszto allatok, AFLGK = alkoholt fogyaszt6 és liposzomalis
glicirrizinnel kezelt 4llatok)
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23. abra. Kotott formaldehid (HCHO)-szintek vizsgalata kronikus alkoholfogyasztas
mellett és liposzomas glicirrizinnel is kezelt patkdnyokban (4tlag + szoras)

(szignifikancia: kontroll vs. *, p < 0,05) (AF = csak alkoholt fogyaszté allatok, AFLGK
= alkoholt fogyaszt6 és liposzomalis glicirrizinnel kezelt 4llatok)
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5.3. Kotott HCHO-szint meghatirozasa human mintiakban

A redox homeosztazis és a transzmetilezés kozott fennalldo biokémiai kapcesolattal (2.1.4.
fejezet) parhuzamosan kutatasainkban is lathatoé volt az ismert oxidativ stresszhatasok
esetén megfigyelhetd metil-pool valtozas (5.2. fejezet). A huméan mintdk rutinszer(i
meghatarozasa OPLC-vel csak limitaltan oldhat6 meg, a miiszer nehéz beszerezhetdsége
miatt, ezért a mar jol bevalt modszert adaptaltuk egy, a klintkumban is kdnnyebben

elérhetd HPLC-rendszerre.

5.3.1. Kotott HCHO-szint HPLC eljarassal torténé mérésének modszerfejlesztése
A modszer viszonylag kevés elokészitést, és altalanosan alkalmazott kromatografias

rendszert igényel, igy jol adaptalhato rutinlaboratoriumi kdrnyezetbe is.

5.3.1.1. Kromatografias rendszer

A kromatografids rendszer JASCO (Tokio, Japan) PU-980 pumpabol, LG-980-02
szolvens keverdbdl, PU-975 diddasoros detektorbol és ERC-3113 gazmentesitobdl allt.
Az elvalasztashoz Kinetex C18 (250x4,6 mm; szemcseméret: 5 um) kolonnat hasznaltunk
(Phenomenex, Torrance, USA.). Az A eluens HPLC minéségii vizzel késziilt 0,2 %-0s
ecetsavas oldat, a B eluens HPLC mindségli metanol volt. Izokratikus koriilmények
kozott dolgoztunk, a mozgd fazis 20/80 ardnyban tartalmazta A/B eluenseket. Az
aramlasi sebesség 0,7 ml/perc volt. Az injektalt mennyiség 20 ul volt. Detektalas 260 nm-

en tortént.

5.3.1.2. Sztenderd oldatok és az eritrocitamintak el6allitasa

A 0,4 ml 4.2.4.2. modszer szerint elballitott eritrocitamintat (5,0 g/100 ml), vagy a
HCHO-mintat (0,583; 1,167; 2,042; 2,917; 4,025 mg/100 ml HCHO) 1 ml HPLC-
mindségii metanollal elegyitettiik, majd 0,1 ml 0,07 % metanolban oldott dimedon oldatot
adtunk hozza. Szobahdmérsékleten torténd (24 °C) tarolast kovetden (6 nap) a mintakat
centrifugaltuk (2800 rpm, 4 °C; 10 perc), €s az aliquot részt 0,2 um porusméretii Phenex

RC membran szlirével szlrtiik (Phenomenex Inc.; Torrance, CA, USA).
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5.3.1.3. Validalas

A validalas az ICH [International Council for Harmonisation of Technical Requirements
for Pharmaceuticals for Human Use (Miszaki Kovetelmények Harmonizéacios
Nemzetkdzi Tanacsa az Emberi Felhasznalasra Szant Gyodgyszerekhez)] Q2(R1)
iranyelvei és a FDA [Food and Drug Administration (Elelmiszer- és
Gyogyszerfelligyelet)] iranyelvei szerint tortént (ICH; FDA).

alkalmazésaval. Linedris regressziot és korrelacios koefficienst (r?) szdmoltunk a gorbe
alatti teriiletek és a nomindlis koncentracidk alapjéan.

A pontossagot 0,583; 2,042; 4,375 mg/100ml HCHO oldatokkal ellenériztiik harom-
harom parhuzamossal. A napon beliili pontossag vizsgalatdhoz 5 6ran beliil, a napok
kozotti pontossag vizsgalatdhoz harom egymast kovetd napon vizsgaltuk az oldatok gorbe
alatti teriiletét. Meghataroztuk az atlagot, a szorédst, az atlag szOrdsat, a variacids
koefficienst valamint az atlag nomindlis koncentraciohoz képesti szazalékos eltérését. A
torzitatlansadgot a szadmolt atlagos értékek és a nominalis koncentraciok alapjan értékeltiik.
A stabilitas vizsgalatat szintén a fent emlitett hArom HCHO koncentracio esetén végeztiik.
ANOVA teszttel ellendriztiik, hogy 5 o6rén beliil torténik-e szignifikdns valtozas a
mérhetd formaldemeton mennyiségben.

A stabilitast eritrocitamintdk esetén is vizsgaltuk. Hat egymast kdvetd napon mértiik a
dimedon reagenssel késziilt vizsgalati oldatok, valamint a csak metanollal késziilt vak
oldatok gorbe alatti teriileteit. Mintanként harom parhuzamost mértiink.

A specificitast tiszta olddszerrel és adekvat modon késziilt, de dimedont nem tartalmazé

eritrocitamintaval ellendriztik.
5.3.2. A modszerfejlesztés eredményei

A  metodika alkalmas az eritrocitamintdkban mérhetd kotott HCHO-szintek

meghatarozasara (24. és 25. abra).
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24. abra. Hozzaadott dimedont tartalmazé formaldehid (HCHO) minta (2,917 mg/100ml)

kromatogramja
A dimedon csticsa 3,95 percnél, a formaldemeton csucsa 8,35 percnél talalhato.

+
3,E+05 dimedon
2,E+05
2,F+05

1,E+05 formaldemeton

5,E+04 ’ \
o~

0,E+00
0 5 10

Abszorbancia

-5,E+04
t (perc)

25. dbra. Hozzaadott dimedont tartalmazé vérminta (5 g/100ml hemoglobin)

kromatogramja
A dimedon csticsa 3,93 percnél, formaldemeton csticsa 8,29 percnél talalhat6.

5.3.2.1. A HPLC-metodika validalasa

Az 5.3.1. pontokban leirt validalasi eljarast elvégezve az alabbi eredményeket kaptuk.
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5.3.2.1.1. Linearitas vizsgalata

A valaszjel és a formaldemeton-koncentracié kozott lineéris kapcsolat allt fenn a HCHO
oldat 0,583-4,025 mg/100ml koncentracidtartomanyaban, ez a tartomany azonban
sziikség szerint kiterjeszthetd (5. tablazat). A sztenderd egyenes determinacios

koefficiense (r?) nagyobb volt 0,99-nél.

5. tablazat. A detektor-valasz és a formaldemeton-koncentraciok kozotti 6sszefiiggés

linearis tartomany linearis egyenes determinacios atlagos retencios id6
koefficiens + sz0rés
(mg/100ml HCHO) (AUC=a+b*c) (B) (min)
b a
0,583-4,025 738895 137741 0,996 8,34+ 0,28
(p=0,0001) (p=0,1409)

Linearis regresszio tartomanya: 0,583 - 4,025 mg/100ml formaldehid (HCHO). A linearis
egyenes egyenlete: gorbe alatti teriilet (AUC)=a + b * ¢; ahol ¢ a mg/100ml-ben kifejezett
HCHO koncentracid.

5.3.2.1.2. Pontossag és torzitatlansag vizsgalata

A napok kozotti és az egy napon beliilli pontossag és torzitatlansdg vizsgalataval
kapcsolatos adatok a 6. tablazatban talalhatok. Ezek alapjan az eredmények
reprodukalhatok és megfeleléen pontosak. A variacios koefficiensek minden esetben

alacsonyabbak voltak 15 %-nal, a torzitatlansag elfogadhaté volt.

6. tablazat. Napok kozotti és egy napon beliili pontossag és torzitatlansag vizsgalata

nominalis mért atlagos - atlag sztenderd variacios , .
koncentracio koncentracio Szoras hibéja koefficiens torzitatlansig
(mg/100 ml (mg/100 ml (mg/100 ml (mg/100 ml %) %)
HCHO) HCHO) HCHO) HCHO)
napon beliili pontossag
0,583 0,554 0,032 0,018 5,747 95,063
2,042 2,159 0,040 0,023 1,831 105,747
4,025 4,166 0,134 0,077 3,218 103,505
napok ko6zotti pontossag
0,583 0,548 0,025 0,015 4,611 94,034
2,042 2,169 0,029 0,016 1,317 106,224
4,025 4,057 0,204 0,118 5,033 100,787

(HCHO = formalfehid)
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5.3.2.1.3. Stabilitas és specificitas vizsgalata

Hérom parallel méréssel vizsgaltuk, hogy van-e szignifikans eltérés, az elso €s az utolsod
mérés kozott, ha a mérések 6t 6ran beliil torténnek. ANOV A moddszert alkalmaztunk a
feltételezés igazolasara. Csak statisztikailag nem szignifikans eltérés volt megfigyelhetd
a mintavételek kozott (p > 0,05).

A reakcio folyamatat hat egymast kovetd napon torténd méréssel vizsgaltuk. A kapott
adatok a 26. abran lathatok.

Csak metanollal, de adekvat modon késziilt eritrocita-mintat, valamint a tiszta metanolt
vizsgalva nem detektaltunk értékelhetd, pozitiv tartomanyba esd jelet a retencids 1d6

tartomanyaban (26. dbra).

1,50
1,25
1,00
=
£ dimedon reagenssel
g 0,75 késziilt eritrocitamintak
I dimedon reagens nélkiil
g 0,50 késziilt eritrocitamintak
s
Q
juni
s 0,25
S
2
idé6 (napok)
0,00
1 2 3 4 5 6 7
-0,25

26. dbra. Egymast koveté 6 nap fiiggvényében detektalhaté valtozo formaldehid
(HCHO)-koncentracio
Az eritrocitamintak 5 g/100ml hemoglobinra sztenderdizalt mintak.

5.4. Human tanulmanyok
Human tanulméanyunkban arra a kérdésre kerestiink valaszt, hogy milyen kapcsolat van a

redox-homeosztazis, a transzmetilezés és fémelemszintek kozott, hogyan valtoznak a

vizsgalt paraméterek egymashoz viszonyitva a tumor miatt kezelt betegekben.
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Amennyiben szoros kapcsolat mutathato ki, a paraméterek kozott, akkor taplalkozasi

faktorokkal javithatova valhat a betegek életmindsége.

5.4.1. Transzmetilezés vizsgalata onkolégiai betegek esetében

Tanulmanyunkban 25, a Semmelweis Egyetem Onkologiai Kézpontjaban megjelent
kaukazusi rasszhoz tartozo egyén adatait hasznaltuk fel. A kolektomizalt betegeket (N =
12; Nnsk = 2; Ngzrfiak = 10; atlag életkor + szords = 59,8 + 11,2) a vizsgalatot megel6z6 8
honapon beliil operaltak. A korban illesztett kontrollcsoport 13 £6 volt (Nnsk = 8; Nferfiak =
5; atlag életkor + szoras = 50,8 = 11,7). Kezelt hipertoniaja 3 személynek, kezelt
hipotiredzisa, valamint kezelt oszteoporozisa 1-1 személynek volt, tovabba 2 egyén
esetében kemoterapiat nem igényld, tiroid tumort irtak le.

