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1. BEVEZETES

Az egészség €s a jolét megOrzésében a fitoterapia a természetes gyogymodokra €s
a novények gyogyitd tulajdonsagaira tdmaszkodik. Alapelve, hogy a névényekben
talalhato aktiv vegyiiletek és tdpanyagok hozzdjarulhatnak a szervezet miikodésének
tdmogatasahoz és a betegségek kezeléséhez. A fitoterdpia hatékonysagat és
biztonsadgossagat egyre tobb tudomanyos kutatas vizsgalja, igy a modern modszerek
révén jobban megérthetévé valnak a hatasmechanizmusok €s az egyes ndvények bioldgiai
hatasai. Novekvd népszeriiségét az indokolja, hogy sokan keresnek természetes,
mellékhatasoktol mentes alternativékat.

A fitoterapidban a novényeket kiilonb6z6é formakban alkalmazzak, példaul tedk,
tinkturak, kivonatok vagy krémek készitésére. Felhasznalhatok az egész novények, illetve
részeik (levelek, virdgok, termések, gyokerek, magvak). Ugyanakkor a ndvényi riigyek
és hajtasok hagyomanyos felhasznalasar6l, valamint modern kutatasi eredményeir6l
mindeddig kevés informacio all rendelkezésunkre. A Dr. Méathé Endre vezette
kutatdcsoport munkai alapjan feltételezhetd, hogy a riigyek gazdagok olyan fitonutriens
anyagokban, amelyek tamogathatjak a sejtek optimalis miikodését.

Az embriondlis ndvényi szovetekbol késziilt riigykészitmények (gemmoterapias
extraktumok, GTE-k) potencialis szerepet jatszhatnak a human és haszonallati egészség
megodrzésében, mivel szintetikus megfeleldjiik nincs, és egyedilallé hatdanyagaik réven
preventiv és terapias jelentdségiik is lehet. A riigykészitményekben talalhatdo mikro- és
makrotapanyagok befolyasolhatjak a sejtes anyagcserét, a redox allapotot, az
intracellularis kommunikaciét és a sejtciklust, ezaltal hatassal lehetnek az immun- és
idegrendszer milkodésére, az adaptiv stresszvalaszokra és a gyulladasos folyamatok
mérséklésére.

Kutatdsom célja volt a kiilonb6zd zsenge novényi riigyekbdl késziilt extraktumok
bioaktiv hat6anyag-tartalmanak, valamint élettani és antimikrobidlis hatasainak
vizsgalata. Ehhez az ecetmuslica (Drosophila melanogaster) modellrendszert, majd
kiegészitésként a ponty (Cyprinus carpio) taplalkozo larvait alkalmaztam. Az ecetmuslica
és a pontylarvak eredményeinek dsszekapcsolasaval sikerdilt kialakitani egy transzlacios
modellrendszert, amely hasznosithatd a célzott haltap-fejlesztésekben, kilondsen a

zsenge halivadékok taplalkozasi életképességének javitasa érdekében.



CELKITUZESEK

Kutatasi munkam sordn olyan ndvényi rigyextraktumokat (GTE) vizsgaltam,
amelyekrdl a szakirodalmi ismereteink hidnyosak vagy éppen teljesen hianyoznak
ellentétben példaul a bogyos termésekkel vagy a novényi levelrészekre vonatkozo
tanulmanyokkal. Célom volt a fekete afonya, szeder és fekete ribizli riigykivonatok
beltartalmi vizsgalata analitikai modszerekkel és ezen komplex hatdéanyag kivonatok
antimikrobialis hatdsainak jellemzése is. Ezt kovetden nutritiv hatastani vizsgalatok
kovetkeztek elsdként az ecetmuslica majd a ponty fajokat alkalmazva modellként. Ez
utobbi kisérletek eredményeit 0sszekapcsolva egy ponty hallarva specifikus transzlaciés
modellrendszer létrehozéasa volt a cél, amely alkalmas lehet tovabbi hallarva tapok
kifejlesztésére. Ugyanakkor tekintettel arra, hogy a riigykivonatok azonos protokoll
alapjan készlltek, igy a kulonféle kisérleti eredmények 6sszehasonlithatoak ezzel is
megalapozva a disszertacioban ismertetett kutatasok és eredmények komparativ jellegét.

1. Fitokémiai célkitiizések

o A fekete &fonya (Vaccinium myrtillus), a szeder (Rubus fruticosus) és a fekete
ribizli (Ribes nigrum) gemmoterapias extraktumok eléallitasa.

e Az UHPLC-ESI-MS mddszer alkalmazasaval a kivonatok névényi eredetii
bioaktiv hatdanyag-profiljanak meghatarozasa, valamint a teljes polifenol- és
flavonoid-tartalom mérése.

o A kapott hatéanyag-profilok 6sszehasonlitasa, valamint szakirodalmi attekintés
készitése a komponensek ismert bioldgiai hatéasairol.

o Prediktiv becslések megfogalmazasa a kivonatok feltételezhet6 élettani hatasaira,

amelyek tovabbi kutatasi iranyokat jel6lhetnek Ki.

2. Antimikrobialis hatasvizsgalatok
e A GTE-k antimikrobialis hatdsanak vizsgalata olyan mikroorganizmusok
esetében, amelyek takarmanyokban és élelmiszerekben fordulhatnak eld, és allati,
illetve emberi fogyasztok megbetegedeset okozhatjak.
o A mikrobialis gatlo hatés vizsgalata agar-diffuzios modszerrel, majd a minimalis
gatl6 koncentracid6 (MIC) és a minimalis baktericid koncentracio (MBC)

meghatarozasa.



A kapott eredmények alapjan a GTE-k antimikrobialis hatadsanak értékelése a

fogyasztokra jellemzd mikrobidta kapcsan.

3. Nutritiv hatasok és anyagcsere-értekelés

A normal és magas szénhidrattartalmu taptalajon tenyesztett muslica-populaciok
teljes transzkriptomjénak elemzése, kilonos tekintettel a hemolimfa/hormonok és
a citoszkeletalis gének expressziojara.

A GTE-k taplalkozastani hatdsainak vizsgalata Drosophila melanogaster alapu
nutricios modellben, haromféle étrendi dsszeallitas alkalmazésaval.

A GTE-k hatésainak vizsgélata taplalkoz6 pontylarvakban: életképessegi

paraméterek merése és az ATP-termelés mennyiségi analizise.

4. Modellrendszerek és transzlaciés alkalmazéas

Transzlaciés modellrendszer kialakitdsa, amely a Drosophila melanogaster és
Cyprinus carpio pontyfajon szerzett eredményeket integralva alkalmas lehet a
GTE-k hatdsmechanizmusainak jobb megértésére, valamint hallarva takarmanyok

fejlesztésének tudomanyos megalapozésara.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

A rlgykivonatok élettani jelentésége egyre szélesebb korben kezd ismert lenni az
emberek szamara, egeszséguk fenntartasa és meg6rzésiik kapcsan. Egyrészt, a riigyek
minimalis kalOria- és zsirtartalma, masrészt kedvez6 makro- és mikrotapanyag-
Osszetétele megfelelové teszi 6ket mind emberi, mind allati felhasznalasra. Ugyanakkor
a rlgyek gazdagok fitonutriensekben vagy bioaktiv hatdanyagokban, amelyek tovabb
novelhetik a fogyasztok cellularis életjelenségeinek hatékonysagat. Tekintettel a névényi
eredetli bioaktiv hatéanyagok — NEBH ecl6fordulési jellemzdire, gyakorta dket a
mikronutriens kategoriaba soroljadk (CICERO és COLLETTI, 2016). A doktori
dolgozatommal kapcsolatos kutatdmunka az olyan ndévényi fajok rigyeire fokuszal, mint
a fekete afonya (Vaccinium myrtillus), szeder (Rubus fruticosus) és a fekete ribizli
(Ribes nigrum). Egyre tobb indirekt kisérleti bizonyiték latszik igazolni a NEBH-knak a
fogyasztokra gyakorolt kedvezd élettani hatasait, azonban az ezekkel kapcsolatos
celluléris (GULDIKEN és mtsai., 2018; RESCIGNO és mtsai., 2018) és antimikrobialis
(BANDERIA és mtsai., 2018; JODAA HOLM és mtsai., 2016) hatdsmechanizmusok
kevésbé ismertek. Ilyen értelemben, minden olyan kutatas, amely arra iranyul, hogy
ismerjiik meg jobban a novényi eredetii bioaktiv hatéanyagoknak az élettani hatésait,
abszolut iddszerii és eléremutatd, hiszen mintegy feltételét jelenti az egészség-orientalt
taplalkozéasnak és mindségi takarmanyozéasnak.

A NEBH-k a novények masodlagos anyagcsere-folyamatai soran keletkez6
vegyliletek, és a human illetve allati fogyasztok szervezetében fontos szerepet jatszanak
a betegségek elkeriilésében és esetleges terapidjaban (CICERO és COLLETTI, 2016;
HOWES és SIMMONDS, 2014). Ugyanakkor szdmos kutatas igazolni latszik a NEBH-
k antimikrobidlis hatasait (PISOSCHI és mtsai., 2018), mikdzben az in vitro kérilmények
kozott mért antioxidans kapacitasuk kozismert. A NEBH-kat lehet tanulményozni
koncentréacid-fiiggben egyenként, avagy komplex extraktumok formajaban, ez utdbbi
esetben, olyan komplementer élettani hatdsokat és szinergiakat lehet feltételezni,
amelyeknek okai inkabb sztochasztikus, mint determinisztikus jelleggel birnak. A
NEBH-ek altal, a fogyasztokra gyakorolt hatasok kapcsan gyakorta megfigyelhetd a
ddzis-fiiggd hormézis jelensége is (CALABRESE és mtsai., 2012).

A ndvényi alapanyagbol eléallitott extraktumok bioaktiv hatdanyag 0sszetételének
vizsgalataval és cellularis hatasmechanizmusaval mar tébb mint tiz éve foglalkozik Dr.
Mathé Endre kutatcsoportja (VIGH és mitsai., 20162, 2016°, 20173 2017°). Az is
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igazolast nyert, hogy a ndvenyi extraktumok in vitro antioxidans kapacitasa
gyumadélcsfajonként, de sok esetben fajtan belll is valtozik. Bebizonyitott tény, hogy pl.
a bogyok szamottevéen nagyobb antioxidans kapacitassal rendelkeznek, mint az alma
és az Oszibarack, de sok esetben ugyanugy, mint a sz616 (SCALZO és mtsai., 2005;
HEGEDUS és mtsai., 2008). Ez a kiilonbség szamottevéen tobbszords eltéréssel is
nagyobb lehet egyes fajtakban a fekete ribizli (Ribes nigrum), a szeder (Rubus fruticosus)
és a fekete afonya (Vaccinium myrtillus) esetében (BALOGH és mtsai., 2010; MEMETE
és mtsai., 2023; CIULCA és mtsai.,2021). A ndvényi extraktumoknak az in vitro
kortlmények kozott mért antioxidans kapacitasat, gyakorta ezen extraktumok in vivo
redox potencialt kozvetlenul szabalyoz6 hatasaval hoztak dsszefliggésbe. Méra kiderdilt,
hogy a névényi extraktumokban 1év0 bioaktiv hatéanyagok nem annyira kozvetleniil,
mint inkdbb kozvetve és szdmos intracellularis jelenségen keresztll képesek novelni az
adaptiv stresszvélasz hatékonysagat beleértve a redox potencidl szabalyozasat is. Ez
pedig azt jelenti, hogy a tanulmanyozandd ndvényi extraktumok indukélta élettani
hatasok kapcsan multidiszciplinaris kutatasi stratégiat fogok alkalmazni.

Masfeldl az is megallapithato, hogy ellentétben az antimikrobialis effektusokkal, a
tanulmanyozanddé novényi fajokban el6forduldé bioaktiv hatdanyagokrdl, valamint
ezeknek a fogyasztokra Drosophila melanogaster w™" gyakorolt élettani hatasaikkal
kapcsolatosan relative kevés irodalmi adat all rendelkezésre. Annak érdekében, hogy
tobbet tudjak meg a vizsgalandd novényekben eldforduld hatdanyagokrol és az altaluk
generélt élettani effektusok hatdsmechanizmuséarol, dsszekapcsoltam az ecetmuslica és
ponty modell fajokat. Mivel a Drosophila melanogaster w™" életszakaszaira jellemzé
taplalkozasi feltételek viszonylag jol ismertek (PIPER és mtsai., 2014; BASS és mtsai.,
2007), hasonléan a Cyprinus carpio esetében is (TAKEUCHI és mtsai., 2002), a két faj
kombinalt vizsgalata lehetdséget ad arra, hogy a muslica larvak taplalkozasanak és
egyedfejlodésének vizsgalati eredményeit felhasznaljuk a ponty larvdk esetében is. A
muslica kisérlet sordn kapott adatok, kuléndsen a ndvényi extraktumok altal kivaltott
élettani hatasok és a taplalkozas szabalyozasanak dsszefliggései, alapot nydjtanak a ponty
larvak tapanyagfelvételének és fejlédési folyamataiknak az elemzéséhez. Kutatdsom
alapjaul azért valasztottam az ecetmuslicat és a pontyot, mert egy ilyen kapcsolt
modellrendszer szavatolja a valasztott tematika ok-okozati 0sszefuiggeseinek inter- és
multidiszciplinaris értelmezését a taplalkozas — génexpresszid szabalyozas és
egyedfejlodés Osszefliggéseiben. Ez egy Ujfajta transzlacidos megkdzelités, amelynek

