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11. Bevezetés

Egy 6kori rémai kozmondas szerint -,,Cur moriatur homo cui Salvia crescit in horto”-
miért kellene egy embernek meghalni, ha zsdlya n6 a kertjében (Kamatau és mtsai., 2008),
azonban ez csak egy példa a sok koziil, amikor a népi gyogyaszat felhasznalt, felhasznal
valamilyen novényi kivonatot. Antibakterialis ¢és antifungalis hatdsukat kihasznalva
alkalmasnak bizonyultak a jarvanyok elleni védekezésben, hasznaltak dket a 1az, a fejfajas és
a kohogés csillapitasara, illetve az ¢élelmiszerek tartositadsara egyarant, sét a vallasi életben is
fontos szerepet toltottek be. A kdzépkor idején felfedezték, hogy leparlassal aromas kivonatok
allithatoak eld, ami miatt az illdolajokat illatszerként és testapolas céljabol is elkezdték
hasznalni. Méra a nagyiizemi termelés lehetévé teszi az illdolajok mesterséges eldallitasat,
ezek azonban egyedill a kozmetikai ipar szamdra alkalmasak, terdpids célbol csakis
természetes novényi esszencialis olajok alkalmazhatdak (Frank és Kiirti, 2003).

Napjainkban a szintetikus tartositoszerekkel szemben folyamatosan né az igény a
természetes antimikrobidlis hatdéanyagok irant, egyre tobben fordulnak az intézményes orvosi
kezelés mellett alternativ gyogymodokhoz, példaul az aromaterapiahoz, ami ujra a figyelem
kozéppontjaba allitotta az illoolajokat. A ndvényi esszencidlis olajok széles spektrumu
antibakterialis, antifungalis hatasanak hatterében egyfelél oxidativ stressz indukald hatasuk
allhat, masfeldl pedig a plazmamembranra kifejtett erds fluidizalé hatasuk. A prooxidans
hatas mellett az illdolajok bizonyitottan rendelkeznek antioxidans tulajdonsagokkal is.

Mindezekbdl kifolyolag az illdolajok valoban hatasos és biztonsagos felhasznalasahoz
nélkiilozhetetlen az egyes komponensek €16 sejtre, szervezetre gyakorolt hatdsanak
megismerése. Munkank sordn egy széles korben alkalmazott Osszetevd, a linalool
hatdsmechanizmusat vizsgaltuk €16 sejteken, mely kisérletekhez a szamos korképet okozo

humanpatogén Candida albicans alkalmas modellszervezetnek bizonyult.



I11. Irodalmi attekintés

I11.1. A Candida albicans altalanos jellemzése

A Candida nemzetség 200 faja koziil az egyik legjelentGsebb opportunista human
patogén gomba a Candida albicans (C. albicans). A C. albicans normal koriilmények kozott
jelen van a gazdaszervezetben, a bél baktériumflorajanak szabalyozasa alatt all, mas
baktériumokkal egyiitt az egyes szervek (bélrendszer, szajiireg, hiively) normal florajat
alkotja, amely elengedhetetlen azok megfelel6 miikodéséhez. Az 1800-as évektdl kezddédben
bizonyitott tény, hogy a C. albicans all szamos, patologias jelenség hatterében. Az 1970-es
évek ota koriilbeliil 15-80-szorosara emelkedett a kandidoziok szama, melyekért 70-80%-ban
ez a humanpatogén gomba a felelds.

A diploid C. albicans kromoszéma szama 6-8, erés heterozigotasag jellemzi, valamint
a Fungi Imperfecti csoportba sorolhatd, mivel sem a szexudlis, sem a paraszexualis sejtciklusa
nem ismert (Gazdag, 2008). Rendszertanilag az Ascomycota tomlésgombak torzsébe, a
Hemiascomycetes osztalyban, a Saccharomycetaceae rendbe, ezen beliil pedig a Candida
nemzetségbe tartozik.

A C. albicans fert6z6képességéhez elengedhetetlenek a kiilonb6z6 virulencia faktorok,
mint a gazdaszervezettel, szovetekkel vald adhézios képesség, a morfologiai valtozas
(hifaképzés), a proteaz szekrécid, a gazdaszervezet immunrendszere elleni védekezés,
valamint az oxidativ stressz elleni védelem a szuperoxid dizmut4dz enzim segitségével (Cheol
¢s mtsai., 2002). A Candida fajok altal okozott megbetegedéseknél megkiilonboztetiink
szuperficialis (felszinen 1év6 sejteket érintd), kutan (borfelszini), szubkutan (bor alatti) és
invaziv (szisztémdés) kandidozist (Kocsubé, 2012). Az invaziv kandidézison beliil
elkiilonitiink lokalizalt, azaz egyetlen szervet érintd, valamint disszeminalt format, amely
esetében a vér- és nyirokrendszer révén tobb szervre is kiterjedhet a betegség (Jakucs és
Vajna, 2003). Leggyakrabban a legyengiilt immunrendszeriiek, a lisztérzékenyek vagy az
antibiotikumot szed6k vannak kitéve ezen fertézésnek, de kockazati tényez6 még a stressz, a
fogamzasgatlok és szteroidok szedése, valamint a szénhidratdus taplalkozas is. Gyakori
jelenség a kandidozis ujsziilotteknél, korasziilotteknél, kiilonbozo korhazi osztalyokon kezelt
személyeknél, valamint AIDS-betegeknél (Kocsubé, 2012). Napjainkban, a szisztémas
kandidozis hatterében nagyobb részt az egyes izolatumok gyogyszerekkel szembeni fokozott
rezisztenciaja all, ami felveti az uj, lehetséges terapias eljarasok kifejlesztését. Ebbol
kifolyolag mara egyre nagyobb figyelem terelddik a természetes ndvényi illdolajok

vizsgalatara.



111.2. Az esszencialis olajok altalanos jellemzése

Az esszencialis olajok alapvetd kozos tulajdonsaga, hogy erds szagh, természetes,
komplex masodlagos ndvényi anyagcseretermékek, folyékonyak, rendkiviil illékonyak,
zsirban ¢és szerves oldoszerben oldodnak, attetszoek, ritkan szinesek, valamint a stirtiségiik
alacsonyabb, mint a vizé. Kinyerésiik tobbféle modon torténhet: préseléssel, desztillacioval
vagy oldoszeres extrakcioval, majd gazkromatografias illetve tomeg spektrofotometrias
méréssel analizalhatoak az egyes komponensek. Egyes olajok akar 20-60 komponenst is
tartalmazhatnak kiilonb6z6 koncentracidoban, amely lényegében az olaj bioldgiai hatasat
hatarozza meg. Komplex 0Osszetételii ,,rendszerrl” lévén szo, az egyes komponensek
egymasra gyakorolt hatasa egyelére ismeretlen, de egymds hatdsidt antagonista mddon
gatolhatjak, illetve szinergista vagy additiv modon erdsithetik. A novényi esszencialis olajok
f6 Osszetevdi az izoprénvazas, strukturdlisan és funkciondlisan is eltérd terpének, az
oxigéntartalmu terpének (terpenoidok), valamint kisebb mennyiségben tartalmaznak alifas és
aromas komponenseket, pl. alkoholokat, aldehideket, kén- és nitrogéntartalmi vegytileteket,
¢észtereket (Bakkali és mtsai., 2008). Jellemzden a mediterrdn és a tropusi novények
tartalmaznak nagyobb mennyiségben illoolajokat, melyek fellelhetéek a virdgokban, a
szarban, a gyokérben, a magokban, a levelekben, a gallyakban, a szekrécios sejtekben, az
iregekben, a hamsejtekben és a mirigyszérokben egyarant. Fontos szerepet toltenek be a
novények védelmében, példaul a Cinnamomum camphora altal termelt illdolaj taszitd
(repellens) hatast fejt ki a malariasziinyogra (Aedes aegypti); masrészt attraktans hatasuknak
koszonhetden vonzzak a rovarokat, ezzel segitve a beporzast, a megtermékenyitést (Opdyke,
1975; Bakkali és mtsai., 2008).

A novényi esszencidlis olajokat mar az okor oOta széles korben hasznaljak baktérium-,
gomba-, parazita- és virusold, valamint fajdalomcsillapitd és gorcsoldd hatasuk miatt. A
jelenleg ismert 3000 illoolaj kozil kb. 300-at hasznalnak fel kereskedelmi célokra. Az
¢lelmiszeripar tartdsitoszerként és izfokozoként, mig a kozmetikai ipar parfiimokhoz,
sminktermékekhez, krémekhez, masszdzsolajokhoz, aromaterapias készitményekben
alkalmazza (Bakkali és mtsai., 2008).

