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Tartalmi 6sszefoglalo
A normal human homeosztazisban a taplalkozési alapanyagok szénhidrat, lipid, protein ¢és

asvanyi, valamint vitamintartalma determinal6 az egészség megdrzésében. Amikor valamilyen
szisztémas human szervezeti zavar, pl. cukor-anyagcserezvar 1ép fel, akkor ezeknek, az
egyébként egyszerii anyagbeviteleknek megvaltozik a mindségi és mennyiségi aranya is,
homeosztatikus véalaszokat generalva. Az oxitocin (OT) 9 aminosavbol allé peptidhormon.,
melynek simaizom kontrakcios szerepe alaposan feltart, azonban emellett az emberi szocialis
viselkedés effektor neuropeptidjeként is ismeretes. A kotédés, a bizalom, a kognitiv, valamint
az empatogén tulajdonsagok medialasaért is felelds kreativ elem. Szakirodalmi adatok azt
igazoljak, hogy az OT el6segitheti a pozitiv proszocialis viselkedést is, azaltal, hogy szerepet
jatszik a bizalom és az altruizmus jelenségében is. Emberben intranazalisan adagolva a
szorongas, szocialis feszengés tiineteinek csokkenését figyelték meg. Ebben a viszonyban a
noradrenalin rendszer aktivalodasa kritikus szereppel bir az OT felszabaduldsa szempontjabol.
Célunk a rendszerszintii kapcsolatfeltaras az OT release és cukorpotld anyagok kozott, ezért a
cukorpotld vegyiiletek hatasait in vitro, az OT hormon elvalasztasaival megvalosito
neurohipofizis sejtek kulturajaval vizsgaltuk.

Vizsgalati protokollban & Wistar térzsti patkanyokat in vivo kezeltiink K-aceszulfam (40,0
mg/tt. kg/nap), eritrit (0,05 g/500 cm?), xilit (40 mg/ tt.kg/nap) és sztivia (40 mg/tt.kg/nap)
cukorpotld agensekkel 16 héten keresztiil (n=5/csoport). A kezelés végpontjaban a dekapitalt
patkanyok neurohipofizisét szeparaltuk, majd in vitro primer sejtkultirakat készitettiink. A
neurohipofizis szoveteket enzimatikus (tripszin: 0,2 % /Sigma, Germany/, 30 min; kollagenaz
/Sigma, Germany/: 30 pg/cm?, 40 min; diszpaz /Sigma, Germany/: 50 pg/cm® 40 min; T: 37°C)
¢s mechanikus disszocialtatas utjan kezeltiik. A sejtek Tripan-kék tesztes viabilitas vizsgalata
utan (>95%), a sejtkultarakat OT vonatkozasaban funkcionalisan standardizaltuk. A kisérleti in
vitro rendszerekhez 10® M-os dézisban, kiilon rendszerben noradrenalint is adtunk. A mintak
feliiliszo médiumabdl az OT tartalmat ELISA modszerrel hatdroztuk meg. A protein tartalmat
Lowry modositott modszerével hatdroztuk meg. A statisztikai adatokat egyszempontos
variancianalizissel vizsgaltuk (ANOVA, n=5, p<0,05).

Az in vivo kezelések csokkentették az OT szintet, azonban az el6kezelt, tovabbi cukorpdtlas
soran az OT szint, in vitro jelent6sen emelkedett. Noradrenalin szabalyozasi korben az OT
release erésen modulalt. A szabalyozasi rendszerek, a neuro-endokrino-immuno funkciokkal
nagy anyagcserelancolat kaszkadot szabalyoznak. Vizsgalatainkat in vivo és in vitro
allatkisérletes modellek segitségével, sejtszintli kutatasi elrendezésben tanulméanyozzuk,

tovabba a cukorp6tld agensek hatasait figyeltiik noradrenalin medialt OT hormon release



funkciokra. Eredményeink figyelemfelkeltoek, olyan hormon fiiggvényében, mely jelentds

szerepll az empatogén pszichés funkcidkban.

Kulcsszavak: cukorpétlo vegyliletek, ELISA, homeosztazis, neurohipofizis, noradrenalin,
oxitocin



Roviditések jegyzéke

ADP-adenozin-difoszfat

ATP- adenozin-5’-trifoszfat

AKT- protein-kinaz-B

ATP- adenozin-trifoszfat

CAMP- ciklikus-adenozin-monofoszfat

ELISA- enzimjelzéses immunanalitika

GLUT1- gliikoztranszporter-1

GLUT2- gliikoztranszporter-2

IR- inzulin receptor

IRS- inzulin receptor szubsztrat

JAK-Janus-kinaz

JECFA- Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additivies
KoA- koenzim-A

NA-noradrenalin

NSF- N-etil-maleimid-szenzitiv faktor

nSecl- vezikula transzport kapcsolt protein

OT-oxitocin

PBS- foszfat-puffer

P13K- foszfatidil-inozitol-3-kinaz

PIP- foszfatidil-inozitol-4-5biszfoszfat

PDK1- foszfatidil-inozitol-dependens protein kinaz 1

SEM- az atlag standard hibaja (standard error of means)
SOCS3- citokin szignalizacios 3-szupresszor protein
SNAP25- szinaptoszéma asszocialt protein

SNARE- szolubilis N-etil-maleimid-szenzitiv faktor-kot6 fehérje receptor
STAT- szignal transzducer és transzkripci6 aktivator protein
Rab- RAS-asszocialt koto protein
VVAP33-synaptobrevin-ko6té protein

WHO- Egészségligyi Vilagszervezet



|. Bevezetés
Az egészség kiteljesedésére az alabbi négy feltétel teljesiilése adja a legnagyobb esélyt: 1. ha

az egyén a tarsadalomba integralodik (csaladhoz, iskolai, munkahelyi és mas kozosségekhez
tartozik), 2. ha a valtozoé terheléshez alkalmazkodni tud, 3. ha individualis 6nallosagat megorzi,
¢s véglil, 4. ha megteremti az 0sszhangot a biogenetikai, a fizikai, a lelki ¢és a tarsadalmi
lehetéségei kozt [1]. A tarsadalmi szerepvallalasban a szocialis, tanulasi, emocionalis,
intellektualis aktivitasok révén valosul meg az alkalmazkodas. Ebben kiilonos jelentdsége van
a taplalékul szolgald anyagok mindségének is. A mentalis egészség meglérzésében a neuro-
endokrin rendszer kardinalis jelentdséggel bir [2]. A szabalyozasi rendszerek, a neuro-
endokrino-immuno funkciokkal e nagy anyagcserelancolat mechanizmusok kézbentartasat
végzik [3]. Amennyiben nem a megfelelé alapanyag keriil egy egészséges szervezetben a
metabolizalo utvonalra, akkor ennek zavarat a regulacids ciklusok probaljdk kompenzalni.
Mindezek értelmezéséhez biologiai alapkutatasként olyan mechanizmusokat tarunk fel,
amelyek segitségével biologiai rendszermodelleket alakitunk ki. A vizsgalat rendszerszintii
komplexitasként értelmezhetd, azaltal, hogy a toxikologiai paraméterelemzéseket a
neuroendokrin rendszer alapkutatasaval végezziik (elsésorban a neurohipofizis oxitocin /OT/
hormonja 4ltal).

Normal humén homeosztazisban a taplalkozasi alapanyagok szénhidrat, lipid, protein és
asvanyi, valamint vitamin anyagtartalma determindlé az egészség megOrzésében. Amikor
valamilyen szisztémds humdén szervezeti zavar, pl. cukor-anyagcserezvar lép fel, akkor
aranya is [3].

