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l. BEVEZETES

A gyogyhatasi novények haszndlata Erdély bizonyos régioiban, igy Székelyfoldon
napjainkban is széles korben elterjedt. Ezeken a teriileteken az elszigetelt falvakban ¢l
idésebb nemzedék korében jellemzd, hogy az éllandd orvosi, allatorvosi és gydgyszertari
ellatas hianyaban generacios tapasztalatokon alapulo szerekkel, modszerekkel kezelnek egyes
betegségeket. Az életmdodbol fakaddan az elszigetelt kozosségekben ¢lok nagyon gyakran
szembesiilnek fizikai sériilésekkel, ezért a sebgydgyulast pozitivan befolyasolo
gyogynovényeknek itt kiemelt szerepiik van.

A gyogyndvényekben eléforduld specidlis anyagcseretermékek, elsdésorban a
polifenolok tobbféle uton (antimikrobas, antioxidans, gyulladascsokkend hatas, valamint
proliferacidos és migracids aktivitasnovelés) is serkenthetik a sebgyogyulds folyamatat. A
polifenolok csoportjaba tartozé flavonoidokat 6 alcsoportra oszthatjuk: flavonok, flavanonok,
flavonolok, izoflavonok, flavan-3-olok (katechin monomerek és kondenzalt tanninok -
proantocianidinek) és antocianidinek. A fenolsavak is tovabb oszthatok benzoesav-
szarmazékokra, illetve fahéjsav-szarmazékokra. A polifenolok gyulladascsokkenté hatasai
kozott a gyulladast el6idéz6 és szabalyozd enzimek, mint a ciklooxigenaz-2 (COX2), a
lipoxigenaz, a foszfolipaz A2 ¢s az indukdlhatd nitrogén monoxid szintaz gatldsa emlithetd,

A sebgyogyulas folyamatanak egy masik kulcsfontossagi 1épése az epitél sejtek
vandorladsa a sériilt teriiletre, majd az azt kovetd sejtproliferacio. A borszdvetben eléforduld
leggyakoribb sejttipusok kozé tartoznak a fibroblasztok és a keratinocitdk, amelyek
nélkiilozhetetlen szerepet toltenek be a sebgyogyulés folyamata soran.

A polifenolok tobbféle antioxidans mechanizmus révén képesek megelézni a nem
homeosztatikus, emelkedett szintli szabad gyokok altal okozott sériiléseket, amelyek koziil a
leggyakoribb a reaktiv oxigén gyokok (ROS-0k) kozvetlen semlegesitése 1 hidrogén atom
atadasaval. Tovabbi védelmi mechanizmus az antioxidans enzimek aktivalasa, az oxidaz
enzimek gatlasa, a kelatképzés vagy a htigysavszint emelkedése.

A fenolos vegyiiletek antibakterialis aktivitasanak mechanizmusai még nem teljesen
feltartak, ugyanis tobbféle tton fejthetik ki hatasukat. Altalanos megfigyelés, hogy a Gram-
pozitiv baktériumok fogékonyabbak a polifenolok és egyéb antibakterialis anyagok gatld
hatasaira, mint a Gram-negativak, ami az eltérd sejtfal-szerkezettel magyarazhato.

A dolgozatban vizsgalt novényfajok kozott az Anthyllis vulneraria L. (réti
nyulszapuka, A. vulneraria, Leguminosae — pillangosviraguak csaladja) szinte egész
Européban eléfordul, elsdsorban meszes talajokon, szaraz réteken és legelokon él. A novény
foldfeletti viragos-leveles hajtasabdl féleg flavonoidokat, szaponinokat és tanninokat mutattak
ki. Az erdélyi népgydgyaszatban a foldfeletti leveles-viragos hajtast foként gyulladasok, sebek
kezelésére hasznaljak borogatasként.

A Fuchsia magellanica Lam. (télallo fukszia, F. magellanica, Onagraceae —
ligetszépefélék csaladja) és Fuchsia triphylla L. (korallfukszia, F. triphylla, Onagraceae —
ligetszépefélek csaladja) foként az Egyenlit mentén honosak, azonban Eurdpaban is
eléfordulnak. Nagy mennyiségli antocianinok jelenlétét mutattak ki fukszia fajok viragjaban
¢s bogydtermésében egyarant, mig a lomblevelek jelentds mennyiségben tartalmaznak
flavonoidokat, elsdsorban flavonolokat és flavonokat. Az erdélyi népgydgyaszatban egyes
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fukszia fajok friss lombleveleit els6sorban sebekre hasznaljak, tovabba kelések,
borgyulladasok kezelésére is alkalmazzak nyersen, borogatasként.

A Lysimachia nummularia L. (pénzleveli lizinka, L. nummularia, Myrsinaceae —
gyantafafélék csaladja) egész Eurdpéaban elterjedt, foként arokpartokon, vizpartokon, nedves
talaji legelokon és réteken fordul eld. Korabbi fitokémiai vizsgéalatok alapjan a ndvény
elsésorban flavonoidokat, fenolsavakat, szaponinokat €s tanninokat tartalmaz. Az erdélyi népi
gyogyaszatban a novény foldfeletti hajtasat kiilsdleg €s belséleg egyarant hasznaljak, kiilséleg
foleg kiilonféle borbetegségek, sebek és talyogok kezelésére alkalmazzak.

1. CELKITUZESEK

A gybdgyndvények Osszetevoirdl és sejtes hatasairol sokszor kevés az irodalmi adat, ezért a
dolgozatban az alabbi 2 {6 célkitlizés alapjan végeztik vizsgalatainkat.

II.1. Citotoxicitast méré uj modszer kidolgozasa, valamint az elérheté életképességi
(viabilitas) médszerek megbizhatésaganak tesztelése

Doktori kutatasaim kezdetén a kovetkez6 kozponti kérdésekre kerestiik a valaszt:

- Kidolgozhaté-e olyan tobbparaméteres citotoxicitds teszt, amely lehetévé teszi
ugyanazon sejtes mintabol egylépéses feltarassal tobb kiillonbozd intracellularis
jellemz6 meghatarozasat?

- Mivel a fehérjeszintézis ATP-fiiggd folyamat, alkalmazhato-e zold fluoreszcens
fehérjét (GFP) expresszalo sejtvonalakban a GFP fluoreszcencia kvantitativ mérése a
viabilitas megitéléséhez?

- Milyen korlatozéd tényezOk meriilhetnek fel egy citotoxicitdst mérd modszer
beallitasanal? Vannak-e olyan vegyiiletek, amelyek képesek beavatkozni
¢életképességet, vagy citotoxicitast méré modszerekbe?

I1.2. A sebgyogyulasban szerepet jatszo gyogynovények kémiai és biologiai vizsgalata
A dolgozat tovabbi részében az alabbi célokra ¢€s kérdések megvalaszolasara
Osszpontositottunk:

- Célként thztiik ki népgyogyaszati adatok gytijtését Erdélyben a Homorodok volgyében
€16 lakosok tudasarol, kiilonosen sebek, fekélyek és egyéb borbetegségek helyi
gyogymodjairol, a korabbi feljegyzések kiegészitéseként.

- Célunk volt olyan névényfajok kijelolése, amelyek esetében borbetegségekre, sebekre
torténd népi alkalmazasuk ellenére is kevés irodalmi adat all rendelkezésre fitokémiai
tulajdonsagaikrol és biologiai hatdsmechanizmusaikrol.

- Kémiai vizsgalataink f6 kérdése volt, hogy kvantitativ és kvalitativ adatokat
nyerhetiink-¢ a tesztelt névényfajok hatdanyagtartalmara vonatkozoan?