alapjat a cellularis mechanizmusok evollcios konzervéltsaga adja. Az ecetmuslica
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esetében sikeriilt bizonyitani, hogy a fol6s mennyiségii szénhidrat- és lipid bevitel kords
élettani hatasokat idézhet el6 (ZHANG és LERMAN, 2016; MUSSELMAN és mtsai.,
2011), de bizonyos novényi eredetli hatéanyagok kedvezd, preventiv hatdsokkal is
rendelkeznekhetnek (NAGPAL és ABRAHAM, 2017; PROSHKINA és mtsai., 2016).
Ugyanakkor az ecetmuslica 0sszes génjeinek az expressziods egyedfejlédési profilja és az
interaktomjainak ismeretében viszonylag hatékonyabban derithetjik ki a vizsgalando
ndvényi extraktumok altal generalt élettani hatdsok genetikai szabalyozottsagat. Ezekre
az eredményekre alapozva célunk annak vizsgalata, hogy a kiilonb6zé novényi
hatéanyagok milyen mértékben befolydsoljak a pontylarvak taplalkozasi és fejlodési
sajatossagait. Ezzel hozzajarulhatunk az élettani szabalyozas evolliciésan konzervalt
mechanizmusainak mélyebb megértéséhez. A Cyprinus carpio, mint mérsékelt égovi
mindenevd halfaj (BAKOS, 1968; PINTER, 2002), a pontyfélék (Cyprinidae) csaladjaba
tartozik, és kilonésen alkalmas a taplalkoz6 larvak (zsenge ivadékok)
tapanyagfelvételének tanulmanyozaséara. A ponty larvai taplalkozasuk kezdetén, az elsé
harom napban kizarolag ¢l6 taplalékot képesek fogyasztani: zart rendszerben ez
jellemzben frissen kelt sorak (Artemia salina) , mig természetes kdrnyezetben elsésorban
kerekesférgek (Rotatoria) szolgalnak taplalékul. Ezt kovetden etethetok él6 taplalék
alapu (planktonikus szervezeteket tartalmazd) vagy speciélis, haltap alapu étrenddel is. A
specialis haltapnak tobb elénye van a zsakmanyolhato taplalékszervezetekkel szemben,
mivel a tp dsszedllitasa soran jobban figyelembe lehet venni a larvak tapanyagigényeit,
elkeriilhetd a patogénekkel és toxinokkal torténd szennyezddés, és ndvelhetd a
haltermelés koltséghatékonysaga. Ugyanakkor Kisérleti adatok arra utalnak, hogy a
pontynak (hasonl6éan mas tenyésztett halfajokhoz) ebben az érzékeny életszakaszaban
kiilonosen fontos a megfeleld taplalékellatottsag. (SHARMA és mtsai, 1999), bar a
makronutriensek kozotti aranyok nagyon megoszlanak ((PHAN és mtsai., 2019;
TERECH-MAJEWSKA és mtsai.,, 2016). A haltakarmanyozas minden esetben a
kornyezeti tényez6k fiiggvénye. gy, a taplaloanyag és energiasziikséglet becslést
meghatarozza a viz hémérséklete (példaul minden 10 °C-ként valé emelked6fok kétszer
annyi energiaszikségletet igényel), oxigén-, és soétartalma. De a tényleges energia
szlikségletet a metabolikus testtomeggel lehet megbecsilni. Tovabba, figyelembe kell
venni a hal életkorat, aktivitasat, élettani allapotat, taplalék osszetételét és annak
emészthetdségét. Standard kornyezeti homérsékleten (23 °C-on) a kifejlett pontyok
szamara a kiegyensulyozott haltap mintegy 35-45%-nyi feherjét, 15-25%-nyi lipidet és
45-65%-nyi szénhidratot tartalmazhat (TOLG és TASNADI 1996; HANCZ, 2007).
13



Ugyanakkor a taplalkozé pontylarvak esetében — a gyors ndvekedés és a szdvetépités
miatt — ennél joval magasabb, akar 50-60% fehérjetartalomra van szikség, mikézben a
lipid- és szénhidratszintek csak mérsékelten modosulnak, mivel a larvak
emésztOrendszere még nem képes hatékonyan hasznositani ezeket az energiaforrasokat
(GALKO és mtsai., 2023; FAO, 2004. Az is kideriilt, hogy a ponty egyedfejlédésének
egyes szakaszai eltér6 makronutriens-igényeket mutatnak (SOUTHGATE és
KOLKOVSKI, 2000). Peéldaul a taplalkozo hallarvak esetében a fehérje- és
oxigéntartalom, valamint a zsirsav-osszetétel szempontjabol magasabb igény figyelhetd
meg a késébbi fejlodési szakaszokhoz képest (ZEITLER és mtsai., 1984; JELKIC és
mtsai., 2012; HEINITZ és mtsai., 2018).

Osszegzésképpen megallapithatd, hogy a vizsgalt névényi rigyextraktumok,
valamint a Drosophila melanogaster és a Cyprinus carpio alapi kapcsolt taplalkozasi
modellrendszer alkalmas lehet a taplalkoz6 larvdk igényeire szabott tapfejlesztés

genetikai alapjainak feltarasara és és jovobeli alkalmazasanak megalapozasara.

2.1.  NOvényi kivonatok jelentésége

Az altalam vizsgalni kivant novényi rigykivonatokkal szemben kevés informéacié
all rendelkezésre a szakirodalmi adatbazisban. Ebbdl a megkozelitésbol a ndvényi
termésre vagy esetleg a levélrészekre kozzétett dsszetétel es élettani hatasvizsgalatok

irodalmat mutatom be az aldbbiakban.

2.1.1. A fekete ribizli (Ribes nigrum L.)

A fekete ribizli (Ribes nigrum) vagy ribiszke, mint kerti gylimdlcs a
Glossulariaceae csaladba tartozik, Kozép-Eurdpaban és Eszak-Azsidban 6shonos. Széles
kdrben tanulmanyozott termesztett Ribes nemzetség, amely mintegy 140-160 fajbdl all.
A ribizli &ltaldban tlskétlen cserje, zomok torzse kozvetlenll a talaj felszine folott
szamtalan mellékagra oszlik el, kortlbelll egy-két méter magas. A cserjetdrzs minden
évben hosszU szartagu hajtdsokat hoz, igy a ribizlicserje évente rendszeresen
Ujhajtdsokkal gyarapszik. Az els6 évben a hajtasok elérik akar a 60-100 cm-es
novekedeést, a masodik években pedig, ndvekedésiik csokken, és csak akkor agaznak el.
Az elagazasok a csucstol az alap felé haladva nonek. A minden évben fejlodo tévesszok
a fajtatol, a novekedési képességtdl és az apolastdl fliggenek. Jellemzden, a tévesszok
csucsriigyeibdl leveles, hosszh szartag hajtasok fejlédnek. Az oldal- vagy hdonaljriigyek

tobbségébdl rovid vagy hosszu szartaghi termOrészek képzddnek. A fekete ribizli
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virdgzata az éves vesszokon jelenik meg, kérge nem hamlik, ugyanakkor a termesztett
fajta éretten lehullatja bogyodit. Virdgzata flrt, egy viragzatban a virdgok szdma 8-30
kozott van. A gyokérzet novekedése szakaszos, az évszakoktdl €s a talajhdmérséklettol
fligg. Legerdteljesebb 6-20 °C kozott. Az elsé novekedési szakasz tavasszal kezdédik, +2
°C talajhdmérséklet folott. A ribizli gyokerének miikodése 25-30 nappal elézi meg a
rigyfakadast. Ezt koveti a hajtasrendszer elsé ndvekedési szakasza, amely a
riigyfakadastol, azaz marcius elejétdl majus kozepéig tart. A fekete ribizli masodik
rigydifferencialédasanak az ideje julius vége, augusztus eleje. Ennek f6 energiaforrasa a
novény tartaléktdpanyag-készlete. A hajtasrendszer masodik erételjes névekedés junius
végétol julius kozepéig tart. Az in. masodik ndvekedési szakasz egybeesik a hajtascsucs
zarddasaval és az erdteljes riigydifferencidlodéassal. Ebben az iddszakban bekdvetkezhet
egy harmadik, az Gn. dszi hajtadsndvekedési szakasz is, amelyet a szélsdséges iddjards, az
1d6 elotti lombozat elvesztése vagy a szakszeritlen termesztéstechnikai beavatkozasok
okozhatjak. A rigyfakadas meginduldsahoz optimalis hémérséklet a 37 °C. A fekete
ribiszke inkabb a hiivosebb és parasabb éghajlatot szereti. Gyakran szenved a tal erds
napsugarzastol és a forrdsagtol, a hazai domb- és hegyvidékek mikrokorzetei felelnek
meg leginkéabb. A ribizli nagy hozamu gyimaolcsot terem, szlikseges szamara az 6ntdzés.
A kozepes humusztartalmua kozépmély termorétegii és jo vizgazdalkodo erddségi talajok
alkalmasak szdmara. Leggyakrabban hegyek labanal és az erd6zona hataran érzik jol
magukat (PAPP, 2004).

A fekete ribizli izének €s egészségveédo tulajdonsagainak koszonhetden értékes €s
kedvelt gyimdlcs, amelyet magas antioxidans aktivitas jellemzi, vitaminokban gazdag,
ezek koziil is jelentdsebb a C-vitamin tartalma. RACHTAN-HANICKA és mtsai., (2021)
vizsgalatuk soran a friss bio bogyoban 120-280 mg/100 g C-vitamint sikertlt mérni, de
ezt az értéket meghatarozza a termesztési hely és fajta (PAPP, 2004; KARJALAINEN és
mtsai., 2008). A ribizli polifenolokban gazdag és nagy mennyiségli biologiailag aktiv
vegyuleteket tartalmaz. Amelyek tobbek kozott flavonoidok, fenolsavak, antocianinok és
vitaminok (GOPALAN és mtsai., 2012). A flavonoidok fogyasztasa egészségmegdrzo
elénnyel jar, képesek megkdtni a szabad gyokoket és fémekkel kelatokat képesek képezni
(foleg rézzel). Ezaltal megvédik az oxidaciotol a C-vitamint és tamogatjak a szervezeten
bellli megmaradast. RACHTAN-HANICKA és mtsai., (2021) tanulmanyuk soran a
Okologiai termesztésbdl szarmazo atlagos ribizli Gsszes polifenol tartalom a friss
tdmegben 189,15 mg/100 g, mig a hagyomanyos termesztésnél 128,68 mg/100 g kdzott
mozgott. A fekete ribizli 6sszetétele potencialisan is egészségjavito képességekkel bir, és
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pozitiv hatdssal van a vércukorszint szabalyozasara, valamint gyulladascsokkento,
antioxidans, antimikrobidlis és rakellenes tulajdonsaggal rendelkezik (TABART és
mtsai., 2012; GOPALAN és mtsai., 2012). A fekete ribizli polifenolos vegyiletei kozil
a kvercetin, a miricetin, az izorhamnetint, rutin, és a kempferol fordul el6 (HUKKANEN
és mtsai.,, 2001; RACHTAN-HANICKA és mtsai., 2021), amelyek neuroprotektiv
hatassal rendelkeznek (KARJALAINEN és mtsai., 2008). Elettani hatasok kapcsan egyre
tobb tanulmanyt lehet olvasni, ahol arrél szamolnak be, hogy a ribizli egyes 6sszetevoi
antihipertenziv, antineurodegenerativ és az antidiabetikus hatasiak (GOPALAN és
mtsai., 2012), ugyanakkor a ribizli apigenin (SOJKA és mtsai., 2009) jelenlétét is
Kimutattdk, amely 200-szor erésebb aktivator, mint a metformin (cukorbetegség elleni
gyogyszer) (KOCH, 2019). KRISCH és mtsai., (2009). Tovabbi vizsgalatok
megerésitetették, a fekete ribizli gyumolcs extraktumanak hatdsat 12 korokozo
gombafajjal szemben, melynek eredményeként 8 Candida élesztégomba fajra (C.
glabrata, C. guilliermondii, C. inconspicua, C. lipolytica, C. norvegica, C. parapsilosis,
C. tropicalis és C. zeylanoides) gatlé hatast mutattak ki. RAICIU és mtsai., (2010) arrol
szamoltak be, hogy a fekete ribizli rlgykivonatok antimikrobidlis vizsgalat soran a
Staphylococcus aureus ATCC 6538, a Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, az
Escherichia coli ATCC 35218, az Aspergillus niger ATCC 16,404 és Candida albicans
ATCC 10231 gétoljak. Ugyanakkor, dsszehasonlitottak kiilonb6zo fekete ribizli fajtakat,
ahol kiilonb6z6 ndvényi részeinek (riigyek, levelek és bogydk) antioxidans kapacitasat és
profiljat vizsgaltdk meg. Es azt tapasztaltak, hogy a levelek és a riigyek fenoltartalma
jelentésen nagyobb volt, mint a bogydtermésnek (TABART és mtsai., 2006, TABART
és mtsai., 2011).

Egy friss tanulmanyban arrél szamoltak be, hogy a fekete ribizli
levélkivonatoknak sebgyogyitd hatdsai vannak, kdszonhetden a fenolos vegylileteknek,
kulonos tekintettel a klorogénsavnak és a rutinnak (KENDIR és mtsai., 2019). Egy
altalunk végzet kisérletben kimutattuk, hogy a fekete ribizli kivonatok megakadalyoztak
az ideggyulladast lipopoliszacharidos kezelésen atesett patkanyokban (TEGLAS és
mtsai., 2023).

2.1.2. A szeder (Rubus fruticosus L.)
A mérsékelt égdvi gyimdlcsok kdzil a szeder Rubus fruticosus L., egyik legrégebbi
gyimélcs egész Eurdpaban és Eszak-Amerikéaban, valamint a sivatagok kivételével az

egész Foldrészen megtalalhatd. A szeder (Rubus) a rézsafélek (Rosaceae) csaladjaba
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tartoz6 gyiimolcsozo cserje vagy félcserje. A Rubus kozel 700 fajjal rendelkezé egyik
legnagyobb nemzetség. A szeder fajok alapvetden harom csoportra oszthatok, mégpedig
a merev szaru, a félig elteriilé és a kszo szeder fajtak, amely éveld, lombhullatéd iveld
szarral, gyors Utemben 3 m-t is elérheti. Minden csoportban talalhatok tiiskével boritott
és tiiskementes fajtak. Erdei kertekben napos sz¢€li, félarnyékos vagy arnyékos széleken
n6 (ZIA-UJ-HANG és mtsai., 2014). A szarrész elérheti akér 7 métert, amely z6ldes, lilas
vagy voOrds szinli. Minden tavasszal a fas szart gyokér fiatal riigyei vesszoket hoznak
Iétre, és napi 50-80 mm-rel nének (HUMMER és JANICK, 2006). Az agszerkezet szerint
két csoportba oszthatok: az els6 évben a vegetativ részek (primocane), a masodik évben
a generativ (floricane) részek, amelyek gytiimélcsét hoznak (EYDURAN és mtsai., 2008).