Ebben a vonatkozasban rendkiviil érdekes kérdés, hogy a tarsadalmi 1ét pszichikai aktivitasi
elemei (pl. kognicid) mennyire valtozhatnak a neuroendokrin kommunikacié medialasaval (pl.
noradrenalin (NA) kozvetités), amikor azt taplalkozasbiologiai agensek, mint cukorpo6tld
vegyiiletek a valds technoszféra expozicidkon keresztiil sziikségszerlien megvaltoztatjak. A
tanulas és az emlékezés folyamataiban ugyanis a neuro-endokrin rendszer altal szabalyozott
biolégiai mechanizmusok dominansan megjelennek, halozati kapcsolatot mutatva az
esszencialis lokalis rendszertulajdonsdgokkal. Az OT a kognitiv, emocionalis, viselkedésbeli
szerepe igazolt, ugyanakkor a rendszer szabalyozasi mechanizmusdban a NA, adrenalin,
hisztamin, szerotonin is [4].

A taplalékkiegészitd vegylileteket, mint expozitorokat, in vitro modelleken keresztiil

vizsgaljuk, hogy ezen beliil milyen hatast valtanak ki a neuro-endokrinologiai kommunikacio



eseményeire (hormon elvalasztasok, NA és receptor funkcié-hormon release kapcsoltsag) €s
ezek az expozicios hatasra miképpen valtoznak.

Az emberi homeosztazis fenntartasaban egy olyan biokémiai kaszkad rendszer is esszencialis
szerepet kap, mint a cukoranyagcsere, és ezzel egylitt a monomer szénhidrat vegyiiletek
hasznositasa. A tarsadalom technoldgiai folyamatai soran a finomitott cukor tiszta
szénhidratnak tekinthetd, altalanossdgban cukorrépabdl és cukornadbol nyerik, kémiai
szerkezetét tekintve szachardz [5], azaz a fruktdz és a gliikkoz egységek glikozidos kotéssel
kapcsolodnak Ossze a molekulaban. E diszacharid molekulat kémiai reakciok sorozataval
lebontja a szervezet, és ebbdl képes fedezni a kiilonbozo bioszintézis utak energia igényét, aktiv
transzport folyamatokat. Tovabba fontos megemliteni, hogy a tulzott cukorfogyasztas komoly
elhizashoz vezethet, ami napjaink tarsadalmanak egyik kardinalis egészségiigyi problémaja [6].
Manapsag a tarsadalmi nyomas hatasara (tilzott munkaterhelés, megfelelési kényszer,
rendszertelen étkezés, testképzavar, depresszio, trendek) az emberek cukorfogyasztasa is
megvaltozott, sok esetben a természetes cukorvegyiileteket olyan mesterségesen eldallitott
cukor termékek valtottak fel, amelyek fogyasztasanak hatasairdl (itt beleértjiik a negativ,
pozitiv tulajdonsagokat) még nem minden téren tudtunk biztos, relevans konkluzidkat
megallapitani. Mivel jelen munkdm koézponti kérdése, hogy a kiilonb6z0 mesterségesen
eldallitott cukorpotlo vegytiletek milyen hatast gyakorolnak a neuro-endokrin rendszeren beliili
hormon szintézisekre (ezen beliil is az OT hormonra), igy a kovetkez6 fejezetekbe szeretném
ismertetni e mesterséges termékek sajatsagait.

A cukormentes, mesterséges édesitdszerek megfeleld besorolasardl, maximalis fogyaszthato
mennyiségérol a Magyar Elelmiszerkonyv 1-2-94/35 szamu elSirasa rendelkezik [7]. Vannak
olyan cukorpétld vegyiiletek, melyeket a természetben is megtalalunk, viszont olyanokat is
fogyasztunk, amelyeket szerves vegyiiletekbol szintetizalunk mesterséges koriilmények kozott.
Jelen szakdolgozatomban mind a kettd csoportbol fogok kiemelni termékeket. A természetes
édesitészerek kozé tartozik tobbek kozott a xilit, eritrit, sztivia, amelyeknek fontosabb kémiai
jellemzoit ismertetni fogom. A mesterséges cukorpotlo vegyiiletek koziil a K-aceszulfamot (E

950) fogyasztottak in vivo a patkanyok, és e termék tulajdonsagait fogom sszefoglalni.



A munkahoz kapcsolodo céljainkat a kévetkezd pontokban kivanom tematikusan prezentalni:

1. Dolgozatomban fontos célkitlizési pont, hogy hiteles és referdlt szakirodalmak
segitségével megismerjem a cukorpotld vegyiiletek eldallitasanak, felhasznéaldsanak
lehetdségeit. Ebben a relacioban kiemelt feladatom annak megvalositasa is, hogy az
elméleti attekintést a neuroendokrin rendszer vonatkozasaban, kiilonos tekintettel az OT
elvalasztasra megismerjem.

2. Jelen munkaban célunk olyan standardizalt in vivo és in vitro modellrendszert
kialakitani, amellyel jol tanulméanyozhatok, jol nyomon kovethetok a kiillonb6zd
expozicios hatasok, igy jelen dolgozatban a cukorpotld vegyiileteket kivanjuk expozitor
vegyliletként alkalmazni.

3. Akisérleti elrendezésbol szarmazo adatokat attanulmanyozva megallapitasokat kivanok
tenni arra vonatkozdan, hogy az alkalmazott cukorp6tld vegyiiletek milyen hatast

gyakorolhatnak az OT hormon release-re.



I1. Irodalmi attekintés
Az emberi 1ét fenntartasahoz elengedhetetlen a cukorhaztartas, ezen beliil a cukorvegytiletek

megfeleld hasznositasa, felvétele a sejtek szamara és az optimalis energiaszint biztositsa a
homeosztazis, kognitiv funkciok fenntartasara [8]. A mesterséges édesitdszerek fogyasztasa
napjainkban nagyon megemelkedett, de a koztudatban mar a XX. szazadban jelen voltak. llyen
elterjedt vegylilet a K-aceszulfam is. Tovabba fontos megemliteniink egy masik nagy csoportot
a cukorhelyettesitéket, mint a cukorszarmazékok egy csoportjat, amelyek a szervezetben a
cukortdl eltér6 modon hasznosulnak az anyagcsere-folyamatokban. Nagy csoportjuk a
cukoralkoholok, amely vegyiiletek megtalalhatoak a természetben is, viszont szintetikus tGton
is el6 tudjuk allitani ket [9]. Fontos megemliteniink, hogy ezek a vegyiiletek nem a gliikozzal
ekvivalens médon allitjak be a vércukor-, és inzulinszintet. Altalaban a glikémias indexiiket 9-
10-es érték kozé soroljak [7]. Itt meg kell emliteniink, hogy ezeknek a vegyiileteknek a
fogyasztasa elény6s lehet a cukorbetegek szamara, és mas olyan betegcsoportba tartozod
emberek szamara, akiknek a cukoranyagcserét érinté problémajuk van. E csoportba a Xxilit,
eritrit tartozik [9], amit szakdolgozatomban szeretnék késdbbickben bemutatni, kisérleti
eredményeinket akar ezen €lettani funkciodkra is extrapolalni.