A kolorektalis tumor miatt miitott betegek és a jarobetegek k6zott nem volt szignifikans
kiilonbség a granulocitaszdm (GRA), hematokrit (HCT), hemoglobinkoncentracio
(HGB), limfocitaszam (LYM), atlagos vorosvérsejt hemoglobinkoncentraci6 (MCHC),
monocitaszam (MON), atlagos vérlemezketérfogat (MPV), vordsvérsejt (RBC),
fehérvérsejtszam (WBC) kozott (7. tablazat). Ezek az adatok a tumorral kezelteknél is
altalaban a normaltartoméanyon beliil voltak, azonban a normaltartomanyon tuli értékek
esetében sem haladtdk meg a kritikusan alacsony vagy magas tartomanyt, igy a
kemoterapiat el lehetett kezdeni. Az atlagos vordsvérsejttérfogat (MCV), LYM%,
MON% (p < 0,05) esetén statisztikailag szignifikdns modon eltért a két csoport. Emellett
a LYM a tumoros betegekben kisebb volt, a GRA viszont nagyobb értékeket mutatott.
Szignifikdnsan magasabb volt a vérlemezkeszam (PLT), amig az MPV nem szignifikans

moddon kisebb volt a tumoros betegekben.
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7. tabldzat. A vizsgalatba bevont betegek (N =
rutinlaboratoériumi adatai

12) ¢és kontrollok (N =

. . kontroll tumoros beteg
normél tartomdny (atlag + szoras) (atlag + szoras) p<0,05
RBC (10%/mm?®) 3,7-5,2 4,82+ 0,36 5,05+ 0,49
HGB (g/1) 120-160 141 + 11 137 +20
HCT (%) 35-48 39+ 12 41 £5
MCV (fl) 80-97 89 +4 80+ 6 *
MCHC (g/l) 315-355 331+6 337+ 17
PLT (10%/mm?) 140-400 214 +39 307 + 114 *
MPV (fl) 5,5-12 8,2+0,7 7,8+0,9
WBC (103/mm?) 4-10 6,7+23 8,6+5,2
LYM (10%/mm?3) 1-10 1,9+0,5 1,8+0,8
LYM% (%) 22,93-46,6 29+5 2345 *
MON (10%/mm?) 0-0,8 0,29+ 0,12 0,53+ 0,55
MON% (%) 3,23-5,5 478 + 1,70 6,43 +2,07 *
GRA (103%/mm?®) 1,8-7,7 46+1,8 6,2+4,1
GRA% (%) 18,98-73,88 66,2+ 6.9 70,8 + 6,2

13)

(szignifikancia: *, p < 0,05) (GRA = granulocitaszam, HCT = hematorkit, HGB =
hemoglobinkoncentracido, LYM = limfocitaszdm, MCHC = atlagos voOrdsvérsejt
hemoglobinkoncentracio, MCV = atlagos vordsvérsejttérfogat, MON = monocitaszam,
MPV = atlagos vérlemezketérfogat, PLT = vérlemezkeszam, RBC = vorosvérsejt, WBC
= fehérvérsejtszam)

A redox-paraméterek vizsgalatakor (8. tabldzat) a kolektomizalt betegekben
szignifikansan csokkent az eritrocitdkban mérhetd szabad szulfhidrilszint, ugyanakkor a
H-donor aktivitas kismértékben emelkedett. A plazmaban mérheté indukalhato
szabadgyokfogo-kapacitas viszont szignifikdnsan javult a kolektomizalt csoportban a

kontrollhoz képest.

8. tablazat. A vizsgalatba bevont betegek (N = 12) és kontrollok (N = 13) kdzott mért
redoxi értékek és kotott HCHO-szintek

kontroll tumoros betegek
(atlag + szoras) (atlag = sz()r?is) p<0.05
Szabad szulfhidril (umol/ml) 0,388 + 0,036 0,378 + 0,024 *
H-donor aktivitas (%) 17,7+5,4 27,2+17,1
RLU (plazma) (%) 3,85+2,67 1,29+ 1,37 *
kotott HCHO (mg/ml) 14,49 £ 1,27 17,45 + 4,90

(szignifikancia: *, p < 0,05) (RLU=relativ fénymennyiség)
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Az 5.3. fejezetben leirt modszerrel vizsgalva a transzmetilezO kapacitast, a varttal
ellentétben nem mutatkozott szignifikans eltérés a kontroll €s a kolektomizalt betegek
kozott, s6t, a tumor miatt kezelt betegekben mért kotott HCHO mennyisége meghaladta
a kontrollcsoport értékeit.

A redox-homeosztadzisban megfigyelhet6 javulo értékek és a transzmetilezd kapacitasban
bekdvetkezett nem szignifikans emelkedés tovabbi kérdéseket vetett fel, amit indokol az
5.4.2. fejezetben is tapasztalt gyakran emelkedett fémelemszint is. A nem vart
eredmények miatti anomalia feloldasara rovid, jegyzOkonyvben rogzitett interjuban
felmértiik a kolektomizaltak étkezési szokasaiban bekovetkezett valtozasokat. A vizsgalt
csoportban a betegek 83 %-a valtoztatta meg az étrendjét legkésObb az elsé kemoterapids
kezelés napjan. Altaldban gyiimdlesokben, zoldségekben gazdagabb étrendet kezdtek
fogyasztani, gyakran emlitették, az almat, de jellemzévé valt a heti egyszeri vagy
tobbszori céklafogyasztas, amik a redox-homeosztazis és a transzmetilezd kapacitast
egyarant befolydsolhatjak, javithatjdk. Figyelembe véve, hogy a mintavétel az elsd
kemoterapids kezelés eldtt tortént, megvizsgaltuk, hanyan valtoztattak étrendet oly
modon, hogy az befolyasolhatta a redoxi és transzmetilezést jellemzd paramétereket. A
betegek 58 %-a esetén az étrendi valtoztatds minimum 1 honappal megeldzte a
kemoterapids kezelést, ami alatdmasztja az étkezés és az étrendvaltoztatas kimagaslod

szerepét a redox-homeosztdzisban és a transzmetilezésben.

5.4.2. Fémelem-homeosztazis vizsgalata human gasztrointesztinalis tumorokban

Az el6zd fejezetben megfigyelt, redox-homeosztazisban és a transzmetilezésben
tapasztalt javuld vagy stagnal6 értékek felvetik a kérdést, vajon a redox-homeosztazissal
szoros kapcsolatban 4all6 fémes ¢és nem fémes elemszintek miképp valtoznak
kolektomizalt betegekben. Retrospektiv tanulmanyunkban 49 kaukazusi rasszhoz tartozé
beteg adatait elemeztiik (Kleiner és mtsai 2016c¢). A kolektomizalt, tumoros betegeket (N
= 27; Nnsk = 13; Ngerfiak = 14; atlag életkor + szoras = 63,9 £ 8,0) a vizsgélatokat megel6z6
3 éven beliil operaltak. A tumoros betegek 22 %-a szenvedett hipertoniaban, 11 %-uk
diabetes mellitusban, 15 % volt obéz. A jarobeteg csoportba belgydgyaszati rendelésen
megjelent malignitassal nem kezelt betegeket valogattunk be (N = 22; Nnsk = 13; Nferfiak =
9; atlag életkor + szoras = 46,8 + 13,8). A jarobetegek 23 %-a szenvedett hipertoniaban,
18 %-uk diabetes mellitusban és 9 % volt obéz. Ebben a csoportban a betegek 36 %-anal
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irtak le nem viralis eredetli majpanaszt, ami az esetek negyedében ismert modon tarsult
allando alkoholfogyasztassal. A jarobetegek gasztritisz-jellegli tiinetekre vagy
abdomindlis fajdalmakra panaszkodtak, azonban 14 %-uknal igazolhaté volt a
gastrooesophagealis reflux betegség, és szintén 14 % esetében a laktoz-intolerancia.
Kizaro tényezo volt a kolorektalis malignitas €s a gyulladasos bélbetegség. Az elemek
szintjének vizsgalata soran 10 panaszmentes Onkéntest (kontroll) is bevontunk a
tanulmanyba (Nnsk = 5; Niarfiak = 3; atlag életkor + szords = 55,3 + 14,9).

Az elemek szintjét a mosott eritrocitdkban vizsgaltuk, figyelembe véve, hogy az
eritrocitdk ¢élettartama meghaladja a 3 honapot, igy hosszabb periddust képesek
jellemezni, mint a viszonylag valtozékony vérplazma (vagy szérum) (9. tablazat). A
statisztikai vizsgalatok nem mutattak szignifikans eltéréseket a Ca, Cu, Fe, Mg, Mn és S
koncentraciok kozott (p > 0,01), de az Al, P és Zn elemek esetén tovabbi vizsgalatok
voltak sziikségesek (p < 0,01). A legmagasabb Al koncentréaciot a kolektomizalt betegek
esetében mértiik. Szignifikans kiilonbséget a kolektomizalt betegek és a kontrollok kdzott
tapasztaltunk (p < 0,01). A legmagasabb Zn-koncentraciot szintén a kolektomizalt
betegeknél figyeltiik meg, de a szignifikans eltérés csak a kolektomizalt és a jarobetegek
kozott volt statisztikailag igazolhato (p < 0,01). A legmagasabb P-szintet az
egészségesekben, amig a legalacsonyabbat a jarobetegekben tapasztaltuk. A jarobetegek
csoportjatdl mind a kolektomizalt betegek, mind a kontrollcsoport szignifikdnsan

kiilonbozott (p < 0,01).

9. tablazat. Elemkoncentraciok a kontrollcsoport (N = 10) a jarobetegek (N = 22) és a
tumrors betegcsoport (N = 27) eritrocitaiban

kontroll jarobeteg tumoros beteg 0 <0,01
(atlag = szoras) (atlag + szoras) (atlag + szoras) '
Al (ug/g) 0,058 + 0,098 0,725 + 0,950 1,209 + 1,412 *
Ca (pg/g) 3,884 + 2,609 3,061 + 2,534 3,251 +2,170
Cu (ug/g) 0,034 + 0,032 0,047 £ 0,032 0,066 + 0,079
Fe (ng/g) 30,903 £4,701 27,802 + 6,690 32,629 £7,410
Mg (ng/g) 1,685+ 0,331 1,661 + 0,387 1,845 + 0,380
Mn (ng/g) 0,019 £ 0,023 0,014 + 0,009 0,014 + 0,009
P (ug/g) 46,0396 + 23,542 16,729 + 10,736 29,562 + 12917 H Fkk
S (ng/g) 68,454 + 7,855 59,909 + 20,560 73,236 + 28,649
Zn (ug/g) 0,525 + 0,228 0,364 + 0,135 0,546 + 0,258 il

(szignifikancia: *, p < 0,01 a kontrollok és a kolektomizaltak kozott; **; p < 0,01 a
kontrollok és a jarobetegek kozott; ***; p < 0,01 a jarobetegek és a kolektomizalt betegek

kozott).
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Tovabbi vizsgalatokkal ellendriztiik, hogy vannak-e jelentds kiilonbségek a férfiak és ndk
alcsoportjai kozott, de a jelen vizsgélatban egyik esetben sem igazolodott szignifikans
kiilonbség.

A Cu, a Fe és a Zn a legjellemz6bb fémek a redoxi rendszerben. Az eritrocitdkban
mérhetd legnagyobb atlagos értékei ezeknek az elemeknek a kolektomizalt betegek
esetében volt megfigyelhetd, s6t, az Al-szint is a kolektomizalt betegekben volt a
legmagasabb. Az ebben a csoportban tapasztalt atlagos érték 1,7-szer volt nagyobb, mint
a jarobetegekben, és 21-szer magasabb, mint a kontrollcsoportban.