- Bioldgiai vizsgalataink soran tobb kérdésre is valaszt kerestlink:

e Mely dozisban hasznalhatdoak a tesztelt ndvényi kivonatok sejtes
vizsgalatokban, amelyek mar nem okoznak életképesség csokkenést?

e Van-e és milyen mértékii a kivonatok antimikrobas és antioxidans hatasa?

e Serkentik-e a kivonatok és milyen mértékben a sejtek migracios képességét?

o Megallapithaté-e, hogy a névényi kivonatok mely jelatviteli utak fehérjéinek
aktivalasan keresztiil érik el hatasaikat?



1.  ANYAGOK ES MODSZEREK

I11.1. Sejtkultarak

Vizsgalatainkat kitapadd AS549-GFP tiiddkarcinoma sejtvonal, HepG2 human
hepatoma sejtvonal, HaCaT normal human keratinocita sejtvonal €s 3T3 normal egér
embrionalis fibroblaszt sejtkultirdkon végeztiik. A sejteket magas gliikoz tartalma (4500
mg/l) DMEM médiumban tenyésztettiik (10% FBS-sel, penicillin-sztreptomicin antibiotikum
keverékkel, 37°C-on, 5% CO>-t tartalmaz6 termosztatban).

111.2. Tobbparaméteres citotoxicitas teszt

Az 1) modszer beallitasahoz a GFP-t expresszald A549 sejteket anyagcsere
inhibitorokkal kezeltiik: natrium-fluoriddal (NaF 2,5; 5; 10; 15 és 20 mM koncentraciokban),
cikloheximiddel (CHX 0,02; 0,04; 0,08; 0,18 ¢és 0,35 nM koncentraciokban), valamint
ochratoxin A-val (OTA 5; 12,5 és 20 uM koncentraciokban). A kezelést kovetdéen ugyanazon
sejtes mintakbol ATP, 0Osszes nukleinsav (propidium-jodid festés) ¢és intracellularis
Osszfehérje meghatarozast végeztiink.

111.3. p-ciklodextrinek (CD) hatasa a reszazurin fluoreszcencias életképességi tesztre

Kisérleteink soran haromféle béta-CD kolcsonhatasat vizsgaltuk meg reszazurinnal
(életképességi teszt molekula) és rezorufinnal, amelyek a kovetkezOk: nativ béta-ciklodextrin
(BCD), hidroxipropil-béta-ciklodextrin (HPBCD), valamint heptakis-2,6-di-O-metil-béta-
ciklodextrin (DIMEB) jelenlétében.

111.3.1. A ciklodextrinek molekularis kolcsonhatasainak mérése fluoreszcencia
spektroszkopiaval
A rezorufin-CD kolcsonhatasokat — fluoreszeencia — spektroszkopiai  modszerrel
vizsgaltuk, amely soran emisszids spektrumokat vettiink fel. A CD-eket (BCD, HPBCD,
DIMEB) emelkedd koncentracioban (0-1200 uM) adtuk hozz4 0,4 uM rezorufinhoz.

111.3.2. A CD-ek hatasa a sejtes citotoxicitas mérésekre

A CD-ek esetleges zavard hatdsat HepG2 sejtvonalon vizsgaltuk reszazurin teszt,
valamint ATP- és intracellularis 6sszfehérje tartalom meghatarozassal 96 lyuku sejttenyésztd
lemezeken. A sejteket 0; 0,25; 0,5 és 1 mM CD koncentraciokkal, tovabba 2 uM
reszazurinnal egyiitt és kiilon is kezeltiik 30 és 120 percig. A kezelések utan lemezolvason
mértiik a mintak emisszios jelét.

I11.4. Etnobotanikai kutatas Erdélyben

Az etnobotanikai felmérések Abasfalva, Bagy, Gyepes, Homorddkaracsonyfalva,
Homorodkeményfalva, Homorddremete, Homoro6dszentmarton, Homorodszentpal,
Homorodszentpéter, Kénos, Lokod, Lovéte, Recsenyéd €s Varosfalva telepiiléseken torténtek.
Az adatkozlokkel félig strukturalt interjukat készitettiink, amelyek soran betegségcsoportok
szerint emlitettek gydgyndvényfajokat, helyenként allati és egyéb anyagokat is.

I11.5. A vizsgalt novényfajok gyiijtése és kivonatok készitése
A gyljtott népi ndvényismereti adatok koziil olyan fajokat jeloltink ki tovabbi
vizsgalatainkhoz, amelyekrél nem, vagy csak kevés fitokémiai és farmakologiai adat all
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jelenleg rendelkezésre. Ezek alapjan jeloltiik ki az A. vulneraria, F. magellanica, F. triphylla
¢s L. nummularia taxonokat. A novényfajok azon drogrészeit gyijtottik, amelyek az
adatkozlok elmonddsa szerint a népi gyogyaszatban alkalmazasra keriilnek. A szaritott, majd
apritott ndvényi mintakbdl a terepmunkank sordn a népgyogyaszatban emlitett felhasznalasuk
alapjan 50%-0s etanolos és vizes kivonatokat készitettiink.

I11.6. Polifenol analizis nagynyomasu folyadékkromatograf (HPLC) diddasoros
detektorral és elektrospray ionizacioval kapcsolt MS késziilékkel

A mérések diodasoros detektorral (DAD) felszerelt Agilent 1100 HPLC rendszeren
torténtek. Mozgofazisként A: 0,3% ecetsav oldatot (v/v) és B: metanolt hasznaltunk. Az
optimalizalt rendszer gradiens programja a kdvetkezd volt: 0 és 30 perc kozott a B oldat 5%-
ol 100%-ra emelkedése, majd 5 percig fenntartasa 100%-on, ezutan 1 perc alatt 100%-rol
5%-ra csokkenése. A detektalas hulldmhosszat 280 nm-re allitottuk be. Az egyes frakciokat
ESI-MS modszerrel azonositottuk.

I11.7. A novényi kivonatok citotoxicitasanak tesztelése lemezolvasoval

A kivonatok citotoxikus hatasat 3T3 és HaCaT sejtvonalakon teszteltik a I11.2.
alfejezetben ismertetett tobbparaméteres modszeriink alapjan, a GFP mérés kivételével. Az
alkalmazott kivonatok koncentracioi a kovetkez6k voltak: A. vulneraria: 500-2500 pg/ml
(etanolos kivonat) ¢s 4000-8000 pg/ml (vizes kivonat); F. magellanica és F. triphylla: 50-800
pug/ml (etanolos kivonat) és 120-1000 pg/ml (vizes kivonat); L. nummularia: 250-1500 pug/ml
(etanolos kivonat) és 3000-7000 pg/ml (vizes kivonat).

111.8. A novényi kivonatok citotoxicitasanak mérése aramlasi citométerrel

A jelentésebb bioldgiai hatds miatt csak az etanolos kivonatokat teszteltiik: A.
vulneraria esetében 50; 100 és 200 pg/ml, F. magellanica és F. triphylla: 2,5; 5 és 10 pg/ml,
mig L. nummularia kivonatanal 10; 25 és 50 png/ml koncentracioban. A kisérleteket BD FACS
Canto II aramlasi citométeren végeztiik el. A korai és a késoi apoptotikus, illetve a nekrotikus
sejtek elkiilonitése Annexin V és 7AAD (7-aminoaktinomicin D) festékek segitségével
tortént.

111.9. A névényi kivonatok antimikrobas hatasanak vizsgalata

Az antimikrobés vizsgalatok soran tesztelt baktériumtorzsek a kovetkezok voltak:
Bacillus subtilis (B. subtilis), Escherichia coli (E. coli), Staphylococcus aureus (S. aureus),
Streptococcus pyogenes (S. pyogenes) és Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa).
Mikrodilicids technikaval allapitottuk meg a novények vizes és etanolos kivonatainak MICgo
értékeit, vagyis azt a koncentraciot, amely 80%-ban gatolja az adott mikroorganizmus
szaporodasat. A MICgo szamitdsanal a kezelt baktérium szuszpenziok 580 nm-en mért optikai
denzitasat hasznaltuk fel.