11.1. A K-aceszulfamrol
Ez az édesité napjainkban nagyon elterjedt, fizikai tulajdonsagaiban nagyon hasonlo, mint a

kristalycukor: fehér, kristalyos por [5]. A vegyiilet felfedezését koriilbeliil az 1960-es évek
kozépéhez tarsitjak, egy német vegyész Karl Clauss nevéhez flizodik. Késébbiekben (1978) az
Egészségiigyi Vilagszervezet (WHO) ezt az édes izli anyagot jegyzékbe is vette [5]. Kémiai
tulajdonsagaiban a ciklamatok csoportjaihoz all kozel, pontos megnevezése: metil-oxatiazinon-
dioxid-K (UPAC név: kalium, 6-metil-2,2-dioxo-1-oxa-2-A-6-tia-3-azanidaciklohex-5-én-4-
on). [5] Osszegképelete: CsHsKNO4S. A szulfamsav szarmazékjaibol allitjak eld, pontosan az
amido-kénsavbol. A haztartdsokban hasznalt étkezési cukornal, koriilbelil 250-300-szor
¢desebb [5]. Ha nagyobb mennyiségben hasznaljuk, konnyen egy savanyt izérzetet kaphatunk.
Felhasznalési teriiletei kozé sorolhatndnk a cukormentes gyiimoles-, és zdldségkonzervek
eloallitasat, édességipar és akar a gyogyszeriparban is elé6fordul alapanyagként [5]. Mesterséges
besorolasat az E 950-es szamkodhoz tarsitjdk, ezt az élelmiszerekre vonatkozd szigort
torvényeknek megfeleléen a K-aceszulfam tartalmu termékekre fel kell tlintetni. Fontos
megemliteniink, hogy mdas mesterséges vagy akar természetes édesitoszerekkel is
Osszekapcesoljak, ilyenek példaul szacharinok, aszpartamok, ciklamatok. Vizben jol oldédik,
pH valtozéasra sem érzékeny, és példaul a konzerveknél azért is hasznaljak, mert hosszl tarolasi

id0 utan sem veszit az édes izébol [5]. Megemlithetd azon tulajdonsaga is, hogy az



¢lelmiszerekben 1€évo anyagokkal sem 1ép kolcsonhatasba. Bizonyos kutatasok azt mutattak ki,
hogy a K-aceszulfam nem metabolizalodik, eredeti formajaban kiiiriil az emberi szervezetbdl a
vesén keresztiil. [5] A Magyar Elelmiszerkonyvben foglaltak alapjan a még megengedett napi
fogyasztasat a 9,0 mg/tt. kg kdzé soroljak.

11.2. A xilitrél
Ha a torténeti attekintését vessziik alapul, akkor azt mondhatjuk, hogy nagy valdsziniiséggel

Franciaorszagbdl szarmazhat, ahol nyirfabol probaltak cukrot kivonni a XIX. szazadban [10].
Az 1950-es évekre tehetd az az iddszak, amikor a xilit vegyiiletet ndvényekben is felfedezték,
mint természetes Uton 1étrejové anyag [10]. Fontos megemlitettiink, hogy tobb kutatasi
munkdban is arrdl szamoltak be, hogy ez a vegyiilet nem valt ki fiziologids inzulinszint
emelkedést [10]. Az Egyesiilt Allamok Elelmiszer-, és Gyogyszeriigyi Hivatala 1963-ban
engedélyezte adalékanyagként [11]. A termékeken feltiintetve az E 967-es szamkoddal talaljuk.
Mint mar emlitettem ez a vegyiilet (CsH1205) a polialkoholok csoportjaba tartozik (UPAC név:
(2R,3R,4S) -pentan-1,2,3,4,5-pentol), glikémias indexe 7, ebbdl kovetkezen lassan emeli meg
gliikozszintet [11] a vérben. Oldodas szempontjabdl a vizben jelentdsen, etanolban limitaltan
oldodik. Elettani vonatkozasait sokan vizsgaltak, megemlithetd, hogy a szajban 1év6
baktériumflora kevésbé tudja hasznositani, igy nem tud fogszuvasodast okozni, mivel a
mikroorganizmusok nem tudjak anyagcsere folyamataikban hasznositani ezt a vegyiiletet [12].
A bélhamsejteken keresztiil szivodik fel a vékonybélben, viszont mint minden taplaléknal, itt
is fontos az elfogyasztott mennyiség. A maj metabolizalja, utdna a pentdz-foszfat ttvonalon
kapcsolddik be a glikolizisbe. Tulzott fogyasztasnal hasmenés vagy puffadas jelentkezhet,
mivel lassabban tiriil ki a szervezetbél [10].

11.3. Az eritritrél
Az elébb emlitésre kertilt xilit mellett, az eritrit is a cukoralkoholok csoportjaba tartozik, amit

felhasznalnak édesitdszerként mind az élelmiszeriparban, mind akar a gyogyszeriparban is [13].
Eldallitasaval mar a XX. szdzadban is foglalkoztak, de altalanossdgban megemlithetjiik, hogy
fermentacios eljarasokkal allitjak el6 élesztégombak segitségével [14]. Szamos gylimdlesben
is megtalalhato, ilyenek példaul a korte, sz616, gordgdinnye. Fontos tény, hogy olyan
cukorszarmazék, ami a cukorbetegeknek, vagy tulsulyos személyeknek alternativ cukorforras
lehet, mivel kis mértékben noveli meg a vércukor-, és inzulinszintet [15]. Szamos vizsgalat itt
is kimutatta, hogy a sz4jban ¢l6 baktériumok nem képesek lebontani, vagy felhasznalni ezt a
cukorvegyliletet, igy ez a vegylilet sem idéz el6 dominansan fogszuvasodast [16], hasonldan a
mar kordbban bemutatott xilithez. Az elmult évtizedekben meglehetdsen nagy ardnyban

novekedett az eritrit (CsH1004) termelése az élelmiszeriparban (UPAC név: (2R,3S) -butan-
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1,2,3,4-tetrol), a 2000-es évek koriil mar, mint egy 20 000 t-t is eldallitottak évente. Kémiai
tulajdonsagaiban parhuzamot vonhatunk a tobbi cukoralkohollal, mivel ebben a vegyiiletben is
hianyoznak olyan redukald végcsoportok, amelyek miatt kifejezetten jo ho-, és pH valtozast
tlird. Viszont fontos megemliteni, hogy molekulatomeg alapjan ez a vegyiilet rendelkezik a
legkisebb molekulasullyal a tobbi polialkoholhoz képest. Antioxidans tulajdonsaga is van,
melyet a diabetikus allapotra jellemz6 oxidativ stressz soran, cukorbetegeken vizsgaltak [17].
Hiperglikémia altal okozott vaszkularis artalmat is csokkentheti [17].

11.4. A sztiviarél
A sztivia az olyan édesitOszerek csoportjaba tartozik, amely természetes energiat nem szolgaltat

a szervezet szamara, viszont a Stevia sp. fajokbdl kinyert molekula akar 200-300-szor édesebb
a szacharoznal [18]. Ezeket a novényeket a XX. szazad kdzepén vizsgaltak a kémikusok, akik
az édes izért felelds anyagot kinyerték beldliik. 1960-tol kezdve egyre tobb kontinensen kezdték
el termelni ezt a novényt, mivel helyettesiti a mesterséges cukorvegytileteket [20]. Mint a tobbi
anyagnal itt is elmondhatd, hogy a tisztitas utan a sztivia fehér, kristalyos anyag. Elelmiszer
eloallitasra alkalmas, mivel magasabb hémérsékleten és magasabb lagos pH-n bomlik el.
Altaldban nem keverik a mesterséges édesitészerekkel, leggyakrabban soval tartositott
¢lelmiszerekben hasznaljak, de édesitOparban, szeszes italok gyartasanal is alkalmazzak [19,
20]. Tobb tanulmany is megerdsiti, hogy a szervezetb6l egy bizonyos része valtozatlan
formaban kitiriil, a széklettel, vizelettel [19]. A bélfloraban talalhatd bélbaktériumok képesek
elbontani, és olyan bomlastermékeket produkalnak, amelyek mar felszivodhatnak (gliikoz,
szteviol). Nagyobb mennyiségben allatkisérletekben vizsgaltdk, amelyek eredményeibdl
megallapitast nyert, hogy a bélenzimeket befolyasolja, csokkenti a gliikkoz felszivodasat [18].
Itt is megemlithetjiik, hogy a szdjban 1év6 baktériumok nem tudjak tapanyagként felhasznalni,
igy fogszuvasodast nem okoz. A nemzetkozi Joint FAO/WHO Expert Committee on Food
Additives (JECFA) a 2000-es évek kozepén biztonsagos besorolast adott ennek az anyagnak,
igy olyan betegcsoportok is tudjdk fogyasztani, mint a cukorbetegek €és a magas vérnyomassal

rendelkez6 betegek. Napi beviheté mennyiség 4 mg/tt. kg [7].