A rutinlaboratoriumi paraméterek tekintetében a betegcsoportok kozott igen kevés
jelent6s eltérés volt megfigyelhet6. Nem volt szignifikans kiilonbség a tumor-markerek
tekintetében, és mind a kolorektalis tumor miatt kezelt betegeknél, mind a jarobetegeknél
altalanossagban a normaltartomanyon beliil valtoztak az értékek. A malignitds miatt
kezelt betegek esetében néhany mintaban normal tartomany feletti tumormarker-szintet
mértiink, ami visszavezethetd a mintavétel és az operacio kozott eltelt viszonylag rovid
iddre, azonban néhany jardbeteg esetében is normaltartomany feletti értéket figyeltiink
meg. Ez azonban nem utalt malignitasra, figyelembe véve, hogy a jarobetegek
gasztrointesztinalis korképek miatt, diffuz hasi fajdalmak miatt keresték fel az orvost, és
nem ritkdn nem virdlis eredetli majpanaszaik is voltak. A CEA interkvartilis tartomanya
kolektomizalt betegek esetén 1,15-4,26 ng/ml, jarobetegek esetében 0,66-1,83 ng/ml volt
(normaltartomany: 0,8-2,5 ng/ml) (27. abra). A kolektomizalt betegeknél a CA 19-9
interkvartilis tartomanya 5,1-26,0 U/ml (normaltartomédny: <33 U/ml), az AFP
interkvartilis tartomanya 2,01-3,04 ng/ml (normaltartomany: 0,50-5,50 ng/ml) volt (28.
¢és 29. 4bra). Jarobetegeknél ugyanezek a paraméterek interkvartilis tartoméanya 3,25-6,70

U/ml, valamint 1,67-3,71 ng/ml k6z¢ esett.
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CEA (ng/ml)

jarébetegek kolektomizalt betegek

27. abra. Jaro- (N = 22) és a kolektomizalt betegek (N = 27) karcinoembrionalis antigén
(CEA) értékei

Az abran a medianok, illetve az interkvatilis tartomanyok talalhatok. A szaggatott vonal
jelzi a normaltartomanyt.
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jarébetegek kolektomizalt betegek

28. abra. Jaro- (N = 22) és a kolektomizalt betegek (N = 27) szénhidrat antigén 19-9 (CA
19-9) értékei

Az abran a medianok, illetve az interkvatilis tartomanyok talalhatok. A szaggatott vonal
jelzi a normaltartomany felsé értékeét.
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29. dbra. Jaro- (N = 22) és a kolektomizalt betegek (N = 27) a-fotoprotein (AFP) értékei
Az abran a medianok, illetve az interkvatilis tartomanyok talalhatok. A szaggatott vonal
jelzi a normaltartomanyt.
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A rutinlaboratériumi paraméterek jorészt nem mutattak szignifikans kiilonbségeket, ha a
két nemet egylitt vizsgaltuk, és altalanossagban a mért adatok a normaltartomanyon beliil
voltak.

Kivételt képeztek a MCHC, a vorosvértest eloszlasi szélesség (RDW) és az ALP értékek.
Amig a MCHC értéke szignifikansan Kisebb volt (30. abra), a két utobbi paraméter
szignifikansan magasabbnak adodott a tumor miatt kezelt betegekben (31. és 32. abra) (p
<0,01).

Vizsgaltuk a nemek kozotti eltéréseket is, hogy bizonyitsuk, nem torzitotta a statisztikai
elemzést a férfiak és a nék egy csoportban torténd kezelése. Egyediil a jarobetegek kozott
a HGB-szint volt nék esetén szignifikansan alacsonyabb az altalunk vizsgalt betegekben.
Nemek szerint alcsoportokat képezve tovabbi szignifikans eltéréseket azonban mar nem

tapasztaltunk a jarobetegek és a kolektomizalt betegek kozott.
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30. dbra. Jaro- (N = 22) és a kolektomizalt betegek (N = 27) atlagos vordsvérsejt
hemoglobinkoncentracio (MCHC) értékei

Az abran a medianok, illetve az interkvatilis tartomanyok talalhatok. A szaggatott vonal
jelzi a normaltartomanyt (szignifikancia: *, p < 0,01).
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31. dabra. Jar6- (N = 22) és a kolektomizalt betegek (N = 27) vorosvértest-eloszlasi
sz¢lesség (RDW) értékei

Az abran a medianok, illetve az interkvatilis tartomanyok talalhatok. A szaggatott vonal
jelzi a normaltartomanyt (szignifikancia: *, p < 0,01).
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32. abra. Jaro- (N = 22) és a kolektomizalt betegek (N = 27) alkalikus foszfataz (ALP)
értékei
A szaggatott vonal jelzi a normaltartomanyt (szignifikancia: *, p < 0,01).

Osszességében tehat a fémelemszintek markans valtozdsai mar a rutinlaboratériumi
paraméterek enyhe eltérései mellett is megfigyelhetéek voltak. Az elemek
koncentracidinak valtozasa azonban nemcsak csokkenés lehet, ahogy az a redox-
asszocialt Fe és Al esetén is megfigyelhetd. So6t, a valtozas egyarant feltételezhet pozitiv
¢s negativ eseményeket a hattérben. Az 5.4.1. fejezetben tapasztalt javulod antioxidéans-
értekek hatterében szintén feltételezhetd egy emelkedett fémelemszint, amit lehetséges,
hogy egy ,,egészségesebb”, nyomelemekben dusabb étrenddel érhetett el a beteg, ahogy

a tumor-asszocialt korképek esetén is feltételezhetd ezeknek a valtozasa.
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6. Megbeszélés

Kutatomunkank soran kisérletes és human tanulmanyokat folytattunk annak érdekében,
hogy bebizonyitsuk a taplalkozasi faktorok szignifikans hatasat az életmindség, kiilonds
tekintettel a transzmetilezés és a redox-homeosztazis helyreéllitasa szempontjabol, azok

egymastol fliggd kapcsolatanak igazolasara.

6.1. Novényi élelmiszerek szerepe az életmindség valtozasaban

A novényi eredetii friss ¢és feldolgozott mintdk vizsgédlata ramutatott azok
antioxidansokban gazdag mivoltara, alatamasztva étrendbe illesztésiik jelentdségét.
Figyelembe véve, hogy taplalkozasélettani szempontbdl jelentds forrasnak altalaban
olyan ételeket tekintiink, amelyek valamely beltartalmi értékei a napi igény 15 %-at
fedezik, eredményeink alapjan mind a frissen facsart narancslevek, mind a 100 %-0s
narancslevek (C-vitamintartalmuk alapjan) megfelelnek ennek a feltételnek. Ezt
megerdsitik a 25-szords higitasban is tapasztalhat6 antioxidans-tulajdonsagok.

Tobb tanulmany is alatdmasztja, hogy célszerli lenne megkozeliteni az atlagos napi bevitt
polifenolmennyiség gallusszav ekvivalensben (GAE) kifejezett 1 g kortili értekét az
egészség megovasa érdekében. Habar a GAE-ben torténd kifejezést Witkowska és mtsai
keriilenddnek tartjak, a polifenolok szertedgazo tulajdonsagai, valamint a reagens nem
fenolos vegyiiletekkel, példaul vitaminokkal, aminosavakkal adott reakcidi miatt, az igy
kifejezett mennyiség tajékoztato jellegét mégsem vitatjak (Zujko és mtsai 2012, Witkoska
¢és mtsai 2015, Brat 2006, Scalbert és Williamson 2000). Egy pohar (250 ml) facsart
narancslé 8-10,6 % polifenolt, mig a kereskedelemben kaphat6 narancslevek 9,8-11,1 %-
ot fedeznek (4. tablazat). Ezek alapjan akar a frissen facsart, akar a kereskedelemben
kaphato 100 %-os gyliimdlcslevekbdl elfogyasztott kétpohdrnyi mennyiség, mar jelentds
polifenolbevitelt biztosit.

Az OGYEI altal meghatarozott napi ajanlott aszkorbinsavbevitelt azonban mar egy
pohar narancslé elfogyasztisa is meghaladta Salustiana, Navel, Lane late
narancsokbol facsart és Happy Day - Rauch 100 %, Si6 100 %, Spar Orange 100 %,
valamint Topjoy 100 % narancslevek vizsgalati mintaiban, amig a Cappy 100 %
termékben az igényelt C-vitaminmennyiség 90 %-at érte el (NRV és UL értékek:

https://www.ogyei.gov.hu/nrv_es_ul_ertekek/).
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Felvetddik a kérdés, hogy a szabad szulfhidrilszint alapjan becsiilheté-e a
ciszteinmennyiség, de figyelembe véve, hogy a reagens egyéb szulthidril vegytiletekkel
is reagal, sOt, az anorganikus szulfit is zavarhatja a reakciot, csak tag hatarokon beliil
tekinthet6 valosnak (Ellmann 1959, Winther és Thorpe 2014).

A facsart és szlirt narancslevek kozotti kiillonbségek ugyan jorészt elhanyagolhatonak
bizonyultak, munkankban is magasabb polifenoltartalom volt megfigyelheté a
kereskedelemben kaphaté 100 %-0s narancslevekben. Ez valdszinilileg az iparban
hasznalt, nagyobb energiabefektetéssel végzett kinyerési eljarasokra vezethetd vissza,
melynek koszonhetéen megemelkedik az intracelluldris térbdl kinyerhetd tartalmi
anyagok mennyisége (Agcam ¢és mtsai 2014). A kapott aszkorbinsavtartalmak
mindamellett Gsszhangban vannak a Souci-Fachmann-Kraut (2014) adatbazisaban
fellelhet6 informaciokkal. Amig a frissen facsart narancslevek 250 ml-ében 134-155 mg
mennyiségeket mértiink, addig az adatbazisban a narancsok esetén 112 mg-nak megfeleld
értéket irtak le. Az altalunk mért, kereskedelemben kaphatd 100 %-0s narancslevek 250
ml-ében 74-128 mg-ot hataroztunk meg, az adatbazis alapjan ugyanekkora mennyiségii
narancslében 105 mg volt talalhato.

Habar az afonya-fajokban jelentds mennyiségben vannak antioxidansok, tartalmi
anyagaikat és igy antioxidans-tulajdonsagaikat tekintve jelentds eltérések figyelhetk
meg mind a fajokon belill, mind a fajok koz6tt (6., 7. és 8. abra) (Ieri és mtsai 2013).
Munkénk sordn ezért megvizsgaltuk harom afonyafaj, a voros, a fekete €s a fiirtos afonya
vizes aztatassal késziilt kivonatainak antioxidans tulajdonsagait, kiemelt figyelmet
szentelve a lipidperoxidacio gatlasara, melynek segitségével felmértiik a Vaccinium-fajok
varhato védohatasat a redox-homeosztazis felborulasaval jaro gasztrointesztinalis
korképek esetén (Kleiner és mtsai 2016b, Deiana és mtsai 2012). Az afonyak intakt, vizes
oldatanak direkt lipidperoxidaciét gatld hatasa szerepet kaphat az enterocitak
karosodasanak mérséklésében, a membranintegritas fenntartasaban.

Vizsgalatunkban a vartnak megfelelden jelentds polifenol- és aszkorbinsavtartalmat
tapasztaltunk a fekete afonya kivonataiban. Az altalunk mért polifenoltartalom azonban
elmarad a szakirodalomban megadott értékektdl. Az eltérés feltehetéen a kivonasi eljaras
egyszerliségére vezethetd vissza, ugyanis, tekintettel a fogyasztasi szokdsokra, mintainkat
egyszeri aztatdssal, szerves oldoszer haszndlata nélkiil nyertiik. Jovancevi¢ és mtsai

(2011) metanolos extrakcidt kovetden legkevesebb 3,9 GAE-nek megfeleld polifenolt
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tudtak mérni 1 g friss fekete afonyaban, amig esetiinkben csak 1,2 GAE-nak megfeleld
mennyiséget tudtunk meghatarozni. A szakirodalomban fiirtés afonya esetében
legkevesebb 170,9 GAE, voros afonya esetében legkevesebb 431 GAE-nek megfeleld
polifenolt irtak le a 100 g friss gyiimdlcsokben, amit szerves oldoszerekkel és szerves
oldészert tartalmazo eleggyel értek el (Lee és Finn 2012, Kim és mtsai 2013).
Tanulmanyunkban 29,8 mg, illetve 26,9 GAE-t hataroztunk meg friss gyiimolcsre
atszamolva.