111.10. Nem enzimatikus total antioxidans kapacitas (TAC) vizsgalatok lemezolvason
111.10.1. Oxigéngyok Abszorpciés Kapacitis - ORAC
A modszer 96 lyuku lemezben 400 nM fluoreszcein oldat fényemisszio csokkenésének
kinetikus megfigyelésén alapul 400 mM AAPH (2,2’-azo-bis (2-amidinopropan) hatasara. A
mérés lemezolvason tortént 37°C-on, a szamitast a gorbe alatti teriilet (AUC) értékek alapjan
végeztik.



111.10.2. Eroésitett kemilumineszcencian alapulé modszer — ECL

A vizsgélatot lemezolvasora adaptalva, fehér 96 lyukt lemezen dolgoztuk ki. Mérés
elott detektald reagenst (0,15 M borat puffer, kiegészitve 0,45 mM luminollal és 1,8 mM
para-jodofenollal) 15 pU/ml peroxidaz enzimmel kevertiink 6ssze. A kinetikus mérést H2O>
(hidrogén-peroxid) automatikus injektalasaval inditottuk, itt is a lumineszcencia AUC
értekeivel szamoltunk.

111.10.3. DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) gyok megkotésén alapulé antioxidans
kapacitas mérése

A mérés menete 96 lyuka lemez hasznalata esetén a kovetkezd volt: 50 pul
mintahoz/standardhoz 200 uM DPPH oldatot és 100 mM acetat puffert adtunk. Az
abszorbancia valtozast 60 perc mulva, 517 nm-en lemezolvasoén mértiik.

111.10.4. Troloxra vonatkoztatott Antioxidans Kapacitas - TEAC

Az ABTS®*" (2,2'-azino-bisz (3-etil-benzotiazolin-6-szulfonsav)) gyok képzése a
kovetkezok szerint tortént: KoS»Og — kalium-perszulfat (125 mM) és ABTS (7 mM) 49:1
aranyu oldatat 12 orara sotétben, szobahdmérsékleten allni hagytuk. Egy 96 lyuku lemezbe 20
ul higitott névényi mintat és 80 ul ABTS®" oldatot adtunk. Az abszorbancia valtozast 734
nm-en, 20 perces inkubalas utan lemezolvasén mértiik.

111.10.5. TAC értékek elemzése

Mind a 4 teljes antioxidans kapacitast méré modszer esetében standardként Troloxbol
(vizoldékony E vitamin szarmazék) készitett higitasi sor kalibracios egyenesét hasznaltuk. Az
ORAC ¢és ECL vizsgalatok soran az eredményeket Trolox ekvivalensben (TE) adtuk meg 1 g
szarazanyagra vonatkoztatva. A DPPH és TEAC esetében a ndvényi kivonatok 50%-0S
gyoksemlegesitd hatasat fejeztiik ki (ICso), vagyis azt a koncentraciot adtuk meg pg/ml-ben,
amely a DDPH vagy ABTS gydk abszorbanciajat 50%-kal csokkenti. A TAC modszerekre
kapott szamértékek igy egymadssal kdzvetlentil nem voltak 6sszehasonlithatok.

I11.11. Az intracellularis antioxidans kapacitas mérése

Az alkalmazott diklorofluoreszcein-diacetat (DCFH-DA) ¢és dihidrorodaminl23
(DHR123) tesztek 96 lyuku lemezeken torténtek. A HaCaT és 3T3 sejteket 50 uM DCFH-DA
vagy 10 uM DHR123 ¢és novényi kivonatokkal egyiitt inkubaltuk. A kinetikai mérés 1 mM
AAPH hozzaadasa utdn kezdddott. A fluoreszcencia intenzitdsokat lemezolvasd késziiléken
monitoroztuk. A kivonatok gyoksemlegesité hatasat a gatlas szazalékaban adtuk meg (I1Cso).

11.12. A sejtmigracio (,,sebgyogyulas teszt”) in vitro vizsgalata

A novényi kivonatokkal kezelt HaCaT és 3T3 sejtek migracios képességének
kovetéséhez 24 lyuku lemezen 500 pm szélességli sejtmentes teriileteket hoztunk 1étre és ezen
teriiletek bendvési sebességét mértikk. A sejteket a novényi kivonatok szubtoxikus
koncentraciodival kezeltiik: az A. vulneraria esetén 50; 100 és 200 pg/ml, a F. magellanica és
F. triphylla esetén 2,5; 5 és 10 pg/ml, mig az L. nummularia esetén 10; 25 és 50 pg/ml
(pozitiv kontroll PDGF-BB noévekedési faktor 15 ng/ml koncentracioban). A sejtek
helyezheté valds idejii képalkotd technikaval rendelkezd faziskontraszt mikroszkop (JuLi
Stage, NanoEnTek) segitségével. Az eredmények értékelésénél a sejtmentes teriilet zarodasi
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aranyat hataroztuk meg a kezeletlen kontrollhoz képest (%). Minden kivonat esetén Gsszesitett
zarddasi gorbéket képeztiink és kiszamoltuk a gorbe alatti teriileteket (AUC).

111.13. Fehérje expresszios vizsgalatok

A korabbi méréseink eredményei alapjan csak a F. magellanica és a F. triphylla 50%-
0s etanolos kivonatait vizsgaltuk HaCaT sejtvonalon 2,5; 5 és 10 pg/ml koncentracidkban. A
kezelt sejteket protedaz- és foszfataz gatlokat tartalmazo oldattal lizaltuk, Osszfehérje
meghatarozast végeztiink, majd a lizatumokbol SDS-sel és béta-merkapto-etanollal denaturalt
15 ng osszfehérjét vizsgaltunk western blot moédszerrel. Az antioxidans hatas jelatviteli
vizsgalatahoz szuperoxid-dizmutaz-2 (SOD2) és katalaz (CAT) elleni antitesteket, a
gyulladascsokkentd hatashoz COX2 antitestet, mig a migracid, a proliferacios ¢&s
sejttalélésben szerepet jatszo jelatviteli folyamatok tisztazasahoz protein kinaz B (Aktl), p38,
extracellularis szignal altal szabalyozott kinaz 1, 2 (Erk1/2) és ezek foszforilalt formai elleni
antitesteket hasznaltunk. A mintdk el6hivasa soran kapott erdsitett kemilumineszcencias
(ECL) jelet a B-aktin vagy gliceraldehid-3-foszfat-dehidrogenaz (GAPDH) t6ltési kontrollhoz
viszonyitottuk. Az ECL-t egy G:Box Chemi XX6 System késziilékkel detektaltuk és a jeleket
annak denzitometrias programjaval értékeltiik.

I11.14. Statisztikai analizis

Adatainkat az SPSS statisztikai elemzd szoftver 22-es verzidjaval értékeltiik (IBM
Corporation). A statisztikai értékelés a vizes és az etanolos kivonatok Osszehasonlitdsanal
fliggetlen mintds T-proba segitségével tortént, mig a kezelt és a kontroll csoportok
Osszehasonlitasahoz az egy-utas ANOVA tesztet hasznaltuk. A TAC modszerek kozotti
kiilonbségek vizsgalatahoz fékomponens analizist (Principal Component Analysis - PCA)
végeztiink el. Statisztikai szempontbol szignifikansnak a p<0,05 értékeket tekintettiik.

IV. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

IV.1. Uj, tobbparaméteres citotoxicitas modszer kidolgozasa lemezolvasora

Az ) modszer alapja a feltar6 oldat, amely egy lugos pH-val rendelkez6 borsav/NaOH
puffer (pH 9,2), kiegészitve Triton-X-100-zal és EDTA-val. A puffer segitségével egyszerre
lizaljuk a kitapadt sejteket és stabilizaljuk a sejten beliili fehérje- és ATP-tartalmat legalabb
30 percen keresztiil.