A novény a humuszban gazdag, mély termérétegti, jo levegé- és vizgazdalkodasu
talajokat kedveli, mint a homokos valyog- és valyogos kotottségi talajok felelnek meg,
amelyben a talajviz meg ideiglenesen sem érheti el a gyokérzonat. A vizéllasos, tul nedves
talajokon a gyokeérpusztulas kdvetkezik be és a Phytophtora-fertézés veszélye is megnd.
De, a mélyebb gyokérelhelyezkedése miatt szarazsagtiirébb, biologiai sajatossagai miatt
szintén nagyon vizigényes gyiimélcsfajnak mondhat6 (PAPP és PORPACZY, 1999). A
szeder kora nyaron és késO tavasszal viragzik. A virag atmérdje korilbeliil 2-3 cm, 5
halvany fehér vagy rozsaszin szirmok képezik. A termés jaliustol szeptember kdzepén
érik. A gyumolcsok, amelyek korabban vilagoszoldek, éréskor késObb pirosra vagy
feketére véltoznak meg. fze és zamata miatt 8sidok ota kedvelt emberi taplalék. A szeder
beltartalmi dsszetétele a malna kémiai 6sszetételéhez all kdzel, de szin-, aroma-, iz anyaga
attol jelent6s mértékben eltér. Szarazanyag-, szénhidrat-, és pektin tartalma magasabb, C-
vitamin tartalma alacsonyabb, mint a malndé. A kémiai Osszetételérdl és élettani
hatasairdl szamos publikacié jelent meg (LI és mtsai, 2014; VERMA és mtsai., 2014).
BENVENUTI és mtsai, (2004) kimutattak, hogy Eurépéban és Eszak-Amerikaban
termesztett szederben jelentés mennyiségii redukalt aszkorbinsav (12,4-13,1 mg/100 g
friss tdmeg) van. De ezzel ellentétben, nagyon alacsony volt a mediterran térségben
termelt Ot kiilonbozé szeder aszkorbinsav mennyisége, valamint jelentds ardnyban
frukt6zt mértek és szerves savként azonositottak az almasavat, mig citromsavat nem
talaltak (KAFKAS és mtsai., 2006). STAJCIC és mtsai., (2012) vizsgalatuk alapjan a
szeder az Osszes polifenol-tartalma 1,74 mg GAE/g és 1,97 mg GAE/g kozo6tt van. A
szeder gyuimolcsben és leveleiben azonositottak fenolsavakat, mint kavésav, ellagsav,
galluszsav, és p-kumarsav, valamint flavonoidokat, példaul kvercetin, hiperozid,

kaempferol, miricitin, (+)-katekin, (-)-epikatechin, epikatekin-gallat, procianidin B1 és
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kvercetin-3-d-glikozidot (HENNING, 1981; LEI és mtsai., 2001; CARLSEN és mtsai.,
2003; GUDEJ és TOMCZYK, 2004; SANJUST és mtsai., 2008; MILIVOJEVIC és
mtsai., 2011; RADOVANOVIC és mtsai., 2013). A szederbdl szadrmazo6 fenolos
vegyliletek nagy fiziologiai tulajdonsagokat képviselnek, amelyek szamos megel6zo
vagy kezelhetd betegséghez kapcsolodnak, beleértve az anyagcserezavarokat €s a
kronikus betegségeket, mint a rékot, cukorbetegséget, magas vérnyomast, sziv-, és
érrendszeri  betegségeket, gyomor-bélrendszeri betegségeket, a szlirkehalyogot
érelmeszesedést, Oregedest, az asztmat, a hepatitist, az izdleti gyulladast, az
immunhianyos betegségeket Parkinson és Alzheimer-kort (ZIA-UJ-HANG és mtsai.,
2014; SKROVANKOVA ¢és mtsai., 2015; OSZMIANSKI és mtsai., 2015; MILLER és
mtsai., 2019). HUANG és mtsai., (2012), arrél szamoltak be, hogy 95,37%-0s DPPH-
megkotd aktivitast sikeriilt kimutatni 2 mg/ml szederkivonatnal, ugyanakkor a TPC érték
5,58 mg GAE/g szarazanyag volt. Valamint egy Ujabb tanulméanyban a szeder gylimélcs
kivonata a HUVEC sejtekben figyelemre méltd hatést fejtett ki az in vitro sejtes
antioxidans aktivitas soran 5 mg/ml koncentracioban.

Egy tanulmanyban megvizsgaltak a szeder levélrigyek kivonatat, ahol legnagyobb
mennyiségben K talalhato, de ezen kivil azonositottak Ca-t, Mg-t, Fe-t, Cu-t, Mn-t és Zn-
t. TPC tartalom 5,89 és 25,88 mg/ 100 g kdz6tt volt, és a vad szeder levélkivonat DPPH
értéke 23,76 mM/100 g. Az antimikrobialis vizsgalat soran, az 6sszes baktérium térzzsel
szemben nem talaltak gatlé hatast (Escherichia coli, Salmonella enterica, Serratia
marcescens), (KRZEPILKO és mtsai., 2021). A szeder antimikrobidlis hatasait
kimutattak a Gram-negativ Escherichia coli, Salmonella enterica subsp. enterica, és a
Gram-pozitiv Staphylococcus aureus és Bacillus cereus baktériumok, illetve a Candida
albicans ¢lesztégomba esetében (DEMIRBAS és mtsai., 2017), de gatolta a Listeria
monocytogenes, a Salmonella typhimurium és az Escherichia coli 0O157:H7
baktériumokat is (YANG és mtsai., 2014). Az antimikrobidlis vizsgélat soran a
legérzékenyebb 12,5 mg/ml MBC-él Gram-pozitiv baktériumok kézul az Enterococcus
faecalis, Bacillus cereus és Gram-negativ Escherichia coli volt (GIL-MARTINEZ és
mtsai., 2023).

2.1.3. A fekete afonya (Vaccinium myrtillus L.)
A fekete afonya botanikai neve Vaccinium myrtillus L., a hangafélék
(farmakoldgiai: Ericaceae) csaladba tartozo, 6shonos lombhullaté vagy 06rokzold

torpecserje, de vannak, amelyek szara nem fasodik el, ezek a félcserjek (MIKLOS, 2004).
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Eur6paban, Eszak-Amerikaban és Eszak-Afrikaban mérsékelt éghajlati 6vezetben igen
elterjedt ndvény, de Azsiaban is eléfordulnak (ZORATTI és mtsai., 2016). Megtalalhat6
félarnyékos dombvidéken, alpesi teriileteken, nyirkos, savanyu talaju tolgy-, bukk-
lucfeny6 erdékben, tisztasokon és erdd szélén. Jellegzetes éléhelye az erdélyi havasok.
Népszerii megnevezései: afonya, Eurdpai &fonya, hegyi vagy havasi afonya, fekete
afonya.

Gyokérzetik gazdagon eldgaz6, ugyanakkor gazdag hajszal gyokérzettel
rendelkeznek. Agai vékonyak és sirtin elagazéak, a cserje elérheti a 20-50 cm
magassagot, iddsebb korban az erdsen bordas agai konnyen legyokereznek, €s optimalis
feltételek mellett a ndvény vegetativ Uton nagy sarjtelepeket alkot. A rlgyek kicsik,
laposak, és a szarhoz tapadnak. A virdgok riigyei nagyobbak, teltebbek és kerekebbek,
mint a levelek riigyei. A riigyek begytijtése marciustol aprilis kdzepeig tart. Levelei
tojasdad-ellipszis alaktak, 2-3 cm hosszlak, vége felfelé ivelnek, télen lehullanak.
Viragzasi ideje majus-juanius, virdgai lecsiingé kocsanyu harang vagy korsé alakuak, forrt
szirmd, maganyosan vagy parosan fejlédnek ki a felsébb levelek honaljabol (BORSODI
és FULOP, 1984; MIKLOS, 2004).

A bogyok a termbagon ndnek, az gak oldalain. Az érett hisos &fonya gémbos,
fekete-kékes, hamvas szinti, szagtalan édes-savanykas jo izii, aromas, 6sszehzo utbizzel
rendelkezik. Erési idészaka augusztustol-oktober tart és a gyiimolcsok atmérdje 6-10 mm
kozott valtozik. A fekete afonya az egyik legjelentsebb, valtozatos gyogyhatasa
természetes gydgyszer, amelyet évszazadok ota felhaszndlnak a hagyomanyos
népgydgyaszatban (JAAKOLA és mtsai., 2004). A fekete afonya levelei és bogyodi
egyarant tartalmaznak hatéanyagokat. Hazi hasznalatban vagy értékesités céljabdl a
leveles agakat és a bogyoOterméseket gyijtik. Az eldbbiek arbutint, csersavakat,
glikozidokat, az utobbi gylimdlcssavakat, antocianokat, pektint, A-, B-, C-vitamint
tartalmaznak. A szaritott levelek és fiatal hajtasok Erdély falvaiban csaknem minden
csaladban az étkezési teat képezték. A termésekbdl lekvart, szorpot, bort készitettek
(BORSODI és FULOP, 1984). Az antocianinban gazdag fekete afonya kivonatokat
hagyoméanyosan étrend-kiegészitOk részeként alkalmazzak, elsGsorban a szemek
egészsegenek es a érgyulladasok kezelésére (JAAKOLA és mtsai., 2004; ULLAH és
mtsai., 2019). Osszességében a fekete afonya igen gazdag forrdsa a fitokémiai
vegylleteknek és mikrotapanyagoknak, példaul vitaminoknak, szerves savaknak,
rostoknak, cukroknak és fenolvegyuleteknek (antiocianinok), funkcionalis és taplalkozasi

tulajdonsagokkal, amelyek megerésitik a bogyok iranti névekvé keresletet, nem csak az
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élelmiszeripari felhasznéldsra, hanem a gyogyszeriparban is (DE OLIVEIRA, 2019;
PIRES és mtsai., 2020). A fekete afonya kémiai dsszetevdir6l és polifenol tartalmardl,
illetve az antioxidans kapacitasaval magyarazott anti-inflammatorikus hatasarol szamos
publikaciot kézoltek (YATOO es mtsai, 2018). Ugyanakkor, az afonya levelei olyan
antidiabetikus és antioxidans vegyiletek forrasaként is ismertek, mint példaul a kvercetin
szarmazékok, klorogénsav, proantocianidinek, és antocianinok (HARRIS és mtsai., 2007;
MCINTYRE és mtsai., 2009). Ezen kivil, a fekete afonyat hagyomanyosan a szem
erOsitésére, epebantalmak, holyagkovek, kohogés, skorbut és tiidotuberkuldzis kezelésére
is alkalmazzak (GUDER és mtsai., 2015), ugyanakkor szivvédd, gyulladascsokkentd,
elhizas elleni, antimikrobialis és egyéb jotékony egészséglgyi tulajdonsagokkal is
rendelkezik (PIRES és mtsai., 2020). A fekete &fonyaban 22 illéolaj komponenst
azonositottak és ezek kozll az 1,8-cineol,a B-linalol, a-pinen és myrtenol kapcsan
mutattak ki antimikrobidlis hatdst egyes novényi korokoz6 gombékkal (Sclerotinia
sclerotiorum, Alternaria solani, Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici és
Verticillium dahliae) szemben (BAYAR és mtsai., 2018). A Vaccinium myrtillus
kivonatanak antimikrobidlis hatasa van az Escherichia coli és a Pseudomonas aeruginosa
(KOKOSKA és mtsai., 2002), valamint a Citrobacter freundii és az Enterococcus faecalis
baktériumokkal szemben (BURDULIS és mtsai., 2009). VUCIC és mtsai., (2013) a fekete
afonya gytimolcs-, és levél kivonatokat 30 klinikai izolatummal szemben vizsgaltak meg,
ahol a legérzékenyebb baktériumtérzsnek az Enterococcus faecalis MF-Ef8 bizonyult.
Megfigyelték, hogy az etanolos gyumdlcs és etil-acetatos kivonat jobb aktivitassal
rendelkezett, mint a vizes kivonatok az Enterococcus faecalis és a Proteus vulgaris
torzsekkel szemben. A levél kivonatok hasonld gatlasokat adtak az Escherichia coli, az
Enterococcus faecalis és a Proteus vulgaris torzsekkel szemben. A MIC (minimalis
baktericid koncentracio) gatld legkisebb érték, pedig 5 és 40 mg/ml kivonat kozott
mutatkozott meg. Megvizsgaltak a gyimdolcsok dsszes-polifenol tartalmét, ahol 31,44 és
99,34 mmg GAE/ g kozdtti adatokat kaptak, mig a levelekbél kinyert kivonat hatéanyag
119,17 mg GAE/g volt. A novényi részek osszes flavonoid tartalma 5,20 és 94,49 mg
rutin/g kozotti adatokat eredményezett. Tovabbi jelentés szamd tanulmany igazolja a
bogyok és a névény tovabbi vegetativ részébdl kinyert kivonatok antimikrobidlis hatasait
(HUANG és mtsai., 2012; ELKIRAN és mtsai., 2020; SATOH és mitsai., 2020;
KLAVINS és mtsai., 2021).
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2.2.  Avizsgalt novényi eredetii bioaktiv hatéanyagok bemutatasa

A ndvenyi Kkivonatok tanulméanyozésa Kiterjed a ndvényi alapanyagok
kivalasztasatol egészen az azonositott vegyuletek hatastani elemzéséig. A modern
fitoterapia szempontjabdl elengedhetetlen az un. fitokémiai elemzés, mivel fontos
informécidkat nydjtanak a novények osszetételi profiljardl és a lehetséges terdpias
alkalmazasarél. Tobb olyan fitokémiai komponenst is azonositottak ezekben a
kivonatokban, amelyeknek egyedi antioxidans, rakellenes, gyulladascsokkentd,
gombaellenes, antibakterialis és virusellenes bioldgiai tulajdonsagait igazoltak. Mindent
egybevetve, a fitoterapia célja a biztonsagos és hatékony egészségmegoldasok nyujtasa a
természetes névényi eredetii hatoanyagok komplex dsszetételére alapozottan.

Manapsag, jelentds érdeklddés mutatkozik a novényi részekben beazonosithato
kalonféle fitonutriensekkel kapcsolatban és azok lehetséges élettani, illetve
antimikrobidlis hatdsaikkal kapcsolatban. Az idevonatkozd kozolt kutatési eredmenyek
bar szamottevéek, még mindig kevésnek bizonyulnak, mert a civilizacié rohamos
fejlodése maga utan vonja az emberi tarsadalom egészségére karos tényezok
diverzifikaciojat.

Az elmult 20 évben a fitonutrienseket gyakran tekintették anti-nutriensnek is, de
szamos felfedezés igazolta az emberi szervezetre gyakorolt pozitiv élettani hatasukat,
kilonosen a kronikus betegségek (sziv- és agyi érrendszeri betegségek, rakos-,
endokrin/anyagcsere, mentalis-, vazizom-, és a gyomor-bélrendszeri rendellenességek)
megeldzésében betoltott szerepiiket (LUGASI és mtsai., 2003; GROSSO és mtsai., 2017).
A fitonutriensek, a névények méasodlagos anyagcseretermékei és kozullk is a polifenolok
az egyik leggyakrabban tanulmanyozott kategoria (GROSSO és mtsai., 2017). Az altalam
vizsgalt fitonutriensek a fekete ribizli-, a szeder-, és a fekete afonya rlgyekbol
szarmaznak, és ezen rugykivonatok bioaktiv hatdéanyag profilja nem volt ismert. Azt
feltételeztiik, hogy az emlitett fajok gylmolcsterméseik altal tartalmazott Gsszetevok
jelenlétére a rigykivonatokban is lehet szamitani, és ezért ezek kozil egy néhényat fogok

roviden ismertetni az alabbaiakban.