Hasonlo6an alacsony értékek figyelhetok meg esetiinkben a szakirodalomhoz viszonyitva
az aszkorbinsavtartalomban. A Souci-Fachmann-Kraut (2014) adatbazisa alapjan példaul
az atlagos aszkorbinsavtartalom 22 mg 100 g fekete afonya esetében. Tanulmanyunkban
csak 5,5 mg-ot tartalmazott 100 g nyers gyiimdlcs.

Az antioxidansok tekintetében jelen tanulményunk Osszevethetd munkacsoportunk
korabbi vizsgalataival. Skesters munkacsoportjaval (2014) végzett tanulmanyunkban
hasonloképp a leger6sebb scavenger-kapacitast a fekete afonyanal tapasztaltuk. A
lipidperoxidacio gatlasakor a kiilonbségek elsdsorban a polifenoltartalomban megfigyelt
eltérésekre vezethetdk vissza. Az utobb emlitett tanulmanyban emellett latszik az is, hogy
magukban a gyiimolcsokben megfigyelhetd elemtartalmak altaldban alacsonynak
tekinthet6k (10. tablazat). A fémelem meghatarozasokat tekintve Kivételt képez ez alol
mindharom afonyafaj esetében a Mo-tartalom, mely a mintak 100 g-jaban a napi ajanlott

mennyiség minimum 15 %-at fedezi.
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10. tabldzat. Néhany, redox homeosztazisban jelentds fémelem nedves tdmegre szamitott
elemtartalma fiirtos, fekete, és voros afonyamintakban (N = 3) (Skesters és mtsai 2014)

fiirtos afonya |  fekete afonya |  voros afonya
mg/kg

Ca 57,0£24 160,4+9,5 240,7+ 16,8
Cu 0,73+0,11 0,31 +0,02 0,91+0,12
Fe 2,36+ 0,65 1,69 £ 0,06 3,25+0,14
Mg 43,7+ 9,4 53,1+43 103,2 £ 6,1
Mn 0,68 0,13 18,82 + 0,49 20,29 £ 0,23
Mo 0,19+0,07 0,14 +0,03 0,31+0,02
Zn 0,64 + 0,06 1,16 £0,17 2,19+0,12

Szem el6tt kell azonban azt is tartani, hogy ezek a vegyiiletek prooxidans
tulajdonsagokkal is birnak, példaul nagy dozisban, fémes elemek jelenléte esetében
(Yordi és mtsai 2012). Ugyanigy a nagy do6zist, 500 mg/nap mennyiséget meghaladé C-
vitamin okozhat hasi és hugyuti panaszokat, de hemolitikus folyamatokat is leirtak mar
(Rutkovski és Gregorczyk 2012).

Polifenolokban gazdag ételek étrendbe illesztése fontos tényezd lehet, féleg a
bélgyulladassal jard betegségekben, ugyanis a vegyiiletek nagy szazaléka marad a
béltraktusban, egy résziik a vastagbelet is eléri, és igy kifejtheti helyileg is jotékony
hatasat (Deiana és mtsai 2012, Thilakarathna és Rupasinghe 2013). Ebben az esetben a
hatas kdzelebb all az in vitro eredményeinkhez, figyelembe véve, hogy tanulmanyunkban
37 °C-ot biztositottunk és mind a Fe, mind pedig az aszkorbinsav jelen van a
kornyezetben. Az eredmények igy alatdmaszthatjdk az afonyak jotékony tulajdonsagat
Crohn-betegségben, ulcerativ colitisben, valamint a c6liakiaban és egyéb, gyulladassal
jaro bélbetegségekben, amikor a bélham integritasa ismert modon kérosodik, azonban a
hatdsok pontos értékeléséhez klinikai vizsgalatok sziikségesek.

Az ananasz, afonya, fekete ribizli és meggy tartalmi keménycukrokat vizsgalva jelentds
antioxidans-tulajdonsaguk polifenoltartalmuknak is kdszonhet6 (10., 11. és 12. abra). A
legjelentdsebb mennyiséget az anandszos keménycukrok esetében figyeltiik meg, 5 szem
(10 g), mar 22 GAE-nek megfeleld polifenoltartalmat képvisel. Ez ugyan elmarad egy
pohar narancslében talalhat6 érték mellett, de figyelembe véve a keménycukrok tomegét,
a bevitt mennyiség a fent emlitett 5-10, vagy annal tobb szem elfogyasztasakor sem

tekinthetd nagy mennyiségnek a cukortartalmat nem szamitva.
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A novényi eredetii taplalékok (buza, bab, cékla, kdposzta) transzmetilezési kapacitasanak
vizsgalatakor (13. abra) képet Kaphattunk néhany, a mindennapi ¢letben is fogyasztott
¢lelmiszer kotott HCHO-szintjérél. A magvakra jellemz6 moédon jelentds metil-poolt
detektaltunk a babban, ezzel szemben, és a varttal ellentétben a kereskedelmi
forgalomban kaphatd céklaban mértik a legkisebb konnyen mobilizalhatd
metilcsoportmennyiséget. Limitald tényez0 azonban, hogy a novények kotott HCHO-
szintje széles spektrumban valtozik, tobbek kozott fajtol, fajtatdl, termdfoldtol,
termesztési koriilményektol, sth. fiiggden, igy adataink elsdsorban szemléltetd jellegiick
(Tyihak és mtsai 1998, Sardi és Stefanovics-Banyai 2006, Hegedilis és mtsai 2011,
Blazovics és mtsai 2012, Kleiner és mtsai 2013).

A ndvényi eredetli ¢élelmiszerek fontos metildonor-forrast jelenthetnek, igy
felhasznalasuk funkciondlis élelmiszerek tervezésénél szinesitheti a palettat. Ugyan
jelenleg még elsdsorban az antioxidéns védelmi rendszer erdsitése szamit kdzismertnek,
varhato, hogy a tudomany fejlédésével a transzmetilezd kapacitds javitdsa is népszerii
fejlesztési célpontta valik (Stein és Rodriguez-Cerezo 2008, Temesi és Biacs 2014, Budai
¢és mtsai 2015).

A metilezési és demetilezési folyamatok Iétfontossagiiak mind a ndvényi, mind az allati
sejtek, és igy az emberi szervezet életfolyamataihoz is. Mivel mar a fotoszintézis
folyamén is megfigyelhetd HCHO képzddés, evidens, hogy sok novényi eredetii taplalék
metildonorokban gazdagnak tekinthet6 (Trézl és mtsai 1988, Sardi és mtsai 2006, Sardi
¢s Tordai 2005). A betain az egyik fontos metildonor vegyiilet, amihez legnagyobb
mennyiségben bizonyos csirdztatott magvak, vagy példaul a cékla, spenot fogyasztasaval
juthatunk (Ziesel és mtsai 2003). Szinte az 6sszes fogyasztott élelmiszer tartalmaz kolint,
koziiliik kiemelkedden nagy mennyiség talalhatd a buizacsiraban, szaritott szdjababban.
A metildonor vegyiiletek szamtalan elénnyel jarnak (Detopoulou 2008, Cholewa és mtsai
2017). Az emelkedett betainbevitel vagy szupplementacié elonyeit tobb tanulmany is
alatdmasztja. Attika tartomdnyban (Gorogorszag) 2002-ben, egészséges felndtteken
végzett tanulmany alapjan a ndk napi kolinfogyasztasa atlagosan 285 mg, a férfiaké 291
mg volt. A napi betainfogyasztast n6k esetében 314 mg-nak, férfiak esetében 306 mg-nak
talaltak. A gyulladasos faktorok szintje 310 mg feletti kolinfogyasztasnal szignifikansan,
a homocisztein mennyisége csak tendencidzusan csokkent. Ha a napi betainfogyasztas

meghaladta a 350 mg feletti értéket, a homocisztein és a TNF-a szintje szignifikansan, az
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IL-6 és CRP szintje csak kismértékben csokkent (Detopoulou 2008). Szupplementacios
vizsgalatok alapjan lehetségesnek tlinik a vérplazma homociszteinszintjét csokkenteni,
melynek magas értékét kardiovaszkularis és cerebrovaszkularis események
szempontjabol rizikofaktorként tartjdk szdmon (McRae 2013, Mazza és mtsai 2016).
Varhato azonban, hogy a betainnal dusitott élelmiszerek a sportolok felkészitésénél is
figyelmet fognak kapni, ugyanis a placeboéhoz képest jobban teljesitett a betainnal
szupplementalt csoport egy edzési periddus végén, tekintettel arra, hogy szadmtalan
faktorban, tobbek kozott a szdzalékos testzsir ardnyaban, ill. a zsirtomegben kedvezd
valtozasok voltak megfigyelhetdk (Cholewa és mtsai 2013). Tovabbi kutatasokat igényel
azonban a metildonorok mennyiségének megemelt fogyasztasa varanddsok és kismamak
esetében, ugyanis a metildonorokban gazdag étrend megvaltoztatta egyes DNS-
szekvenciak metilacios mintazatat, amelyek kapcsolatban allnak a novekedéssel, a
metabolizmussal és az étvagy kontrollalasaval. Ugyanakkor egyes tanulmanyok szerint
hozzéjarulhatnak a veldcs6zarddasi rendellenességek csokkentéséhez is (Pauwels és
mtsai 2017; Li és mtsai 2016).

A metilez6 agensek metil-poolra kifejtett hatasa miatt tobb tanulmanyban is vizsgaltak a
céklat (Vali és mtsai 2007, Nyirady és mtsai 2010, Hegediis és mtsai 2011, Blazovics és
mtsai 2012). A hatasok altalanossagban pozitiv voltak. Javultak a redox- homeosztazist
jellemz6 paraméterek. Prosztatatumoros betegekben nétt a kotott HCHO-szint, ezzel
parhuzamosan lecsokkent a Zn-protoporfirin- és szabad protoporfirinszint az
eritrocitdkban, ami a hemoglobin javul6 bioszintézisére utal. Azonban figyelembe kell
venni, hogy ugyanebben a betegpopulacioban megemelkedhet a szupplementacio
hatasara az epitelialis novekedési faktor (EGF) és a prosztata specifikus antigén (PSA)
szintje, ami miatt szoros kontroll ajanlott (Nyirady és mtsai 2010, Blazovics és mtsai
2012). A céklafogyasztas emelte tovabbd a bilirubinszintet mind az egészséges
patkanyokban, mind zsirdus tappal etetett allatokban (Sardi és mtsai 2009). Patologiai
szempontbol a nagy mennyiségli céklafogyasztas szintén kérdéseket vet fel, a tobb
esetben is tapasztalt "purple colon” jelentkezése miatt (Cserni és Kocsis 2008, Roemmelt
¢és mtsai 2014). Ez tovabbi vizsgélatokat igényel, amelyek alapjan definidlhat6 az a
betegpopulacio, amelyik minimalisan vagy nem jelentkezd mellékhatasok mellett a lehetd

legtobbet profitalna a funkcionalis élelmiszerként alkalmazott cékla fogyasztasabol.
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6.2. Allati eredetii élelmiszerek transzmetilezé kapacitisa és antioxidans
tulajdonsaga

Novényi eredetli élelmiszereinkkel parhuzamosan allati eredetli €lelmiszerekben is
vizsgaltuk a metil-poolt, valamint a redoxi paraméterek kozott a H-donor aktivitast (14.
és 15. abra). Méréseink alapjan a baromfimajban mind a kétott HCHO-szint, mind a H-
donor aktivitas szignifikdnsan nagyobbnak bizonyult a nytlmajhoz képest (Kleiner ¢€s
mtsai 2013). (Jelen esetben a tartasi koriilményeket és a fajon beliili, fajtak kozotti
eltéréseket nem tekintettiik kiemelt fontossadgunak.)