NaF-dal torténé 4 oras inkubalast kovetden dozis fiiggden jelentdsen csokkentek a
mért intracellularis paraméterek. A legnagyobb eltérés az ATP szintekben volt megfigyelhetd,
ugyanis a legmagasabb NaF koncentracié (20 mM) szinte teljesen depletalta az ATP-tartalmat
(2% a kezeletlen kontroll sejtekhez képest). Ennek oka, hogy a NaF egy altalanos, az
enzimatikus rendszert gatlé vegyiilet. Ez magaba foglalja a glikolitikus enzimek gatléasat,
amelyek nagyrészt hozzajarulnak az ATP termeléséhez, kiilonosen tumoros sejtekben, ahol az
energia nagyrészt a glikolizistdl fiigg.

A 24 6ras OTA kezelést kovetden a vizsgalt sejten beliili faktorok koziil mindegyiknél
dozisfiiggd csokkenés figyelhetd meg. A legmagasabb OTA koncentracid (20 uM) 82%-ra
csokkentette a GFP szintjét, mig a sejten beliili sszes fehérje 75%-ra csokkent a kontrollhoz



képest. Az OTA a komplex hatasat részben az oxidativ stressz indukaldsan és az energia
deplécion keresztiil kozvetiti.

A CHX hatasat kétféle inkubalasi idtartam (4 ora, illetve 24 6ra) utan vizsgaltuk. A
24 oras kezelés a GFP szinteket 40%-ra, az Gsszes fehérjetartalmat 50%-ra, a Pl jelét pedig
60%-ra csokkentette. A CHX széles korben alkalmazott vegyiilet az eukariotak
fehérjeszintézisének gatlasdhoz. A 4 6ras kezelés megemelte az ATP szintet, mig a 24 6rés
inkubacio annak jelentés csokkenését okozta. Ennek oka feltehetben a fehérjeszintézis
gatlasan keresztiili apoptozis-indukald hatasanak tulajdonithatd, ugyanis az apoptotikus
Iépések energiat igényelnek a downstream folyamatok zokkenOmentes végig vezetéséhez.
Tovabba a fehérjeszintézis erdsen energiafliggd folyamat, ezaltal ha a CHX gatolja a
fehérjeszintézis Utjait, akkor az eredményezheti a fel nem hasznalt ATP felhalmozodasat a
sejtekben.

Vizsgalatainknal altalanos megfigyelésként azt tapasztaltuk, hogy kezeléstol
fiiggetlentil a GFP jel intenzitdsa egyiitt mozog a sejtszammal és a fehérjetartalommal.

IV.2. Rezorufin-CD kolcsonhatasok vizsgalata

IV.2.1. Fluoreszcencia spektroszképia

A CD-ek koncentraciofiiggd modon novelték a rezorufin fluoreszcencia intenzitasat,
valamint az emisszidés hullamhossz maximumanak eltolodasat figyeltiik meg. A leger6sebb
intenzitas fokozodas a DIMEB esetében volt tapasztalhato. Mivel a CD-ek énmagukban nem
mutattak fluoreszcenciat az alkalmazott koriilmények kozott, megfigyeléseink a rezorufin-CD
komplexek kialakulasat igazoljak. Figyelembe véve a rezorufin fluoreszcenciajanak erds
fokozddasat CD-ek jelenlétében, a rezorufin-CD kolcsonhatds megzavarhatja a reszazurin
alapu sejtes életképesség vizsgalatok eredményeit. Ez a jelenség a DIMEB esetében lehet a
legjelentdsebb, mivel a metilezett CD-ek endocitozissal bejutnak az intracellularis térbe (mig
a BCD ¢és a HPBCD erre nem képes).

1V.2.2. Reszazurin alapu sejtes viabilitas mérések lemezolvason
kovetden vizsgaltuk. A HepG2 sejteket egy id6ben kezeltiik CD-nel és reszazurinnal (egyiittes
kezelés). Tovabba, mivel a CD-ek képesek befolyasolni a HepG2 sejtek életképességét, azt is
megvizsgaltuk, hogy a sejtek kiilon kezelése (el6szor CD-nel, majd az oldat eltavolitasa utan
reszazurinnal) hogyan befolyasolja a sejtek életképességét.

A kiilon CD majd reszazurin kezelésbdl kapott sejtes eredményeket dsszehasonlitottuk
az ATP- és a teljes sejten beliili fehérjetartalmakkal. Mind az ATP, mind a fehérje
eredmények alapjan a CD-ek altal indukalt viabilitas csokkentést tapasztaltunk. A magasabb
DIMEB koncentracidk jelenlétében erdteljesebb viabilitds csokkenés figyelheté meg. Ez
megmagyarazhatja, hogy 120 perces inkubaciot kovetéen a 0,25 mM DIMEB esetében
megfigyelt jel emelkedés mértéke miért csokken 0,5 és 1 mM-os DIMEB koncentracioknal.

Eredményeink alapjan a kiilonb6zé CD-ek komplex médon képesek befolyasolni a
reszazurin viabilitds teszt eredményeit. Igy olyan kisérletekben, amelyek soran CD-eket is
alkalmaznak, a reszazurin-alapu sejtes életképesség vizsgalat eredményei nem tiinnek
megbizhatonak.



IV.3. Etnobotanikai gyiijtések eredményei

Az erdélyi terepi gytijtések soran kijelolt fajok kozott a legtobb népi elnevezést a L.
nummularia esetében irtuk le (fillérfii, piculavirdg, ineresztdfii, pillérfii, fillérlapi, folyoka).
Az A. vulneraria a helyiek korében medvetalpa vagy szipokavirdg néven volt ismert. Mivel a
F. magellanica és F. triphylla nvényt a helyiek nem kiilonitik el, igy altalanosan a fukszia
elnevezést hasznaltdk a nemzetségben. Az emlitett novényi részek elsOsorban a foldfeletti
hajtas ¢és a lomblevél volt, amelyeket kiils6leg alkalmaztak borbetegségek kezelésére, foleg
borogatasként. A fukszia fajok esetében a leveleket a helyiek gylijtéseink alapjan ,,székésre”
hasznaljak, amely kék-fekete vérzo kelést, mély talyogot vagy virulens pattanast jelent.

IV.4. Novényi kivonatok fenolos vegyiileteinek szemi-kvantitativ elemzése LC-DAD-ESI-
MS/MS késziilékkel

Osszesen 82 komponenst tudtunk elvalasztani a kijeldlt ndvényfajok mintaiban,
kozottik  galluszsav-szdrmazékokat,  hidroxi-fahéjsav-szarmazékokat és  flavonoid-
glikozidokat, tovabba a F. magellanica és F. triphylla kivonataiban 8 antocianin vegyiiletet is
kimutattunk.

Az A. vulneraria mintajaban tobbségében flavonol-glikozidok fordulnak eld. Nagy
mennyiségben jellemzden eléforduld aglikon a kempferol és a kvercetin voltak, valamint
metilezett formai is eléfordultak az izoramnetin és ramnocitrin aglikonoknak. Ezen kiviil a
vizes kivonat sokféle kavé-, kumarin- valamint ferulasav-szarmazékot tartalmazott.

A fukszia mintakbol az altalanos flavonol-szarmazékok mellett szokatlan kvercetin-
galloil-hexozidokat és kempferol-galloil-hexozidot mutattunk ki, nagyobb mennyiségben a F.
magellanica mintajaban. A levélkivonatokban antocianin szarmazékok is dominansak voltak:
mindkét fukszia mintaban peonidin-dihexozid-izomer volt jelen, mig a cianidin-dihexozid
csak a F. magellanica kivonatokban fordult el6.