11.5. A jelatviteli mechanizmusrol
A munkam kovetkezd egységében a jeldtviteli mechanizmus értelmezésérdl kivanok szdlni,

ugyanis a sejtek kozotti kommunikacioban, és a sejtes valaszokban kulcsfontossagl
folyamatokrol van, melyeket a kornyezeti expozitorok (pl. cukorpotld vegyiiletek)
modosithatnak. Amikor kiilonboz6 katabolikus, anabolikus reakciokrdl beszéliink, akkor
kiemelend6 az, hogy e reakciokat befolyasolo tényezok adott jelként funkcionalnak, amit a

szervezetben talalhatd receptorok, felismerd egységek ingeriiletté alakitva tovabbitanak az
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expresszios kozpontokba, ahol a megfeleld valaszreakciohoz kapcsolt endogén molekulak
iniciacioja megkezdddhet. A kornyezetbdl érkezO extracellularis jeleket, és e jelek
valaszreakcioit Osszességében szignaltranszdukcionak nevezzik [21, 22]. Esszencialis, hogy a
szervezetben talalhato szervek, sejtek rendelkezzenek olyan felismerd egységekkel, amelyek
érzékelik a kornyezetbdl, vagy tavolabbi szervekbdl érkez6 informaciokat. A sejtek kozotti
kommunikacié gyorsasagat és milyenségét tobbnyire kémiai anyagok biztositjak. Ezek az
elemek altalaban hormonok, neurotranszmitterek, valamint novekedési faktorok lehetnek. A
kémiai jelek tulajdonséagai befolyasoljak azt, hogy az adott receptoruk hol helyezkedik el.
Fontos megemliteniink, hogy az ilyen jellegli transzportfolyamatok energetikailag jol
jellemezhetdk, mivel a koncentracié gradiens (Ac) a szabadenergia valtozast mutatja, ami

alapjan passziv és aktiv transzportokat kiilonboztetink meg [21]. A passziv transzport

crer

crc

inverzére az a jellemzd, hogy valamilyen maés folyamatrendszerbdl fedezzik az
energiasziikségletet.  Ion-transzportnal a membran két oldala kozott kialakult
membranpotencial lesz karakteres, és a membran két oldala k6zotti potencialgradiens alakulasa
szabja meg a rendszerben torténd valtozas idegét. A membranba 4gyazott transzmembran
fehérjék felelosek azért, hogy egy bizonyos szubsztratot a membran két oldala kozotti
térrészekbdl atvigyenek [23]. Vannak olyan transzporterek, amelyek egy idében tobb
szubsztratot képesek mozgatni, ezeket kotranszportereknek nevezziik. A  sejtek
plazmamembranjaban helyezkednek el azok a gliikoztranszporterek (GLUT) is, amelyek a
sejtek szamara a legfontosabb energiaforrast szallitjak, azaz a glikozt. Példaul a GLUT1
transzporterek feleldsek a vér-agy gaton atpumpalt gliikkdz szintért is, ami az agy cukor ellatasat
biztositja. Hipoxids allapotban a GLUT1 fokozott mértékben expresszalodik, mivel a gliikkoz
felvétel novekszik, és kompenzalja a lecsokkent oxidativ adenozin-trifoszfat (ATP) -termelést.
Megemelkedett vércukorszint esetén a hexokinaz/gliikokinazok révén a gliikkdz foszforillalodik
[21]. Tovabba itt kapcsolodik be az a fontos metabolikus Gtvonal is, hogy a taplalkozas révén
megemelkedik a gliikoz felvétel, és ezaltal a hasnyalmirigy B-sejtjei altal termelt inzulin szint
is. Ezeknél a folyamatoknal a szakirodalom GLUT?2 transzportereket emliti, viszont ezek egyes
neuronokban is jelen vannak, és az étvagy, illetve a taplalék felvétel szabalyozasban jatszhatnak
szerepet [24]. A szervezetiinkben elengedhetetlen olyan folyamatok lejatszodasa, amelyek a
kémiai elektropotencialok alakulasanak ellentétét mutatjak, ezaltal energiafelhasznalassal aktiv
transzport valosul meg. Ehhez Iétfontossagi, hogy az ATP y-foszfatjdnak hidrolizise

megtorténjen. A nukleozid-foszfatok jelentdsek az energia biztositasban, tovabba kiilonbdzo
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enzimek hatasara foszforilalodnak, illetve defoszforilalodnak. Itt beszélhetiink egy
foszforilacios potencialrdl is, amelynek lényege, hogy a magasabb potenciallal rendelkez6
molekulak képesek tovabbi foszforcsoportokat felvenni, tovabbitani [25]. Leginkabb az
oxidativ foszforilacié révén, oxigén jelenlétében, a mitokondriumban szintetizalodik az ATP.
Ennek parja a szubsztratszintii foszforilacid, ahol magasabb foszforilald potencidval rendelkezd
vegytiletek adjak at kozvetleniil az adenozin-difoszfat (ADP) molekulaknak a -
fosztatcsoportot.

Munkank sordn a cukorp6tld vegyiiletek altal indukalt hatdsokat vizsgaljuk, igy a kovetkezo
témaban az olyan tirozin-kinaz receptor-csaladokat, plazmamembran receptorok jelentdségét is
tanulmanyozzuk irodalmi feltarassal, amelyek szerepet tolthetnek be a cukor, cukor analdg
vegyiiletek emésztésének €lettani hatasaiban. Ezek olyan integrans membranfehérjék, amelyek
rendelkeznek transzmembran szakasszal. A receptor ligandkotd helye a fehérjének a sejten
kiviili részén helyezkedik el, mig a tirozin-kindz domén a sejten beliili részen talalhato, emellett
még megtalalhatok azok a helyek is, amelyek a foszforilalhato tirozinokat tartalmazzak. A
ligand kotéskor dimerizaldodnak az inaktiv receptorok [26]. A metabolikus szabalyozas
szempontjabdl az inzulin jelpalya is fontos. Ezek a receptorok inaktiv allapotban is dimerként
vannak jelen (hidrogén-hiddal kapcsolt), tovabba két a és 3 lancbol épiilnek fel. A receptor B-
alegységén talalhato a tirozin-kinaz-domén és a tirozinfoszforilacios hely, ahol foszforilacié
megy végbe. Az a-elegységekhez az inzulin hormon kapcsolédhat, ekkor egy olyan
konforméaciovaltozast idéz elé az egész rendszerben, hogy a B-alegységek tirozin-kindz-
doménjét aktivaljak, igy lezajlik tobb tirozin oldallancon a receptor autofoszforilacidja [26].
Ezaltal dokkolo fehérjék (inzulinreceptor-szubsztrat) tudnak hozzakapcsolédni az eddigi
blokkhoz. Ez a szubsztrat fog olyan folyamatokat beinditani, amely 4&ltal az inzulin
metabolizmusa, valamint a sejtpoliferaciéo végbe tud menni. Tovabba vannak olyan faktorok
(interferon, eritropoetin, prolaktin) amelyek nem rendelkeznek enzimaktivitassal, igy
citoplazmatikus oldalon inaktiv Janus-kinazokkal (JAK) kapcsolodnak 6ssze. Ezek nincsenek
beagyazva a plazmamembranba, viszont ligandkotés hatasara dimerizacidé torténik, ezt
kovetden a JAK protein-kindzok egymast foszforilaljak, ennek koszonhetden az aktivaciojuk is
megtorténik [28]. Az aktivalodott JAK tirozin-oldallancon foszforilalja a receptort, igy a SH2-
doménnel rendelkez6 szignal transzdiicer és transzkripcio aktivacios protein (STAT) hozza tud

kapcsolodni. A STAT maga a szubsztratja a JAK rendszernek.