Abbol adoddan, hogy az illbolajok szdmos komponenst tartalmaznak, ugy tinhet nincs
specifikus célpontjuk a sejten. Lipofil természetiiknek koszonhetéen konnyen athatolnak a
sejtfalon, sejtmembranon, hatasukat kifejtik a foszfolipidekre, poliszacharidokra, zsirsavakra,
melynek kovetkeztében szerkezetvaltozas, permedbilitds fokozodas jon 1étre. A sejtmembran

karositasan keresztiil a baktériumok ionokat vesztenek, ami membranpotencial csokkenéshez



vezet, valamint a proton pumpak karosodasa végett az ATP raktarak is kiiiriilhetnek. Az
illoolajok képesek koagulalni a citoplazmat, ezzel a lipideket és fehérjéket roncsolni (Bakkali
¢és mtsai., 2008). Az eukariota sejtek mitokondridlis membranjadban depolarizaciot valthatnak
ki, ami megfigyelhet6 a membranpotencial csokkenésében ¢és a Ca®* bedramlés
megvaltozasaban. Ezek a valtozasok fokozzdk a membranon keresztiilli szivargast
(szabadgyokok, citokrom-c,  fehérjék, Ca®"), melynek kovetkeztében  oxidativ
stresszfolyamatok indukalodnak, amit ha a sejt nem képes szabalyozni, toleralni bekovetkezik
az apoptozis vagy nekrédzis (Bakkali €s mtsai., 2008). Az illoolajok prooxidans hatdsan tal
beszélhetiink antioxidans, szabadgyOk befogd hatdsokrdl is, amit nagyban befolyasol a

terpenoid és fenolos komponensek mennyisége. (Bakkali és mtsai., 2008).
111.2.1. Terpének

A terpének az izoprének egyik nagy csoportjat alkotdé vegyiiletek, melyek
csoportositasa az izoprén alegységek szama alapjan torténik. Az illdolajok 90%-ban
1étre. Ide sorolhatd példaul a linalool, a mircén, az eukaliptol, a geraniol, a mentol, az ocimén
¢s a carvon. Ezeket nagy mennyiségben tartalmazza pl. a zsalya, a babérfa, a citrom, a
borsmenta valamint a komény. Az Gsszetételt, ezaltal az olaj hatasat erételjesen befolyasolja a

termotdj, a csapadék mennyisége, a napfény, valamint a f6ldrajzi elhelyezkedés is.
111.3. Linalool

A linalool az egyik legfébb monoterpén, melyet vilagszerte felhasznalnak parfiimak,
illatositok, samponok, tisztitoszerek eldallitdsdhoz. Més hivatalos megnevezései a koriandrol,
3,7-dimetil-1,6-oktadién-3-ol; 2,6-dimetil-2,7-oktadién-6-o0l; licareol; 1,6- oktadién-3-ol
(Letizia és mtsai., 2003).

OH

1.abra. A linalool szerkezeti képlete (Letizia és mtsai., 2003).



111.3.1. Fizikai és kémiai tulajdonsagok

A linalool folyékony halmazallapotd, szine a szintelentdl egészen halvany sargaig
terjedhet, géznyomasa 0,05 Hgmm (20 °C), forrdspontja 198 °C, refraktiv indexe 1.460-1.463
(20 °C), fajstilya 0.860-0.864 (Letizia és mtsai., 2003). A linalool optikailag aktiv (d- és I-),
valamint optikailag inaktiv formaban tobb mint 200 novényi olajban fordul el6. L-linaloolt
legnagyobb mennyiségben a kamforfa, az ilang-ilang, a levendula és a bergamot tartalmaz. A
d-forma leggyakrabban a korianderben és a majorannaban, az inaktiv forma pedig a

muskotalyzsalydban és a jAzminban talalhaté meg (Opdyke, 1975).

111.3.2. Magasabb rendii szervezetekre gyakorolt hatasok

A linalool hatdsmechanizmusédnak targyaldsa soran sziikséges az akut és kronikus
hatasok elkiilonitése és az adott ,rendszer” életképességének (él6 sejtszamanak) a
megallapitdsa. Akut kezelés sordn rendszerint csak egyszeri kezelésrdl és egy gyors
,lefolyasu” tiinetegylittesrdl beszélhetiink, mig a kronikus kezelések esetén tobbszori, elnytlo
expoziciorol és egy hosszu tavu ,,lappango” folyamatrél (Omar, 2013). Ennek kovetkeztében
a kronikus kezelések utan egy komplex regulécios rendszer végeredményét latjuk, mig az akut
kezelések soran a direkt hatast.

Patkanyokat vizsgalva oralis expocicio esetében a linalool akut LDsy értéke (a
hatéanyag azon mennyisége, amely 24 oran beliil a kisérleti allatok 50%-nak a pusztuldsat
okozza) 2790 mg/kg volt. A pusztuldson kiviil a legfdbb szisztémas tiinet az ataxia,
depresszio, illetve nehézlégzés volt. Harom, 1500-2300 gramm tomegili nyulnal dermalis
expozicid utan 2,5 g/kg linaloolnal még nem volt megfigyelhetd a kisérleti allatok pusztulasa,
5,0 g/kg-nal mar a 3-bdl 1, 10 g/kg-nal pedig mindharom egyed elpusztult. Ebbél adoddan az
LDsp értékét 5,61 g/kg-ra becsiilték. Szubkutan expoziciot alkalmazva egereknél (10-15 g) az
LDsy értek 1,47+0,14 g/kg, emellett 48 6ran beliil a ldbak bénulidsa volt megfigyelhetd.
Intraperitonealis 50, 160, 500, 1600 vagy 5000 mg/kg linaloolt kapott minden kisérleti
patkany. A két legmagasabb koncentraciot alkalmazva az Osszes egyed elpusztult.
Intramuszkularis adagolasndl egerek esetében az LDsp érték 8,6 g/kg, mig inhaldcios
expozicio soran szintén egereknél 350 pg/l (Letizia és mtsai., 2003).

450 gramm testtomegli tengerimalacokat intradermalis injektalassal, illetve a
megtisztitott borfeliileten keresztiil kezeltek linaloollal. Intradermalis expozicid esetén mar a
0,05%-o0s koncentracié enyhe bdrirritacidt valtott ki, mig dermalis expozicio soran a 10%-0s

koncentraci6 semmilyen tiinetet nem okozott. 48 Oras patch-teszt segitségével sertéseken



kisérletezve, 50 mg higitatlan linalool nem okozott semmiféle irritdciot, mig angora nyulakon
0,1 ml higitatlan linalool sulyos irritacidhoz vezetett (Letizia és mtsai., 2003).

A szem irritaciojanak vizsgélatakor a kisérleti nyulak egyik szemébe 0,1 ml higitatlan
linalool keriilt, a masik szem kontrollként szolgalt, majd fluoreszcein befecskendezésével
nyomon kovették a szaruhartya valtozasat. A teszt soran enyhe kotohartya irritacid 1épett fel.

Egy masik kisérleti rendszerben a linalool kiilonb6zé koncentracidival kezelték,
szintén a nyulak egyik szemét. A 3%-os linalool még nem okozott irritacidt, a 10%-os mar
mind a hat egyednél nagyon enyhe kot6hartya irritaciot valtott ki, a 30%-0s linalool a 4.
napon 6t egyednél eredményezett kotéhartya irritaciot, a 100%-os pedig mar a szaruhartyaban
is okozott elvaltozasokat az 0sszes egyed esetében (Letizia és mtsai., 2003).

A linalool emberi szervezetre gyakorolt akut élettani hatasat is a patch-teszt
segitségével hatarozzak meg. 48 o6ras haton torténd expozicio utan a 32%-0s linalool enyhe,
mig a 20%-os linalool nem valtott ki bdrirritaciot. A 2%-0s, illetve 0,4%-os koncentraciot
tartalmazd tapasz a belsd karra helyezve szintén nem okozott irritaciot (Letizia és mtsai.,
2003). Bickers ¢és munkatarsai (2003) 90 percen keresztil mérték a vér linalool
masszazsolajjal dorzsoltek be. A levendulaolaj 25% linaloolt tartalmazott, amely mar 5 perc
utan észlelhetd volt a vérben. A 19. percben a vérplazma linalool koncentracidja 100 ng/ml
volt, a 90. percre a vizsgalt anyag eltlint a vérbdl, a felezési ideje igy koriilbeliil 14 perc
(Bickers és mtsai., 2003). A linalool krénikus hatasait 140-157 grammos him és 136-142
grammos ndstény patkanyokon vizsgaltdk 13 héten keresztiil. Dermalis expozicid Utjan az
egyes csoportba tartozo egyedek naponta 0,25; 1,0; 4,0 g/kg linaloolt kaptak. A legmagasabb
kezelési koncentracidé hatasdra 9 ndstény €s 2 him pusztult el. Az egyedek aktivitdsanak
csokkenése mindegyik csoportban megfigyelhetd volt, valamint a legmagasabb
koncentracioval kezelt ndstényeknél letargia jelentkezett. A bdrpir, mint kronikus tiinet
mindegyik csoportra jellemz6 volt, emellett étvagytalansag, sulycsokkenés Iépett fel.
Megndvekedett a m4j, illetve a vesék tomege a 4,0 g/kg dozissal kezeltek korében. A
hematologiai és urologiai vizsgalatok eredményei nem mutattak valtozast, valamint nem
alakult ki szovettani elvaltozas egyetlen szervben sem (Letizia és mtsai., 2003).

A linalool reprodukcidra illetve fejlédésre kifejtett hatasat 72,9% linaloolt tartalmazé
korianderolajjal végezték ndstény patkanyokon. 250, 500, illetve 1000 mg/kg hatéoanyagot
kaptak naponta az egyes kisérleti egyedek a himekkel vald parzas, vemhesség valamint a
szoptatasi idOszak alatt. A kisérlet soran nem tortént halaleset, de beszamoltak felesleges

nyaladzasrol, motoros funkciok csokkenésérdl, ataxiarol, teststlygyarapodasrdl, mindezen
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feliil az olaj egyes esetekben méhen beliili vagy postnatalis halalhoz vezetett (Letizia és

mtsai., 2003).
111.3.3. Sejtszintii hatasok

111.3.3.1. Plazmamembranra gyakorolt hatasok

Azonos testtomegli him egerek kronikus kezelésben, hat héten keresztiil szajon at
kaptak napi 0,57 mg illetve 12 mg linaloolt, majd a majsejtek lipidtartalmat vizsgaltak. A
hatodik hét elteltével mindkét dozis esetében a total koleszterin szint 14%-kal, a triglicerid
szint 31%-kal, az LDL (alacsony siirtiségii lipoprotein) szint pedig 42%-kal csokkent, mig a
HDL (magas stiriségii lipoprotein) 26%-kal emelkedett. HepG2 (hepatocellularis karcinoma)
sejtek esetében 1 mM linalool a koleszterol, illetve triglicerid szintet 34-37%-kal
csokkentette. 0,5 mM linalool a HepG2 sejtekben 66%-kal, egér majsejtben 60%-kal
csokkentette a szterinek szintéziséért felelds SREBP-2 transzkripcios faktor expresszidjat
(Cho és mtsai., 2011).