A L. nummularia is nagy mennyiségben tartalmazott flavonol-glikozidokat, azonban a
mintaban féleg miricetin-glikozidok voltak uralkodéak. Mind a vizes, mind az etanolos
kivonatban a miricetin 3-O-dezoxi-hexozid volt a f6 komponens. A vizes minta esetében a
kumarin- és a ferula-gliikarat izomerek voltak jellemzoek.

IV.5. A lemezolvason mért citotoxicitas vizsgalatok eredményei

Altalanos megfigyelés volt a vizsgalt novényi mintak esetében, hogy az etanolos
kivonatok hatékonyabban csokkentették mindkét sejtvonal ATP szintjét, sejtszamat ¢és
fehérjetartalmat dozisfliggd moédon, mint ugyanazon ndvény vizes kivonata. Azonban
oldoszertipustdl fliggd jelentdsen nagy kiillonbségeket a fukszia fajok esetében nem figyeltiink
meg, ugyanis mind az etanolos, mind a vizes kivonatok kozel hasonlé toxikus hatast mutattak
a vizsgalt sejtvonalakban. Az olddszerek kozotti eltérések oka nem a mintdk etanoltartalma
volt, hiszen azt 1,5 %-ban maximalizaltuk, amely nem befolyasolja jelentdsen a sejtek
¢életképességét, hanem a kivonatokban nagyobb mennyiségben eléforduldé hatéanyagok
okoztdk a toxikus hatast. A 3T3 fibroblaszt sejttenyészet érzékenyebb volt a levélkivonatok
expozicidjara, mint a HaCaT keratinocitdk. Ennek lehetséges magyarazata, hogy a
fibroblasztok a dermiszben helyezkednek el, mig a keratinocitak feljebb, az epidermiszben
talalhatok, ezért ellendllobbaknak kell lenniiik a kiilsd, esetleges karositd tényezdkkel
szemben.



IV.6. Aramlasi citométeren mért citotoxicitas vizsgalatok eredményei

A lemezolvasora kapott adatok alapjan a ndvények etanolos kivonatainak feltételezett
szubtoxikus koncentracioit apoptozis-nekrozis vizsgalatoknak vetettilk ald Annexin V-7AAD
aramlési citometridas moddszerrel 3T3 valamint HaCaT sejtvonalon. A két kiilonb6zo
sejtvonalnal hasonlé eredményeket kaptunk, miszerint az A. vulneraria 200 upg/ml
koncentracid, a F. magellanica és a F. triphylla kivonata 10 pg/ml koncentracid, mig a L.
nummularia 50 pg/ml koncentraci6 alatt bizonyitottan nem valtott ki citotoxikus hatast (a
nekrotikusan elhalt sejtek ardnya 4% alatt volt mindkét sejtvonalban).

IV.7. MIC értékek meghatarozasa antimikrobas vizsgalatokhoz

A F. magellanica és a F. triphylla etanolos Kkivonatai ,.erds” antimikrobas
tulajdonsagunak tekinthetok S. aureus, B. subtilis, S. pyogenes és P. aeruginosa baktériumok
ellen, mivel MICg értékiik 5-60 pg/ml k6zott valtozott, dsszehasonlitva az eritromicin pozitiv
kontrollal, amelynek MICg értékei 0,1-42 pg/ml koncentraciok kozott valtoztak. Az A.
vulneraria és L. nummularia etanolos kivonatai ,,mérsékelt” antimikrobialis hatdst mutattak
B. subtilis és S. pyogenes ellen, tovabba az A. vulneraria ,,gyenge” aktivitasu volt S. aureus
ellen. Erdekes megfigyelés, hogy a vizsgalt novényi kivonatok koziil csak a fukszia fajok
vizes Kkivonatai voltak hatékonyak a tesztelt baktériumtorzsek ellen, azon beliil is a S. aureus,
B. subtilis és S. pyogenes esetében (MICgo értékek: 17-65 pg/ml koncentraciok kozott). A
vizsgalt novényi kivonatok koziil egyik sem mutatott antimikrobas hatast az E. coli ellen.

A vizsgalt novényfajokra vonatkozéan nem taladltunk kordbbi adatokat azok
antimikrobas hatésairol, ezért hatébanyagtartalmuk alapjan hasonlitottuk dssze eredményeinket
irodalmi forrasokkal. A fukszia fajok kiemelkedd antimikrobés hatdsaért antocianintartalmuk
lehet felelds. Tovabba a fukszia fajok hidroxi-benzoesavakat is tartalmaztak, amelyek
antimikrobas hatasu vegyiiletekként ismertek. A L. nummularia levélkivonataiban a fo
flavonoidok a miricetin-szarmazékok voltak, amelyek erds antibakterialis hatassal
rendelkeznek, ennek ellenére mi gyengébb aktivitast tapasztaltunk.

IV.8. Teljes antioxidans kapacitas vizsgalatok eredményei

Altalanosan elmondhato, hogy az egyes novényfajok etanolos kivonata magasabb
antioxidans kapacitast mutatott, mint ugyanazon ndvény vizes kivonata. Mind a 4 alkalmazott
modszer esetén egységesen a fukszia fajok szembetlinden magasabb TAC értékeket mutattak
(F. triphylla > F. magellanica > L. nummularia > A. vulneraria) (1. abra).

Elsésorban a fukszia fajokban mért jelentds antiocianin tartalom magyarazhatja a
magas TAC értékeket, mivel ezek erés antioxidans vegyiiletekként ismertek. Az irodalom
alapjan a TAC mér6é modszereket (TEAC, ORAC) felhasznalva, az antocianinok antioxidans
ugy tlinik, hogy az antocianinok hatékonyabbak, mint a klasszikus antioxidansok.

Mas kutatok beszamoloi mellett mi is Osszefiiggéseket taldltunk a TEAC és a DPPH,
valamint az ORAC ¢és ECL moddszerek kozott. A F. magellanica és F. triphylla etanolos
kivonatai lényegesen jobban korreladltak egyméassal, mint vizes kivonataik esetében. Az
antioxidans modszerek kozotti kiillonbségek kémiai hatteriikkel magyarazhatok. Az ECL és
ORAC tesztek kémiailag hidrogén atom transzfer (HAT) mechanizmuson alapulnak, mig a
TEAC és DPPH modszerek egy-elektron transzfer (SET) jellegli reakciok.
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1. abra. A. vulneraria, F. magellanica, F. triphylla és L. nummularia 50% (v/v) etanolos és
vizes kivonatainak teljes antioxidans kapacitisa (TAC) kiilonb6zo spektroszkopiai
modszerekkel mérve: DPPH-médszer (a); TEAC-vizsgadlat (b); ORAC-teszt (c) és ECL
metodika (d). (Atlag + szords, 5 fiiggetlen kisérlet, n=>5*3 parhuzamos mérés esetén). A vizes
és az etanolos kivonatokat T-prébaval hasonlitottuk éssze (** p < 0,01; *** p < 0,001)

IV.9. Az intracellularis ROS mérések eredményei
A sejt alapti antioxiddns aktivitds mérésénél is a TAC tesztekhez hasonld

eredményeket kaptunk.