2.2.1. A polifenolok

A polifenolok a ndvényei metabolizmus masodlagos termékei, melyek védelmet
biztositanak a kiilonb6z6 stresszhatasok ellen. Jelenleg a polifenolokbol 8000-nél is
tobbet sikeriilt beazonositani kiilonb6z6 szerkezetiiknek kdszonhetéen (YONEKURA-
SAKAKIBARA és SAITO, 2009; TSAO, 2010).
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A polifenolokat két fécsoportba soroljdk: (1) a flavonoidok és (2) a nem-
flavonoidok. A nem flavonoidok csoportot a fenolos savak, benzoesavak, kumarinok,
sztilbének, xantonok, kalkonok, lignanok alkotjak. (GIACOPPO és mtsai., 2016). A
kumarinok fenolos sav szarmazékok, amelyek a hidroxifahéjsavak laktonjai. A
természetben bizonyos névényekben szabad vagy glikozidos formaban vannak jelen. A
kumarinok kozil a legfontosabb a furaokumarinok, piranokumarinok (SHAHIDI és
NACZK, 2003). Az emberi egészségre jotékony hatassal levé anyagokat 1960-as és
1970-es években végzett vizsgalatok bizonyitjak elséként (BARABOI és MEDOVAR,
1963; HUR és mtsai., 2009). Jelenleg, a jarvanylgyi vizsgélatok kimutattak, hogy a
polifenoloknak szerepik van a rék, a sziv-, és érrendszeri betegségek megel6zésében,
valamint csokkenthetik a neurodegenerativ rendellenességek kialakulasanak kockazatét.
(MUKHTAR és AHMAD, 2000; VITA, 2005; ALBARRACIN és mtsai., 2012). A
polifenolokat az elmult évtizedben kognitiv betegségek megel6zésére és kezelésére is
ajanljak, leginkdbb az antioxidans és anti-amiloidogén tulajdonsagaik miatt
(NGOUNGOURE és mtsai., 2015). A magas polifenol tartalom, és leginkabb a
flavonoidok, szamos elénnyel jarnak a sziv- és érrendszer egészsége szempontjabol. A
flavonoidok csokkentik a szivbetegségek, illetve az ischaemias stroke kockazatét, javitjak
az endothel funkcidkat. (CASSIDY és mtsai., 2011).

2.2.2. A flavonoidok

A polifenolok alosztalyaba tartoznak a flavonoidok. A természetben a magasabb
rendli noévényekben taldlhatdbak meg a flavonoidok, és kozottiik hat alcsoportot
kilonboztetnek meg szerkezetiik alapjan, amelyek a flavonok, flavonolok, flavanolok,
flavanonok, izoflaonok és antocianok (GIACOPPO és mtsai., 2016). A flavonoidok
mindazok az oxigéntartalmi heterociklikus vegyuletek, valamint szerkezeti izomér
nyiltlinct  szdrmazékok, amelyek difenil-propan-vazat (Cs-C3-Ce) tartalmaznak.
Alapszerkezetuk rendkivil valtozatos, a természetben leggyakrabban glikozidok
formdjaban fordulnak eld, azaltal, hogy az aglikon alapvazhoz kiilonb6zd
cukormolekuldk kapcsolodnak Ossze. A nodvényekben eléforduld flavonoidok
természetes szinezéanyagok, izkomponensek, antioxidansok. Elettani hatasuk sokszin,
rendelkeznek gyokmegfogo képességgel, immunmodulatorok és gyulladascsokkentok,
antivirialis, antibakterialis és allergia ellenes hatassal rendelkeznek, valamint 6sztrogén
aktivitassal, és a vaszkularis permeabilitas csokkentés szabalyozasahoz jarulnak hozza.

A flavonoidok antioxidans képesség mértékét az adott molekula szerkezete hatarozza
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meg, ugyanakkor az antioxidans hatiserdsség szoros kapcsolatban van a hidroxilacios
mértékkel. A kvercetin, a katechin és a galluszsav jelent6sen gatoljak a fehérjék
glikozilaciojat, ami egy, a cukorbetegség altal kivaltott sz6védmény (WU és mtsai.,
2009), valamint enzimgéatlo képességgel rendelkeznek, poliszacharidokkal és fehérjékkel
is képesek komplexet alkotni. A flavonoidok kellat képzé tulajdonsaga soran a
fémionokkal komplexeket képesek alkotni, amelyek az oxidacios folyamatokkal a
glikéaciot inditjak el (HEGEDUS és STEFANOVITSNE, 2012). TAGHIZADIEH és
mtsai. (2023) arrdl szamoltak be, hogy a flavonoidok szdmos neuroprotektiv hatast
képesek Kivaltani az agyban, beleértve a neurotoxinok altal okozott karosodasok elleni
vedelmet, az idegi gyulladasok csokkentését, valamint a tanulas, kognitiv funkciok és a
memoria javitasat. A flavonoidokban gazdag élelmiszerek fogyasztasa potencialisan
korlatozhatja a neurodegeneraciot és a kognitiv funkciok hanyatlasat az Gregedés

kapcsan.

2.2.3. Az aminosavak

Az ¢ldvilagban szabad allapotban kevésbé megtalalhatd aminosavak szerkezete
egyarént tartalmaz amino (NH>) és karboxilcsoportokat (COOH). A fehérjékben, éppen
a peptid kotéseik révén az aminosavak kotott allapotban talalhatdak meg. Elettani
sajatossagaik alapjan megkulénboztiink esszencialis (valin, leucin, izoleucin, fenilalnin,
triptéfan, metionin, treonin, hisztidin (human szervezet esetében), szemiesszencialis
(lizin és arginin) és nem-esszencialis aminosavakat (glicin, alanin, prolin, szerin, cisztein,
tirozine, aszparagin, glutamin, aszparaginsav és glutaminsav), (BELITZ és mtsai., 2004).

A toltés nélkali, nem polaros oldallanci aminosav, az alanin nagy mennyiségben
megtalalhaté a selyemfibroinban, valamint a koenzim-A alkotérésze. A glicin a
kotészoveti fehérjék alkotorésze, neurotranszmitter szereppel rendelkezik. A valin
jelentds mennyiségben van jelen az allati és a novényi fehérjékben. A leucin a
gabonafehérjékben, az izoleucin mind a ndvényi, mind az allati fehérjékben megtalélhato.
A prolin jelentésen a kotészoveti fehérjékben fordul elé, mig a fenilalanin minden
fehérjében el6fordul és az adrenalin bioszintézisének eldanyaga. A triptofan egyforman
el6fordul minden fehérjében és Kitlintetett szereppel bir a szerotonin, melatonin, illetve
NAD™ szintézisében. A metionin allati és névényi fehérjékben egyarant megtalalhato, és
altalaban a fehérjék N-terminalis végét is meghatarozza, de metil-donorként is funkcional
a metil&cids tipusu poszttranszlacios folyamatokban. A toltéssel rendelkez6, nem polaros

oldallanci aminosavak kozil a szerin, sok fehérjében megtalalhatd. A treonin tamogatja
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a kozponti idegrendszer, a sziv- és érrendszeri, valamint az immunrendszer mikodését.
A pozitiv toltéssel rendelkez6 hisztidin, az emberi szervezet szamara esszencialis
jelleggel bir és kelatképzo tulajdonsaga miatt fontos szerepe van a fémek biologiai hatasai
kapcsan, illetve a hisztaminok el6éallitasaban.

A szemiesszencidlis (lizin és arginin) aminosavak funkcidi sokrétliek és a teljesség
igénye nélkil emliteni lehet a lizin szerepét a kalcium felszivddasban és az izomfehérjék
megtermelésében, valamint az arginin értagitdé hatassal bir és szerepe van a
sejtosztddasban, valamint az immunrendszer miikodésben.

A tobbi nem-esszencialis aminosav szerepei is sokrétiiek, hiszen példaul humén
vonatkozasban tobb tizezerféle fehérje polipeptid ldncaban fordulhatnak elé.

Az aminosavak fehérjékkel kapcsolatos szerepén tUlmenéen mindenképpen
emliteni kell azok mitokondrialis aktivitassal sszefiiggd anaplerotikus és kataplerotikus
funkcioit is, amelyek nutritiv hatassal birnak (ARNOLD és FINLEY, 2023).

2.2.4. A vitaminokrol altalanosan

A vitamin megnevezeés FUNK CASIMIR (1912) nevéhez fizodik, elsé elnevezés a
“vita amine” azaz életfontossagu, amin, melyet a hantolatlan rizsb6l kinyert B1-vitamin
alapjan nevezett el. A vitaminok fontos élettani hatasu természetes szerves vegyiletek,
melyeket az emberi szervezet nem tud eldallitani, viszont a ndvények és mas egyszerii
mikroorganizmusok, egyszerli elemekbdl ¢és molekulakbdl, &svanyi anyagokbol
energiaforras hatdsara képesek eldallitani. A vitaminok nélkiilozhetetlenek az emberi
szervezet cellularis és individudlis funkcidinak a fenntartdsaban, és els6ként az
anyagcsere, illetve a neurologiai meg muszkularis folyamatok kapcsan lettiink rajuk
figyelmesek (KENNEDY, 2016). A vitaminok csoportositasa k6zott megkilonbodztetiink
vizben oldodo (Bi, Bz, Bs, B4, Bs, Bs, B7, B12, C) vagy zsirban oldédo (A, D, E, K)
vitaminokat. A B-vitaminok esszencidlis jellege abbdl a ténybdl fakad, hogy a B-
vitaminok kulcsfontossagu koztes termékei az olyan alapvetd kofaktorokat 1étrehozo
folyamatoknak, mint példaul: B1, tiamin-pirofoszfat (TPP), B2, flavin-
mononukleotid/flavin-adenin-dinukleotid  (FMN/FAD), B3, nikotinamid-adenin
dinukleotid (NAD), B5, koenzim A (CoA), B6, piroxidal-foszfat (PLP), B7, biotin-
adenin-monofoszfat (biotin-AMP) és B9, tetrahidrofolat (THF) és B12, kobalamin,
amelyek tobb szdz enzimhez szlikségesek és ilyenképpen kritikus sejtfunkcidk
alapfeltételei (PETERSON és mkts., 2020). A vizben old6d6 vitaminok a szervezet

szamara nem raktarozodnak, folyamatos utanpoétlasra van sziikség, kivétel a Bio-vitamin,
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amely a majban képes taroldédni. A zsirban old6d6é vitaminok a szervezetben
raktdrozddnak, kivéve a K-vitamin, merthogy kis mennyiségben oldddik vizben és
zsirban is. Az emberi szervezetben a vizben oldodé vitaminok felszivodasa kénnyen és
gyorsan végbemegy, diffazioval vagy foszforilacidval egybeko6tott aktiv transzporttal. A
zsirban old6dé vitaminok felszivodasédhoz epesavakra és/vagy zsirsavakra van szikség,
de torténhet passziv diffazioval is. A Bi-vitamin (tiamin) az ideggyulladas ellen hatasos
(CASSIANO és mkts. 2022), a Bo-vitamin (riboflavin) a szervezet energiatermeléséhez a
zsirok, szénhidratok és a fehérjék lebontasat segitik el tdmogatva a mitokondrialis
elektron transzportlanc aktivitasat. A Bs-vitamin (PP-vitamin, niacin, nikotinsavamid) a
sejtek energiahaztatasban vesz részt és a NAD™ prekurzora. A Bs-vitamin (folsav) a Bi1o-
vitaminnal egyitt, a voOros-, és a fehérvérsejtekre és a vérlemezkék képzodés
szabalyozasaban fejtenek ki hatdsokat, ugyanakkor a Bio-vitamin (kobalamin) szerepe az
agy és a kozponti idegrendszer szabalyozasa, valamint a vérképzés (ALLEN és mkts.,
2018). A Bs-vitamin (pantoténsav) az energiatermelésben (HRUBSA és mktsi., 2022), a
Bes-vitamin (piridoxin) a homocisztein anyagcseréjében jatszik szerepet és antioxidans,
illetve anti-inflammatorikus hatasa van (BAJIC és mkts., 2022). A Bz-vitamin (biotin)
karboxilacios reakciokat kataliz&l és fontos szerepe van a zsirsavak szintéziseben
(WIENHAUSEN és mktsi., 2022). A C-vitamin (aszkorbinsav) erdsiti a szervezet
ellenalld képességét, segiti az emésztOcsatornaban a kalcium és a vas felszivodasat,
antioxidans és anti-inflammatorikus hatéassal rendelkezik (GEGOTEK és mktsi., 2022).
Az A-vitamin (retinol) a B-karotin provitaminja (CARAZO és mktsi., 2021). A
szervezetben két forma aktiv: a latdshoz és a szemhartydjak épségének megdrzéséhez a
retinal, mig a novekedésben és az immunrendszer miikodésében a retinsav jatszik
szerepet. A D-vitamin (kalciferol) segiti a kalcium és foszfor felszivddasat és
hasznosulasat az emberi szervezetben (BOUILLON és mtsai., 2019). Kider(lt, hogy a D-
vitamin sokféle hatassal rendelkezik (ZHANG és mktsi., 2021) és ebbe beleértendd az
immunaktivitas is (CHAROENNGAM és HOLICK, 2020). Az E-vitamin (tokoferol) az
izom- és idegpalyak, illetve immunrendszer mitkodéséhez sziikséges, antioxidans hatésa
van, vorosvérsejtek képzodésében jatszik szerepet (REGNER-NELKE és mtsai., 2021;
ASBAGHI és mtsai., 2020). A K-vitamin (fillokinon) a véralvadast segiti el6, szerepe
van a csontok képzOdésében és anyagcseréjében es hozzajarul a maj normalis
mitkodéséhez (COMBS és MCCLUNG, 2016; KELEMEN, 2014).
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2.3.  NOvényi kivonatok Osszetételének vizsgalata UHPLC-ESI-MS modszerrel

A nagyhatékonysdgu folyadékkromatografia (High Performance Liquid
Chromatography: HPLC). manapsag egyik legkorszeriibb és egyben legelterjedtebb
analitikai maodszer, altalaban spektrofotometrias (UV-VIS) vagy tdmegspektrometrias
(MS) detektor alkalmazasaval. A megfelel6 minta-el6kezelési technikat a mérés célja és
az elérhetd analitikai modszer alapjan valasztjuk meg, elsé 1épés a mintadusitas és
tisztitas. A mintaddsitas lényege, hogy a minta-matrixtol fiiggetlenil a vizsgalt
komponens koncentracioja a mintaban az altalaban alacsony kimutatasi hatar felett
legyen, mikozben a tisztitds lényege a zavaré komponensek eltavolitdsa megtorténjen a
vizsgalt mintabol. Elelmiszer és nutraceutikum mintak vizsgélatara leggyakrabban a
HPLC-MS kapcsolt rendszert alkalmazzak, amely a ndvényi kivonatok szamara is
legalkalmasabb. Az MS azonositas 1ényege, hogy semleges részecskékbdl (molekula,
atom) ionizacios technika segitségével toltéssel rendelkez6é molekulakat hozunk létre,
majd ezek a tdmeg/toltés (m/z) aranyuk, alapjan a magneses térben szétvalnak és igy
kertlnek a detektorba. Az ionok létrehozasara a legalkalmasabb és legjobban elterjedt
technika az elektrospray ionizacio (ESI).