Tengerimalacok 4 héten keresztiil napi egyszer intraperitonealisan kaptak linaloolt,
H,0,-ot, vagy linaloolt ¢s HyO,-0t egyiittesen. A késObbiekben az agy lipid Osszetételében
bekovetkezett valtozasokat vizsgaltdk. 120 mg/kg linalool hatdsdra ndtt a total lipid, a
tobbszorosen telitetlen- (PUFA), és telitetlen zsirsav (USFA) szint, valamint csokkent a
telitett zsirsav (SFA) szint. Az oxidativ stressz generalé H,0O, hatasara a total lipid tartalom,
az USFA, és a PUFA is csokkent, mig az SFA szint nétt. A két vizsgalt anyagot egyiittesen
alkalmazva kismértékii valtozas kovetkezett be, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a linalool
kompenzalta a H,O, altal indukalt valtozasokat, tehat antioxidans tulajdonsaggal is
rendelkezik (Celik és Ozkaya, 2002).

Linalool kezelt H1299 sejtvonalbdl szarmazo sziiléi és epirubicin rezisztens sejtek
malondialdehid (lipidperoxidacié markere) és a 8-OhdG (DNS karosodas markere) szintje
koncentraciofiiggd modon emelkedett, melybizonyitja a linalool membran és DNS karositd
hatasat (Erdogan és mtsai., 2013). HepG2 és human alveolaris adenokarcinoma sejtek 48 oras
koleszterin bioszintézis gatlasa, csokkent a radioaktivan jeldlt acetat beépiilése mind a
koleszterinbe, mind a szintézis utvonal prekurzoraba, a szkvalénbe. Tovabba csokkent a 3-
hydroxy-3-methylglutaryl-CoA termeléséért felelés gén expresszidja, ezzel gatolva a

koleszterin bioszintézist (Kladniew és mtsai., 2014)
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A gombdk sejtmembranja szinte teljesen megegyezik az altalanos eukaridta
membrannal, annyi kivétellel, hogy a plazmamembran fluiditdsdnak szabalyozéaséaért felelds
koleszterin helyett ergoszterint tartalmaz. A linalool szubinhibitori, valamint inhibitori
koncentracidjat alkalmazva 16 o6ran keresztil, a kezelt C. albicans sejtek
plazmamembranjanak ergoszterin szintje jelentdsen csOkkent. Konfokalis mikroszkoppal
megfigyelve a 4-szeres minimalis gatlé koncentracioval kezelt sejteken a propidium jodid (PI)
fluoreszcens festék bearamlasa megnovekedett, ami bizonyitotta a plazmamembran
dezorganizacidjat (Khan ¢és mtsai.,, 2010). Kimutattdk, hogy a linalool képes a
plazmamembran permeabilitisinak megvaltoztatasan keresztiill fokozni a kiilonb6z6
antibiotikumok hatasat. C. albicans sejteket vizsgalva a linalool LDsp-es koncentracidja a

crer

hatoéanyag kozott erételjes szinergista hatas figyelheté meg (Zore és mtsai., 2011).
111.3.3.2. Mitokondriumra gyakorolt hatasok

Patkany HepG2 sejtekbdl izolalt mitokondrialis komplexek aktivitasat mérték in vitro,
tovabba figyelemmel kovették az ATP, ROS illetve glutation (GSH) koncentraciovaltozast is.
A linalool LDsp-es koncentracidja (0,4 uM) gatldé hatassal volt az 1. és II. mitokondrialis
komplexre, aminek kovetkeztében mérséklodott az elektrondramlas az elektrontranszport
rendszeren keresztil. Ez egy kozel 40%-os ATP csokkenéshez vezetett, a kialakult

energiahianyos allapot pedig apoptozishoz vezet (Usta és mtsai., 2009).

111.3.3.3. Sejtciklusra gyakorolt hatasok

crer

aramlasi citométer segitségével megallapitottdk, hogy a kontroll tenyészethez viszonyitva a
linalool kezelés szignifikdns emelkedést mutatott a G1 sejtek szamdban, ami a GI1/S
fazisblokk eredménye (Zore és mtsai., 2011).

Leukémia sejteket 48 oran keresztiill 130 uM linaloollal kezeltek, aminek az
eredményeként a Go/Gi, S, Go/M sejtfazisban 1évo sejtek szama lecsokkent, mig a sub-G;

fazisban 1évoké megemelkedett (Gu és mtsai., 2009).
111.3.3.4. Oxidativ stresszt indukal6 hatasok

A mitokondrialis 1€gzési lanc gatlasanak kovetkeztében az oxigénnek csak egy
elektronos redukcioja torténik meg, ami szuperoxid gyok keletkezéséhez vezet. (Pelicano €s

mtsai., 2003). 24 oras kezelésben a linalool LDsg-es koncentracidja (0,4 uM) 50%-kal, mig a
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100%-o0s (2 uM) pusztitast okoz6 koncentracié 80%-kal novelte a sejtek intracellularis ROS
tartalmat. Parhuzamos méréseket folytatva, ugyanezen két koncentracié a GSH szintet 50,
illetve 80%-kal csokkentette. Ha a sejteket elokezelték anitoxidans molekulakkal (N-acetil
cisztein, Trolox, flavonoidok), a sejtek €letképességét illetden novekedés volt megfigyelheto,
ami szintén alatamasztja a linalool oxidativ stressz indukalé hatasat (Usta és mtsai., 2009).

az ennek kovetkezményeként kialakulod oxidativ karosodasokat, akkor bekdvetkezik a sejtek
szabalyozott halala, az apoptozis (Bakkali és mtsai., 2008; Perrone és mtsai., 2008). Gu és
mtsai. (2009) leukémia sejteket kezelve 12 6réan keresztiil linaloolal megfigyelték az apoptdzis
markereinek szamitd p56, CDKIs, p21"®", p21<P p21KP2 GADD450 és c-Jun fokozott
aktivitasat. Zore és mtsai. (2011) is szignifikans emelkedést figyelt meg az apoptotikus sejtek

szamaban a C. albicans élesztégombat vizsgalva.
111.3.3.5. Mutagén, karcinogén hatasok

Salmonella typhimurium-on végzett Ames teszt soran a linalool 0,05-100 pl dézisban
nem bizonyult mutagénnek, ahogy szamos mas mikroorganizmuson sem. Mikronukleusz
teszt segitségével egereken is vizsgaltadk a hatéanyagot. 500, 1000 illetve 1500 mg/kg linalool
adagolasa utan a csontveld vizsgalata kovetkezett. Alapesetben a polikromazias eritrocitdkban
megjelent mikronukleuszok jelzik a mutagén hatast. A magasabb dozisti csoportban letargia,
illetve ataxia jelentkezett, azonban a tlinetek két nap utdn mérséklddtek. Egyik kezelés
hataséara sem tortént ndvekedés a mikronuklealt polikromazias eritrocitdk mennyiségében, ami
szintén alatdmasztja azt a tényt, miszerint a linalool nem mutagén hatast.

A linalool tumorképz0, karcinogén hatasat egereken 33 héten keresztiil vizsgaltak, heti
egyszeri 20%-os linalool dermalis adagolasaval, 7,12-dimetilbenzantarcén elékezelés utan. A

kisérlet végeztével egy gyenge tumor indukalo hatasrdl szamoltak be (Letizia és mtsai., 2003).
111.3.3.6. Antioxidans, antimutagén hatasok

ESR spektroszkopiai mérések soran bizonyitottak, hogy a linalool 0,4 mM-os és annal
nagyobb koncentracioban hatékonyan képes megkdtni a szinglet oxigént (Ao és mtsai.,2008).
Makrofag sejtekben lipopoliszacharid (LPS) segitségével nitrozativ stresszt indukaltak,
amelyre a nitrit felhalmozddasabol kovetkeztettek. 1; 0,1; 0,0001 mM linalool hatasara
koncentracio-fiiggd modon csokkent a sejtek nitrit szintje (Peana €s mtsai., 2005).

A linalool 0,5 uM-os koncentracioja S. cerevisiae sejtekben felére csokkentette a H,O;

altal okozott DNS torések mennyiségét az egyiitt kezelés soran (Stanojevic €s mtsai., 2004).
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Mutans E. coli torzsekben terc-butil hidroperoxid segitségével (25 pg/lemez)
mutagenezist indukaltak, majd vizsgaltdk a revertans telepek szamat. A linalool egyre

crer

mtsai., 2009).
111.4. Az oxidativ stressz

Minden €16 sejt és szervezet ki van téve egyfajta stressznek, amely a kiilonb6z6 kémiai
illetve fizikai tényez6k megvaltozasabol ered (hémérséklet, nyomas, ozmotikus viszonyok,
redox potencial, tapanyag -ellatottsag). Normal koriilmények kozott a sejten beliil a
prooxidansok egyenstlyban allnak az enzimatikus és nem enzimatikus antioxidansokkal, ami
a sejt védettségét eredményezi. Ha a homeosztazis felborul, azaz a szabadgyokok keletkezése
kontrollalatlanna valik, vagy az antioxiddns védelmi rendszer nem milkddik megfelelden,
akkor oxidativ stressz alakul ki (Halliwell és Gutteridge, 1999).

A szabadgyokok olyan rovid élettartamu, parositatlan elektronnal rendelkez6 atomok
vagy molekulak, melyek rendkiviil instabilak, reakcioképesek (Carocho és mtsai., 2013).
Keletkezésiik lancreakcioszerti, amely abban az esetben fejezddik be, ha a szabad gyok egy
masik molekuldval nem reaktiv biomolekulat hoz létre. Megkiilonboztetiink egymastol reaktiv
oxigén (ROS), reaktiv nitrogén (RNS), illetve reaktiv kén szarmazékokat (RSS). A gyokos
természetli ROS-okhoz tartozik a szuperoxid anion gydk (O,*"), a hidroperoxil gyék (HO,®),
a hidroxilgyok (*OH), nem szabad gyok természetii pedig a szinglett oxigén (‘Oy) és a
hidrogén-peroxid (H2O2). Ezen molekulak jelenléte a sejtekben teljesen természetes, az
anyagcsere folyamatok sordn keletkezhetnek a mitokondriumban, peroxiszomaban,
fagocitoziskor, de szamos kiils6 tényez6 is noveli a kialakulasuk esélyét, mint a dohanyzas, az
UV sugérzas, a peszticidek vagy gydgyszerek (Carocho és mtsai., 2013).