A ndvényi kivonatok nagy része csokkentette a DCF és a rodamin szarmazék
fluoreszcenciajat, a szamitott 50%-0s gatldé koncentracio értékeket a 2. és 3. abra mutatja. A
fukszia fajok etanolos €s vizes kivonatai gatoltak a leger6sebben az oxidalt DCF és a rodamin
szarmazgek fluoreszcens jelét mindkét sejtvonalban, 6sszehasonlitva a tobbi ndvényi kivonattal
(2. és 3. abra). A DCF esetében 3T3 sejtvonalon az A. vulneraria-nak sem a vizes, sem az
etanolos kivonata nem mutatott antioxidans hatast, tovabba csak az etanolos kivonatnak volt
mérhetd antioxidans kapacitdsa HaCaT sejttenyészetben (2. abra).
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dbra. A vizsgdlt névényi kivonatok intracellularis antioxidans kapacitisa DCFH-DA-val

kezelt 3T3 (&) és HaCaT (b) sejttenyészeten. (Atlag + szérds, 5 fiiggetlen kisérlet, n=5%4
parhuzamos mérés minden koncentrdacio esetén). Szignifikdans valtozads a vizes és etanol0s
Kivonatok kézott (kétmintas T-teszt, **p < 0,01; *** p < 0,001)

A DCEF jeléhez hasonloan a legnagyobb mértékben a fukszia fajok kivonatai (etanolos és
vizes egyarant) gatoltdk a rodamin fluoreszcencia intenzitdsat. A DHR123 kezelésnél az A.
vulneraria etanolos és vizes kivonatai is szamszeriisithetd eredményt adtak mindkét
sejtvonalndl, azonban a vizes frakci6 csak gyengén hatott (3. dbra).

2250
2200
2150
2100
2050
2000
1950
1900
1850
1800 >

ICso (ug/ml)

200 -
150
100
50

0-

3.

250

Fkk

3T3 sejtek - DHR123

%%

kkk

%%ﬂ

A. vulneraria F. magellanica  F. triphylla L. nummularia

(a)

Il Etanolos kivonat |
[ vizes kivonat |

IC5 (ug/mi)

Il Etanolos kivonat

ol [ vizes kivonat

HaCaT sejtek - DHR123
* %k %k

i

***

*** I

A. vulneraria F. magellan:ca F tnphyl/a L. nummularia
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3T3 (a) és HaCaT (b) sejttenyészeten. (Atlag + szords, 5 fiiggetlen kisérlet, n=5%4
parhuzamos mérés minden koncentracio esetén). Szignifikans vdltozads a vizes és etanolos
Kivonatok kozott (kétmintdas T-teszt, **p < 0,01; *** p < 0,001)

IV.10. Az in vitro migracios teszt eredményei

A pozitiv kontrollként alkalmazott PDGF-BB 15 ng/ml koncentracidban stimulaléd
hatassal volt mindkét sejtvonal migraciojara (3T3 sejteknél 117,05 + 6,72% (p<0,01)), mig
HaCaT sejteken 115,16 + 8,26% (p<0,01)), dsszehasonlitva a kezeletlen sejtekkel (4. abra).
Az 0sszes ndvényi minta esetében figyelemre méltd megfigyelés volt, hogy a kevésbé
koncentrélt kivonatok okozték a leghatékonyabb stimulacidt a sejtvandorlasban a magasabb

P

4

A vizsgalt négy novény kozul az A. vulneraria fejtette ki a legenyhébb stimulald
hatast, ugyanis 50 ug/ml alkalmazott koncentraciéo mellett a 3T3 sejtekben 102,08 + 11,18%,
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mig HaCaT sejteken 108,57 + 10,92% emelkedést okozott. A L. nummularia nem mutatott
szignifikdns migracios hatast egyik sejtvonal esetében sem. Fokozott migracids és zarodasi
sebesség volt megfigyelhet a F. magellanica és F. triphylla kezelt sejtekben, dsszehasonlitva
a kezeletlen sejtekkel. A 2 fukszia faj koziil a F. magellanica volt a legerésebb migraciot
serkentd hatasti mindkét sejtvonalon, ugyanis 2,5 pg/ml koncentracidban a zarddasi arany
120,25 +10,17% (p<0,01) volt a 3T3 sejteken és 114,61 = 6,72 (p<0,01) a HaCaT sejteken.

A vizsgalt novényekre vonatkozoan nem talaltunk korabban elvégzett tudomanyos
munkékat biologiai hatésuk szempontjabol, kiilt')nt')s tekintettel a sejt migréci()ra Ugyanakkor
Serkentlk a sebgyogyulast, ezen vegyiileteket a fukszia fajokban nagy mennyiségben tudtuk
kimutatni. Tovabba a fukszia fajokban mért hidroxi-benzoesav-szarmazékok (példaul a
galluszsav a F. magellanica kivonataban, vagy az ellagsav mindkét fukszia kivonatiaban)
novelik a keratinocitak és a fibroblasztok migracidjat.
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4. dbra. A. vulneraria (a, b), L. nummularia (a, b), F. magellanica (c, d), és F. triphylia (c, d)
50%-os (v/v) etanolos kivonatainak time-lapse alapui osszehasonlito képalkoto elemzése 24
oran keresztiil 3T3 (a, ¢) és HaCaT (b, d) monolayer tenyészetek ,,sebzarodasi” képességére.
(Atlag + szords, 3 fiiggetlen kisérlet, n=3*3 pdrhuzamos mérés minden koncentrdcié esetén).
Szignifikans valtozas a kezeletlen kontrollhoz képest, egyutas Anova-teszt * p <0,05;
**p<0,01
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IV.11. Jelatviteli folyamatok eredményei western blot technikaval

IV.11.1. A gyulladascsokkenté hatas jelatviteli vizsgalata fehérjeszinten

A COX2 gatlasa kulcsfontossagu a gyulladascsokkentd hatds vizsgdlatdhoz. Az LPS
pozitiv kontroll dnmagaban 173,26 + 9,92% (p<0,05) expresszido ndvekedést okozott, mig az
LPS és F. triphylla egyiittes kezelés dozis fiiggden gatolta a COX2 kifejezodését (2,5 pg/ml:
162,28 + 11,11% (p<0,05); 5 ng/ml: 100,80 + 9,61%; 10 ug/ml: 94,40 + 12,32%). Azonban a
F. magellanica az LPS kezeléshez képest nem hogy csokkentette, hanem koncentracio
fliggben fokozta a gyulladdsos COX2 fehérjeszintet. A legtoményebb, 10 pg/ml
koncentracional 205,95 + 23,79% (p<0,05) expresszid ndvekedést tapasztaltunk.

Mivel a tesztelt novényfajokra vonatkozoan nem talaltunk korabbi adatokat az altalunk
vizsgalt jelatviteli folyamatokra gyakorolt hatasukrol, ezért hatdanyagtartalmuk alapjan
hasonlitottuk Ossze a kapott western blot eredményeinket irodalmi adatokkal. Kimutattak,
hogy a cianidin mellett a delfinidin és petunidin is gatolhatja a COX2 expresszidt, mig a
pelargonidin, peonidin és malvidin nem. Az eredményeink ellentétesek az irodalmi adatokkal,
ugyanis a F. magellanica kivonata fokozta a COX2 fehérje szintet annak ellenére, hogy
cianidin-szarmazékot tudtunk bel6le kimutatni. Mindkét fukszia fajbdl peonidin-szarmazékot
izolaltunk, amely nem gatolja a COX2-t és nem is lehet felelos a fukszidkra kapott eltérd
COX2 expresszios tendencidkért. Néhany antocianint megfeleld irodalmi forrasok hianyaban
nem tudtunk pontosan azonositani a F. triphylla etanolos kivonataban, amelyek esetleg
csokkentettek a COX2 expressziot.

Tovabbi kiilonbség a két fukszia faj kozott, amely magyardzhatja az eltér6 COX2
expresszios szinteket, az ellagsav- és a kvercetin-galloil-hexozid-tartalmuk, amelyek négyszer
nagyobb mennyiségben fordulnak el6 a F. triphylla etanolos kivonataban, mint a F.
magellanica ugyanazon kivonataban. Az ellagsav bizonyitottan gatolja az LPS indukalta
COX2 fehérje expresszidjat monocitdkban, mikdzben nincs hatdssal a COX1 fehérjére.
Tovabba a kvercetin-galloil-hexozidhoz hasonlé glikozidos komponens, a kvercetin-galloil-
gliikkopiranozid is gatolja makrofdgokban a COX2 fehérjeszintet.