A fentieket szem elOtt tartva azonban szembe tlinik, hogy a magasabb antioxidans
statusszal magasabb kotott HCHO-szint tarsult. Ez alatamasztja azt, hogy az emelkedett
transzmetilez0 kapacitas jobb redox-statusszal jar. Nem szabad azonban figyelmen kiviil
hagyni azt sem, hogy a transzmetilezés az antioxiddns rendszert6l fiiggetleniil is
valtozhat, ahogy azt fenti kisérleteinkben is tapasztaltuk. Tovabbi irodalmi adatok szintén
bizonyitjak a transzmetilezd kapacitds emelkedésével parhuzamosan javuld antioxidans
statuszt (Hegedlis és mtsai 2011, Blazovics és mtsai 2012). Az ezekkel kapcsolatos
irodalmi attekintést a 6.1. fejezetben taglaltuk.

Mindez ravilagit arra, hogy akar a ndvényi, akar az allati eredett élelmiszerek esetében a
vitamin, fenolos vegyiiletek és mas antioxidans tulajdonsagot hordozé bioaktiv anyagok
mellett nagy figyelmet kell szentelni az egészséges meti-pool fenntartdsara. A jorészt
magvakbol és allati eredetli élelmiszerekbdl szervezetiinkbe jutd kolin, betain és mas
metildonor vegyiiletek hozzajarulnak az ¢letmindség javitasdhoz (Kleiner és mtsai 2013).
A napjainkban szegényessé valt étrend, vagy divatos - de sz€lsdséges - diétak miatt igy a
jO6 mindségl taplalék-kiegészitok és funkcionalis élelmiszerek is hasznosak lehetnek. A
nem vart hatasok elkeriilése érdekében azonban Iétfontossagl a deklaralhatdé mindség, és
a tarsadalmi szintli megfeleld oktatas. Ezek hozz4jarulnak a pontosabb dozirozashoz, igy

nélkiilozhetetlen elemeivé valhatnak a prevencios torekvéseknek.

6.3. Az életminéséget befolyasolé tényezok allatkisérletes modelleken
Az allatkisérletek alapjan mind a zsirdds tdp, mind az alkohol befolyasolta a
transzmetilezést ¢és a redox-homeosztazist jellemzd paramétereket. Ez alapjan

egyértelmiien kijelenthetd, hogy az antioxidans-szabadgyok rendszert érintd vizsgalatok
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szertedgazd informdcio-tartalommal birnak, igy egy-egy kiragadott méréssel nem lehet

jellemezni a szovetek redox-homeosztazisat, aktualis statuszat.

6.3.1. A redox homeosztazis és a transzmetilezés valtozasa a nyugati étrend hatasara
A ,,short term” kisérletben alkalmazott zsirdus tap etetésének célja a nyugati étrend magas
zsirsavtartalmanak, ezaltal a tiilzott energiabevitelnek a modellezése volt. A kisérlet soran
nagy mennyiségben adott napraforgoéolaj tipikusan magas olajsavtartalommal
(egyszeresen telitetlen zsirsav) és linoleinsavtartalommal (w-6-telitetlen zsirsav)
rendelkezik, igy a modell relevansnak tekinthetd, annak ellenére, hogy tobb, mint
harminc éve alkalmazzik (Varga 2008, Orsavova és mtsai 2015).

Lathat6 volt, hogy amig a tobb antioxidans-paraméter (pl.: szabadgyokfogd kapacitas,
diénkonjugatumok szintje) szignifikans romlast mutatott, addig a H-donor aktivitas nem
jol jellemezte az antioxidans-statuszt (16. abra) (Blazovics és mtsai 1992, Sardi és mtsai
2009, Hegediis és mtsai 2011, Kleiner és mtsai 2014). Ezzel szemben a kotott HCHO-
szint a zsirdas tap mindségének fliggvényében 1épcsdzetesen, szignifikdnsan csokkent
(18. abra).

A H-donor aktivitas értékekben megfigyelt anomalia alimentaris eredetli zsirm4j esetében
azonban a zsirsavlebontds és a katabolikus folyamatok biokémiai hatterével jol
magyarazhato (Nassir és Ibrah 2014). Tovabba Bogin és mtsai is mar 1986-ban hasonlo
eredményeket tapasztaltak patkénykisérletben, a maj elzsirosodasanak vizsgalata soran.
A zsirsavak B-oxidacidja, majd az igy keletkezett acil-csoportok Szent-Gyorgyi-Krebs-
ciklusban torténd bontdsa soran ugyanis nagy mennyiségli NAD* redukalodik NADH-da.
A redukalé-koefficiens H-donor aktivitasra kifejtett hatasat in vitro kisérletben igazoltuk
(17. abra). Mind a NADH (mind a NADPH) jelentds, koncentraciofiiggé H-donor
aktivitast mutatott. A determinacios koefficiens mindkét esetben meghaladta a 0,9-et, ami
igen szoros kapcsolatra utal. A probastatisztika 1 % alatti értéke a fliggd és fiiggetlen
valtozok kozott igazolja a kapcsolatot. Mindez alatdmasztja azt, hogy a H-donor aktivitas
meghatarozasa nem eldnyos zsirdas tappal végzett kisérletek soran az antioxidans statusz
valtozasainak jellemzésére.

A metil-pool szintjének szignifikans csokkenése azonban ramutat az irodalomban
tapasztalt karos hatasokra, valamint felhivja a figyelmet a transzmetilezés és a redox-

homeosztazis kapcsolataira. Mivel a metilezés és demetilezés egyarant érinti a
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membranalkotok szintézisét, a homocisztein eliminadldsat, a poszttranszlacios ¢és
epigenetikai modositasokat; kérdéses, mely folyamatok érintettek a leginkabb a metil-
pool csokkenében (Stead és mtsai 2006, Mudd és mtsai 2007, Laird és mtsai 1994). Az
azonban lathat6, hogy a koros metabolikus folyamatokkal péarhuzamosan a
transzmetilezési folyamatok is felborulnak. Az egyik leggyakrabban vizsgalt metilezési
folyamat a DNS epigenetikai moddositasa. A valtozasokat nem alkoholos eredetli
szteatohepatitiszben de Mello és mtsai (2017) napjainkban, human majmintakon végzett
tanulmanyaban is leirta. Megallapitottdk azt is, hogy globdalisan vizsgalva inkabb
hipometilezettség figyelhetd meg. Ez Osszhangban van jelenlegi tanulmanyunkkal, de
tovabbi vizsgalatokat igényel annak felmérése, hogy az epigenetikai mddositast a metil-
pool csokkenése milyen mértékben képes befolyasolni, figyelembe véve, hogy annak
aranyat elhanyagolhatonak tekintik a kreatin-, a foszfatidilkolin-, a szarkozinszintézishez
¢s a homocisztein remetildlasdhoz képest. Kiemelendd tovabba, hogy a tanulményban
malignitdsok kialakuldsét érintd epigenetikai valtozasokat is tapasztaltak.

Mint azt a modellkoriilményeinkben is biztositani kivantuk, a nyugati ¢letmod magaval
vonja a telitett- és az w-6-telitetlen zsirsavbevitel elotérbe keriilését, és a csokkent ®-3-
telitetlen zsirsavbevitelt (Cordain és mtsai 2005, Fébel és mtsai 2008, De Pergola és
Silvestris 2013). Jelent6s lenne tehat olyan olajok fogyasztasa, melyek a kivant ®-6/m-3-
telitetlen zsirsavaranyt az egészségesnek tekintett 5 koriili érték iranyaba valtoztatna, bar
napjainkban erre mar szamtalan modon nyilik lehetdség. Jelentés mennyiségli étrend-
kiegészitd kaphatd, melyet w-3-telitetlen zsirsavban dis tengeri halakbdl készitenek, de
kendermagolaj-tartalma készitmények is elérhetdek (Varga 2008, Ditrdi és mtsai 2013).
Ki kell emelni azonban azt is, hogy ezeknek a termékeknek is lehetnek mellékhatésaik.
Gyakori példaul emésztési zavarok kialakulasa, hasmenés, valamint vérzési i1do
megnyualasa. Ez utobbi interakcidhoz vezethet antikoagulans kezelések sordn, de
trombocitopéniat kivaltd kezelések (egyes kemoterapiak) esetében is emelhetik az
¢letveszélyes vérzések rizikdjat (Hibbeln és Gow 2014). A kenderben megtaladlhaté nem
pszichoaktiv vegyiileteknek, melyek kozott legismertebb a kannabidiol, tovabbi elonyei
lehetnek az obezitassal gyakran 6sszefliggd metabolikus szindromaban (Kleiner és Ditroi
2012).
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6.3.2. A redox homeosztazis és a transzmetilezés kapcsolata alkoholos eredetii
zsirmajban

Az Osszességében 16 hétig tartd patkanykisérlet soran végzett hisztopatologiai
vizsgalatok igazoltak az alkohol direkt membrankarositd és metabolikus egyensulyt
felboritd hatasat a majban (Kleiner és mtsai 2016a). Az intravénasan alkalmazott
liposzomas glicirrizin a szovettani képeken nem lathaté valtozast okozott (19. és 20.
abra). Ezzel szemben a biokémiai vizsgalatok mar javulo értékeket mutattak (21., 22. és
23. abra). A H-donor aktivitasban bekovetkezett enyhe emelkedés a szakirodalomban
tapasztaltakkal 6sszevethet6, dsszefiiggésbe hozhatd az alkohol elsédleges lebomlasabol
szarmazo6 redukal6 ekvivalens-termel6déssel (Han és mtsai 2012). Az 5.2.1. fejezetben
bemutatott in vitro vizsgaltunk alapjan a NADH ¢és a NADPH vegyiiletek valoban
befolyasoljak a mérési eredményt. A szignifikancia hidnyanak hatterében az adaptacios
folyamatok is szerepet kaphatnak, ugyanis az dallatok t6bb hoénapon keresztiil
fogyasztottak alkoholt. A glicirrizin-kezelés mérsékelte a megemelkedett H-donor
aktivitast, ami jelen esetben nem csupan az antioxidansszint csokkentéseként, hanem az
antioxidans-prooxidéans egyensuly egészséges felé eltolodasaként is értelmezhetd.

A szabad szulfhidrilszint nem szignifikdnsan alacsonyabb atlagértéke a majban egyarant
Osszefiigghet a hosszan tartd oxidativ stresszel, az excessziv mennyiségli redukald
ekvivalenssel (ami mar a redoxi egyensuly felborulasat okozhatja), valamint az enyhe
foki malnutriciéval (Haas és mtsai 2012, Hagymasi €s mtsai 2001, Cylwik és mtsai
2013). A nem szignifikdns eltérés ebben az esetben is visszavezethetd a hossza tava
kezelés miatti adaptaciora. A glicirrizin-kezelés az elézOekben tapasztaltak szerint
mérsékelte az alkohol hatasat és nem szignifikdns modon emelte a szabad
szulfhidrilszintet.

Az alkohol anyagcserét karositd hatdsa szintén megfigyelhetd a szignifikdnsan
lecsokkend metil-pool alapjan a majban. A glicirrizin-kezelés kismértékben emelte a
kotott HCHO-szintet, azonban a valtozas nem volt szignifikdns az alkoholt fogyasztd
allatokhoz képest, de a kontrollallatokhoz viszonyitva mar nem volt statisztikailag
szignifikans az eltérés a kezelés hatasara.

Szemben Nagai és mtsai (1991), valamint Rasool és mtsai (2014) kutatdsaival, az altalunk
végzett tanulményban jelentdsen alacsonyabb glicirrizin-dozist kaptak az éllatok, ami

magyarazza a kezelés hatasara jelentkezd kevés szignifikans valtozast. A kisebb dozis
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alkalmazasaval  viszont  elkeriilhetd a  glicirrizin ~ hatdsara  kialakuld
pszeudoaldoszteronizmus, ugyanis Wu és mtsai (1999) mar 200 mg/kg per os dozisnal
markans mellékhatasokat figyeltek meg, ami jelentésen meghaladja az altalunk
alkalmazott dozist, figyelembe véve, hogy a glicirrizin biohasznosithatosaga 4 %,
szarmazékanak, a glicirretinsavnak pedig 14,2 % (Wang és mtsai 1994).