A ROS-ok elsddleges célpontjainak tekinthetdek a nukleinsavak, a lipidek, a fehérjék,
illetve a szénhidratok (Carocho és mtsai., 2013). A DNS ¢és RNS karositasa a purin és
pirimidin béazisokon, illetve a dezoxiriboézokon vagy ribozokon keresztiil térténik. A O,* és
H,0, joval kevésbé reaktiv, szinte egyaltalan nem 1ép reakcioba a fent emlitett molekulakkal,
ezzel ecllentétben a *OH deléciot, frameshift mutaciot, bazismoédositasokat okoz, ami
leggyakrabban 8-OH-guanozin képzédéséhez vezet (Qiang ¢és mtsai, 2009). A
sejtmembranban lokalizalodo foszfolipidek rendkiviil érzékenyek a ROS-okra. A
lipidperoxidéaci6 soran a szabad gydk a telitetlen zsirsavlancrél H elvonasaval karbon
szabadgyokot generdl, mely tovabb alakulhat peroxil, illetve alkoxil gyokké. Ezek egy

lancreakciot elinditva toxikus aldehideket (malondialdehid) hoznak Iétre, ezzel tovabbi
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¢és Gutteridge, 1999).
111.4.1. Szuperoxid gyok

Az alapallapotii molekularis oxigén redukcidjaval kapjuk a O,*, amely keletkezhet
nem enzimatikusan példaul a mitokondrialis 1égzési lanc muikodése soran, a
kloroplasztiszban, vagy enzimatikusan a NADH/NADPH-oxidaz, xantin-oxidaz, lipoxigenaz,
ciklooxigennaz, P-450 monooxigenaz miikddése soran az endoplazmas retikulumban. A *OH-
kel Gsszehasonlitva kevésbé reakcioképes, de rendkiviil gyorsan képes reagalni példaul a

nitrogén-oxid gyokkel (NO*®) (Qiang és mtsai., 2009).
NO® + 0,*" > ONOO
111.4.2. Hidrogén-peroxid

A H,0, a szuperoxid-dizmutaz altal katalizalt reakcido egyik terméke. Mivel
parositatlan elektronnal nem rendelkezik, igy nem sorolhato a szabad gyokok kozé, azonban
stabil szerkezete miatt konnyen felhalmozodhat és veszélyessé valhat a sejtekben.
Toxikussaganak hatterében erélyes oxidald tulajdonsaga all, melynek kdszonhetéen karositja
a fehérjék cisztein és metionin oldalldncét, a telitetlen zsirsavakat, tiolokat, vastartalmu
fehérjéket, valamint képes inaktivalni a glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz enzimet

(Qiang és mtsai., 2009)
111.4.3. Hidroxilgyok

A °OH az egyik legreaktivabb szabad gyok. Pillanatszerlien képes reagalni
szénhidratokkal, aminosavakkal, foszfolipidekkel, nukleotid bazisokkal, szerves savakkal. A
*OH a Fenton-reakcié soran atmeneti fémek (pl.: Fez+) jelenlétében H,0, -bdl keletkezik,
mely ellen nincs enzimatikus védekezés, csakis a GSH, illetve az aszkorbinsav képes

hatastalanitani (Qiang és mtsai., 2009).

Fe* +0,° > Fe*" + 0,

Fe?* + H,0, > Fe** + *OH + HO™ (Fenton-reakcid)

Keletkezésiik torténhet az Gin. Haber-Weiss-lancreakcion keresztiil is, szuperoxid gyok és

H,0; direkt reakcidjabol.
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0,*+H,0, - *OH + HO + 0O, (Haber-Weiss-lancreakcio)
111.5. Az antioxidans védelmi rendszer

A reaktiv oxigén szarmazékok semlegesitése kiilonb6z6 antioxidansok segitségével
megy végbe. Megkiilonboztetiink enzimatikus, illetve nem enzimatikus védekezo rendszert. A
legfébb antioxidans enzimek a szuperoxid—dizmutazok (SODSs), a katalaz (CAT), a glutation-
reduktaz (GR), a glutation-peroxidaz (GPx), a glutation-S-transzferaz (GST) és a gliikk6z-6-
foszfat dehidrogenaz (G6PD). A nem enzimatikus antioxidansok kisméretii, viz-, és
zsiroldékony molekuldk, mint a GSH, vitaminok (A,C,E,K), karotenoidok (jB-karotin, likopin,
zeaxantin), flavonoidok (katekin, kvercetin), poliaminok, glutaredoxinok, thiredoxinok
(Jamieson, 1998, Carocho és mtsai., 2013).

111.5.1. Nem enzimatikus védelmi rendszer

A sejtek nagy szdmban tartalmaznak antioxidans molekuldkat, melyek szintén a ROS-
ok elimindldsdban vesznek részt. A legfébb ilyen molekula, mely minden €16 sejtben
megtalalhaté a GSH (y-L-glutamil-L-ciszteinilglicin). Bioszintézise soran a y-glutamilcisztein
szintetaz ciszteinbdl és glutamatbol y-glutamilciszteint képez, majd a kovetkezd 1épésben
glicin hozzaadasaval a glutation-szintetdz segitségével GSSG szintetizalodik. Antioxidans
funkcidjan kiviill szdmos feladatot ellat. Részt vesz az aminosavak transzportjaban,
detoxifikaldsi- és kén anyagcsere folyamatokban, valamint a nehézfémeket eliminalo

fitokelatinok prekurzoraként is funkciondl (Gazdag, 2008).
111.5.2. Enzimatikus védelmi rendszer

A fémtartalma szuperoxid dizmutazok (SOD) a O," semlegesitését végzik. Attol
fliggden, hogy milyen fémet tartalmaznak, illetve hol fordulnak eld, megkiilonboztetiink Fe-
SOD, Mn-SOD, Cu,Zn-SOD és Ni-SOD enzimeket (Qiang és mtsai., 2009). Az Fe-SOD
kizarolag a prokariota szervezetekre jellemz6, de megtalalhaté bennilk az Mn-SOD is. Az
eukariota mitokondrialis matrix csak Mn-SOD-ot tartalmaz, mig a mitokondridlis membranok
kozotti térben, a citoszdlban és egyéb sejtorganellumokban Cu,Zn-SOD taldlhat6. Maga az

crcr

kovetkez6 reakcion keresztil:

20, +2H" —>H,0,+ 0,
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A H,0, semlegesitésére a katalaz és peroxidaz enzimek képesek. A katalaz egy hem
prosztetikus csoporttal rendelkezé enzim, mely a peroxiszomakban és glioxiszomakban a
megemelkedett H,O, szintet csokkenti azaltal, hogy a HyOj-ot vizre és oxigénre bontja
(Gazdag, 2008). A GPx szintétn a H;O, semlegesitését végzi GSH felhasznalasaval.
Ellentétben a CAT-tal, a GPx nem csak a H,O; szintjét képes csokkenteni, hanem a szerves
peroxidokét is, mint a terc-butil hidroperoxid és kumén-hidroperoxid.

A GPx altal katalizalt reakcioban glutation diszulfid (GSSG), azaz oxidalt GSH
keletkezik, mikozben megtorténik a ROS-0k semlegesitése. A GSSG redukalt formava valod
visszaalakitasaért a GR felel. Miikodése NADPH-t igényel, melyet a G6PD enzim biztosit a
pentoz-foszfat cikluson keresztiil. A GST enzim a kiilonb6z6 xenobiotikumokat GSH-hoz

valo konjugalasat végzi (Jamieson, 1998).
I11.5.3. Antioxidans anyagok altal indukalt oxidativ stressz

Normal koriilmények kozott a szabad gyokoket tekintjiikk prooxidansoknak, azonban
meglepd modon az antioxidans molekulak is rendelkezhetnek prooxidans hatassal, melynek
egyik lehetséges oka a magas koncentracid. Példaul a B-karotin 1-3 uM-os koncentracidban
még védi a DNS-t az oxidativ karosodastol, mig 4-10 pM-os koncentracioban mar oxidalja
azt. A prooxidans hatast okozhatja még valamilyen atmeneti fém jelenléte. Példaként
emlithetd az aszkorbinsav, amely vas jelenlétében elektront képes annak atadni, mikdzben
reaktiv aszkorbil gyok keletkezik. Az okok kozé sorolhaté még mas antioxidansok jelenléte
is. Példaul az E-vitaminbdl keletkezd gyokot semlegesiti az aszkorbinsav, ekdzben pedig

aszkorbil gyok jon 1étre (Villanueva és mtsai., 2012).
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V. Célkitiizés

A szakirodalom adatai alapjan a linalool oxidativ stresszfolyamatokat indukald
hatassal és antioxidans tulajdonsidgokkal egyarant rendelkezik, azonban a prooxidans hatast
targyald publikaciokban vagy nem emlitik a vizsgalt sejtek, szovetek életképességét, vagy

pedig csak alacsony életképességet tapasztaltak.

Ebbdl kifolyolag munkank soran célul tiiztiik ki:

crer

humanpatogén C. albicans élesztdgomban;
e szubinhibitori koncentraci6 mellett az intracellularis 6ssz. ROS tartalom
megallapitasat, valamint a szuperoxid gyok és a peroxidok kvantitativ meghatarozasat;
¢ a GSH mennyiségi €s az antioxidans enzimek specifikus aktivitdsanak mérését;
e a linalool antioxiddns hatasainak és szabadgyokokkel vald lehetséges interakcidinak

vizsgalatat.
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V. Anyag és modszer
V.1. Mikroorganizmus

Vizsgalatainkhoz a Candida albicans 33erg”, adenin auxotrof torzsét hasznaltuk.
V.2. Torzsfenntartas, razatott tenyészet készitése, kezelés

A torzs tartods tarolasa 4 °C-on tortént, melyrdl hetente friss tenyészetet készitettiink
Petri-csészén. Kisérleteinkhez mindig kozéplogaritmikus fazisu tenyészetet hasznaltunk,
melyet 3000 fordulat/perc fordulatszamon (1017 g) 5 percig centrifugaltunk és egyszer
mostuk minimal tapoldatban. Minden esetben 10’-en sejtet kezeltink meghatarozott
linalool olddszereként etanolt hasznéltunk, melynek végkoncentracidja minden esetben

maximum 1% volt és az olddszert a kontroll tenyészetekhez is hozzaadtuk.
V.3. Taptalajok, tapoldatok, pufferek

Komplett taptalaj (YPD):

2 % gliikoz, 1 % élesztokivonat, 2% pepton, 2% agarral kiegészitve taptalaj esetén.