Az ismertetett modern tdmegspektrofotometrias technika kivaloan alkalmazhat6 az
olyan névényekben taldlhaté komponensek beazonositasara, mint peldaul a flavonoidok,
de ugyanakkor kulcsszerepet jatszanak az elemzésben is, mivel kis mennyiségli mintabol
és keverékbdl is jelentds szerkezeti informéaciot képesek szolgéltatni. Mivelhogy a
ndvényi anyagokban tobbféle komponens (flavonoid) és szarmazékaik (flavonoid-
szarmazék) alkotta molekulacsoport jelenhet meg futtataskor, igy olyan modszerek felé
terelddik a figyelem, ahol egy kromatografids vizsgalaton beliil minél tobb dsszetevdt be
lehet azonositani és a jol elkiilonithetd alegységek eldsegitik az adott szerkezetek
beazonositasat. A tomegspektrometrias vizsgalat alapja, hogy az 0Osszekapcsolt
molekulak  (példaul  flavonoidok)  szokadsos alegységeinek  levalasztasabol
kovetkeztethetiink a kiinduléasi szerkezetre. Igy a vizsgalatnak kétféle megkdzelitést
valaszthatunk. Az els6 ilyen megkozelités a szerkezeti hasonlitashoz a ,,fentr6l-lefelé”
(top-down) vald megkozelités, amely gy értelmezhetd, hogy a kiindulasi molekuldk
fragmentalodnak és ilyenképpen nyomon kovethetjik az igy létrejott ionokat. A
modszerhez alkalmazott tandem tdmegspektrométerek (MS/MS) egyik gyengesége, hogy
csupan tényleges prekurzor- tomegszamok kdvetésére képesek. Masik megkozelitésben
a forrasban torténd fragmentédciot alkalmazzak, melyhez jorészt ESI ionforrast

hasznalnak. Elényei koz¢ sorolhatd, hogy minden iont fragmentél valogatas nélkiil, igy
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korlatlan mennyiségii fragmens generalhato és a fragmensek példaul repiilési id6 (Time-
of-Flight, TOF) elvén miikodo tomegspektrométerrel detektalhatd. Az igy nyert adatok
alapjan lehet kovetkeztetni az alapvazra vagy az alapvaz koté alegységekre vagy az
alapvaz és a hozza kapcsolodo cukor kozotti kotés tipusara, illetve az alapvazon levé
cukrok sorrendjére és elhelyezkedésére, meg az alapvazra kapcsolt cukrok kozotti
kotésekre (CUYCKENS és CLAEYS, 2004).

2.4. A kutatas soran alkalmazott in vitro antioxidans hatads mérésére szolgalo
modszerek bemutatésa
Manapsdg szamos modszert Kkifejlesztettek, amelyek elektron-atmeneten
alapszanak és az oldat redukaldképességét mérik (MENDONCA és mtsai., 2021;
MUNTEANU és APETREI, 2021). A reakciok minden esetben szinvaltozassal jarnak,
amelyek spektrofotométerrel detektalhatok. Az aldbbiakban rdviden bemutatom az
alkalmazott in vitro tipusi modszereket, mint a FRAP, a DPPH és a TPC, valamint

ismertetem a mddszer elméleti hatterét, elonyeit és azok hatranyait.

2.4.1. Vasredukalo6 képességen alapulé FRAP eljaras bemutatasa

BENZIE és STRAIN dolgozték ki a FRAP-eljarast (Ferric Reducing Antioxidant
Power Assay) 1996-ban, amelynek Iényege a vasredukaloképességen alapul, vagyis
alacsony 3,6 pH-n a TPTZ-vel (2,4,6-tripiridil-S-triazin) komplexet képz6 ferri-ionok
(Fe**) az antioxidans képességii vegyiiletek altal a ferro-ionokka (Fe?*) redukalddnak és
intenziv kék szinii terméket adnak. A szinvaltozas mértéke (a Fe?* - TPTZ-t tartalmazo
oldat kék szinének intenzitasa) szorosan 6sszefligg a minta antioxidans-tartalmaval. Az
oldat abszorbanciajat leggyakrabban 5 perc keverés utan spektrofotométerrel meérik
A=593 nm hullamhosszon (BENZIE és STRAIN, 1996; HUANG ¢és mtsai., 2005; PRIOR
és mtsai., 2005).

Az eredmények kiértékeléshez aszkorbinsav standardot alkalmaznak, igy a mintak
antioxidans kapacitasat aszkorbinsav ekvivalensben adjak meg. Az egyik leggyakrabban
alkalmazott laboratériumi modszer (PRIOR és mtsai., 2005; APAK és mtsai., 2007;
PEREZ-JIMENEZ és mtsai., 2008). Mivel a modszer egyszeriien megvalosithato, gyors,
megbizhato, koltséghatékony és reprodukalhatd, valamint nem kévetel meg draga
laboratériumi eszkdzoket. A mddszer gyengesége, hogy a mérések nem fizioldgias pH-n
zajlanak, hanem jéval alacsonyabb pH-n, savasabb kézegben. Emellett a karotinoidoknak

nincsen vasredukalo képessegik, tovabba az 5 perces reakcioidé leteltével a folyamat
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tovabb folytatddik, bizonyos vegyuletek (pl. a kvercetin vagy a ké&vésav) nem
stabilizalédnak, ami akar néhany o6rat is igénybe vehet, igy e kémiai vegyiletek
antioxidans kapacitasa nem befolyasolja a kapott értékeket (PULIO és mtsai., 2000;
APAK és mtsai., 2007).

Ugyanakkor, az eljaras nem reagal jol a tiol tipust (SH csoporttal rendelkezd)
antioxidansok detektalasara, mint példaul a glutation (CAO és PRIOR, 1998; KRANL és
mtsai., 2005), mivel ezek pH értéke enyhén savas, kozelit a semleges tartomanyhoz
(APAK és mtsai., 2007).

2.4.2. DPPH gyok megkotésén alapulé antioxidans kapacitas eljarasanak
bemutatasa

A stabil DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) gy6k megkdtési modszer egy elterjedt
technika, amely az antioxidansok kapacitdsanak mérésére szolgal és BLOIS (1958)
nevéhez flizodik. A mddszer Iényege, hogy a DPPH gyok sotétlila szine antioxidansok
hatasara a reakcioelegyben elszintelenedik, vagy halvanysarga szinlivé valtozik,
amelynek szinvaltozasat spektrofotometriasan kovethetjik nyomon A=517 nm
hulldmhosszon (PRIOR és CAO, 1999; APAK és mtsai., 2007; GARCIA és mtsai., 2012).
Széles korben alkalmazott modszer, mert egyszeri, gyors és kereskedelmi forgalomban
kaphat6 igen stabil gyok, a mérést UV-VIS spektrofotometriaval végezzik (PRIOR és
mtsai., 2005). A modszer gyengesége, hogy bioldgiai rendszerekben (a sejtben) nem
fellelhet6 gyokot hasznal. Ebb6l adodoan nem nyujt hiteles képet arr6l, hogy a minta
antioxidansai milyen gyokfogod képességgel birnak a bioldgiai szabadgyokokkel
szemben. Tovabba, a reakciot a fény, az oxigén jelenléte jelentdsen befolyasolja,
latsz6lagosan csokkentve az antioxidans kapacitast, valamint a pH és az olddszer is
torzitjak a mérési eredményeket (OZCELIK és mtsai., 2003), ugyanakkor a kis molekulak
kdnnyebben hozzéaférnek a DPPH gyokdkhoz, igy az antioxidans kapacitas eredmények
egyes esetekben nagyobb értéket mutatnak (APAK és mtsai., 2007).

2.4.3. Ossz polifenol-tartalom vizsgalata (TPC) Folin- Ciocalteu reagenssel

Az 0Osszes polifenol-tartalom (Total Polyphenol Content) meghatarozasa
SINGLETON és ROSSI (1965) nevéhez fiizédik, amelynek 1ényege a Folin-Ciocélteu
reagensben a sarga szint adé Mo(VI) ionok antioxidansokkal reagélva kék szinti Mo(V)
vegyliletekké redukalodnak, melyek spektrofotometridsan detektalhatéak A=765 nm
hullamhosszon (PRIOR ¢és mtsai., 2005; HEGEDUS, 2013). A mintak Ossz-
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polifenoltartalmat galluszsavra vonatkoztatva adjuk meg. A modszer eldnyei azonosak a
FRAP-modszerével. Hatranyai kozé sorolhatd, hogy a reakcié lugos (pH=10) kézegben
megy végbe, amely magasabb, mint a fizioldgiai kdrnyezete (HUANG és mtsai., 2005;
BALOGH, 2010). Ugyanakkor a reakcié nem szelektiv a polifenolos vegyuletekre, mivel
mas vegylletek is redukalhatjak a reagenst, mint példaul az aszkorbinsav vagy a Cu(l)
(APAK és mtsai., 2007; HUANG és mtsai., 2005).

2.5. Az alkalmazott antimikrobidlis vizsgalatok

A novényi extraktumokban eléforduld bioaktiv hatéanyagok altal kivaltott
antimikrobidlis hatasokat tobbféle kisérleti mddszer révén tanulmanyozhatjuk. Ezeknek
egy sajatos kombinacidja lenne az, amikor az agardiffuzids lyuktesztet kovetGen
meghatarozasra kertilnek a minimalis gatlé vagy inhibiciés koncentracio (,,minimal
inhibitory concentration” - MIC) és a minimalis baktericid koncentracié (,,minimal
bactericid concentration” - MBC). Ezt a kisérleti megkozelitést azért sziikséges
alkalmazni, hogy informaciot nyerjunk arra vonatkozéan, hogy mennyire képesek
befolyasolni az egyes ndvényi kivonatok tobbek kdzott a human mikrobiotat, amelynek
tovabbi egészségi kdvetkezményei lehetnek.

Az agarlyuk diffuzids vizsgalat a legismertebb és legalapvetdbb modszer, melyet
rutinszeriien végeznek 1940 6ta (HEATLEY, 1944; GAJIC és mtsai., 2022), és a novényi
kivonatok vagy méas anyagok mikrobidlis gatlasanak az értékelése kapcsan alkalmazzak
(VALGAS és mtsai., 2007; MAGALDI és mtsai., 2004). A vizsgalat soran az agarlemez
fellletét a kivant tesztelt mikroorganizmussal oltjak be, Ggyhogy a mikrobialis oltéanyag
mennyiségét szétkenve a teljes agar fellletén, majd egy 8 mm atmérdji lyukat vagnak és
hozza adjak a tesztelni kivant antimikrobialis szert vagy kivonatot, amely altalaban 20-
100 pl kozott valtozhat. A beoltott agar lemezeket a mikroorganizmusnak megfelel
kortlményen inkubaljdk. Ez alatt a vizsgadland6é antimikrobialis szer a téaptalajba
diffundal. Amennyiben a hatéanyag vagy kivonat gatlé hatdssal rendelkezik, akkor a
bediffundalt zonaban, a vizsgalt mikrobatdrzs novekedési gatlasa figyelheté meg,
amelyet mm-ben feljegyezve és a zéna tobb atméréjében leolvasva adjak meg az an.
gatlasi zona atmerojének minél pontosabb értékét (BALOUIRI és mtsai., 2016).

A masik az un. higitdsos modszer a legalkalmasabb eljarés a MIC
meghatarozasahoz, mivel ez az eljaras lehetdséget nyujt a vizsgalt antimikrobialis
hatéanyag és/vagy novényi extraktum koncentracidjanak becslésére a vizsgalt mikroba

torzzsel kapcsolatosan. A baktériumokkal és gombakkal szemben az in vitro
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antimikrobidlis aktivitds kvantitativ mérése ez, amelyet taplevesben végeznek el. A
vizsgalat soran a taplevest tartalmazé 96 lyuku mikrotitral lemezbe és a vizsgalni kivant
antimikrobialis szer kétszeres vagy tobbszoros higitasat pipettazzak bele, majd minden
méréhelyet beoltanak egy mikrobialis oltéanyaggal, a kontroll mintak kivételével. A
vizsgalt mikroorganizmustdl fiiggéen a megfeleld koriilmények kozott inkubaljak. A
rogzitett MIC érték a vizsgalt antimikrobidlis szer legalacsonyabb koncentracidjanak felel
meg, amely teljes gatl6 hatassal van a vizsgalt mikroorganizmus ndvekedésére, és szabad
szemmel is észlelhetd. Igy a végpont meghatarozasara, a tesztek leolvasasakor és az
eredmeények rogzitésének konnyitésére szolgald eszkozoket alkalmazhatnak mindaddig,
amig nincs kompromisszum a lyukak novekedésének észlelésében. Ebben az esetben,
alkalmazhatd ndvekedési indikator, amely egy szinezékreagens, mint példaul a resazurin.
Abban az estben, ha a resazurin megtartja szinét kétoras inkubalast kovetden, megkapjuk
ndvekedését (DRIOICHE és mtsai., 2022; CLSI, 2012; PFALLER és mtsai., 2004).

A MIC-el ellentétben, az an. minimalis baktericid koncentraci6 (MBC), az
antimikrobialis hatéanyag azon legalacsonyabb koncentracidjara vonatkozik, amely az
oltéanyag 99,99%-at elpusztitia 24 dras inkubalast kovetéen a kontrollhoz képest
(DRIOICHE és mtsai., 2022; PFALLER és mtsai., 2004; CLSI, 1998). Az MBC
meghatarozasahoz a MIC vizsgélatnal hasznalt lemez minden egyes méréhelyrdl mintat
kell venni, ahol szabad szemmel nem volt lathato névekedés és szét kell kenni egy taptalaj
felletére, mely megfelel az adott mikroorganizmus kimutatasara és annak megfelelé
korulmények kozott inkubalni 24 6ran at. Az antimikrobialis vizsgalatoknak a fentiekben
ismertetett kombindcioja lehetdséget nyljt arra vonatkozoan, hogy egyértelmii adatokat

generaljunk a névényi kivonatok esetleges mikrobidtat befolyasol6 hatasaikra.

2.5.1. Az antimikrobialis vizsgalatokban alkalmazott mikroorganizmusok

A vizsgélataimhoz négy Gram-negativ baktériumtorzset teszteltem, melyek az
Escherichia coli, a Pseudomonas aeruginosa, a Salmonella enterica subsp. enterica, és a
Proteus vulgaris, ugyanakkor négy Gram-pozitiv baktériumot, amelyek a Bacillus
cereus, a Staphylococcus aureus, az Enterococcus faecalis es a Listeria monocytogenes
volt. Tovabba, a vizsgalatokat 6t mikotoxin termeld penészgomban is elvégeztem,
amelyek az Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Aspergillus ochraceus, Penicillium
citrinum, Penicillium expansum és Saccharomyces cerevisiae fajokhoz tartoz6 torzsek

voltak. A kivalasztott mikroorganizmusok kapcsan figyelembe vettem a leggyakrabban
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eléforduld €élelmiszerromlasokat és élelmiszer fertézéseket kivaltd torzseket, melyek

eléidézhetik az ételek és/vagy a takarmanyok romlasat.