IV.11.2. Az antioxidans hatas jelatviteli vizsgalata fehérjeszinten

Mind a F. magellanica, mind a F. triphylla fokozta az antioxidans CAT és SOD2
fehérjék szintjét a kontroll sejtekhez képest. A CAT esetén a ndvényi kivonatok
legtoményebb, 10 pg/ml koncentracidja fokozta a legnagyobb mértékben a fehérjeexpressziot,
ugyanis a H20> hatashoz képest is magasabb jelet detektaltunk. Mig a H2O2 kezelés 143,03 +
20,80%-ban fokozta a fehérjeszintet, addig a F. magellanica 165,44 + 13,10%, a F. triphylla
194,24 + 25,13% (p<0,05) intenzitasnovekedést okozott a sejtekben 10 pg/ml alkalmazott
koncentracidban. A SOD2 szintjében is erdteljesebb hatast valtottak ki a fukszia kivonatok,
mint 6nmagaban a H>O> (146,28 £ 15,60%) kezelés. A F. magellanica esetén a leghigabb, 2,5
extraktuma 189,08 + 13,19% (p<0,05) expresszids szintemelkedést valtott ki a HaCaT
sejtekben a kezeletlen kontroll sejtekhez képest.

Az antioxidans hatasu fehérjék szintjében torténd valtozast a novények kivonataiban
eléforduld antocianinek okozhattak, amelyek bizonyitottan képesek fokozni az antioxidans
enzimek (CAT, SOD2, SOD1) expressziojat fehérjeszinten.
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1IV.11.3. A migraciot, proliferaciot és sejttulélést serkenté hatasok jelatviteli
vizsgalata fehérjeszinten

Mind a F. magellanica, mind a F. triphylla etanolos kivonata dozis fiiggéen
megnovelte a foszforilalt p38 fehérje mennyiségét, dsszehasonlitva a kezeletlen sejtekkel. A
legnagyobb emelkedést a legtoményebb koncentraciok (10 pg/ml) okoztdk mindkét ndvényi
minta esetén (a F. magellanica 134,39 + 22,68%, a F. triphylla 146,61 + 25,86% emelkedést
okozott a kontrollhoz képest). Bar a p38/MAPK jelatviteli ut a sebgyogyulasban még nem
teljesen tisztazott, a kozelmultban megjelent tanulmanyok azt sugalljak, hogy részt vesz a
fokoztak a p38 fehérje foszforilaciojat, feltételezziik, hogy a keratinocitdk migracidja és a seb
bezarddasa a p38/MAPK utvonal aktivitasaval all kapcsolatban.

Az Erk/MAPK ttvonal vizsgalata soran a F. magellanica koncentracio fliggden
csokkentette az Erkl/2 foszforilaciojat (56,75 + 2,84% a legtoményebb 10 pg/ml
koncentracioban), addig a F. triphylla — bar nem dozis fiiggéen — de fokozta a foszforilalt
fehérjeexpressziot: 174,80 + 8,34% (p<0,05) emelkedést mértiink a leghigabb, 2,5 pg/ml
koncentracioval kezelt sejtekben. A kapott eredményeink ellentétesek az irodalmi adatokkal,
ugyanis a F. magellanica kivonataban el6forduld galluszsav aktivalja az Erk1/2 jelatviteli
utvonalat humdan keratinocitdkban és fibroblasztokban egyarant, azonban mi csdkkenést
figyeltiink meg.

A foszfatidilinozitol 3 kinaz (PI3K/Akt) jelatviteli ut fokozasaban nem vesznek részt a
fukszidk kivonatai, ugyanis nem emelték meg a foszforilalt Akt szintjét, azonban a F.
magellanica leghigabb kivonata (2,5 pg/ml, 76,66 + 3,54% (p<0,05)), valamint a F. triphylla
legtoményebb kivonata (10 pg/ml, 81,93 + 6,37%) inkabb csokkentette azt. Az antocianinok
képesek gatolni a PI3K/Akt ttvonalat szintén a bdrben tipikusan el6forduld sejttipusban
(HUVEC endotél sejtekben). Tovabba bizonyitottan az ellagsav is gatolja a human endotél

crer

V. OSSZEFOGLALAS, UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

V.1. Citotoxicitast méré uj modszer Kkidolgozasa, valamint mar meglévé tesztek
megbizhatésaganak vizsgalata

1. Annak érdekében, hogy ugyanazon kitapadd sejtmintabol egyszerre tobb paramétert
tudjunk meghatéarozni, kidolgoztunk egy borat pufferes, detergenst tartalmazo feltarast
lemezolvas6d késziilék alkalmazasaval, amelynek soran egy mintdbol egylépéses
feltarassal 4 paramétert tudtunk egymast kovetéen megvizsgélni (sejten beliili ATP-,
GFP-, nukleinsav- és Osszfehérje tartalom). A lizalo puffert kiegészitve 20 mM
Na,EDTA-val, stabilizalodik az ATP-szint a feltarast kovetéen legalabb 30 percig.

2. Kisérleteinkkel bizonyitottuk, hogy az expresszalt GFP fluoreszcencia intenzitast a
lemezolvason torténd, gyors sejtfeltard 1j modszeriinkkel mennyiségi szempontbol
képesek vagyunk meghatdrozni és Osszevetni mds viabilitds jelzokkel. Ugyanis
tobbféle anyagcsere inhibitorral torténd kezelés utan a GFP jele korrelal a sejtek
nukleinsavtartalméval (propidium-jodid jelével), illetve a teljes fehérjetartalommal.

3. Kisérleteink soran igazoltuk, hogy a sejtek életképességének becslése egyetlen
viabilitas faktor meghatarozasaval (pl. enzimaktivitds mérése reszazurin modszerrel)
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félrevezetd lehet. Ugyanis egyes B-ciklodextrinek (BCD, HPBCD, DIMEB) stabil
komplexeket képeznek reszazurinnal ¢€s rezorufinnal, befolydsolva a rezorufin
fluoreszcens jelét és feltehetéen a reszazurin cellularis felvételének iitemét.
Eredményeink ramutatnak, hogy a kiilonb6z6 CD-ek komplex modon képesek
befolyasolni a reszazurin viabilitds teszt eredményeit. Igy azokban a kisérletekben,
amelyek soran CD-eket is alkalmaznak, a reszazurin-alapia vizsgalatok
megbizhatosaga erdsen kétségesnek tlinik.

V.2. Etnobotanikai gyiijtések alapjan Kijelolt novényfajok vizsgalata

4. Az etnofarmakobotanikai gylijtések eredményei alapjan elmondhatd, hogy még
napjainkban is fontos szerepet jatszanak az erdélyi népgydgyaszatban a
gyogynovényekhez kapcsolodo adatok és tudaselemek, amelyek elsdsorban az iddsek
korében maradtak fenn. A kivalasztott 4 novényfajrol (Anthyllis vulneraria, Fuchsia
magellanica, Fuchsia triphylla, Lysimachia nummularia) nem talaltunk korabbi
vizsgalatokat biologiai hatasukkal kapcsolatban, kiilonos tekintettel a sebgyogyulasra.

5. Az A. vulneraria mintajaban tobbségében flavonol-glikozidok fordulnak eld. Ezzel
szemben a fukszia fajok 4ltalanos flavonol-vegyiiletek mellett kiillonféle fahéjsav- és
benzoesav-szarmazékokat, példaul kavésav, ellagsav és galluszsav-szarmazékokat,
kempferol- és kvercetin-galloil-glikozidokat tartalmaznak. Ezek koziil az ellagsav és a
kvercetin-galloil-hexozid négyszer nagyobb mennyiségben fordul ¢lé a F. triphylla
etanolos kivonataban, mint a F. magellanica etanolos extraktumaban. A F.
magellanica és F. triphylla leveleiben szamos antocianin komponens is talalhato,
példaul cianidin és peonidin szarmazékok. A L. nummularia levélkivonataiban a 6
flavonoidok miricetin-szarmazékok voltak.