11.6. Az exocit6zis mechanizmusa, energiaigénye
A hormonvezikuldk sejtbdl torténd felszabadulasa energiat igényld folyamat, amely szdrmazhat

a cukoranyagcsere termékeibdl is, ezért a kovetkezo fejezetben az exocitdzis mechanizmusat
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kivanom feltérképezni. Az exocitdzis folyamatdban jelentds 1épés az, amikor a szekretoros
vezikuldk a plazmamembrannal fuziondlnak. Ennek mechanizmus szintli bemutatdsat
valésitom meg a kovetkezOkben. A vezikulak és plazmamembran fizidja Ca?* igényes, és a
folyamatban szamos fehérje is kitiintetett szereppel bir [29, 30, 31, 32]. Az egyik ilyen
molekulacsalad a szolubilis N-etil-maleimid-szenzitiv faktor-koté fehérje receptor (SNARE),
amely involvalja a plazmamembran asszocialt proteineket, igy a Syntaxint, a szinaptoszoma
asszocialt proteint (SNAP25), valamint a szinaptobrevint [29]. A rendszerben mas jol
konzervalt enzimek is jelen vannak, igy megtaldlhato a SNAP25 adaptor proteinje ATPaz
formajaban, valamint megtalalhatoak kis G-proteinek (GTPaz aktivitasti molekulak), amelyek
a synaptotagmin effektor proteinjei, amely pedig a RAS-asszocialt koté protein (Rab)
molekulacsaladba tartozik [31]. A Rab3 molekuldk alapvetéen a vezikularis membran
korforgésat biztositjak, tehat szerepiik van abban, hogy a vezikuldris membranba csomagolt
oxitocin fehérjék membran fuzidjuk és kiiiritésiik utdn a membranrol lefliz6dhessenek, €s a sejt
épitdegységei ujra felhasznalhassak. Ezek alapvetéen két folyamatot vezérelnek: 1. vezikularis
transzportot az endoplazmatikus retikulumrél a Golgi-ba, 2. Golgi-poszt vezikulak
chaperon funkcioval rendelkezik), a komplexin fehérje, a synaptobrevin-koto protein (VAP33),
valamint a synaptophysin is [31].

A mechanizmus a kovetkez6 halézat mentén jatszodik le [32], lasd 1. abra:

1. 1épésben a syntaxin membranfehérje hozzakapcsolodik a synaptophysin, valamint az
nSecl egységekhez, 1étrehozva az inciacios komplexet,

2. lépésben a [syntaxin-nSecl] -komplex disszocial,
1épésben a disszocialt komplex miikddésbe hozza az effektor fehérje Rab3-at,

4. lépésben a synaptobrevin hozzakapcsolodik a syntaxinhoz, valamint a SNAP25
proteinhez,

5. lépésben a rendszer elemeibdl allo fehérjekomplexek (a sejtmembran és a vezikula)
fuziondlnak egymassal, amely jelentds Ca?* felszabaditast eredményez, ezzel pedig a
molekuldk egymaéssal dokkolni lesznek képesek (a Ca®* binding fehérje a
synaptotagmin lesz),

6. 1épésben az a- SNAP az N-etil-maleimid-szenzitiv faktor (NSF) hozzakapcsolodik a
komplexhez, ezéltal alakul ki a SNARE komplex.
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1. Abra: Az exocitozis folyamata
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Mindezen folyamatok fontosok lesznek, ugyanis a vizsgalt oxitocin hormon felszabadulasa is
a pituicitakbol, a neurohipofizis sejtjeibél exocitozis Utjan valoésul meg. A folyamat
energiaigényes, ugyanis a hormon tartalmi vezikuldk plazmamembrannal valo fuzidja és
tartalmanak extracellularis térbe valo tiritése, majd a membran reorganizacidja az ismertetett
folyamatokon keresztiil megy végbe [30].

I1.7. Cukor homeosztazis sejtbiolégiai folyamatai
A gliikdz-energia homeosztazis kozponti idegrendszeri kontroll alatt all, ugyanis a kdzpontba

érkezd szignalok a taplalékfelvétel utjan, valamint leptin szignalizacid Utjan mikodnek. A
rendszer a majat gliikoz produkciora, az izomzatot gliikoz hasznositasra, a pankreaszt inzulin
szekréciora utasitja [33]. Az energia a gliikkoz atalakitasabol szarmazik és ez felhasznalhatova
valik a hormon tartalmu vezikulak extracellularis térbe vald fliritésére. Az olyan afferens
szignalok is fontosak, amelyek pl. a leptin vagy inzulin altal kdzvetitett utvonalon a megfeleld
agyi strukturakban olyan tizeneteket tovabbitanak, hogy az energia raktarakat tiritse ki vagy
toltse fel a szervezet. Mindebben a gliikoz, szabad zsirsavak szignalizacidja tehat esszencidlis
szerepl lesz [33]. A taplaléktobblet, vagy az energia raktarak feleslege olyan agyi jeleket
inicialnak, amelyek promotaljak a (-) energia egyensulyt és limitaljak a gliikk6z felhasznalasat.
Alapvetben az inzulin és a leptin azok az elemek, amelyek az agyi struktarakban (-) feedback
szabalyozoként miikddnek, tehat ez azt is jelenti, hogy a kulcsponti agyi struktirdkban
megfeleld receptorokkal rendelkeznek [34]. A gliilkoz homeosztazis folyamatat a 2. abra

szemlélteti.
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2. Abra: A gliikkoz metabolizmus folyamata

A leptin jelatvitel JAK szignal transzducer és transzkripcios aktivator protein (STAT)
utvonalon keresztiil jatszodik le [35]. A leptin receptor egy extracellularis ligand ko6t6 receptor,
amely rendelkezik transzmembran doménnel és citoplazmatikus jelatviteli doménnel is. Ez a
receptor az interleukin-6 receptorcsalad tagja, melynek tobb altipusa is van, de az energia

homeosztazisba a LeptinRb receptorok kapcsolodnak be [34]. Leptin és a receptor kapcsolodas
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eredményeképpen a JAK2 protein keriil aktivalt allapotba, amely 3 tirozin foszforilacioval 3
kiilonbdz6 mechanizmust aktivizal [36]:

1. tirozin foszforilacio: SHP2 aktivacio, amely az ERK jelatviteli utat medialja,

2. tirozin foszforilacio: STAT3 dimerizacidjat valtja ki, amely ettdl aktivalt allapotba

kertil, majd transzlokalodik a nukleuszba,
3. tirozin foszforilacio: STATS protein dimerizacidjat aktivalja, ezaltal pedig a nukleuszba
valé athelyez6dése megvaldsulhat.

Az inzulin receptor (IR) szintén fontos jelatviteli mechanizmust fog jelenti ebben a
viszonyrendszerben [37]. Az inzulin a koézponti agyi teriileteken 1év6 receptoraihoz
kapcsolodva hiperpolarizalni fogja a gliikkoz-valasz érzékeny neuronokat (akar a neurohipofizis
neuronjait). IR aktivaci6 eredményeképpen az inzulin receptor szubsztrat (IRS) a
citoplazmaban  aktivalodni  fog, amely a foszfatidil-inozitol-3 kinaz  (PI3K)
szignaltranszdukcios utvonalat fogja medialni [38]. PI3K aktiv allapotaban tovabbi foszfatidil-
inozitol receptorokat hoz miikodésbe, igy példaul a PIP2-t, PIP3-t, melyek aktivaljak a
foszfatidil-inozitol-dependens protein kinaz-1 (PDK1) molekulat. Mindez intracellularis
kapcsolati halozatot mutat. A PDK1 a protein kindz-B molekulat (AKT) lenditi mitkdésbe,
amely foszforilalja, ezaltal aktivalja a Rapamycin (mTor) proteint [38]. Ha a leptin jelatviteli
utat vizsgaljuk meg, akkor végsé eredményben szintén mTor aktivalds valosul meg, a
kovetkez6 modon [39]. Leptin receptorahoz kapcsolodva a JAK2 proteint dimerizalja, ezaltal
milkodésbe hozza, tovabba a STAT3 proteint foszforlilaja, és az igy transzlokalodik a
nukleuszba, hogy a megfeleld célgéneket atirja (citokin szignalizacds 3 szupresszor (SOCS3)
gének atirasa valosul meg). A JAK?2 tovabbi foszforilacidban szintén PI3K modulaciét idéz eld,
mely AKT aktivalassal mTor protein miikodést general [39].
De miért is fontos, hogy az mTor miikkédésbe 1épjen a gliikoz homeosztazis kapcsan? Ez a
protein a metabolizmus fenntartasaért felelds szigndltranszduktor feladattal bir, azaz a
tapanyagok felhasznalasanak, energia utvonalak optimalizalt miikodésének, valamint az Oz
idealis felhasznalas mediator fehérjéje [40]. Els6sorban a majban, izomzatban, emellett a fehér
¢és barna zsirszovetben miikodik erés intenzitassal ez a protein [40]. Alapvetéen a hepatikus
gliikéz metabolizmus felelds a normal gliikoz homeosztazis fenntartasaért (lasd 3. abra). A
mechanizmusok szdmos haldzati kapcsoltsdgot mutatnak, tobbféle utvonalakon keresztiil
mehetnek végbe. A fehér zsirszovet lipolizise az egyik lehetdség, amely az energia-
szabalyozasba kapcsolodik [21]. A lipolizis altal nem észterezett zsirsavak szabadulnak fel,
melyek a sejtek membranjain atjutva szabad zsirsavakka alakulnak és a mitokondriumba