Escherichia coli

Az E. coli-t az Enterobacteriaceae csaladba tartozik, aerob és fakultativ anaerob,
Gram negativ, sporat nem képez6 baktérium. Optimalis novekedési hémérséklete 37 °C
és konnyen szaporodnak egyszerti tapkozegeken. Megtalalhatd talajban, vizben,
ndvényekben és melegvéri allatok székletében. A koliform baktériumok altalaban nem
okoznak sulyos betegséget, leginkabb jelenlétiikkel azt jelzik, hogy mas fekalis eredetii
korokozo lehet jelen. A fekalis koliformok a melegvériiek székletébdl szarmaznak, a
koliform baktériumoktdl annak alapjan kulonitjiuk el, hogy a laktdzt képesek 44 °C-on
fermentalni. A fekalis koliform csoportbdl biokémiai reakcidk segitségével mutathato ki
az E. coli (ODONKOR és AMPOFO, 2013).

Az E. coli, amely a normal bél mikrobidta részét képezi a kétéltiiektdl az emberig,
vedelmet nyujt a kiilonb6z6 enteralis patogének ellen és vitaminokat allit eld.
KoOzegészségligyi aspektusban a fekalis szennyezédésre wutald jelzok gyakran
megtalalhatdk az ivovizben és bizonyos élelmiszerekben. Az E. coli-nak léteznek patogén
torzsei, amelyek az evolucid soran plazmidok és fagok réven virulenciafaktort kodolo6
géneket szereztek meg. Patogenitasuk kiilonosen a bélfertdzések terén jelentds, de
extraintesztinalis megbetegedéseket, példaul hugyuti fertézéseket is okozhatnak. A
huménpatogén torzsek kiilonbozé hasmenéses tiineteket idéznek eld, amelyet egy
hélabilis exotoxin valt ki (GYORGY, 2021). Ez az egyik legveszélyesebb szerotipusa az
E. coli-nak, ugyanis hemolitikus hasmenést, vastagbélgyulladast és urémiat okoz.
Veszélyezett helyzetben a csecsemdk és a fiatal gyerekek vannak (EKICI és DUMEN,
2019). BAKER és mtsai., (2016) kimutattdk az E. coli altal termelt Shiga toxint nyers
daralt marhahtsban. Az USA-ban a leggyakoribb fert6zésforrasnak szamit a nem
megfeleléen hékezelt daralt marhahtis (RAZZAQ, 2006). Egy tanulmany arrdl szamolt
be, hogy els6ként izolaltak pontybdl E. coli O157:H7 baktériumtorzset, mely potenciélis
veszélyforras lehet a kozegészségugyre, valamint az édesvizi akvakultdrakra nézve (XUE
és mtsai., 2023).

Pseudomonas aeruginosa
A Pseudomonas nemzetségbe tartozd, Gram-negativ baktériumai jellemzden

palcika alakuak, mozgasukat poléris csillok biztositjak. Ezek a baktériumok egyenes vagy
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enyhén gorbiilt formajhak. Szamos fajuk képes kiilonb6zo szerves anyagok lebontasara,
ami altal fontos szerepet jatszanak az anyagok mineralizaciojaban. Ezek a baktériumok
konnyen tenyészthetdk, igen elterjedtek a természetben. (GRAM és HUSS, 2000; GRAM
és mtsai., 2002). Patogén fajjal is rendelkezik a Pseudomonas nemzetség. Kiemelkedd
kozilik a Pseudomonas aeruginosa, amely képes Allatokban, ndvényekben és
emberekben betegségeket okozni. Emberi patogénként kilondsen a sebek gennyes
fert6zéséért, illetve hugyuti fertézések kialakulasaért felelés. A P. aeruginosa a halak
normal mikrobidtajanak része, de stresszes kornyezet hatdsara (mint példaul az
alultaplaltsdg és/vagy a tulzsufoltsag), opportunistava és korokozova valhat vérzéses
vermérgezést, kopoltyuelhalast, a hasi puffadast, a Iépmegnagyobbodast, térékeny méjat
okozhat (ARDURA és mtsai., 2013). Gyakorta ecléfordul természetes vizekben,
szennyvizben, és a kozvetlen kornyezetiinkben is. Jellemzdje, hogy kiilonleges szint
kolcsondznek a baktérium koldnidinak, ahol amig a kék szint a piocianin, addig a sarga
szint fluoreszcin adja, ugyanakkor z6ld szint kdlcsondznek a telepeknek és a taptalajnak.
Feltlinden rezisztens egyes fertdtlenitdszerekkel és antibiotikumokkal szemben

(GYORGY, 2015).

Salmonella enterica subsp. enterica

Az Enterobacteriaceae csaladba tartozé Salmonella nemzetség tagjai csillés, palca
alaku baktériumok. A Salmonella enterica subsp. enterica a vilag egyik legjelentdsebb
¢lelmiszerfertdzd korokozoja, amely az emberi €s allati bélcsatornaban €1. Genetikailag
két fajra oszthatd: a S. bongori faj a hiill6k parazitaja, mig a hét alfajbdl allé S. enterica
faj kiilonboz6 melegvérii allatokbol izolalhatoéak (BELADI, NASZ, 1997; (ROZGONVYI,
2006; JAJERE, 2019). A Salmonella enterica olyan baktérium, amely szamos virulencia-
determinanst termel, mint példaul exotoxinok és endotoxinok. Ezek a determinansok
feleldsek a baktériumok patogenitasaért. Az endotoxinok bioldgiai valaszokat valtanak
ki, mig az exotoxinok mint az enterotoxin €és a citotoxin az emléssejtek elpusztulasaval
lehetnek kapcsolatosak (JAJERE, 2019). A baktériumok drilék révén jutnak ki a
kornyezeti kozegbe, mint vizbe, talajba vagy novényzetre, ahol nem szaporodnak, de
tartdsan képesek talélni hosszabb idészakot. Leggyakrabban a fekalis szennyezés,
hianyos szennyvizkezelés és elégtelen higiéniai feltételek miatt jelenhetnek meg a vizben
és ¢élelmiszerekben, amikor a hdmérséklet 4 °C folé emelkedik. Emberi szervezetben a

Salmonella typhi a hastifuszt (enteralis lazat) okozhatja, mig a S. paratyphi, S.
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typhimurium és S. enteriditis a szalmonellozis (gasztroenteritis) kialakulasaért felel6s
(GYORGY, 2015; SANDOR és PELES, 2015).

A halakban 1év6 S. enterica baktérium jelenlétet kimutattak, ami feltételezi az
élelmiszerekkel dsszefiiggd szalmonellozis kockazatat, valamint megfigyelték, hogy a S.
enterica torzsek véltozatos szerotipus és genotipus diverzitassal rendelkeztek, amely
tobbféle fertézési forrasra és ugyanakkor gazdaspecifikus torzsek hianyara utal a
halakban (DOS SANTOS és mtsai., 2019).

Proteus vulgaris

A Proteus nemzetséghez tartoz6 Gram-negativ nem spéraképzé fakultativ anaerob
baktériumok elterjedtek a természetben, megtalalhatok elhalt névények vagy allatok
lebomlo részeiben és az emberi bélbidta tagjaként. Ezek a baktériumok erételjes
proteolitikus aktivitassal rendelkeznek, és opportunista human kérokozokként ismertek.
Foként csokkent immunrendszerti emberekben okoznak fertézéseket, leggyakrabban
hugyuti és sebfertézéseket, valamint korhazi fertézéseket (ROZALSKI és mtsai., 1997;
DRZEWIECKA, 2016). A sertés orr és mandula jarataban (LOWE és mtsai., 2011), mig
a tehénben minden Proteus faj kimutatott (HAWKEY és mtsai., 1986), feltételezetten is
az ¢élelmiszer romlas forrasai. A mosomedve {iriilékébdl izolalt P. vulgaris torzs
kondroitindzt termel, amely egy virulenciafaktornak tekinthetd, mivel a kondroitin-
szulfat eloszlik az allati kotészovetekben (KITAMIKADO ¢és LEE, 1975;
DRZEWIECKA, 2016). Ugyanakkor a sovany tejben és tojassarga emulzidban
kimutattak, hogy a P. vulgaris exotoxinja proteolitikus és lipolitikus aktivitassal
rendelkezik 37 °C-on és pH=6 értéken (GHOSH és BARALE, 2015). Egy uj tanulmany
szerint a P. vulgaris az akvakulturaban tenyésztett ponty halak elhullasaért felelds,
amelyet pontybdl kinyert izolalt baktérium megerdsitésével tamasztottak ala (SUN és
mtsai., 2020).

Bacillus cereus

Egy Gram-pozitiv sporaképz6 palca alaku, gyakori talajbaktérium, amelynek sporai
altalaban kis mennyisegben megtalalhatéak élelmiszerekben és adalékanyagokban.
Gyakran el6fordulu korokozo, talajban, vizben, porban és allati sz6rben talalhato (DEAK,
2006). Szaporodasa 8-55 °C kozott lehetséges, jol tiri a sot és alkalmazkodik a savas
kornyezethez. Rendszerint a baktériumok talajbdl jutnak az élelmiszerekre, majd

optimalis korulmények hatasara szaporodnak, leggyakrabban olyan termékekben,
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amelyeket nem hdkezeltek, vagy amelyeket hossza ideig hiitdszekrényben taroltak.
Feltételesen patogén, a fertézd dozis 10° sejt vagy spora/g. A B. cereus altal okozott
korkepnek két megjelenési formaja van: hanyasos vagy hasmenéses tipusu tiinetekkel jard
megbetegedés. Mindkét forma patogenézisében a B. cereus altal termelt
enterotoxinoknak tulajdonitanak jelentOséget. Ha a torzs cereulid nevii toxint termel,
akkor hanyésos szindréma alakulhat ki. A cereulid h6all6 toxin, amely hanyast okoz, és
nagyobb mennyiségben akar maj- és agykarosodast is okozhat. A RAJKOVIC és mtsai.,
(2006) tanulmany szerint a taplalék jelent6s hatassal van a B. cereus hanytatd toxin
Kinetikajara és Ossztermelésére. A kutatok azt taldltdk, hogy a szénhidratokban és
fehérjékben gazdag élelmiszerek a legkedvezdbb kornyezetet biztositjdk a cereulid
termeléséhez, mig a zsirban gazdag vagy zoldségek kevésbé kedvezdek ebben a
tekintetben. Ezzel szemben a hasmenéses tiinetcsoport esetén a B. cereus baktériumok
vagy sporaik lenyelése okozza a betegséget. Miutdn a baktériumok vagy sporék
athaladnak a szervezeten, a gyomorban és a belekben elszaporodnak, és tébb enterotoxin
és virulenciafaktor termel6dik. Ez a folyamat hasi fajdalommal, gorcsokkel és vizes
hasmenéssel jar (JOVANOVIC és mtsai., 2021). A leggyakoribb atviteli hordozdk a
desszertek, husételek és tejtermékek a hasmenéses betegség esetén, mig a rizs a hanyasos
betegség f6 hordozoja (GRIFFITH és SCHRAFT, 2017). A B. cereus &ltal okozott
ételmérgezések hamar és spontan gyogyulnak (EL-ARABI és GRIFFITHS, 2021;
BELADI és NASZ, 1997).

Staphylococcus aureus

Egy Gram-pozitiv bakterialis kérokoz6 a Staphylococcus aureus, amely az egyik
legelterjedtebb és szamos szovédménymentes borfert6zést és stilyosabb invaziv fert6zést
valthat ki vilagszerte (RASIGADE és mtsai., 2014; RM és mtsai.,2007). Gémb alaku,
nem csillos baktériumok, amelyek mikroszkdposan jellegzetes, szOlofiirtre emlékeztetd
szabalytalan csoportokat képeznek. A szinlk sarga, narancssarga vagy piros, mivel a
legtobb torzs karotinoid pigmenteket allit eld. A Staphylococcus aureus a
legrezisztensebb sporatlan baktériumok kozé tartozik. A kiszaradast jol tiiri, és honapokig
életképes maradhat. A kdrnyezetben, talajban, vizekben és novényeken széles korben
elterjedt szaprobiontadk kozul sok a human és allati szervezet artalmatlan lakdja, de
idénként kérokozoként is felléphetnek (KADARIYA és mtsai., 2014; BELADI és NASZ,
1997). A S. aureus faj egyes torzsei rendelkezhetnek azokkal a génekkel, melyek olyan

enterotoxint kodolnak ¢és termelnek, melyek hohatdsra nem denaturdlodnak, sav
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rezisztensek és ellenallnak a tapcsatorna proteolitikus (pepszin vagy tripszin) enzimei
hatasanak (BHUNIA és BHUNIA, 2018; HENNEKINNE és mtsai., 2012; ROZGONY],
2006). A Staphylococcus élelmiszer-eredetii betegség gyakran olyan élelmiszereket érint,
mint a hasok, haskészitmények, baromfi-, és tojastermékek, tej és tejtermékek, salatak,
pékaruk, kilondsen a tejszinnel toltott péksutemények és sitemények, valamint a
szendvics toltelékek (TAMARAPU és mtsai., 2001; LE és mtsai., 2003; ARGUDIN és
mtsai., 2010). A Staphylococcus aureus toxinok kozé tartoznak a Staphylococcus
enterotoxinok, amelyek kilenc f6 szerologiai tipust képviselnek, és a pirogén toxin
szuperantigének nagy csaladjaba tartoznak bele. Ezek a toxinok kiilonb6z6 hatasokat
valtanak ki, mint példaul immunszuppressziot és nem specifikus T-sejt-proliferaciot
(ARGUDIN és mtsai., 2010; KADARIYA és mtsai., 2014).