Minimal taptalaj (MM):
1 % gliikoz, 0.5 % (NH,4)2SO4 0.1 % KH,PQO4, 0.05 % Mg,SO4 X 7H,0, 25 pg/ml adenin, 2

pg/ml biotin, 4 pg/ml tiamin, 2% agarral kiegészitve taptalaj esetén.

PMSF-oldat:
PMSF 5 mg
izopropanol 500 pl
CTC oldat:
CuS0O4*5H,0 1lg
Na/K tartarat 24
Na,COs 100 g
Desztillalt viz 1000 ml
SDS oldat:
SDS 259
Desztillalt viz 50ml
NaOH oldat:
NaOH 329
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Desztillalt viz 100 ml

GR puffer (pH : 7,6):

K,HPO,4 8 g
KH,PO4 0,4 g
Desztillalt viz 500 ml

Foszfat puffer:

KH,PO, 59

K,HPO, 10 g

Desztillalt viz 1000 ml
Hepes puffer (pH: 7,6):

Hepes 2,383 ¢

Desztillalt viz 500 ml
GPx puffer (pH : 7,6):

Tris 151¢g

EDTA 85 mg

Desztillalt viz 250 ml
SOD puffer (pH : 7,8):

DETAPAC 266,5 mg

K,HPO, 4,19

KH,PO, 220 mg

Desztillalt viz 500 ml
GSH puffer (pH : 7,5) :

NaH,PO, 6,412 g

Na,EDTA 5,58 g

Desztillalt viz 250 ml

0.1 M natrium-foszfat puffer (pH: 7.4):

Na,HPO, x 12 H,0O 3589
NaH,PO,4 x 2 H,O 15,6 ¢
Desztillalt viz 1000 ml
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V.4. Modszerek

V.4.1. Linalool szubinhibitori koncentraciéjanak meghatarozasa

crer

tortént. Szubinhibitori koncentracié alatt azt a koncentracidt értjiikk, aminél a kezelést
kovetden a vizsgalt sejtek legalabb 70-80 %-a szaporoddképes.

A kisérletet megel6z6 éjjel 100 ml ODsg5=0,05 tenyészetet készitettiink. Masnap,
mikor tenyészetiink kdzép-log fazisba keriilt (ODsgs=1,0) 3000 fordulat/perc fordulatszimon
0t percig centrifugaltuk, tapoldatban egyszer mostuk, uUjra centrifugaltuk a fenti
paramétereknek megfeleléen, végil beallitottuk a sejtszamot 10’-re, majd a mintdkhoz

hozzéaadtuk a linaloolt a megfeleld koncentracidoban.

A kezeléseket 2 ml végtérfogatban végeztiik az alabbiaknak megfelelden:

Kontroll: 1980 ul szuszpenzi6 + 20 pl etanol,

0,125 pl/ml 1980 pl szuszpenzio + 20 pl linalool a 12,5 pl/ml-es térzsoldatbol,
0,250 pl/ml 1980 pl szuszpenzio + 20 pl linalool a 25 pl/ml-es térzsoldatbdl,
1,000 pl/ml 1980 pl szuszpenzid + 20 pl linalool a 100 pl/ml-es torzsoldatbol.

A fenti mintdkat 30 °C-on 150 fordulat/percen razattuk egy oran keresztiil. 30
percenként kiszélesztettiink 50-50 pl-t 1000-szeres kihigitast koveten 3-3 Petri-csészére. A
0. percnél torténd szélesztésnél a mintak linaloolt még nem tartalmaztak, ez a els6 szélesztést
kovetden kertilt a szuszpenzidonkhoz, s az egy 6ras kezelést innen szamitottuk. A csészéken

1év6 telepeket 3 napos inkubalas utan leszamoltuk.
V.4.2. Intracellularis reaktiv oxigén szarmazékok mérése (Royall és Ischiropoulos, 1993)

6 ml 10" sejt/ml sejtszamu tenyészetet kezeltiink egy oran keresztiil 0,125 pl/ml, 0,250
pl/ml és 1,000 pl/ml linaloolal. A kezelési id6 leteltével 3000 fordulat/perc fordulatszdmon 5
percig centrifugaltuk a sejteket, egyszer mostuk tapoldatban, majd Gjbol felvettiik a kiinduld
térfogatban. Ezt kovetden egy oOran keresztiil festettik 2',7' —diklorofluorescein diacetattal
(DCFDA). Centrifugaltuk és mostuk a sejteket a fenti paraméterek mellett. A kezelt és festett
sejteket 4 0C-0s, 5%-0s szulfoszalicil savval (SSA) 20 percen keresztiil feltartuk, feltaras

kozben pedig gyakran vortexeltiink. A feltards végeztével 4 %C-on, 10000 fordulat/perc
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fordulatszamon 10 percig centrifugaltunk, majd a feliiliszoval dolgoztunk tovabb. 0,5 ml
feliilaszohoz 0,5 ml 2M-os NaOH oldatot adtunk, hogy kompenzaljuk az SSA savas
kémhatdsat, s ez altal allitottuk be a festék szamara sziikséges lugos pH-t.

Az total ROS detektalas fluoriméter segitségével, microplate lemezen tortént 950 V
er6sito fesziltséggel, 2,5 nm-es réssel, 502 nm excitacids (gerjesztési) €és 523 nm emisszids
(detektalasi) hullimhossz mellett. Az 6ssz ROS tartalom kvantifikaldsanak érdekében a festék
oxidalt formajara, a 2°,7° —diklorofluorescinre (DCF) kalibraciét vettiink fel, az adatokat
széaraz tomegre vonatkoztattuk. A szignifikancia szint szamol4dsa minden kisérlet esetében a

kétmintas T-probaval tortént.
V.4.3. Szuperoxid gyok koncentracié mérés (Carter és mtsai., 1994)

A szuperoxid gyok koncentracid6 mérése megegyezik a fent leirt intracellularis ROS
mérés menetével (V.4.2. fejezet), azzal a kiilonbséggel, hogy az itt hasznalt gyokfogo festék a
dihydroethidium (DHE), valamint a kalibraciot etidium bromidra vettiik fel. A detektalas
fluoriméteren, kiivettaban tortént 700 V erdsit6 fesziiltséggel, 5 nm-es gerjeszto réssel, 20 nm-
es detektalasi réssel, 488 nm excitacios és 610 nm emisszios hullamhossz mellett. Az adatokat

szaraz tomegre vonatkoztattuk.
V.4.4. Peroxid koncentracié mérés (Carter és mtsai., 1994)

A peroxid koncentracié mérés szintén az intracellularis ROS méréshez (V.4.2. fejezet)
hasonldan torténik. A hasznalt jelold festék a dihydrorhodamine (DHR 123) volt, a kalibraciot
pedig rodaminra vettiik fel. A mérés kiivettaban tortént fluoriméter segitségével, 700 V
erosito fesziiltséggel, 5 nm-es gerjesztd réssel, 5 nm-es detektalasi réssel, 500 nm excitacids
és 525 nm emisszidés hullimhossz mellett, valamint az adatokat itt is szaraz tomegre

vonatkoztattuk.
V.4.5. Linalool indukalta lipidperoxidacio vizsgalata

A lipidperoxidacié mértékének meghatdrozasahoz a TBARS (tiobarbitursav reaktiv
anyagok vizsgalat) tesztet alkalmaztuk.

10 ml, 10" db sejt/ml-es C. albicans tenyészetet kezeltink 0; 0,125 pl/ml és 0,250
ul/ml linaloollal egy oran keresztiil. Ezt kovetden a tenyészeteket deszt. vizben mostuk, 10
percig centrifugaltuk 10000 fordulat/perc fordulatszamon, 4°C-on, majd felvettik 10 mM
EDTA és 10 w/v%e-os triklor-ecetsav keverékében. A szuszpenzidt 5 percig forraltuk, majd

jégen hutottik. A fenti paraméterek mellett centrifugaltuk a tenyészetet, majd 0,4 ml
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feliiluszohoz 0,6 ml 0,365 w/v%-0s tiobarbitursav (TBA) oldatot adtunk (0,05 mM NaOH-
ban oldva), majd 20 percig forrasban 1évd vizben inkubaltuk. Jégen lehiitottiik az oldatokat,
centrifugaltuk a fenti paraméterek mellett és ezt kdvetden 523 nm-en mértiik a feliiluszo

abszorbanciajat (Fekete és mtsai., 2007).
V.4.6. Adaptacio vizsgalata

Az adaptaciés kisérlet menete megegyezik az V.4.1. fejezetben ismertetett
szubinhibitori koncentracido meghatarozas 1épéseivel, azzal a kiilonbséggel, hogy itt az eredeti
kezelést megel6zéen plusz egy oOran at kezeltik a sejteket a linalool szubinhibitori

koncentracioival (0,125 pl/ml, 0,250 pl/ml).
V.4.7. Mintak elokészitése enzimaktivitas méréshez

A kozép log fazisu tenyészetet kétszer 5 percig, 3000 fordulat/perc fordulatszamon,
hiitve centrifugéltuk, kétszer foszfat pufferban mostuk, végiil felvettiik 8 ml foszfat pufferban.
A centrifugalt mintat 25 ml-es fézOpoharakban -20°C-ra raktuk. Tobb napi fagyasztast
kovetden feltartuk a sejteket X-press feltaroval. A gépet haszndlat el6tt ugyan csak behiitottiik
legalabb 24 oraval. Két feltaras kozott legalabb két orat hiitottiik a késziiléket. Az X-press-be
helyezett mintat tovabbi 20 percig egyiitt fagyasztottuk. A feltart mintdkat a tovabbiakban -
80°C-on téaroltuk.