bejutva a B-oxidacidé eredményeképpen acetil-koenzim-A segitségével a mitokondrium
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energiatermelését szabalyozzak [21]. Ugyanakkor a lipolizis soran glicerol is felszabadulhat,
mely a sejtek citoplazmajaban a dihidroxiaceton-foszfat enzim segitségével a
gliilkoneogenezisre forditddhat, ehhez a mechanizmushoz kothetd az is, hogy a
mitokondriumbdl oxalacetat szabadulhat fel a citoplazmaba, mely szintén a gliikoneogenezist
tamogatja [21]. A Cori-ciklusbdl szarmazo laktat a citoplazmaba keriilve a laktat dehidrogenaz
enzim Kkatalizisével piruvatta alakul, amely a mitokondriumban energia szintézisre forditodik.
A gliikoz, gliikkdzcsatornakon keresztiil jut a sejtplazmaba, ahol a foszfo-frukto kinaz/frukt6z-
biszfoszfataz altal, majd a maj eredetli piruvat-kinaz kozremiikodésével alakul piruvatta [41].
A fruktoz-biszfoszfataz altal katalizalt mechanizmus aktivalja a protein-kinaz-A proteint,
amely pedig az inozitol-trifoszfat receptort aktivalja, ami jelentds Ca®* tobbletet valosit meg a
sejtplazmaban. Ez a folyamat olyan fehérjéket aktival, amik hatdssal vannak a cAMP szintre, a
gliikoneogenezisre, illetve protein-kinaz-1 enzimeket hoz mikddésbe, igy bekapcsolodik a

gliik6z homeosztazisba [21].
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I1.8. Az oxitocin hormon szerepe és jelentosége
Munkdmban a folyamatok komplexitadsat is igyekeztem bemutatni, ezért a cukorpotlo

vegyltiletek hatasait in vitro, OT hormon elvalasztasaval megvaldsitd neurohipofizis sejtek
kultargjaval vizsgéaltam. Az OT 9 aminosavbol allo peptidhormon, melynek szekvencidja:
tirozin-izoleucin-glutamin-aszaparagin-cisztein-prolin-leucin-glicin aminosavakbél tevédik
Ossze [42]. Az OT szabalyozza a sziilési folyamatokat és a tejelvalasztast. Ezenkiviil a pszicho-
neuroendokriniumban is miikodik, mivel 6sszekapcsolja a tarsas viselkedési formakat, amelybe
példaul beletartozik az anya-csecsemd kotédés, tarsadalmi elismerés, parkapcsolatok [43]. Az
OT azért is jelentds, mert, ha a tdrsadalmi szinten is értelmezziik az alkalmazkodéast, akkor azt
mondhatjuk, hogy a human homeosztazis pszicho-immuno-endokrin aktivitassal fenntartott. A
pszichogén aktivitds (pl. kognitiv, affektiv elemek) a biogén aktivitdsi komplexitasba
agyazottan, azaz a neuroendokriniumba agyazottan jelenik meg. Az OT simaizom kontrakcios
szerepe alaposan feltart teriilet, azonban emellett az emberi szocidlis viselkedés effektor
neuropeptidjeként is ismeretes, igy a kotddées, a bizalom, a kognitiv tulajdonsagok, valamint az
empatogén tulajdonsagok medialasaért is felelés kreativ elem [43]. A tanulasi folyamatokban

megerdsiti az explicit tanulas soran a memoridhoz kapcsolhatd emléknyomot. Szakirodalmi
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adatok azt igazoljak, hogy az OT eldsegitheti a pozitiv proszocialis viselkedést is, azaltal, hogy
szerepet jatszik a bizalom és az altruizmus jelenségében is [44]. Féeml6sokon és nem
féemldsokon végzett allatkisérletek igazoltdk, hogy az OT szerepet jatszik proszocialis
magatartds szabalyozasaban, valamint szorongasoldo hatasa is van, e tulajdonsdga human
vizsgalatokkal is korreldl [45]. Emberben intranazalisan adagolva a szorongas, szocialis
szorongas tiineteinek csokkenését figyelték meg [45,46]. Azonban rendszer szinten vizsgalva e
hormon szerepét igazoltak a natriuretikus peptid szabalyozasaban is, ugyanis OT-erg neuronok
aktivacidja aktivalja a szivpitvari OT-receptorokat, melyek a natriuretikus peptid hormon
felszabadulésat valtjak ki. Megfigyelt tény az is, hogy a magzati sziv fejlddése sordn a jelentds
mennyiségli OT mutathaté ki e szovetekbdl, valamint képes arra is, hogy stimulédlja a
kardiomiocitakat is [47]. A NA-erg rendszer aktivalodasa kritikus szereppel bir az OT
felszabadulasa szempontjabol [48].

I11. Modszerek
I11.1. In vivo kisérleti elrendezés
Kisérleteinkhez leletezett him (a kisérletek kezdetén 200-250 g tomegii, 4-6 hetes), Wistar

torzsli patkdnyokat hasznéltunk (Charles River, Isaszeg, Magyarorszag). A kisérleti periodus
alatt az allatokat kontrollalt koriilmények mellett (55-65 %-os relativ paratartalom, 22 +2 °C
léghdmérséklet), automatizalt 12 h nappali, 12 h ¢éjszakai megvilagitasi ciklusok kozott
(diurnalis rendszerben), 32x40x18 cm méretii ketrecekben tartottuk (ketrecenként 5 allat). A
kisérleti allatok szamara sziikséges taplalék (CRLT/N, Charles River, Magyarorszag) és ivoviz
ad libitum allt rendelkezésre. A standardizalt kisérleti protokoll alapjan végzett vizsgalatokba
bevont allatokat a laboratériumi allatokra, valamint a kisérleti eljarasokra vonatkozo, 40/2013.
(II. 14.) Korm. rendelet az allatkisérletekrdl, valamint az 1998. évi XXVIII. torvény az allatok
védelmérdl és kiméletérol szolo jogi anyagok tiszteletben tartasa mellett végeztiik.

Kisérleteinkben & Wistar patkanyokat kezeltiink K-aceszulfam: 40,0 mg/tt. kg, eritrit 0,05
g/500 cm?, xylit: 40,0 mg/tt. kg/nap, és sztivia: 40,0 mg/tt. kg/nap dozisban 16 héten keresztiil.