Enterococcus faecalis

Gram-pozitiv, megnyult coccosok, melyek péarosaval vagy rovid lancokban
helyezkednek el (VAN TYNE és GILMORE, 2014). A véres agaron telepeit néha z6ldes
udvar veszi korul, leggyakrabban nem hemolizal, toxint nem termel. Fontos tulajdonsaga,
hogy képes tulélni a 60 °C-os hdmérsékletet 30 percig, valamint az E67 nevii szelektiv
taptalajon novekedést mutat. Nem mozg6d mikroorganizmus, fakultativ anaerob. Az
Enterococcusok a melegvériick bélcsatornajaban és az emberi székletben rendszerint
megtalalhatok. Vizsgalatok kimutattak, hogy az élelmiszerekbdl izolalt enterococcus
torzsek néhany virulenciajellemz6ét hordoznak, és altalaban az Enterococcus faecalis
tobbet tartalmaz, mint az Enterococcus faecium. Az enterococcusok fontos szerepet
jatszanak a bélfléra egyensulyanak fenntartasaban, de kérhazi kérokozok is lehetnek.
Szamos torzs rezisztens az antibiotikumokkal szemben, de a virulenciajukat nemcsak ez
magyarazza meg. Az enterococcusok olyan virulencia faktorral rendelkeznek, mint az
adhezinek, invazinok és hemolizin, amelyek segitenek a baktériumoknak a
gazdaszervezetbe vald behatolasban és karositasban (SINGH és mtsai., 2010; FRANZ és
mtsai., 2003). A fertézés szerepe az epeutak és a hugyutak gyulladasaiban, szivbelhartya
és a szivbillentyiik gyulladasaiban, sebfertézések, agyhartyagyulladas, haslregi és
kismedencei fert6zések, valamint enyhe lefolyasu ételmergezésekben nyilvanul meg. Az
antibiotikumok iranti rezisztenciajuk meglehetésen nagy (VU és CARVALHO, 2011;
DEAK, 2006).
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Listeria monocytogenes

A Listeria nemzetségbe tartoz6 révid, Gram-pozitiv, sporat nem képzo palca alakt
baktérium. Gyakori a természetben, féleg rothad6, korhad6 hulladékokon taldlhato. A
feln6ttkori liszteridzis enteralis fertézés: a L. monocytogenes a nem megfeleléen
megmosott zoldségek, valamint a korokozéval terhelt his és tej (COCOLIN és mtsai.,
2002). Ugyanakkor, friss ponty halak zsigeri részeibdl is kimutattak patogén L.
monocytogenes baktériumot, amelynek jelenléte komoly szereppel kihat az emberi
kdzegeszségugyi higiéniara (AL-GBURI, 2020). A bélben torténé kolonizacidé utan a
bélhdmsejtekben, illetve a makrofagokban szaporodnak a baktériumok. Az utébbiak a
szervezetben torténd elterjedést is eldsegitik (BELADI, NASZ, 1997). A L.
monocytogenes vérmérgezést, agyvel6-, agyhartyagyulladast, vagy vetélést okoz,
kilondsen az immunhianyos szemelyek és az idések csoportjara nézve veszélyes
(KHADEMI és SAHEBKAR, 2019).

Mikroszkopikus penészgombak

A gombak elsésorban szarazfoldi él6lények, egyesek azonban édesvizben és
tengerben élnek. A legtdbbjik rothaszto, de néhany faj a névények, allatok és az emberek
parazitaja. Néhany gomba mikotoxinokat termel, amelyek negativan hatnak az llatok és
az emberek egészségére. Taplalkozas szempontjabol a gombak kemoorgano-heterotrof
szervezetek. A gombak cito- és telepmorfoldgiai szempontbdl a legdifferencialtabb
¢ldélénycsoportot alkotjak. (PESTI, 2001).

A mikroszkopikus penészgombak széles korben elterjedtek a bioszféraban. Az
¢lelmiszerekben leggyakrabban eléforduld romldst okozod gombdk kozé tartozik az
Aspergillus, a Penicillium és a Fusarium nemzetség. Kilonosen a Fusarium fajok a
vezetd mikotoxin termeldk. Szamos faj képes értékes anyagok termelésére, amelyek ipari
alkalmazasra is hasznosak (DEAK, 2006).

Saccharomyces cerevisiae

A S. cerevisiae egy egysejtli eukaridta az egyik legjobban tanulmanyozott
szervezet, melynek teljes genomja ismert. Konnyen kezelhet6, nem patogén, sejtjei
ovalisak, 5-10 um atmérd6;jt. Vegetativ szaporodasuk sarjadzassal torténik. A S. cerevisiae
heterotrof szervezet, aerob korilmények kozott 1égzést, anaerob kortlmények esetén
pedig alkoholos erjesztést folytat. Nem képes fermentalni a poliszacharidokat, csak

egyszeri cukrokat képes Aatalakitani etanolla. A kiilonb6zé biotechnoldgiai

36



alkalmazasokban nagy horderejii haszonnal alkalmazzak, mint a sor, a bor, a siitéélesztd
¢és a takarmanyéleszt6 eloallitasaban. A molekularis és a sejtbioldgia terén az egyik
leggyakrabban tanulmanyozott eukariota modellszervezet (VANDERWAEREN és
mtsai., 2022).

Aspergillus és Penicillium penészgombak

Az Aspergillus nemzetseg a fonalasgombak egy nagyon széles csoportja, az
Eurotiales rendbe, a Trichocomaceae csaladba tartoznak, 350 fajt foglal magaba. Az
Aspergillus penészgombafajok eléfordulasa a kdrnyezetben nagyon gyakori, a talajban
vagy a novényzeten. Szaporodasuk legfontosabb feltétele az oxigén és a viz jelenléte,
melyet a levegd paratartalma és a szubsztratum viztartalma biztosit. Mezofil szervezetek,
és kedvelik az alacsony savas pH-t. Leggyakrabban az elhalt névényi vagy éallatok
korhadd, rothad6 szerves bomléstermékeit hasznositjak, valamint mésodlagos novényi
korokozént vannak jelen, az élelmiszerek esetében romlast okozok (RAWAT, 2015). A
penészgombak altal termelt toxinok az an. mikotoxinok, amelyek masodlagos
metabolitok (OLIVEIRA és mtsai., 2019; BENNETT, 1987) és az emberi vagy allati
fogyasztok szamara tobbféle egészség karosodast okozhatnak (AWUCHI és mtsai.,
2022). Az Aspergillus fajok a legfontosabb mikotoxigén élelmiszer- és
takarmanyszennyezok, amelyek friss €s szaritott fliszerek, gyiimolesok, zoldségek,
magvak, bab és gabonafélék betakaritas utani romlasa soran jelentkeznek (PERRONE és
mtsai., 2007). Az ember- és éllathiztonsagi megkozelitésben jelenleg veszélyt hordozok
az Aspergillus niger altal termelt fumonizin B> mikotoxin és ritkdbban az ochratoxin A
(NIELSEN és mtsai., 2009). A penészgombak altal termelt mikotoxin termelés mértéke
kornyezeti tényezoktol fligg gy, mint a szubsztrat vagy a tenyesztési kozeg tipusa, a
tenyésztési id0 vagy a homérséklet és stb. (ESTEBAN és mtsai., 2005). MARINO és
mtsai., (2014) szerint a frissen csavart narancslé tapkdzegben a magasabb hémérsékleten
(26 °C) az A. niger megfelelden termeli az ochratoxint, melynek mennyiségi valtozasai a
penészgomba tipustol valtoznak. Az A. flavus altal termelt alfatoxin, valamint az A.
ochraceus ochratoxin rakkelté tulajdonsagokkal és akut életveszélyélyes toxicitassal
rendelkeznek, melyek gyakran elfordulnak mez6gazdasagi termékekben (PERRONE és
mtsai., 2007; GONG és mtsai., 2016).

A Penicillium nemzetséghez 150 faj tartozik. A novekedéshez alacsonyabb
hémérsékletet igényelnek, mint az Aspergillus-ok. A Penicillium spp. gombak fontos

szerepet jatszanak a gabonafélék és mas élelmiszerek szaritasa és tarolasa soran (DE

37



OLIVEIRA FILHO és mtsai., 2017). Ugyanakkor, az altaluk termelt mikotoxinokkal
szembeni kezelés lehetdsége korlatozott, mivel a legtobb Penicillium ssp. rezisztens a
gombadlészerekkel szemben (LUCIANO-ROSARIO és mtsai., 2020). Amelyek kozil a
Penicillium expansum komoly veszélyt jelent globalisan a gyiimdlcsiparban. Féként
alma, korte, naspolya és birstermésekben okoz gondot, de érinti a csonthéjas
gyumolcsoket is, mint a szilva és a cseresznye, valamint az apré gyimolcsoket, mint az
eper és a sz6l6, de a mogyord sem kivétel. Gabonofélékben vagy gabonatermésekben
kevésbé lehet kimutatni. Pszichrotréf gomba -2 és 35 °C koz6tt szaporodik, de 25 °C
korili az optimuma. A P. expansum mikotoxinokat termel, mint a patulin, citrinin,
chaetoglobozin A és C, kommunezin A , B és egyébb kisebb jelentdsegii kommunezinek,
rokfortin C, expanszolidok A és B, ochratoxin A, penitrem A, rubratoxin B, citokalazin
és penicilsav (TANNOUS és mtsai., 2018; ANDERSEN és mtsai., 2004), amelyek
karosak az emberi és allati egészségre nézve. ElsGsorban az emésztészervekre van negativ
hatassal, de az immunrendszer miikodésére is karos hatassal van. Az élettani hatasok kdzé
tartozik az érfalak atjarhatosaganak fokozasa, valamint fekélyképzodést és vérzést kivalto
hatdsok (SALEH és GOKTEPE, 2019; DEAK és mtsai., 2006). Vilagszerte
leggyakrabban el6forduld ubikviter penészgombénak szamit a Penicillium citrinum,
jéforman mindenféle élelmiszerben és takarmanyban és csaknem minden éghajlati
viszonyok kozt, képes citrinin nevii mikotoxint termelni, amely magas nefrotoxicitasssal
és genotoxicitassal rendelkezik (KAMLE és mtsai., 2022; GIL-SERNA és mtsai., 2014).
Leggyakrabban gabonafélékben talalhatéak meg, mint példaul a rizs, a blza, a kukorica
és beldliik késziilt lisztek. Optimalis hémérséklete a 30 °C korili, de széles 5 és 40 °C
homérséklet tartomanyon képes szaporodni, xerofil penészgomba. BENNETT és KLICH
(2003) kimutattak, hogy a citrinin neurotoxikus, jelentds veszélyt jelent az emberi és allati
egészségre. Szamos kutatds szamol be, a citrinin artalmas hatasairdl, mint a
vérszegenység (THACKER és mtsai., 1977), a maj- és a vesekarosodas (JORDAN és
mtsai., 1977; RASIC és mtsai., 2022), a herék, a mellékherék elvaltozasai és a vemhesség
aranycsokkenése (JORDAN és mtsai., 1977; QINGGING és mtsai., 2012).

2.6.  Transzlacios modellrendszerek bemutatésa
2.6.1. Drosophila melanogaster szerepe a taplalkozasi modellrendszerben

A XXI. szdzad jelenleg legismertebb ¢él6lénye a Drosophila melanogaster, mas
néven ecetmuslica, egy olyan genetikai modellrendszer, melyet az 1910-es évek els6
felét6l Thomas Hunt Morgan és tanitvanyai elséként alkalmaztak az o6roklodés
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jelenségének tanulmanyozasa kapcsan. Az ecetmuslicas kutatasaik soran, figyelemmel
koveték az életciklus szakaszait, majd bizonyos tulajdonsagokat meghatarozé gének
oroklodését. Az ecetmuslica teljes genom szekvencidjat egy évvel a human genom el6tt
sikerllt beazonositani. A Drosophila melanogaster genom becsilt mérete 180 Mbp,
amely megkozelitéleg 13601 gént tartalmaz (ADAMS és mtsai., 2000). A jelenlegi
bioinformatikai becslések szerint a muslica genomja feltehet6leg14000 fehérjét kddol és
mi tobb, ismerjlk ezek teljes interaktomjat (KAUFMAN, 2017).

1. abra: Drosophila melanogaster kifejlett néstény és him egyedek (1. internet

forras)

Az ecetmuslica rendelkezik mindazokkal a tulajdonsagokkal, amelyek a
laboratériumi kortlmények kapcsan konnyen fenntarthatéak: kisméretti rovar, rovid
életciklussal rendelkezik, meghatarozhato a keresztezések iranya, igy prediktalhat6 az L1
utodok genotipusa/fenotipusa (1. abra). Egy kifejlett ndstény  létre. Az ecetmuslica
tenyészideje 25 °C-on 10 nap, és életciklusa holometabolikus tipusu, amely sorén teljes
atalakulds megy végbe (2. abra).
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2. abra: Az ecetmuslica életciklusa és fejlodési stadiumai (2. internet forras)
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A megtermékenyités és a peterakast kovetden az embrid 22-24 oraig fejlédik a
petében 1évo tapanyagok révén 25 °C-on, majd ezt kovetden beldle kikel az elsd stadiumu
larva (L1). Vedleésekkel elvalasztva a larvaallapotnak harom stadiuma van: L1, L2 és L3.
A larva teljes életstadiuma negy nap, amely soran taplalkozik, ndvekszik, testtomegeét
szadzsorosra noveli. A beb&bozddast kovetden 6t nap mulva a kifejlett 2 mm hosszu,
barnas testii imago elhagyja a babvazat, és az imago kiilsé vaza még nem szilardult meg,
de néhany 6rat kovetden a kutikula oxidalodva megkeményedik, és még egy nap alatt éri
el az ivarérett allapotot (SZABAD, 2016). A vad tipusu (avagy normalis) ecetmuslica
sdrgas-barna szini, szeme alakja kerek, piros/vords szinii. A muslica szarnyai egyenes
lefutasuak, a szarnyak erezettek és a testét fekete szOrzet takarja. A néstény és a him
imagok kozotti szexudlis dimorfizmus egyértelmii. Legjobban a kiils6 genitaliak
mutatjak, a himek utols6 két hati lemeze teljesen fekete, mig a ndsténynek ez részben
figyelheté meg.

Az éltalam vizsgalt mutans w™" térzs egy kromoszomalis inverziot tartalmaz,
amelynek kovetkeztében, az amigy normadlis X kromoszoma disztalis végén 1évé w*
I6kuszt beforgatja a pericentrikus heterokromatin kdzelébe. A normalis X kromoszoma
disztalis végén 1év6é w+ I6kusz egy eukromatikus régidban talalhato és ilyenképpen a
génexpresszid nem korlatozott, aminek kovetkeztében a muslicak dsszetett szemei teljes
mértékben piros fenotipust mutatnak. Azaltal, hogy a pericentrikus inverzio révén a w+
I6kuszt a pericentrikus heterokromatin kozelébe keriil, ez a centromeron kozeli
heterokromatin raterjedhet a w+ lokuszra, és ezzel mintegy korlatozza a w+ allél
expressziojat és az ilyen ocellumokban nem fog piros pigment képzddni, azaz fehér
sziniek lesznek. Az X kromoszoma heterokromatimizaciojat tobb faktor is
befolyasolhatja, és ilyenképpen az ocellumokban 1év6 pigmentek hidnya vagy jelenléte
eltér6é méretli teriileteket (foltokat) general és innen ered a w fehér foltos 4 (withe mottled
4) muténs torzs elnevezése is. Amennyiben ennek a torzsnek a szemében 1év6 piros/fehér
foltok méretére is figyelink, ugy kovetkeztetéseket vonhatunk le heterokromatinizécio
okozta géncsendesités mértékére vonatkozdan is (BOIVIN, DURA, 1998).