Osszességében a harom hénap hosszisagu alkohol-kezelés enyhe eltéréseket okozott a
redox-homeosztazisban, de a jelentdsen lecsokkent kotott HCHO-szint felhivja a
figyelmet a hosszi tava alkoholfogyasztas metil-poolt csokkenté hatasara, mint
rizikdtényezore (NIH 2007) (33. abra). Ha a metil-pool csokken, csokkenhetnek a
metilezési folyamatok, igy zavart szenvedhet a sejtfalak funkcidja, a fehérjék
poszttranszlacidos modifikacidja és az epigenetikai mddositas (Cravo €s mtsai 1996,
Parkhomenko ¢és mtsai 2007). A redox-rendszert és a transzmetilezést érintd biokémiai
folyamatok mellett az alkohol direkt sejtfalkarositdé tulajdonsdgi. Tovabb rontja a
helyzetet, hogy az alkoholistdk kozismert modon gyakran kiizdhetnek malnutricios
eredetii problémakkal is.

Az alkoholizmus soran jellemzé médon csokkend GSH- és metildonorszint nehezen
magyarazhatd a megemelkedett NADH-koncentraci6 mellett, mivel a GSH
redukcidjdhoz sziikkséges NADPH-t a mitokondrialis transzhidrogendz kdénnyen
eléallithatna a felhalmozddott NADH-bS1 és NADP* -bol. A kompartmentalizacié miatt
feltételezhetd lenne az is, hogy a transzhidrogen4z mitokondridlis lokalizacidja csak az
egész sejt szdmara nem képes biztositani a NADPH-t, és a mitokondriumban az
anyagcserét még fenn tudja tartani, azonban Liang és mtsai (2013) bizonyitottak, hogy a

mitokondrialis GSH- és NADPH-szint egyarant szignifikdnsan csékkenhet.
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33. dbra. A redox-homeosztazis az alkoholmetabolizmus és a transzmetilezés kapcsolata
Az alkohol hatasara n6 a sejt redukalt nikotinamid-adenin-dinukleotid (NADH)-szintje,
ami “reduktiv stresszt” okoz. Az alkohol metabolizmusa és a NADH okozta stressz miatt
a sejtben, tobbek k6zo6tt a mitokondriumban is, n6 a glutation (GSH)-fogyasztas, a GSH-
szintet fenntart6 folyamatok viszont gatoltak. Csdkken a mitokondrium GSH-importja és
mérséklédhet annak redukalt nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat (NADPH)-szintje.
A citoszol GSH utanpoétlasa szintén zavart szenvedhet, ugyanis a GSH-szintézishez
ciszteinre van sziikkség. A cisztein szintézisének egyik enzimét, a cisztationin-szintetaz
aktivitasat viszont az S-adenozil-metionin (SAM) befolyasolja. Az alkoholizmus miatt
gatolt SAM-képzddés igy mérsékelheti a cisztein szintézisét is. Az SAM mennyiségét
nemcsak a szintézist végz0 enzimek alulmiikddése csokkentheti, hanem az elbontasat
végzd glicin-N-metiltranszferdz enzim nagyobb aktivitdsa is, ami viszont emeli a
cisztein-szintézis forrasat, a homocisztein szintet. A novekvé homociszteinszint, annak
prooxidans tulajdonsadga miatt ugyancsak GSH, illetve az azt redukélni képes NADPH
jelenlétét igényli. A mikroszomalis alkohollebontdsaban szerepet jatsz6 oxidalod
mechanizmus viszont szintén NADPH-t hasznal fel (Lieber 1997, Liang és mtsai 2013,
Ying 2008, Villanueva és Halsted 2004, Purohit és mtsai 2007, Yin és mtsai 2012).
(ATP = adenozin-trifoszfat, CBS = cisztein-p-szintaz, Cys = cisztein, EtOH = etanol,
GNMT = glicin-N-metiltranszferaz, GSSG = glutation diszulfid, hCys = homocisztein,
NAD™ = oxidalt nikotinamid-adenin-dinukleotid, NADP* = oxidalt nikotinamid-adenin-
dinukleotid-foszfat, ROS = reaktiv oxigén szarmazék, SAH = S-adenozil-homocisztein,
TH = transzhidrogenaz)

A redox-homeosztazis és a transzmetilezés felborulasaban a taplalkozasi okok és a magas
ROS-szint mellett fontos tényezd az SAM és a GSH-szintézisben szerepet jatszé enzimek
aktivitdsanak valtozasa. Villanueva és Halsted (2004) kutatasai szerint az alkohol az
aktivalt metilciklus tobb enzimének mind az aktivitasat, mind a transzkripciojat enzim
aktivitasat novelte. Ez megmagyarazza, hogy az SAM szintje miért csokkenhet konnyen

az alkoholizmus soran. A csokkendé SAM mennyiségének azonban nemcsak a
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transzmetilezési folyamatokra van hatasa, hanem a de novo GSH-szintézishez sziikséges
cisztein eldallitasara is. Az SAM ugyanis a cisztationin-B-szintaznak allosztérikus
aktivatora, ¢és igy a transz-szulfatdlashoz sziikséges cisztationin-szintézist is képes
befolyasolni (Purohit és mtsai 2007).

A citoszolban de novo keletkez6 cisztein, és igy a GSH szintézisének mérséklése mellett
az alkohol a sejt életképességét befolyasold mitokondrialis szulthidrilszintet kozvetleniil
is képes befolyasolni, mert csokkentheti a mitokondridlis GSH-importot (Yin és mtsai
2012). Ezzel ellentétesnek tiinik Bailey és mtsai (2001) megfigyelése, miszerint minimum
egy honapig alkoholt fogyaszté patkanyokban emelkedett a mitokondrialis GSH-
koncentracio, azonban a mitokondriumbol nem exportalhato oxidalt GSH mennyisége is
megndtt. A vartnak megfelelden a citoszol GSH-szintje csokkent. Ez megerdsiti a
mitokondrialis redox-pontecial jelentoségét a sejtek életképességében.

A hosszan tarto alkoholfogyasztas azonban kimeritheti a mitokondrium GSH-tartalékat,
s6t a mitokondrialis NADPH-pool is csokkenhet, mig a hattérben a NADH-szint
emelkedését figyelték meg (Liang és mtsai 2013). Ez a megfigyelés viszont azt feltételezi,
hogy nemcsak a jelentdsebb NADPH-felhasznalas all a GSH-szint csokkenésének
hatterében, mert akkor a NADH szintjének is csokkennie kellett volna. A hipotézist
alatamasztja, hogy Zhao és mtsai (2010) poszt-transzlaciésan médosult lizint irtak le a
NADPH redukalasat végzd transzhidrogenazban. Annak ellenére, hogy Picklo mar 2008-
ban emelkedett mitokondrialis lizin-acetilaciot irt le alkohol hatasara, a szakirodalomban
még nem taldltunk informécidt az acetilezett transzhidrogenaz aktivitasardl (Picklo
2008). Tovabb4a, mivel az alkohol emeli a ROS-szintet, serkenti a protein karboxilaciot
is, ami szintén képes befolyasolni a fehérjék miikddését (Bailey és mtsai 2001).
Kérdéseket vet azonban fel, hogy az alkohol hatasara bekovetkezd poszt-transzlacios
modositasok hogyan és milyen mértékben befolyasoljak az enzimeket, az egyre
alacsonyabb SAM-szint milyen mértékben csokkenti a cisztein-szintézist, illetve milyen
egyeb hatdsoknak van szerepe az alkohol okozta kirosoddsokban, annak ismeretében,
hogy egyes esetekben nemcsak a mitokondrium, hanem a maj 6ssz-GSH szintjének
emelkedését is megfigyelték (Bailey és mtsai 2001, de Zwart és mtsai 2003).

Ezek alapjan lényeges kérdés lehet az alkohol ROS termelést serkentd tulajdonsiga
mellett a szintén oxidativ stresszor tulajdonsdgii homocisztein remetildlasa. A

metioninbol SAM szintetizalhatd, ami jotékonyan befolydsolhatja a cisztein képzddést,
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ezaltal a GSH-szintet is. Az alkoholizmus okozta majkarosodas mérséklésében ezért
fontos szerepet kaphatnak metilalo agensekben gazdag élelmiszerek, példaul a cékla, és
az abban nagy mennyiségben megtalalhato glicin-betain. A betain a betain-homocisztein-
metiltranszferdz segitségével képes remetilalni a homociszteint, a keletkez6 metionin
pedig mar felhasznalhatdo SAM szintézisére (Purohit és mtsai 2007, de Zwart és mtsai

2003).

6.4. Fémelemek és a redox homeosztazis valtozasa kolektomizalt betegekben
Humadn tanulméanyainkban vizsgéltuk a redox-homeosztazis, a transzmetilezés, valamint

a fémelem-homeoszazis valtozasat tumoros betegekben.

6.4.1. Transzmetilezés vizsgalata kolektomizalt betegekben

Mint arra Blazovics és mtsai 2013-ban mar ramutattak, kiilonb6zd tumorok esetében a
transzmetilezd kapacitas jelentds befolyassal lehet a betegség végkimenetelét tekintve. A
munkacsoport altal korabban haszndlt mérési metodika azonban viszonylag nehéz
elérhetdsége, valamint a mérés soran lehetséges kornyezeti HCHO-szennyezddés zavard
hatdsa kovetkeztében rutinlaboratoriumi vizsgalati modszerként nehezen lenne
alkalmazhato.

Az elmult idGészakban a transzmetilezési folyamatok széles korben tanulmanyozott
folyamatokka valtak (Kaldsz 2003, Greenberg ¢s mtsai 2007, Guerrero-Preston €és mtsai
2007, Li és mtsai 2010, Frustaci és mtsai 2012, Albu és mtsai 2013). Mar 2006-ban is
tobb mint 50 biokémiai folyamatot ismertek, melyben transzmetilezés tortént. Ezek
egyarant érinthetnek kis molekuldkat, mint az adrenalin vagy olyan 6sszetett molekulékat,
mint fehérjek, de akar magit a DNS-t is (Ashour és mtsai 2014). Tovabba, a
transzmetilezés jelent6ségét bizonyitottak mar tumorok korai detektalasaban. Figyelemre
méltd, hogy az SAM-szint emelkedett tiiddtumorokban, a GSH-S-transferaz mii 2 és a
proenkefalin gének hipermetilaltak prosztatardkban, mig genomszintii hipometilaciot
irtak le majtumoros betegek esetén. Ezzel parhuzamosan csokkent metil-poolt irtak le
prosztata- és kolorektalis tumoros betegek esetében (Greenberg és mtsai 2007, Guerro-
Preston és mtsai 2007, Ashour és mtsai 2014, Blazovics és mtsai 2008, Blazovics és mtsai

2012). A kotott HCHO szervezetben betoltott szerteagazo szerepét mutatja az is, hogy a
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metilezési folyamatok jelentds szerepet kapnak a gyodgyszerek metabolizmusaban is
(Kalasz 2003).

Ebbdl kovetkezik, hogy a transzmetilezés mérhetdsége a jovében diagnodzist modositd
tényezOvé valhat (Blazovics és mtsai 2008, Blazovics és mtsai 2012, Greenberg és mtsai
2007, Guerro-Preston ¢€s mtsai 2007).