A mérés napjan a mintakat hagytuk felolvadni, majd eppendorf csovekbe mértiik dket,
melybe elézéleg 50 ul PMSF oldatot mértlink. Ezt kovetden a mintakat a mérés soran végig
jégen tartottuk. HUtott centrifugaban 10000 fordulat/perc sebességgel 10 percig
centrifugaltunk, majd pedig az igy kapott feliilluszoval dolgoztunk tovabb.

V.4.8. Fehérjetartalom mérése (Peterson, 1983)

A kisérlet végrehajtasa soran a kovetkez6 torzsoldatokat hasznaltuk fel: CTC-, SDS-,
NaOH oldatok illetve a Folin reagens, valamint A és B reagensek.
A reagens: CTC, SDS és NaOH 1:2:1 ardnyban; B reagens: Folin reagens és viz 1:5 ardnyban.
A feltart és kiolvasztott mintakbol az elokészitést kovetden 100 pl-t mértiink 900 pl desztillalt
vizhez. Annak érdekében, hogy 1 ml deszt. vizben 2-100 ug fehérje legyen még egyszer
kihigitottuk a mintakat tizszeresére. Ezekbdl pedig minden esetben harom parhuzamos mintat
készitettiink. Ehhez az oldathoz 1 ml A reagenst adtunk, vortexeltik és 10 percig
szobahdmérsékleten inkubaltuk. Mivel egyszerre tobb mintaval dolgoztunk, ezért a reagensek

bemérését stopperrel szabalyoztuk. A tiz perc leteltével 0,5 ml B reagenst adtunk az elegyhez
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¢s ujabb 20 percig inkubaltuk, majd 750 nm-en fotometraltuk a mintakat. Vakként deszt.
vizet, illetve az A és B reagenst tartalmazo oldatot hasznaltunk. A kalibraciohoz BSA oldatot
hasznaltunk (0,5 mg/ml koncentracioban) és ugy higitottuk, hogy végil 25, 50, 75 ng/ml

fehérjét tartalmazzanak a mintak.
V.4.9. Glutation-reduktiaz mérése (Pinto és mtsai., 1984)

Pufferként GR puffert hasznaltunk (Osszetétel lasd: V.3. fejezet), illetve frissen
készitettiik a kovetkezd oldatokat:
1 mM NADPH: 5 ml pufferben 4 mg NADPH-t oldottunk fel,
10 mM GSSG: 5 ml pufferben 31 mg GSSG-t oldottunk fel.
A mérés soran a kdvetkezo Osszetevoket mértiik ssze a kovetkezd sorrendben:
100 ul NADPH, 700 pl GR puffer, 150 pl GSSG, 50 pl minta.
1 percen keresztiil 340 nm-en fotometraltunk, 3 parhuzamos mintdt mértiink €s az ezekre
kapott eredményt atlagoltuk, az enzimaktivitast pedig ebbdl szamoltuk.

AA=AC*d* g

Ahol: AA: a mérés soran az abszorbancivaltozas

AC: ezt az értéket keressiik, a szubsztrat fogyasanak mennyiségét kapjuk meg

d: a kiivetta &tmérdje (1 cm)

gy allando

ENADPH, 340 nm- 6,3 * 106 cm3 (mol cm)-l
V.4.10. Glutation-S-transzferaz mérése (Warholm és mtsai., 1985)

A méréshez 0,1 M-0s foszfat puffert hasznaltunk, illetve frissen készitettiik a kdvetkezd
oldatokat:

GSH oldat: 3 ml deszt. vizben 18 mg GSH-t oldottunk fel

CDNB oldat: 3 ml etanolban 20 mg CDNB-t oldottunk fel

A mérés soran a kovetkezd dsszetevoket mérjiik dssze a kovetkezd sorrendben:

50 ul CDNB, 800 pl puffer, 100 pl minta, 50 pl GSH.

340 nm-en fotometraltunk 1 percen keresztiil, egyszerre 3 parhuzamos mintat mértiink Ezek
atlagabol szamitottuk az enzimaktivitdst. A szamolds megegyezik a GR mérésének
szamolésaval.

€Gs-DNB, 340 nm- 9,6 * 106 cm3 (mol cm)-1
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Katalaz mérése (Roggenkamp és mtsai., 1974)

A méréshez 20 mM-os Hepes puffert hasznaltunk , illetve frissen készitettilk a
kovetkezd oldatokat:
A 10 mM-os H,0; torzsoldatot 100 szorosara higitottuk deszt. vizben, €s jégen tartottuk. A
mérés soran a kovetkezd dsszetevOket mértiik 0ssze kvarc kiivettdban az alabbi sorrendben:
100 ul H2O,, 880 ul puffer, 20 ul enzimkivonat.
240 nm-en fotometraltunk 1 percen keresztiil, egyszerre 3 parhuzamos mintat mértiink Ezek
atlagabol szamitottuk az enzimaktivitdst. A mérésnél vakot is hasznaltunk, melyet ugy
készitettlink, hogy a mintat néhany masodpercig felforraltuk. A szamolds megegyezik a GR
mérésének szamolasaval.

€H202, 240 nm- 4,36 * 104 cm3 (mol cm)-1
V.4.12. Gliik6z-6-foszfat dehidrogenaz mérése (Emri és mtsai., 1994)

A méréshez 20 mM-os Hepes puffert, valamint 200 mM MgCl; oldatot hasznaltunk. A
mérés napjan frissen készitettiik az alabbi oldatot:
A oldat: Hepes pufferban feloldottunk 3,15 mg G6P-ot, 7,5 mg NADP-t, hozzaadtunk 2,25 ml
MgCl; oldatot és feltoltottiik 15 ml-re.
A mérés soran a kovetkezd dsszetevOket mértiik 6ssze kvarc kiivettdban az alabbi sorrendben:
900 pul A oldat, 75 ul puffer, 25 ul minta
340 nm-en fotometraltunk 1 percen keresztiil, egyszerre 3 parhuzamos mintat mértiink Ezek
atlagabol szamitottuk az enzimaktivitast. A szamolds megegyezik a GR mérésének

szamolésaval.
V.4.13. Glutation-peroxidaz mérése (Chiu és mtsai., 1976)

A méréshez készitettiink 50 mM-0s Tris/HCL-t és 0,091 mM EDTA-at tartalmazo
puffert. Tovabba frissen készitettiik az alabbi oldatokat:
1 mM NADPH: 5 ml pufferben 4 mg NADPH-t oldottunk fel,
GSH oldat: 3 ml deszt. vizben 18 mg GSH-t oldottunk fel,
GR oldat: 180 pl deszt. vizben 20 pl enzim szuszpenzidt oldottunk fel,
kiimén-hidroperoxid oldat (CHP) oldat: 3,3 ml pufferbe 6 pl eredeti CHP oldatot mériink.
A meérés soran a kovetkezd 0sszetevoket mértiik Ossze kiivettaba az alabbi sorrendben:

120 ul NADPH, 400 pl puffer, 20 pl GR, 250 ul GSH, 200 pl minta, 20 pl CHP.
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340 nm-en fotometraltunk 1 percen keresztiil, egyszerre 3 parhuzamos mintat mértiink Ezek
atlagabol szamitottuk az enzimaktivitdst. A szamolds megegyezik a GR mérésének

szamolésaval.
V.4.14. Szuperoxid-dizmutaz mérése (Oberlay és Spitz., 1984)

A mérések soran SOD puffert hasznaltunk (lasd V.3. fejezet), illetve frissen készitettiik
az alabbi oldatokat:
A oldat: 5 ml pufferben 9,2 mg NBT-t oldottunk fel és fényt6l védve jégen taroltuk,
B oldat: 10 ml pufferben 3,3 mg Xantint oldottunk fel,
C oldat: 18,9 ml pufferhoz hozzamértiink 0,8 ml A oldatot, 5,4 ml B oldatot, illetve 1 mg
katalazt. Azt NBT miatt tovabbra is fénytol védve, aluféliaval letakarva taroltuk a mintat.
D oldat: 2,5 ml pufferban feloldottunk 250 pl Xantin oxidazt.
A mérés soran a kovetkezd 0sszetevoket mértiik 6ssze kiivettaba az alabbi sorrendben:
800 pl C oldat, 100 pul minta, 50 ul D oldat.
A méréseket 540 nm-en végeztiik, és egyszerre 3 parhuzamosat mértiink. Mértiink vakot is,
melynél minta nélkiili puffert hasznaltunk. Tovabba minden mintanal mértiink egy Xantin
oxidaz nélkiili mintat is, melyet kivontunk a teljes mérésbdl, illetve ugyan igy kivontuk a
vakra kapott értéket is. A szdmolast a kdvetkezOképpen végeztiik:
1 egység= (vak atlaga/ minta atlaga)- 1
A Mn-SOD mérés soran a C oldathoz 5 mg NaCN-ot adtunk, majd 30 percen keresztiil

fénytdl védve inkubaltuk és ezt kovetden adtuk hozza a D oldatot.