6. A F. magellanica és a F. triphylla etanolos kivonata 50 pg/ml koncentraci6 alatt nem
okozott életképesség csokkenést, mig a vizes kivonataik esetében ez 120 pg/ml volt. A
L. nummularia etanolos kivonata maximum 250 upg/ml koncentracioban volt
alkalmazhatd, mig a vizes kivonat 3000 pg/ml koncentraciéban sem okozott jelentds
sejtkarosito hatast. A legkevésbé citotoxikus névény az A. vulneraria volt, ugyanis
etanolos kivonata 500 pg/ml koncentracioban, vizes kivonata pedig 4000 pg/ml
dozisban sem valtott ki életképesség csokkenést a 3T3 és HaCaT sejtekben.

Aramlasi citométeren a novények etanolos kivonatait vizsgaltuk. A F. magellanica és
F. triphylla kivonata 10 pg/ml koncentracioban, a L. nummularia 50 pg/ml, az A.
vulneraria 200 pg/ml koncentracio alatt biztosan nem valtott ki citotoxikus hatast.

7. A 4 novényfaj koziil a fukszia fajok kivonatai jelentds antimikrobas hatast mutattak a
P. aeruginosa, S. aureus, B. subtilis és S. pyogenes baktériumtorzsek esetében. A
leggyengébb antimikrobas hatast az A. vulneraria kivonatai esetében mértiik. A
vizsgalt névényi kivonatok koziil egyik sem mutatott gatld hatast E. coli torzs ellen.

8. Egységesen a fukszia fajok szembetlinden magasabb TAC értékeket, valamint sejten
beliili ROS semlegesitd hatast mutattak a vizsgalt fajok kozott (F. triphylla > F.
magellanica > L. nummularia > A. vulneraria).

9. A vizsgalt novények koziil a F. magellanica és F. triphylla mutatott a PDGF-BB
pozitiv kontrollhoz hasonld, vagy azt meghalad6 sejtmigraciot serkentd hatast 37T3
valamint HaCaT sejtvonalon.
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10. A COX2 enzim gatlasat csak a F. triphylla kivonata esetén tapasztaltuk, mely
gyakorlatilag a kezeletlen kontroll értékéig csokkentette annak szintjét, mig a F.
magellanica dozis fiiggden fokozta a fehérje expresszidjat, meghaladva az LPS pozitiv
kontroll hatasat is.

A két antioxidans enzim (CAT és SOD2) fehérjeszintli kifejez6désének vizsgalata
soran mindkét fukszia etanolos kivonata serkentette azok expressziojat. A CAT fehérje
esetén dozisfiiggd emelkedést figyeltiink meg.
A fuksziak kivonatai szabalyozzak a MAPK kaszkad két ttvonalat is, egyrészt a p38
fehérje foszforilacioja, masrészt az Erk1/2 fehérjék foszforilacidja révén. Azonban
mig a p38 esetén mindkét kivonat emelte a foszforilalt fehérje szintjét, addig az Erk1/2
esetében a F. magellanica csokkentette, mig a F. triphylla kivonata novelte azt. A
PI3K/Akt jelatviteli ut fokozasdban nem vesznek részt a fukszia fajok kivonatai.
Altaldnosan elmondhatd, hogy a vizsgalt 4 ndvényfaj koziil a F. magellanica és a F. triphylla
kiemelked6 bioldgiai hatassal rendelkezik, els6sorban antocianin- valamint fenolsavtartalmuk
révén, amelyek feleldsek lehetnek a sebgydgyuldsban betdltott hatékony szerepiikért.

VI. KOSZONETNYILVANITAS

Szeretném megkdszonni az iranymutatast témavezetomnek, Prof. Dr. Koészegi Tamasnak,
aki kezdetektol fogva tamogatott és kiemelkedd szakmai tuddsaval és tapasztalatdval
hozzésegitett munkam elkésziilésé¢hez. Halaval tartozom, amiért mindvégig tamogatta a
gyogynovények és a sejtes vizsgalatok irdnti érdeklddésemet, mellette elsajatithattam a
legfontosabb sejtes modszerek alapjait.

Ko6szondm Dr. Papp Noranak, hogy bevezetett a gydgyndvénykutatas vildgaba, valamint
segitségével az erdélyi terepmunkaban is részt vehettem. Héaldsan kdszonom nélkiilozhetetlen
javaslatait €s a kozosen végzett munkakat, amelyek alapvetéen hozzajarultak a dolgozat,
illetve a tudomanyos kozlemények sziiletésehez.

Szeretném megkdszonni a timogatast Dr. Podr Miklosnak, akinek segitségével a toxinokrol
és ciklodextrinekrdl alkotott tudasom nagymértékben boviilt. Koszondm értékes javaslatait és
a kozos munkakat, amelyekkel a dolgozatom szakmai szempontbol értékesebb lett, valamint
tudomanyos publikaciok megjelenését is lehetdvé tette.

Koszonettel tartozom Temesfoi Viktorianak az 4aramlasi citometrids vizsgalatok
kivitelezésében ¢€s értékelésében nytjtott segitségéért. Koszondm, hogy mindvégig biztatott és
mellettem allt. Ezen kiviil koszoném, hogy baratként is mindig szadmithattam ra.

Ko6szonom Das Souravnak a mikrobioldgiai vizsgalatokban nyujtott segitségét.

A Laboratoriumi Medicina Intézet igazgatojanak, Prof. Dr. Miseta Attilanak ¢és a
Szentagothai Kutatokézpont korabbi elndkének, Prof. Dr. Kovacs L. Gabornak, valamint
jelenlegi elnokének, Prof. Dr. Helyes Zsuzsannanak is koszonettel tartozom, amiért
lehetdséget biztositottak vizsgalataim elvégzéséhez.

K6sz6ndm a Laboratoriumi Medicina Intézet minden dolgozojanak a segitséget és timogatast.
Kilon halaval tartozom Gyorgyi Erzsébetnek, aki megismertette velem a western blot
laboratoriumi technikat, és nélkiilozhetetlen segitséget nyujtott a vizsgalatok elvégzéséhez.
Koszonom Dr. Alberti-Dér Agnesnek ¢és Toth Csenge Annanak a kromatografias
analizisek kivitelezésében ¢€s értékelésében nyujtott segitségét.
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Koszonettel tartozom a vizsgalatban résztvevd valamennyi erdélyi adatkozlonek, akik
hozzajarultak a jelen tudomanyos munka megsziiletés¢hez.

Végiil, de nem utolsosorban halas szivvel koszondm Csalddomnak, akik mindvégig
biztattak, mellettem alltak és megértéen tdmogattak tanulmanyaim alatt. Kiilon koszondm
Edesanyamnak és Edesapamnak, hogy a biolégiai palya iranyaba orientaltak. Halaval
tartozom Nagymamam szereté gondoskodasaért €s a lelkes biztatasaért. Koszonom Batyam
inspiracioit, amelyek nélkiil dolgozatom nem johetett volna létre. Nagyon k&szonom
Vilegényemnek a szeretetet, tovabba halaval tartozom, amiért kiemelked6 tiirelemmel viselt
minden nehézséget, amin keresztiilmentem. Koszonom, hogy nem csak lelkileg, de
informatikai tudasaval is végig timogatott.

A dolgozatot Edesapimnak, néhai Csepregi Janosnak ajanlom, aki mindig nagy
érdeklddéssel hallgatta az egyetemi alapképzésem alatt lelkes kutatoi beszamoldimat.
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