A metilezés és demetilezés mindig HCHO generalasan keresztiil torténik. A f6 forras az
SAM (Tyihak és mtsai 1998, Sardi és Tyihak 1998). Az enzimatikusan bonthato6 HCHO-
forrasok mennyisége (altalanossagban a kotott HCHO-szint) ezért képes lehet jellemezni
egy-egy szovet transzmetilezd kapacitastit. Ez alapjan, ha a fent emlitett, tumoros
betegekben megfigyelt genomszintli hipometilezettség egy 4altaldnosan jelentkezd
csokkent transzmetilez6 kapacitds miatt alakult ki, nem sziikséges epigenetikai
vizsgalatok elvégzése, elégséges lehet a vérmintdk, foképp a hosszabb élettartami
eritrocitak metil-pooljanak a meghatarozasa (Guerro-Preston és mtsai 2007). Tovabba,
mivel az egyik legismertebb poszt-transzlaciosan metilezett fehérje a hemoglobin fehérje
magyardzatot adva egyes anémids allapotokra (Berg és mtsai 2008, Kimzey és McFadden
1994).

A vordsvértestekben mérhetd metil-pool jol jellemezhetné a szervezet transzmetilezd
kapacitasat, a legtobb mérési eljards azonban specidlis reagenseket vagy eszkdzoket
igényel. Az OPLC-vel végzett mérési eljaras egyszerii, gyors €s pontos, de nehezen
hozzatérhetd, az UV/VIS HPLC-t igényl6 modszerek konnyebben elérhetdk, €s kevésbeé
érzékenyek a kornyezeti HCHO-re (Blazovics és mtsai 2012). A HPLC-t haszndlo
moddszerek kozott kiemelkedd a vizeletben mérhetdé HCHO-szint meghatarozasara
alkalmas eljards, melyet Lengyel és mtsai (2003) fejlesztettek ki. Elony0ds, hogy a
méréshez nem fluorimetriasan detektalhatd reagenst, hanem 2,4-dinitrofenilhidrazint
(DNPH) és propionaldehid belsé sztenderdet hasznaltak. A mintakat azonban szilard
fazisu extrakciot, nitrogén-dram alatt torténd beszaritast és acetonitrelben torténd
visszaoldast kovetden lehetne csak HPLC-vel mérni, ami komplikalttd teszi a mérést
rutinlaboratoriumi koriilmények kozott. Sardi és Tyihdk (1994) egy ennél egyszeriibb
HPLC metodikat definidlt, mely metanolban oldott dimedont hasznalt sertésmaj és human
vizeletbdl torténd méréshez. Az eritrocitamintak megbizhatd vizsgalata esetében azonban

modositasokra volt sziikség.
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A fentieknek megfeleléen kialakitott mérési metodika (5.3. fejezet) azonban alkalmasnak
mutatkozott human eritrocitamintak kotott HCHO mennyiségének meghatarozasara,
habar a kis mintaszdm miatt a jovOben terveziink nagyobb populacion végzett
vizsgalatokat. A betegcsoport vizsgalataval meglep6 mdédon azonban tobb esetben a
kotott HCHO-szint nemhogy szignifikansan alacsonynak nem mutatkozott, de kis
mértékben meg is haladta a kontrollcsoportban mért értékeket (8. tablazat). Ezzel
parhuzamosan a szabadgyokfogo kapacitas szignifikdnsan jobbnak mutatkozott, amig a
szabad szulfhidrilcsoportok mennyisége szignifikdnsan alacsonyabbnak. Ugyan a H-
donor aktivitdsban nem tortént jelentds valtozas, de az értékek javuld tendenciaja szintén
az eddigi tapasztalatokkal ellentétesnek mondhatok (Blazovics és mtsai 2012, Khan és
mtsai 2010, Szilvas és mtsai 2001, Vali és mtsai 2008, Panieri és Santoro 2016, Marengo
¢és mtsai 2016).

E nem vart eredmény azt az elgondolast vetette fel, hogy a betegek bizonyara valamilyen
étrendi  modositast végeztek betegségiik folyaméan. Feltételezésiinket rovid,
jegyzOkonyvben rogzitett interji alapjan egyértelmiien igazolni lehetett, mivel a
kolektomizalt betegek tobb, mint fele legkevesebb honapja 1j, altalaban gyiimdlcsokben,
zoldségekben gazdagabb étrendet fogyasztott. Mérésiink szempontjabol zavard volt
tovabba, hogy az étrendi valtast kovetden az esetek felében hetente minimum egyszer
céklat is fogyasztottak. Mindez wjra felhivja a figyelmet az étrend szignifikans, redoxi
paramétereket és metilezettséget befolyasold tulajdonségara, tovabba a gydgyszerészi
gondozas relevancidjara. A gyogyszerészi képzés részét képezi ugyanis a kiilonbozo
gyogynovények ismerete, valamint ezek mellékhatés és interakcios profilja.

Az antioxidéns iranyu eltolodas azonban ujabb kérdéseket vetett fel. A disszertacioban
bemutatott allatkisérletek mellett széles szakirodalom is bizonyitja, hogy a redox-
homeosztazis egyensulyi rendszerének barmilyen iranyl eltolédasa sem tekinthetd
egészségesnek (Bouayed és Bohn 2010, Carocho és Ferreira 2013, Mendelshon és Larrick
2014). Az antioxidansok kozismert kemopreventiv tulajdonsdga mellett egyre inkdbb
elétérbe keriil azok kritikus megitélése tumorok kezelése mellett. Szem eldtt tartva a
malignusan elfajult sejtek gyakran magasabb ROS-szintjét, lehetséges, hogy egyes
esetekben az antioxidans-deplécionak lenne terapias értéke (Mendelshon és Larrick 2014,
Bystrom és mtsai 2014, Dawane ¢s Pandit 2012, Rafieian-Kopaei és mtsai 2013, Panieri

¢s Santoro 2016). Mindez azt a jelenleg egyre altalanosabban elfogadott koncepciot
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tamogatja, mely szerint a térben és idoben kontrollalt oxidativ stressz nélkiilozhetetlen az
egészséghez, melynek feltétele a térben és idében kontrollalt antioxidans védelmi
rendszer. Ezt a szubcelluldrisan iranyitott rendszert a nem jol megtervezett, vagy
hamisitott étrend-kiegészitok, ¢és az azokkal torténd egyoldali, nagy dozist
szupplementacio felborithatja (Csupor 2014, Kleiner 2014, Kleiner és mtsai 2015a,
Janicsak 2014, Lugasi és mtsai 2010b). Ez magyardazatot ad a fent emlitett
tanulméanyokban is leirt negativ eredményekre. Mindezt aldtdmasztja az a tapasztalat is,
hogy a polifenolos vegyiiletek, melyeket gyakran antioxidansként alkalmaznak étrend-
kiegészitokben, inkébb a jeldtviteli utvonalakon keresztiil modulaljak a sejtmiikodést,
semmint direkt antioxiddnsként hatnak normal, fizioldégids koriilmények kozott
(Blazovics 2011, Zhang és Tsao 2016).

A redox-paraméterck mellett elenyész0 szignifikans eltérést talaltunk a
rutinlaboratériumi paraméterek kozott (7. tablazat). Tovabba, a kapott adatok Kis
szazalékban tértek el a normalértéktol is, igy a betegek tervezett tumor elleni terapiaja
nem valtozott. Kiemelend6 azonban a kozeli, 2 honapon beliil tortént mitétek miatt az
emelkedett trombocitaszam, mely prognosztikus jelentdségti is lehet. Josa €s mtsai (2015)
kolorektalis tumor miatt miitott betegeket vizsgalva ramutattak, hogy a trombocitaszam
altalaban lecsokkent, azonban néhany beteg esetén trombocitdzis volt megfigyelhetd. Ez,
a tulélési adatok alapjan rosszabb prognodzisra utalt. Esetlinkben is, altaldban normal
tartomanyon beliil volt a vérlemezkeszam a kolektomizalt betegek esetében is, azonban
két esetben a normal tartomanynal magasabb értéket lehetett megfigyelni. Jelenleg ugyan
nincs egyértelmii nemzetkozi ajanlas ilyen esetekben, de a megszokottnal szorosabb

kontroll, példaul hosszabb tavon fenntartott radiologiai ellendrzdvizsgalat lehet ajanlott.

6.4.2. Fémelemek és redox-homeosztazis valtozasa kolektomizalt betegekben

Az egyik legrettegettebb koérkép a kemoterapia alatt a demencidhoz hasonlod
»~chemobrain”. Jellemz0 a korképre a végrehajtdo ¢és az intellektudlis képességek
csokkenése, ami idovel mar az életmindség romlasdhoz vezet. Habar elsdsorban a
kemoterapidhoz kotik a jelentkezését, jelen ismereteink szerint mind a mai napig nem
ismert a korkép pontos patologidja és a befolyasold tényezdk (Hurria és mtsai 2007,
Butterfield és mtsai 2014). Mig a redox-homeosztazis zavara igazolt a ,,chemobrain”

esetén is, addig csak igen kevés irodalom foglalkozik a fémelem-anyagcsere lehetséges
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zavaraval e koérképben (Kleiner és mtsai 2015c¢, Kleiner és mtsai 2016c¢, Butterfield és
mtsai 2014).

Retrospektiv tanulmanyunkban a célunk az volt, hogy megvizsgaljuk az Al és egyéb,
redox-asszocialt fémelem szintjét kolorektalis tumor miatt miitott betegekben. A
,chemobrain” és az Al, valamint a d-mez6 elemek kapcsolatat eritrocitamintakban
vizsgaltuk, mivel az eritrocitamintak egy hosszabb periodust tiikkroznek, mint a szérum
vagy a plazma (Kleiner és mtsai 2016¢). A tanulmanyban kapott adatok annak ellenére,
hogy nagy szorddast mutattak, jelentés informacio-tartalommal rendelkeztek (9.
tablazat).

Kozismert, hogy a Fe-haztartds érzékeny mutatéi az RDW és az MCHC értékei
(Simbaqueba ¢és mtsai 2013). A jelentds moédon emelkedett RDW és lecsokkent MCHC
értékek a Fe-homeosztazis zavarara utalhatnak (31. és 32. abra). A kolorektalis tumoros
betegekben megfigyelhetd, Fe-haztartdsban bekovetkezett zavart régebbi tanulmanyok is
alatdmasztjak (Spell és mtsai 2004).

A tumor miatt kezelt- és kontrollcsoport eritrocitamintaiban jelen tanulmanyunkban
ugyan sem a Fe, sem a Zn szintje nem kiilonbozott szignitfikdnsan, sem a HGB nem volt
markénsan alacsony a kolektomizalt betegekben, de irodalmi adatok alapjan a
metilezettség lecsokkenése mar mérsékelheti a hemoglobin szintézisét. Ez 6sszefiiggésbe
hozhat6 a kemoterapia alatt kialakulé anémiaval elérehaladott tumorokban, és ramutat a
protoporfirinszint, a scavengerszint és a metil-pool szintjének jelentéségére malignus
korképek esetében (Blazovics és mtsai 2012, Hassan és mtsai 2013, Blazovics és mtsai
2008). Mindez TUjfent felhivja a figyelmet a transzmetilezési folyamatok
ellendrizhetdségének kérdésére, ami érdekében az 5.3. fejezet szerint validaltunk egy
HPLC-modszert. A modszerbdl késziilt metodikai cikket mar egy szaklaphoz eljuttattuk.
Az emelkedett ALP-aktivitas a vérben szintén jellemz6 a kolorektalis tumorokban
(majattét) (33. abra). Egyes tanulmanyok szerint prognosztikus értéke lehet, igy jelentds,
hogy a vizsgélt betegek adatainak csak kis szézaléka volt nagyobb a normaltartomany
fels6 hataranal (100-280 U/1) (Saif és mtsai 2005).

Az eritrocitamintak fémelemszintjeinek vizsgalatara mar az 1960-as években is
talalhatunk példat. Herring és mtsaival (1960) szemben, akik lényegében a vérmintakat
egy centrifugélast kovetden hasznaltik fel, és a bemért anyagmennyiségre vonatkoztattak

az eredményeket, munkank sorén az elemtartalmat hemoglobinra sztenderdizalt mintak
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felhasznalasaval végeztiik, valamint a 4.2.4.2. fejezetben leirt hosszabb mosasi eljarassal
is tisztitottuk a mintakat. A két tanulmany mintakezelése kozott tehat jelentds eltérések
figyelheték meg, amelyek magyarazzak az elemek koncentracidiban megfigyelhetd
kiilonbségeket.