I11.2. In vitro Kkisérleti protokoll
A kezelési protokoll végpontjaiban monolayer neurohipofizis sejtkultirdkat készitettiink:

enzimatikus és mechnaikus disszocialtatas utjan (tripszin 0,2 % /Sigma Aldrich, USA, St.
Louis/: 30 min; kollagenaz /Sigma Aldrich, USA, St. Louis/: 30 pg/cm?,40 min; diszpaz / Sigma
Aldrich, USA, St. Louis/: 50 pg/cm?, 40 min, foszfat pufferben /PBS-ben, pH=7,4/), @: 83 és
48 pm atmérdjii szoveten mechanikailag disszocialtattuk a sejteket, majd 37°C-on inkubaltuk
a sejtkultirakat. A sejtek viabilitds (= 95 %, tripan-kék festés alapjan) kontrollja utan a
sejtdenzitast 2x10° sejt/ml- re dllitottuk be, a sejtszamot Corning Cell Counter segitségével

hataroztuk meg. A konfluensé valo tenyészeteket 3 naponta mostuk Dulbecco's Modified
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Essential Medium (DMEM, Sigma Aldrich, USA, St. Louis) cseréjével. Neurohipofizis (NH)
sejtkulturakat &nkontrollos rendszerben is kezeltik 10°M -0s koncentracios dozisban
noradrenalinnal (NA), emellett a bemutatott cukorpotld vegyiiletekkel kezelt NH kulttrakat is
vizsgaltuk e monoaminnal.

I11.3. Hormonmeghatarozas
Az OT tartalmat a monolayer sejtkultarak feliiluszé6 médiumabol hataroztuk meg (Abcam OT

ELISA kit- ab133050) ELISA modszerrel. Thermo Fisher Scinetific Multiscan MCC
Microplate Reader-rel (Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford, USA) hataroztuk meg a
protein tartalmat, tovabba Lowry-modositott modszerét is alkalmaztuk az Osszefehérje
mennyiség vizsgalatdhoz. A feliilusz6 médiumot -20 °C-on tartottuk a minta feldolgozasaig. A
protein tartalom meghatarozashoz a Pierce™ BCA Protein Assay Kit-et hasznaltuk (Thermo
Fisher Scientific Inc., Rockford, USA).

I11.4. Statitsztikai elemzés
Az adatok elemzését ANOVA modszerrel végeztiik (n=5). Eredményeinket atlag + standard

hiba (SEM) formaban tiintettiik fel. A csoportok vonatkozasaban: kontroll, cukorpotld kezelés,
valamint cukorpétld kezelés + 10® M NA kezelés eredményeinek értelmezésekor a
kiilonbségek akkor kezeltiik szignifikansan, ha p<0,05 volt.

I11.5. Egyéb modszerek
Dolgozatomban hiteles szakirodalmi feltarast végeztem, az irodalmi feltaras adatbézisa a

PubMed (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/) kereséalgoritmusaival tortént. Kulcsszavas

keresést végeztem a szakirodalmi feltarasaban, melyek a kovetkezok voltak: K-aceszulfam,
eritrit, xilit, sztivia, cukoranyagcsere, oxitocin, exocitdzis. Munkamban a folyamatok
attekintése érdekében folyamatabrakat készitettem (draw.io) programmal, valamint az
eredmények abrazoldsahoz  diagramokat készitettem (MSExcel 2016) program

felhasznalasaval.
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IV. Eredmények
A dolgozatom kovetkezo fejezeteiben a cukorpotld vegyiiletek és az in vitro OT release

valtozasokat kivanom prezentalni. A hormontartalom kifejezésére pg OT/mg protein dimenziot
hasznaltunk, az adatokat atlag=SD formaban tintettiikk fel. Méréseink fokuszpontjaba azt a
koncepciot helyeztiik, hogy a kiillonbozoé cukorpotld vegyiiletek milyen hatassal vannak az OT
realese-re. Az emberi homeosztazis fenntartasahoz esszencialis a gliikk6z, mint 6 energia
szolgaltato vegyiilet. A molekula megfelel6 hasznosulasanak, és az ehhez kapcsolodo
anyagcsere folyamatoknak Osszhangban kell lennie. Viszont ismeriink szamos olyan
anyagcserezavarral Osszefiiggd egészségligyi problémat, amelyek indokoltta tehetik, hogy
olyan vegyiileteket fogyasszanak a betegek, amelyek analogiat mutatnak a gliikkozzal.
Eredményeink kiértekelése és kritikus megvitatdsa kozponti jelentdségli jelen vizsgalati

kontextusban.

IV.1. A modell alkalmassaganak igazolasa
Az 5. eredményabran lathatd, hogy in vitro tenyészetben az OT hormon koncentracioja a

gliikozzal kezelt és a kontroll (kezeletlen) csoportban nem mutat szignifikans kiilonbséget.
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5. Abra: Hormonelvalasztas in vitro, gliik6z és kontroll csoport viszonyaban (atlag+SD, n=>5)
A modell alkalmassagat is sziikséges elemezni, amennyiben biomérndki szemszogbol
vizsgaljuk a kérdést. Ebben a relacioban fontos az, hogy aktivacioé eredményeképpen, hogyan
reagal a modell. A 6. dbra adataibdl jol lathato, hogy NA aktivacio (308,3+7,10 pg OT/mg
protein) eredményeképpen a hormon release szignifikansan emelkedett a kontroll (144,26+5,07

pg OT/mg protein) csoporthoz viszonyitva, p<0,05 volt.
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6. Abra: Kontroll és NA aktivalt OT hormon elvalasztas egymashoz viszonyitott értéke

(atlag£SD, *:p<0,05, n=5)

IV.2. A cukorpétlé vegyiiletek expozitor hatasai in vitro sejtkultiira modellben
A 7. abran lathato, hogy a K-aceszulfam esetében (130,0343,88 pg OT/mg protein) szignifikans

eltérés van a kontroll csoporthoz képest (144,26+£5,07 pg OT/mg protein) (p<0,05). A
cukorpotld vegyiiletek koziil a legkisebb eltérést az eritrit mutatja (142,1+£3,47 pg OT/mg
protein) a kontroll csoporthoz képest. A xilit kezelés adatai (126,3+3,91 pg OT/mg protein)
csokkeno értékben térnek el a kontroll csoporthoz képest. A sztiviaval kezelt csoport adatai
alacsonyabb hormon release-t eredményeztek (138.5+2,25 pg OT/mg protein) a kontrollhoz
képest. A 7. abran lathat6 adatok azért fontosak, mert az in vitro tenyészetek az in vivo el6kezelt

Wistar patkanyok neurohipofiziseibdl késziiltek.
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7. Abra: In vivo cukorpétlo vegyiiletekkel kezelt Wistar patkanyok hipofizis kultarainak
spontan OT hormonelvalasztasa (atlag+SD, *:p<0,05, n=5)
A 8. abran lathato, hogy az in vivo elékezelt, majd in vitro tenyészett sejtkultirakhoz tovabbi
cukorpotld agenseket adtunk, a kezelést €s a vizsgélatot 120 perces idotartamban végeztiik.
Megfigyelhetd, hogy a K-aceszulfam (120,86+1,34 pg OT/mg protein) és a xilit (119,83+6,69
pg OT/mg protein) csoport értékei szignifikansan (p<0,05) eltérnek a kontrollhoz
(151,03£2,059 pg OT/mg protein) képest. A sztivia (131,63+3,23 pg OT/mg protein)
cukorpotld vegyiilet atlagértéke ez esetben kevésbé tér el a kontrollhoz képest, mint a K-
aceszulfam ¢és xilit. Az eritrit (140,33+1,10 pg OT/mg protein) értéke tér el a legkisebb

mértékben a kontroll csoporthoz viszonyitva.
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8. Abra: In vivo cukorpétlas utan, tovabbi in vitro cukorp6tld agensek hatasa (akut 120 perc)
az OT release alakulasara NH kultarakban (atlag+SD, *:p<0,05, n=5)
Mivel szabalyozasi korben dolgozunk, ezért fontos, hogy megvizsgaljuk, milyen véaltozés
torténik, ha az in vitro sejtkultiirakhoz egy regulator elemet adunk, jelen esetben ez a 10 mM
NA volt. Ezen sejtkulturabol szarmazo, mért adatokat a 9. abran figyelhetjiik meg. Lathato,
hogy maga az adatokban is tortént egy ugrasszerti fluktuacio, a kontrollhoz (308,3+7,10 pg
OT/mg protein) képest, példaul az eritrittNA (346,26+6,58 pq OT/mg protein) sejtkultira
csoport nagyobb mennyiségben valasztott ki OT hormont. A K-aceszulfam+NA (289,5+10,7)
minta mutatja a legkisebb értéket a kontrollhoz képest. A xilit (294,6+6,58 pg OT/mg protein)
hozzaadott cukorpdtld dgens és a sztivia nem érik el a kontroll értékét, viszont itt is lathatd a