V.4.15. Redukalt glutation és oxidalt glutation koncentraciéo mérése (Anderson, 1995)

15 ml mintat kezeltink egy o6ran keresztiil 0,125 pl/ml és 0,250 ul/ml linaloollal,
centrifugaltunk 3000 fordulat/perc fordulatszamon 5 percig, egyszer mostuk tapoldatban és 1
ml 4°C-0s, 5 %-0s SSA oldatban vettiik fel, erdsen vortexeltiik. Inkubéltuk 20 percig 4°C-on,
majd 10 percig centrifugaltuk 10000 fordulat/perc fordulatszamon, 4°C-on, majd a
feliiluszoval dolgoztunk tovabb. A méréshez a kdvetkezo puffert készitettiik:

100 ml deszt. vizben 1,973 g NaH,POy-ot és 2,232 g Na,EDTA-t oldottunk fel (pH 7,5).
Frissen készitettiik a kovetkezd oldatokat, jeges vizben taroltuk dket:

A oldat: 1 ml pufferban 0,248 mg NADPH-t oldottunk fel (mintaszamtol fligg a térfogat).
B oldat: 10 mg DTNB-t feloldottunk 5 ml pufferben,

C oldat: 60 ul GR-t 540 pl deszt. vizben oldottunk fel
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A minta el0készitése:

GSSG méréshez a feltart mintabol 600 ul-t eppendorfba raktunk, majd hozzaadtunk 12 pl 4-
vinilpiridint és 27 pl trietanolamint. A pH-nak 6-7 ko6zott kell lennie. Ha tal lagos volt, akkor
adtunk hozza a mintabol, ha tal savas, akkor trietanolamint adtunk hozza. 1 éran keresztiil
inkubaltuk a mintat 4°C-on. GSH méréséhez az elobb leirtak szerint készitettiik el6 a mintat,
de nem adtunk hozz4 4-vinilpiridint és nem inkubaltuk.

A mérés soran a kovetkezd 0sszetevoket mértiik dssze kiivettaba a kovetkezd sorrendben:
GSH mérésnél: 10 pl minta, 90 ul puffer, 800 ul A oldat, 100 ul B oldat, 20 ul C oldat

GSSG mérésnél: 100 pl minta, 800 pl A oldat, 100 ul B oldat, 20 ul C oldat

A méréseket 412 nm-en végeztiik, és egyszerre 3 parhuzamosat mértiink.

V.4.16. Teljes antioxidans kapacitas mérés ABTS™ gyokkel (Lewinska és mtsai., 2007;
Re és mtsai., 1999)

A reakci6 az ABTS (2,2'-azino-bisz(3-etilbenzotiazolin-6-szulfoninsav) oxidacidjan
alapszik. Az ABTS kalium perszulfattal reagalva kék szinii, fényelnyelésre képes kation
gyokot (ABTS™) hoz létre. Az ABTS™ antioxidans molekuldkkal reagalva ujra szintelenné
valik, igy a reakcié fotométerrel nyomon kovethetd (414 nm). A reakciot Trolox ekvivalens
antioxidans kapacitasnak (TEAC) is nevezik, mivel a kalibraciét Troloxra vessziik fel, ami
egy vizoldékony E-vitamin analég.

A kisérletet megel6zé nap 0,1 M-os natrium-foszfat puffert készitiink, ezt 4°C-on
taroljuk, valamint pufferben feloldjuk az ABTS-t és a K;0gSz-ot. Beoldds utdn 12-16 6ran
keresztiil s6tétben, szobahémérsékleten taroljuk, majd 1 ml-es adagokban -20 °C-on taroljuk
tovabb. A kalibraciohoz sziikséges 10 mM-os Trolox torzsoldatot frissen készitjiik, majd 10-szeresére
higitjuk etanollal. Minden egyes mérés elétt a pufferhez annyi ABTS " oldatot adunk, hogy az
optikai denzitas szigortan 1,000-1,030 kozotti tartomanyba essen (Ap). A  Trolox
kalibraciéjanal 5-10 ul Troloxot adtunk 995-990 ul ABTS™-puffer oldathoz, gyors
Osszekeverés utan 10 masodperc elteltével mértiink (Aj) .

A linalool mellet mértiik a GSH antioxiddns kapacitasat is. Mindegyik esetben a
mintabol 10 pl-t adtunk 990 ul ABTS ™ -puffer oldathoz, valamint a mérés 1 percen keresztiil
tortént. Kiilon mértiik az olddszerek (etanol, desztillalt viz) okozta abszorbancia csdkkenést,
aminek értékét levontuk a mintaébol. Mind a linalool, mind a GSH esetében a két alkalmazott

koncentracio az 1,41 mM és a 0,705 mM volt.
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V.4.17. Szuperoxid gyok és linalool kozti in vitro interakcio vizsgalata

A mérés soran Oberlay és Spitz (1984) SOD aktivitas méréshez hasznalt modszerét
alkalmaztuk.

A mérések sordan SOD puffert hasznaltunk, illetve frissen készitettiik az alabbi
oldatokat:
A oldat: 1 ml pufferben 1,84 mg NBT-t oldottunk fel és fénytdl védve jégen taroltuk,
B oldat: 5 ml pufferben 1,6 mg xantint oldottunk fel,
C oldat: 10,8 ml pufferhoz hozzdmértiink 0,4 ml A oldatot, 1,35 ml B oldatot. Azt NBT miatt
tovabbra is fénytol védve, alufolidval letakarva taroltuk a mintat.
D oldat: 4,5 ml pufferban feloldottunk 500 pl xantin oxidazt.
A mérés soran a kdvetkezd Osszetevoket mértiik 6ssze kiivettaba az alabbi sorrendben:
800 ul C oldat, 90 ul puffer, 10 pl minta, 100 ul D oldat.

540 nm-en egy percen keresztiil fotometraltunk 30 masodperces késleltetéssel. Mértiink vakot
is, melynél minta nélkiili puffert haszndltunk.
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VI. Eredmények és értékelésiik

erer

A linalool prooxidans és antioxidans hatasanak eredményes vizsgalatdhoz fontos, hogy
a kisérleteket életképes sejtekkel végezzik, igy szlikségessé valt a linalool szubinhibitori
letalisnak bizonyult, 93,3%-0s pusztulast tapasztaltunk (2. abra). A 0,250 pl/ml-es
koncentraci6 esetén az 1 6ras kezelést kovetéen 70,4%-0s, a 0,125 ul/ml-es koncentracional
pedig 80,1%-0s volt a sejtek talélése, igy a két utdbbit valasztottuk a szubinhibitori

koncentracioknak, és a tovabbi kezeléseket is ezekkel a koncentraciokkal végeztiik.
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2. abra. C. albicans pusztulasanak vizsgalata (m) 0, (e) 0,125 pl/ml, (A) 0,250 pul/ml és (V)
1,0 ul/ml linalool hatasara, egy oras kezelést kovetden.

V1.2. Intracellularis reaktiv oxigén szarmazékok mennyiségi meghatarozasa

A két szubinhibitori koncentracioval torténd 1 oras kezelést kdvetden koncentracio-
fliggé modon csokkent a sejtek intracellularis 6ssz. ROS tartalma, illetve hasonlé mddon
véltozott a O,° szint is. Ezekkel ellentétben a peroxidok szintje 0,125 pl/ml linalool kezelést
kovetden nem valtozott szamottevOen, azonban a 0,250 upl/ml-es koncentracié mar
szignifikans, 79%-0s névekedést okozott (1. tablazat).

A 93,3%-0s pusztulast okozo 1,0 pl/ml-es koncentracié esetén a szakirodalommal

megegyez0, 14,4-szeres 0ssz. ROS novekedést tapasztaltunk, amely feltehetéen az
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apoptotikusan/nekrotikusan elpusztult sejtekbdl felszabadult gyokoket tiikrozi (nincs

bemutatva).
Minta ossz. ROS? 0,° P Peroxidok®
Kontroll 9,76 £ 0,94 0,26 £ 0,05 4,51 +0,89
0,125 pl/ml linalool 7,20 £0,70** 0,08 £0,01** 6,77 £ 1,51
0,250 pul/ml linalool 2,30 £0,72%** 0,07 £ 0,00%** 8,07 +1,63*

*nmol DCF (mg szaraztomeg) ","nmol etidium-bromid (mg szaraztomeg),’nmol rhodamine (mg szaraztomeg) .
*p<5%; **p<1%; ***p<0.1%, Student t-teszt alapjan.

1. tablazat. C. albicans kezeletlen, 0,125 pl/ml és 0,250 pl/ml linaloollal kezelt mintainak
Osszes intracellularis reaktiv oxigén szarmazékok, szuperoxid gyok és peroxid tartalma egy
oras kezelést kovetden.

V1.3. Linalool indukalta lipidperoxidacio vizsgalata

Az 1. tablazatban targyalt peroxidok koncentraciovaltozasahoz hasonloan, a kezeletlen
C. albicans sejtekhez képest a 0,125 ul/ml-es koncentracioval torténd 1 oras kezelés még nem
okozott szignifikans novekedést a lipidperoxidacid mértékében, mig a 0,250 pl/ml linalool

esetében tobb mint 14-szeres emelkedést tapasztaltunk (3. abra).

0.0045 ] ek
0.0040 ]
0.0035 ]
0.0030 ]
0.0025 ]
0.0020 ]
0.0015 ]
0.0010 ]

532 nm-en mért abszorbancia

0.0005 4

0.0000
Kontroll 0,125 pl/ml 0,250 pl/ml

***p<0.1%, Student t-teszt alapjan.

3. abra. C. albicans kezeletlen, valamint 0,125 pl/ml és 0,250 ul/ml linaloolal, 60 percig
kezelt sejtjeinek lipidperoxidacios ratéja.

V1.4. Adaptacio vizsgalata

A 0,125 pl/ml-es és a 0,250 pl/ml-es linalool koncentracioval torténd plusz egy oras
elékezelést kovetden, mindharom alkalmazott koncentracid esetében az eldokezelés nélkiili

pusztitasi gorbéhez (V1.1. fejezet) képest enyhe ndvekedést tapasztaltunk a sejtek tulélésében,
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crer

megjegyzendd, hogy a szakirodalom adatainak megfelelden a linalool elsddleges
tdmadaspontja a plazmamembran. Az éltalunk alkalmazott 60 perces kezelési id6 pedig nem
elegend6 ahhoz, hogy az adaptacidos folyamatok membran szinten is megnyilvanuljanak.

Ehhez tobb generacids idon keresztiil fennalld kezelésre lenne sziikség.
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4. abra. C. albicans pusztulasanak vizsgalata (m) 0, () 0,125 ul/ml, (A) 0,250 pl/ml és (V)
1,0 ul/ml linalool hatasara, 60 perces (A) 0,125 pl/ml-esés (B) 0,250 pl/ml-es elokezelést
kovetden.