Annak ellenére, hogy retrospektiv vizsgalatunkban statisztikailag kevés eltérés volt
jelentdsnek tekintheté a harom csoportot (egészséges kontrollcsoport, a jardbeteg nem
tumoros csoport, a tumorral miittt betegcsoport) elemezve; az Al, a foszfor és a Zn
szintjei kozott markéns kiillonbségeket talaltunk.

Az egészséges kontrollcsoport és a jardbeteg nem tumoros csoport és a tumorral miitott
betegcsoport kozotti szignifikans eltérés a foszforszintek kozott véarhatd volt. Ismert
ugyanis, hogy a vércukorszint, a testtomeg-index és a vérnyomas inverz korrelacioban all
a szérumban talalhato foszfor szintjével. A jarobetegek esetében gyakori korképnek
szamitott a diabetes mellitus, a talstly és magas vérnyomas (Haglin 2001). A
majpanaszokért is felelds alkoholos italok fogyasztdsa szintén csokkentheti a szérum
gyogyszerek (mint az Al-tartalma antacidok szedése reflux esetén) szintén jelentOsen
befolyasolhatja a szervezet foszforegyensulyat (Liamis és mtsai 2010). A talsuly, a
diabetes mellitus és a magas vérnyomas szintén okozhat alacsony foszforkoncentraciot a
kolektomizalt betegek esetében, de a feltételezhetéen alacsony D-vitaminszint és a
feltaplalasi szindroma tovabb csokkentheti az elem szintjét (Raman és mtsai 2011,
Mehanna és mtsai 2008). Malignus esetekben emellett a tumoros szovet termelhet
fibroblaszt eredetli novekedési faktort (FGF23, fibroblast growth factor 23), ami szintén
sulyos foszforveszteséget okozhat (Leaf és mtsai 2013). Mindezek alapjan szamos
korkép, kémiai anyag, tobbek kozott gyodgyszerek szerepet kaphatnak a
foszforkoncentraci6 jelentds csokkenésében, mind a kolektomizalt, mind a jarobetegek
esetében (Imel és Econs 2012).

Az emelkedett Cu-szint 6sszhangban van a szakirodalommal tapasztaltakkal (Shenberg
¢s mtsai 1995, Gupta és mtsai 1993, Beno és mtsai 2000), azonban kevés adatot lehet
fellelni a kolorektalis tumorok soran megemelkedett Al-szinttel kapcsolatban.
Jelentdsnek tekinthetd azonban, hogy Lavilla és mtsai (2009) a tumoros szdvetben
nagyobb Al- és esszencialis elemkoncentraciot irt le. Az 6sszehasonlitast 38 kolorektalis

tumoros beteg esetében végezték el; az egészséges bélszakaszokat és a tumoros
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szakaszokat hasonlitottdk Ossze. Habar a vérparaméterekrél nem szamoltak be, a
tanulmany a fenti limitaciok figyelembe vételével alatamasztja megfigyelésiinket.
Kiemelend6 a fenti szignifikans eltérések mellett, hogy a kolektomizalt betegekben a
kilenc vizsgélt elem koziil hat nagyobb volt, mint a jarobetegekben vagy a
kontrollcsoportban. Jelentds tovabba, hogy a tanulmanyunkban is emelkedett Al-, Cu- és
Fe-szintek nagy koncentracidja zavarokat tud okozni a redox-egyensulyban, igy példaul
az idegrendszerben is, amit szamtalan tanulmany is igazolt az Alzheimer-, a Parkinson-
vagy Wilson-kér esetében, valamint a Friedreich ataxidban és a prion-betegségben
(Butterfield 2014, Dusek és mtsai 2015, Singh és mtsi 2010, Ward ¢és mtsai 2014, Braidy
¢s mtsai 2014, Maiese és mtsai 2012).

Habar a kemoterapia-indukalta Kognitiv zavar, azaz a ,,chemobrain” patologiaja mind a
mai napig nem tisztazott, feltétezhetden szerepet kaphatnak benne a genetikai eltérések,
immunologiai zavarok, zavart neurogenezis, csokkent agyi vaszkularizdcio vagy
véraramlas, a fehér allomany karosodasa, a hipotalamusz-agyalapi mirigy-mellékvese
axis megvaltozott miikddése, a tumor jelenléte, valamint az oxidativ stressz (Siegers és
Fardell 2011, Janelsins és mtsai 2014). Mivel az oxidativ stressz jelenléte alatdmaszthato,
ezért a fémelemek szintjét célzd vizsgalatok szintén fontosak (Hurria és mtsai 2007,
Butterfield 2014). Hianyzik tovabba egy jol ismert és vildgszerte alkalmazhato, valamint
elérhetd allatmodell a kemoterapia indukalta kognitiv zavar vizsgalatara, annak ellenére,
hogy a korkép viszonylag gyakran alakul ki a tumor elleni terapiak soran. Az
allatmodellek kifejlesztésében az elemszintek ismerete szintén segitséget nyujthat
(Siegers és Fardell 2011, Janelsins és mtsai 2014).

Retrospektiv tanulmanyunkban igazolhatd volt a redox-asszocialt elemek emelkedett
szintje kolektomizalt és kemoterapiaval kezelt betegekben. Vizsgalatunkkal ramutattunk
tovabba az excessziv mennyiségli elemek lehetséges szerepére a ,,chemobrain”, és egyéb,

oxidativ stresszel dsszefiiggésben allo korképek esetén.
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7. Kovetkeztetések

1.

A redox-homeosztazis, a transzmetilalo képesség, valamint a fémion-haztartas

kozott szoros kapcesolat mutathato ki.

Taplalkozas-¢lettani szempontbdl jelentds ndvényi €s allati mintakban szignifikéns
kiilonbségek mutathatok ki a transzmetilezettség, fémion Osszetétel és a redox

paraméterekben.

Patkanykisérletben igazolhatd, hogy az alkohol kdvetkeztében kialakulé zsirmédban

is szignifikdnsan csdkken a mobilizalhatd metilcsoportok szintje.

Patkanykisérletben, alimentaris eredetii zsirmajban a vizsgalt globalis antioxidans
paraméter (H-donédlo képesség) sem enyhe, sem sulyos allapotban nem mutat
szignifikans kiilonbséget az egészséges dallatokhoz képest, amig a konnyen
mobilizalhaté metilcsoportszintekben mar szignifikans csokkenés mérhetd a maj

elzsirosodasi folyamataban.

Retrospektiv vizsgalatban igazolhatd, hogy kolektomizalt és kemoteradpiaban
részesiild betegek fémion-homeosztazisa tobb fém esetében jelentds kiilonbséget

mutat az egészséges egyeének értékeihez viszonyitva.

A kolektomizalt és kemoterapidban részesiilé betegek szignifikdnsan magasabb
eritrocita aluminiumszintje szerepet kaphat a tumorokhoz kéthet6 oxidativ stresszel

jaro6 neurologiai korképek, pl.: ,,chemobrain” kialakuldséban.

Human eritrocitdkban a transzmetilacidés folyamatok tanulmanyozasara HPLC
modszert fejlesztettiink ki, mellyel lehetdség nyilik a betegség statuszanak
kovetésére, képet kaphatunk taplaltsagi allapotuk valtozasarol, étrend-kiegészitd

fogyasztéasi szokasaikrol.
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8. Osszefoglalas.

Kutatasaim célja az volt, hogy a redox-homeosztazis és az azzal asszocialt biokémiai
folyamatok, elsdsorban a transzmetilezés és az elemszintek klinikai jelentdségére
ramutassak.

Novényi eredetii €lelmiszerek kozott a narancsbol, 100 %-os narancslevekbdl, afonyabol,
gylimodlcskivonatot tartalmazé keménycukor készitményekbdl, buzabol, babbol, céklabol
és kaposztabol késziilt mintdkkal, valamint az allati eredetli élelmiszerek kozott a
baromfi- és nyalmaj mintakkal bizonyitottuk a redox-homeosztazis, a transzmetilald
képesség, valamint a fémion-haztartas kozott kimutathatd szoros kapcsolati rendszert,
valamint a tdpanyagforrasok diverzitdsanak jelentOségét.

Patkanykisérletben igazoltuk, hogy mind az alkoholos eredetli zsirmajban, mind a nyugati
étrend hatasara kialakul6 alimentéris eredetli zsirméjban, annak ellenére, hogy az m4j
antioxidans-szabadgydk rendszerében a H-donor aktivitds €s a szabad szulthidrilszint
alapjan még nem figyelheté meg szignifikdns karosodas, a transzmetilezd kapacitas mar
jelentds eltéréseket mutathat.

Vizsgaltuk a kolektomizalt, kemoterapiaban részesiilé betegek redox-homeosztazisat,
valamint az azzal asszocialt fémelemszintek és transzmetilezd kapacitas valtozasat. Ez
utdbbi paraméter méréséhez olyan modszert adaptaltunk, majd fejlesztettiink, mely széles
korben alkalmazhatévd valhat a klinikum szdmdra. Modszeriinket validaltuk és
prospektiv vizsgalatban probaltuk ki. A mért transzmetilez6 kapacitast jellemzd adatok
¢és aredox-paraméterek elemzése soran tapasztalt anomaliak miatt rovid, jegyzékonyvben
rogzitett interjuban igazoltuk, hogy a betegek tobb mint 50 %-a valtoztatott étrendjén a
diagnozist kovetden, de a mintavételhez képest legalabb egy honappal kordbban. Ez
magyardzta a kontrollal 6sszevethetd értékeket, amit kedvezdnek tartunk.
Kolektomizalt, kemoterapiaban részesiild betegek eritrocitamintaival végzett retrospektiv
vizsgalatban igazolhatd volt tovabba, hogy tobb fémelem esetében jelentds kiillonbséget
lehetett kimutatni az egészséges egyének értékeihez viszonyitva. A betegek
szignifikansan magasabb eritrocita Al-szintje szerepet kaphat a tumorokhoz kothetd

oxidativ stresszel jar6 neurologiai korképek, pl.: ,,chemobrain” kialakuldsaban.
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Summary

The aim of my Ph.D. work was to evaluate the clinical benefit of the redox homeostasis
and the redox associated transmethylation and element-contents.

Differences in the redox homeostasis, the transmethytation and the element contents has
been proven between plant originated foods (samples of oranges and 100 % orange juices,
berries, fruit extract containing hard candies, wheat, bean, beetroot and cabbage) and
animal originated foods (samples of poultry and rabbit liver). It has been demonstrated
the importance of diversity in sources of nutrients.

In rat-experiments we have shown the marked differences in the transmethylation ability
at alcohol induced and at the western diet (alimentary) induced liver damages in spite of
the the non-significant differences between redox parameters (H-donor activity, free
sulphydril level).

The redox system and the associated transmethylation capacity and element contents were
also evaluated in colectomysed, chemotherapy treated patients. For that, an HPLC method
has been developed, that can be useful in clinical laboratories. The validated method has
been evaluated in a prospective trial. The detected transmethylation capacity, and redox
parameters has shown unexpected features, as only the free sulphydril level of the
erythrocytes has been lowered significantly, the H-donor activity and the methyl-pool of
the erythrocytes has remained statistically unchanged, and scavenger capacity of the
plasma has been elevated significantly. The anomalies could be explained by the changes
of the patients’ diets, which has been proven by a short, recorded interview.

In a retrospective study, the element contents of the colectomysed, chemotherapy treated
patients has also been observed. Significant differences in some elements, especially
elevated Al level has been detected between control group and colectomysed group.
These differences may serve as new possibility to take under control of the redox
associated neurodegenerative disorders (for example "chemobrain™) in chemotherapy

treated patients.
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munkatarsaimtol, csaladomtol kaptam, és ami nélkiil nem sziilethetett volna meg ez a

disszertacid sem.
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