NA nélkiil kezelt in vitro sejtkultirahoz képest szignifikans (p<0,05) valtozas.
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9. dabra: Noradrenalin (NA) aktivalt OT elvalasztas vizsgalata NH kulttrakban cukorpotld

vegyitiletek hatasara (atlag=SD, *:p<0,05, n=5)
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V. Megbeszélés, kovetkeztetés
Az energianyerd mechanizmusok az alapanyagok (szénhidratok, lipidek, nukleinsavak,

proteinek) bontasabol szarmazoan kémiai energia transzfereket biztositanak (ATP, GTP,
NADH; sth.), amelyek sziikségesek az egészséges életjelenségek fenntartasdhoz. A
szabalyozasi rendszerek, a neuro-endokrin-immun funkciokkal ennek a nagy
anyagcserelancolat kaszkadnak a kézbentartasat végzik. Vizsgalatainkat in vivo és in vitro
allatkisérletes modellek segitségével, sejtszintli kutatasi elrendezésben tanulmanyoztuk a
cukorpotld agensek hatasait a monoamin (NA) medialt OT hormon release funkciokra.

A tarsadalmi aktivitdsban az OT kiemelten fontos hormon, ugyanis szerepet jatszik a kognitiv,
empatogén folyamatokban [43, 49]. A cukor homeosztazis fundamentalis biztositéka a sejtek
energiatermeld folyamatainak. Nem csupan az izomsejtek hasznositjdk a cukor-anyagcsere
folyamat termeékeit, hanem az endokrin rendszer hormonelvalasztasért felelos sejtjei is, igy a
pituicitdk is. A neurohipofizis sejtek OT hormon release folyamata energia igényes folyamat
[46]. Az extracellularis térbol szarmazé inputok olyan szignal-transzdukcios mechanizmusokat
reguladlnak, amelyek a hormonvezikuldk plazmamembrannal valé asszocidciojahoz
nélkiilozhetetlenek. Az energia (gliikkdz bontds) mellett az exocitdzisban jelentds szereppel bir
a Ca?* is [32].

Jelen dolgozatban olyan in vitro modellrendszert kivantunk kidolgozni, amelyben a
xenobialisnak is tekinthetd cukorpotlo vegyiiletek tanulmanyozasat is meg tudtuk valositani. A
vizsgalati modellrendszer funkcidképes, ugyanis az 5. és 6. eredményabra adataibdl is lathatjuk,
hogy a sejtkultirdk OT release mechanizmusa kivalthatd. Az alkalmazott cukorp6tld
vegyliletek az alap hormonelvalasztast csokkentden, inhibitoros jelleggel mitkddtek (7. abra).
Ha a sejtkultara modellrendszert in vitro kezeltiik (cukorpotld szerekkel vald el6kezelést
kovetden), akkor a gatlo hatas jelentsen érvényesiilt a kontroll csoport értékeihez képest (8.
abra). Erdekes tapasztalat, hogy amennyiben a sejtek szabalyozasi kapcsolataban vizsgaljuk a
hormonelvélasztast, azaz a NA aktivacio fliggvényében, akkor a korabban inhibitoros jelleggel
viselkedd cukorpdtld vegyiiletek, mar nem mutatnak ilyen egyértelmli valtozast. Ha
megfigyeljik az eritirit és NA kezelést (9. abra), akkor karakteresebb OT elvalasztast
tapasztaltunk a K-aceszulfam, xilit és sztivia csoportokhoz képest, amelyek a szabalyozasi

korben csokkentették az OT elvalasztasat.
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VII. Koszonetnyilvanitas

Szeretnék koszonetet mondani témavezetémnek, Dr. Molnar Zsolt Tanar Urnak, Dr. habil.
Radacs Marianna Tanarnének, akik kitart6 munkajukkal és tudasukkal segitették az OTDK
dolgozatom elkésziilését. Tovabba koszonom a JGYPK, AEKNI, Koérnyezet-biologia és
Kornyezeti Nevelés Tanszék, Kornyezet-toxikoldgiai Kutatomihely munkatarsainak a
tamogatasat, segitsegét!

Végiil koszonetet szeretnék mondani sziileimnek ¢€s testvéreimnek, akik biztatdsaval nem

jOhetett volna létre jelen munkam.
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A 37. OTDK
BIOLOGIA SZEKCIO FELHIVASANAK
2. SZAMU MELLEKLETE

TETELES SZERZOI HOZZAJARULAS

Alulirott Kiss Péter Sandor nyilatkozom, hogy a 37. OTDK-ra benyuijtott In vitro neuroendokrin
modell a cukorpétlé vegyiiletek hatasainak vizsgalatara cim( palyamunkamban leirtak

esélében az alabbi munkafolyamatok elvégzésében vettem részt':

Részfeladat’ A részvétel mértéke
(6tfokozatu skalan® jellemezve)

A him Wistar patkanyok fenntartasa, gondozasa a
dolgozat Modszerek fejezetében bemutatott etikai | 3
engedély alapjan

A kiserleti végpontokban neurohipofizis sejtkultirak
keszitese, a Modszerek fejezetben meghatarozott modon,
a sejtkulturak fenntartasa, viabilitas kontrollja, cukorpotlo | 4
agensek oldatainak elkészitése, in vitro sejtkultira
kezelések, a steril eszkézbk biztositasa

Steril oldatok, tapoldatok készitése, steril eszkézéok

elbkészitése, steril flilke el6készitése v
A felliluszé médiumbdl mintavétel, majd az oxitocin 3
meghatarozas ELISA modszerrel

Az adalok statisztikai feldolgozasa 2
A mérésekbdl szarmazé adatok rendszerezése, abrék | 4
készitése

Szakirodalmi feltaras 4

Kelt: Szeged, 2024. 05. 01.
(Keérjik a délttel jeldlt részeket értelemszertien cseréljek, modositsak).

Palyamunkat benyuijté hallgatd (Kiss Péter Sandor)

alairasa

A nyilatkozatban foglaltak helyesseget megerosutem
\Lkw\lx\f .(J‘u

Tanszek)

alairasa

A kutatasi projekt azon részfeladatait, amelyekben egyaltalan nem vett részt, ne tiintesse fel a listaban.
? Az alabbi lista mintaul szolgal, szabadon modosithato, bévithetd.



#Magyarazat:
A Munkafolyamatokban valé részvétel mértékét dtfokozatu skalan kérjik értékelni. A skala egyes

értékeinek jelentése:

5 — Felkészités utan a feladat teljes egészét 6nalléan végeztem a palyamunkahoz sziikséges
mehnyiségben.

4 — Felkeszités utan a feladat tobb mint felét 6nélléan végeztem a palyamunkéhoz sziikséges
mennyiségben.

3 — Felkeszités utan a részfeladat felét 6nalléan végeztem a palyamunkahoz sziikséges
mennyiségben.

2 — Felkészités utan a részfeladat kevesebb mint felét 6nalléan végeztem a palyamunkéahoz
sztikséges mennyiségben.

1 — A reszfeladatot folyamatos segitséggel végeztem a palyamunkahoz sziikséges mennyiségben.