V1.5. Antioxidans rendszer valtozasainak vizsgalata

A lehetséges adaptiacid megnyilvanulasat vizsgaltuk az antioxidans rendszeren
keresztiil is. Annak ellenére, hogy a két szubinhibitori koncentracié csupan 10%-nyi
pusztulasban kiilonbozott, egészen eltérd antioxidans profilt eredményeztek. A kontroll
értekek a normal fiziologias koriilmények kozott képzédé ROS-okat kordaban tartd
antioxidans aktivitast szemléltetik. A 0,125 pl/ml-es koncentracioval vald kezelés hatasara
bekdvetkezd drasztikus ossz ROS és 0,°7 szint csokkenésre reagalva a sejt 53%-kal
csokkentette a SOD aktivitast és 22%-kal a CAT enzim aktivitasat, annak érdekében, hogy a
sejt ne forditson felesleges energidt a tovabbi eliminalasra. A 0,250 pl/ml-es linalool kezelés
esetében a peroxid koncentracié €s a lipidperoxidacid mértékének emelkedésére reagalva
61%-kal nétt a HyO,-t semlegesité CAT aktivitasa. A szerves és szervetlen peroxidokat
semlegesité GPX aktivitasa 316%-kal emelkedett, tovabba a miikddése soran keletkez6 GSSG
visszaredukalasaért felelés GR aktivitasa is 3,12-szeres novekedést mutatott. A xenobiotikum-
gyok konjugaciot végzd GST aktivitasa 23%-kal csokkent. A kontroll értékekhez képest a

GSH szintjében egyik kezelés esetében sem tapasztaltunk szignifikans valtozast, mig a GSSG
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szint 35%-kal novekedett a 0,250 pl/ml-es linalool kezelést kovetden, illetve a GSH/GSSG

arany 64%-kal lecsokkent, egyértelmiien bizonyitva az oxidativ stresszhatast (2. tablazat).

Kontroll 0,125 pl/ml linalool 0,250 pl/ml linalool
GSH? 2,431+0,609 2,490+0,897 2,034+0,215
GSSG? 0,078+0,004 0,092+0,056 0,106:£0,007***
GSH/GSSG 31,269 29,444 19,074
Total SOD” 21,7346,92 10,19+2,73%* 24,78+1,96
SODwr” 11,41£2,47 9,27+1,07 10,97+1,99
SODcuz” 12,78+3,65 1,79+2 34% 15,95+4,12
CAT® 77,68+1,68 60,51+11,95% 125,38413,62%%*
GPx* 7,74+1,06 5,43+1,31 24,48+6,98%*
GR* 126,02+16,63 156,954+24,38 394,07+129,95*
G6PDY 645,85+65,38 579,84+32,88 676,26+60,65
GST¢ 11,86+0,38 13,15+1,18 10,08+0,88*

® Tartalom pM (mg széraztdmeg) -ben megadva,” Specifikus koncentracid egység (perc mg fehérje) -ben
megadva,® Specifikus koncentracié pM (perc mg fehérje) ™ -ben megadva,® Specifikus koncentracié nM (perc mg
fehérje) *-ben megadva. *p<5%; **p<1%; ***p<0.1%, Student t-teszt alapjan.

2. tablazat. GSH és GSSG tartalom, valamint specifikus SOD, CAT, GPx, GR, G6PD ¢és GST
koncentraciok 0,125 pl/ml vagy 0,250 pl/ml linaloollal, 60 percen keresztiil kezelt C. albicans
sejtekben.

V1.6. A linalool teljes antioxidans kapacitasanak meghatarozasa

Az irodalmi attekintés soran (I11.3.3.6. fejezet) mar bemutatasra keriilt néhany, a
linalool antioxidans hatasait targyald publikaci6. Ezeket az eredményeket alatamasztanddan
meghataroztuk a linalool teljes antioxiddns kapacitasat az ABTS" modszer segitségével. A
linalool teljes antioxidans kapacitasat a GSH, mint jol jellemzett antioxidans molekula
antioxidans kapacitasdhoz viszonyitottuk.

Azt tapasztaltuk, hogy bar a linalool rendelkezik antioxidans kapacitassal, az a GSH-
hoz viszonyitva rendkiviil alacsony (azonos koncentraci6 tartomanyban), tobb mint 100-ad
része csak annak (5. abra). Mindazonaltal megemlitendd, hogy mérésiink csak egy egy perces
kinetikai mérés és nem tiikr6zi megfelelden az egy oras linalool kezelés soran tapasztaltakat,
nem tudjuk, hogy a sejtben torténik-e valamilyen metabolizacidja a linaloolnak, ami

felerdsitheti az antioxidans hatasokat.

31



2500

2000

-1

1500

1000 4

180 4
160
140 4
120 ]
100
80
60 1

uM trolox ekvivalens L

204
04

0,705mM 1,41 mM 0,705 mM 1,41 mM
0,125 ul/ml 0,250 pl/ml
Linalool GSH

5. abra. 0,125 pl/ml és 0,250 pl/ml linalool teljes antioxidans kapacitdsanak meghatarozasa az

e

V1.7. Szuperoxid gyok és linalool kozti in vitro interakcio vizsgalata

Egy perces in vitro interakcios kisérletekben vizsgaltuk a linalool és a O,° kozotti
lehetséges interakcidkat. Xantin és xantion oxidaz reakcidjaval O,* -t hoztunk létre, amely
NBT-vel reagalva diformazanna alakul (V.4.17. fejezet). A folyamat szinvaltozassal jar, ami

540 nm-en detektalhato.
Xantin + O, + H,0 > Hugysav + 0," + H'

NBT?" +2CI + 4 0,* + 4 H" © diformazan + 40, + 2HCI

A kisérlet megkezdése eldtt felvettiik a linalool spektrumat 200 nm és 600 nm kozott.
540 nm-en a linalool nem rendelkezett elnyeléssel (nincs bemutatva). A linalool mellett,
Osszehasonlitasképpen vizsgaltuk a GSH lehetséges interakcidjat is. Mindkét esetben
koncentracio-fliggd csokkenést tapasztaltunk az NBT—> diformazan atalakulasban. A linalool
5,64 uM-o0s (1,0 pul/ml) koncentracidja 28%-kal csokkentett az intenzitast, ami kozvetve
bizonyitja a 1étrejott interakciot, azonban a 0,705 (0,125 pl/ml) és 1,41 uM (0,250 pl/ml) nem
okozott szignifikans valtozast. A hattérben a talzottan alacsony koncentracio allhat, aminek
kovetkeztében nagyobb eséllyel megy végbe az NBT-gyok reakcid, mint a linalool-gydk
reakcid. Az antioxidans GSH alacsonyabb koncentracioi 2-3%-os csokkenést okoztak, mig a
legmagasabb koncentracié a felére csokkentette az intenzitast, ami szintén az 1étrejott

interakciot bizonyitja (6. abra).
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***p<0.1%, Student t-teszt alapjan.

6. dabra. 0; 0,705 uM (0,125 ul/ml); 1,41 uM (0,250 ul/ml) és 5,64 uM (1,0 ul/ml) linalool
(m), illetve GSH (@) hatasa a diformazan intenzitas valtozasra.

A V.4.11. fejezetben leirt, CAT specifikus aktivitds mérésé¢hez hasznalt modszer

fogyasanak detektaldsan alapszik. Linalool hatdsdra nem sikertilt kiilonbséget detektalnunk,
aminek a hatterében az allhat, hogy a mérés 240 nm-en tdrtént, ahol a felvett spektrum alapjan

a linaloolnak elnyelése van (nincs bemutatva).
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VII. DiszKkusszio

Eredményeinket 0sszefoglalva elmondhatjuk, hogy 60 perces akut toxicitasi tesztekkel
sikeriilt kimutatni a linalool 0,125 pl/ml-es (80,1%-os tulélés), valamint 0,250 pl/ml-es
fliggd csokkenést a sejtek intracellularis 6ssz ROS és szuperoxid gyok szintjében. A tapasztalt
antioxidans hatast alatamasztja a linalool teljes antioxidans kapacitas mérésének eredménye,
illetve az hogy a GSH-hoz viszonyitott alacsony kapacitas ellenére is képes volt a linalool
interakcidba 1épni a szuperoxid gyokkel.

A 0,250 pl/ml-es linalool mar szignifikdns ndvekedést okozott a peroxidok
majdnem 100%-o0s pusztulast okozé 1,0 ul/ml-es koncentracié hatasara, a szakirodalommal
megegyezden szignifikans emelkedést tapasztaltunk a total ROS szintjében, amit vélhetden a
sejtek apoptozisa soran Kiszabadulé reaktiv gyokok okoztak.

A linalool szubinhibitori koncentracioival torténd kezelés nem okozott szignifikans

crer

szakirodalmi adatoknak. Usta és mtsai. (2009) a linalool LDsp-es ¢és LDjg-as
szintben, valamint ugyanilyen mértékii csokkenést a GSH szintjében. Az ellentét hatterében
feltételezhetden a tenyészetek életképességének kiilonbsége all.

Kimutattuk, hogy a sejtek adaptacios képességének kdszonhetden koncentraciofiiggo
modon szabalyozodott az antioxidans rendszer. A 0,125 pl/ml-es linalool kezeléssel jard
antioxidans hatas kovetkeztében down-regulaldédott a SOD és CAT enzim annak érdekében,
hogy a sejt ne forditson tovabbi energiat a semlegesitésre. A 0,250 pl/ml-es koncentracid
esettben ez a hatds megsziint, s6t a megemelkedett peroxid koncentraciora ¢és
lipidperoxidaciora reagalva nott a CAT, a GPx és GR enzimek specifikus aktivitasa.

Kisérleteink alapjan tehat elmondhatjuk, hogy a linalool alacsony koncentracioban
er0s antioxidans hatassal bir, azonban az emelkedd koncentracid hatasara sokkal inkabb a

prooxidans hatdsok érvényesiilnek.
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