Tekinettel arra, hogy a Drosophila melanogaster teljes genomja, transzkriptomja,
interaktomja mellett szamos ¢életjelenség genetikai determinaltsaga ismert, illetve fejlodés
genetikai, molekularis biologiai, biokemiai, viselkedéstani és immunohisztokémiai
kutatasi modszerek 6tvozhetdek, aminek kosztonhetéen komplex kutatdsi értelmezések

valdsithatdak meg.
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2.6.2. A ponty (Cyprinus carpio) szerepe a taplalkozasi modellrendszerben

A ponty széles korben az egyik legnépszeriibb hal, amely Cyprinus genusba és a
Cyprinidae csaladjaba tartozik. Eurdpa és Azsia mérsékelt égdvén honos, de napjainkban
szinte minden foldrész édesvizeiben megtalalhato, az Antarktisz kivételével. A jelenlegi
termelési adat meghaladta a 4,2 millié tonnat évente a vilagon (FAO, 2023). A ponty
haltenyésztés {6 célja a kivaldo minéségi allati fehérjeforras gyors és hatékony eléallitasa.
Ez egy nagyon szivds, nagypikkelyli hal, amely a lassi aramldsu vizeket kedveli,
kiilondsen az iszapos aljzat, naddal szegélyezett, sekélyebb és jol melegedd tavakat,
valamint a folyok kozépsé vagy alsé szakaszait és a mocsarakat. A ponty mindenevd
halfaj, folyamatos taplalékkeresé életmdd jellemzi 6ket és hagyomanyosan a pontyokat
tavakban tenyésztik. (MOHAMMED és mtsai., 2024).
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3. &bra: Cyprinus carpio (3. internet forras)

A ponty fiatal egyedeinek hossza koriilbeliil 30 cm, de feln6tt példanyai atlagosan
akar 1 méteres hosszUsagot is elérhetnek. A ponty omnivor (mindenevd) hal, amely
taplalkozaséaban vizi rovarokat, rovarlarvakat (pld. szunyoglarvakat), piocékat, csigakat,
férgeket, valamint algakat és egy€b novényi részeket is fogyaszt, ha azok elérhetok. Az
ivasara legalkalmasabb iddszak tavasszal, méajus és jalius kozott van, amikor a viz
hémérséklete 18-22 °C kdzott mozog. A ponty ivadékok zooplanktonokkal, példaul
rotatoridkkal (Rotifera) és forgdlabu rakokkal (Copepoda) taplalkoznak, amelyek magas
tapértékiiek és fehérjében gazdagok (TAKEUCHI és mtsai., 2002).

Altalanos jellemzd a halakra az 6t szakaszos életciklus, amelyet az alabbi 4. &bra
szemléltet. A halak életciklusanak els6 szakasza a megtermékenyitett ikra kifejlodésével
kezddédik. A ndstény hal biztonsagos, sekély, lagyszaru vizi ndvényzettel siirlin boritott
teriileteket valaszt ivasi szubsztratként. Az ivas sikerességét szamos kornyezeti tényezo
befolyasolja, mint példaul az optimalis vizhdmérséklet (18-20 °C), az oxigénellatottsag,
a megfeleld fényviszonyok, az ivési aljzat mindsége, valamint a him pontyok észlelése.
Emellett a légnyomaés valtozasai is hatassal lehetnek az ivasi aktivitasra. A halaknal a
megtermékenyités kiilsdleg, vizi kdrnyezetben zajlik az ivdsnak nevezett naszjaték soran.

Ilyenkor a ndstény petesejtjei €s a himivarsejtek egyszerre keriilnek a vizbe, ahol
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kozvetleniil érintkezhetnek, lehetévé téve a megtermékenyitést. A himivarsejtek az
ikrédkra jutva igyekeznek elérni a petesejteket, mozgasukat pedig kémiai jelzdéanyagok,
ugynevezett feromonok serkentik, amelyeket a ndstény bocsat ki, eldsegitve ezzel a
sikeres szaporodast.

Az életciklus mésodik szakaszdban a megtermékenyitett petesejtben kialakulo
zigota védett kornyezetben kezd osztddni. Idealis vizhomérséklet (22-24 °C) mellett ez a
fejlodési folyamat koriilbeliil 3 napig tart, de alacsonyabb homérsékleten hosszabb idot
vehet igénybe. A szakasz végére a fejlédé larvak erételjes mozgasba kezdenek az
ikrahéjon belil, jelezve a kelés kezdetét. A kikelést a larvdk mozgasa és az ikrahéjban
termelddo kelési enzimek segitik eld, amelyek lebontjdk az ikrahéjat. A kikelés utan a

larvak onallo életet kezdenek.

Fiatal hal

Larva 5

\

cO Ikrak
mbri6 & /
crors - @ n P

Megtermékenyités

Felnott hal

4. abra: A ponty hal életciklusa és fejlodési szakaszai (4. Internet forras)

A harmadik életszakaszban a kikelt hallarvdk védtelenebbek a kiilsé kornyezeti
hatdsokkal szemben. Ebben a szakaszban a larvak endogén taplaléanyagokkal, azaz a
szikzacskobol szarmazd tapanyagokkal taplalkoznak, igy nem sziikséges kiilso
taplalékfelvetel a testfenntartod és sejtépitd életfolyamatokhoz. A hallarvak viselkedése
fajspecifikus: egyes fajok larvai a kelést kovetéen 3—4 napig ideiglenesen tapadnak a
kornyezé feliiletekhez, mig masok azonnal szabadon sz6 életmodot folytatnak. Ezen
iddszak alatt fokozatosan felélik a szikzacsko tartalmat. Ezt kovetéen a viz felszinére
usznak, hogy feltdltsék az tszohdlyagjukat levegdvel, €s igy vizszintesen tudnak uszni,
megkonnyitve ezzel a taplalékkeresést. A larvakor végére a szerveik a fajra jellemzéveé

fejlédnek, kiveve az ivarszerveket.
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A negyedik szakaszban a taplalkozo larvak mar kizarolag a kornyezetiikbdl szerzik
be a taplalékot. Az elsé napokban a larvak csak nagyon kisméreti taplalékot, példaul
kerekesférgeket (Rotifera) és egysejtii allatokat, mint példaul a protozoakat képesek
elfogyasztani. Ez az id6szak kritikus a larvak szamara, mivel bar rendelkeznek a
taplalékszerzési 0Osztonnel, a szikséges gyakorlat még hianyzik, igy csak a
probalkozéasaik 10%-a lesz sikeres. Ha a téaplalékszerzéshez sziikséges energia
meghaladja a szerzett taplalék energidjat, a larva fokozatosan elpusztul. Ezért fontos,
hogy az optimalis stiriségii zsdkmanyok, példaul a Rotatoria, megfelel6 mennyiségben
jelen legyenek a vizben — a pontyfélék szaméra az also hatarérték 600-1500 egyed/L.
Ahogy a fiatal halak gyorsan fejlddnek, képesek lesznek nagyobb zsakmanyokat, példaul
alsobbrendii rakokat is elfogni. A fejlddés soran a fiatal hal szervei fokozatosan teljesen
kifejlédnek, és mitkddésiik tokéletesebbé valik. A larva szakasz akkor zarul le, amikor a
kishal egy honappal a sziiletés utan elsajatitja a fajra jellemzo taplalkozasi format.

Az 6todik szakaszban a hal teljes életmddja kialakul. 2,5-3 éves korukra ivarérett
feln6tt halakka valnak, és kezdetét veszi a kovetkez6 életciklus (HANCZ, 2007).

2.6.3. Ujfajta nutritiv transzlacios modellrendszer megalkotasa

A transzlacios modellrendszer 1ényege, hogy olyan informéaciokat nyerjik, amelyek
mintegy kozvetlen kisérleti bizonyitékokat szolgaltatnak a vizsgalati feltevések/kérdések
kapcsan. A direkt bizonyitas altalaban megel6zi a kdzvetett vagy indirekt bizonyitékokat
és minden kétséget kizardan igazolja a kisérleti hipotézist. Jelen esetben a ndvényi GTE-
k nutritiv hatdsat kellene bizonyitani és éppen ezen megfontolds altal vezérelve
kapcsoljuk 6ssze az ecetmuslica és ponty fajokkal kapcsolatos kutatasokat. Mi tébb
mindkét faj esetében az életciklusaik tanulmanyozasa kapcsan a larvalis allapotra
koncentralunk, mivel ezek a szakaszok rendkivili szenzitivitast mutatnak az elfogyasztott
taplalék mindségi Osszetétele kapcsan. Ilyen értelemben elsésorban a makronutriens
tartalomra kell gondolni és ennek Kkapcsdn is a szenhidratok, zsirok és
fehérjék/aminosavak az elsédlegesek, mivel ezek jelentik a fejlédo egyed energia és a tesi
épitémolekuldinak forrasait. Az ecetmuslica taplalkozasa kapcsdn szamos kutatasi
megfigyelést tettek az elmualt évtizedben a makronutriensek vonatkozasaban
(EICKELBERG és mtsai.,, 2022), mig a ponty és makronutriensei kapcsan a
megfigyelések leginkabb a fehérjékre (WANG és mtsai., 2023) és pld. Lemna minor
alapl (GOSWAMI és mtsai., 2022) taplalkozasi tipusra vonatkoznak. Megfigyelhetd,

hogy jelentds diszkrepancia van a két modell faj taplalkozasat illetden, viszont a cellularis
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folyamatok tapanyagi utanpétlasa hasonld metabolikus sajatossagokra éplil. E tekintetben
egyszerre gondolhatunk a glikolizisre, Krebs ciklusra, [p-oxidaciora, vagy a
mitokondrialis elektrontranszport lancra, a hasonldsag nyilvanvalo az ecetmuslica és a
ponty kozott. Ez azt is jelentheti, hogy amennyiben pld. egy ndévényi kivonatnak
igazolhatd a nutritiv jellege az ecetmuslica esetében, gy jé eséllyel bizonyithatd lesz
ezen sajatossaga a ponty kapcsan is. Az ecetmuslicés kisérletek megelézik a ponty alapt
vizsgalatokat mivel koltséghatékonyabbak és részletgazdagabbak mint az utobbiak.
Eppen a megfontolas altal vezérelve lett 6sszekapcsolva a két modell é161ényre alapozott

vizsgalat és végso soron a zsenge hal tapfejlesztése.

2.6.3.1. ATP-mérés mint kozvetlen bizonyitetk a nutritiv hatasok
értékelésében

Az energia-anyagcsere kvantitativ nyomon kovetésének egyik legelfogadottabb
maodszere az adenozin-trifoszfat (ATP) meghatarozasa, mivel az ATP a sejtek univerzalis
energiahordozé molekulaja, amely kdzvetlen indikatora a metabolikus aktivitasnak és a
sejtek életképességének (SMITH és mtsai., 2012). A luminométer-alapi ATP-mérést
széles korben alkalmazzak mikrobioldgiai és élelmiszeripari vizsgalatokban (HY GIENA,
2020), ugyanakkor ezek az eljarasok jellemzden feliilletek vagy ¢élelmiszermintak
vizsgalatara késziltek, és az eredményeket relativ fényegységben (RLU) adjak meg.
Validalt protokoll a hallarvak ATP-tartalmanak kozvetlen meghatarozasara a
szakirodalomban eddig nem volt elérhetd. Eppen ezért a pontyivadékok esetében az ATP-
mérés lehet6séget ad arra, hogy a GTE-k nutritiv hatasardl kozvetlen bizonyitékot

szerezzlink a sejtszintli energiaforgalom vizsgalatan keresztiil.

44



3. ANYAG ES MODSZER
3.1.  Vizsgalt novényi kivonatok

Munkam soran harom kiilénb6z6 ndvényi riigyhajtast vizsgaltam: a fekete afonyat
(Vaccinium myrtillus L. - Vm), a fekete ribizlit (Ribes nigrum L. - Rn) és a szedret (Rubus
fruticosus L. - Rf). A novényi riigytermések él6helye Romania. A Rn riigyhajtésait a
PlantExtrakt cég tulajdonat képezo bio-Ultetvényekbdl gyiijtottem be 2022 marciusaban
és apriliseben. A Vm és a Rf fiatal riigyhajtasait a Kolozs megyei Marisel kornyékén
vadon €16 névényvilagbol sikertilt begytijteni 2022 juniusaban. A frissen szedett riigyeket
a gyljtést kdvetd 6 oran beliil feldolgoztak, vagy hiitészekrényben 4 °C-on, legfeljebb 24
oOran at taroltak.

3.2. Novényi nyersanyagok elokészitése és extrakcidja

A kivonatokat frissen betakaritott ndvényi riigymintakbol allitottak eld, amelyeket
96%-0s (v/v) etanol és glicerin 1:1 ardnyu keverékében, 1:2 novény-oldoszer arany
mellett tartositottak. A friss ndvényi mintakbol nedvességtartalom-elemzést végeztek, és
a meghatarozott nedvességtartalom alapjan szamitottak ki az oldészer mennyiségeét, hogy
a széraz novény-oldoszer arany 1:20 legyen. Az 0OsszezUzott ndvenyi anyaghoz
hozzdadtak a kiszamitott olddszer mennyiséget, és az igy kapott ndvény—olddszer
keveréket 20 napon keresztiil, naponta két alkalommal 20 percig keverték. Ezt kdvetden
a keverék szilard és folyékony részét szétvalasztottdk, majd a novényi részt tovabb
préselték az extrakcié hozamanak novelése érdekében. A két elballitott extrahalt oldatot
Osszekeverték, és az igy keletkezett tomény kivonatot tovabbi vizsgélatokig barna
tivegben, 4 °C-os hiitészekrényben taroltak (EDQM, 2023).

A kivonatkészités szobahdmérsékleten (20-22 °C), fénytdl védett kornyezetben
zajlott. A 20 napos maceracios id6tartamot a PlantExtract (Romania) éltal alkalmazott,
szabvanyositott, lassi macerdcios eljaras indokolta, amely a ndvényi rigyek
hatdéanyagainak kiméletes €s fokozatos kioldodasat biztositja, megdrizve azok bioaktiv
tulajdonsagait. A kivonatkészités pontos technoldgiai részletei a gyarté altal védett,
bizalmas know-how részét képezik, ezért ezekrdl részletes ismertetést nem kozoltek. Az
alkalmazott modszertani keretet a szakirodalom alapjan hivatkozassal tdmasztottam ala
(PERBELLINI, és mtsai., 2025).
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3.3.  Novényi GTE osszetétel vizsgalata UHPLC-ESI-MS modszerrel

A NEBH beazonositast a Nyiregyhazi Egyetem Mez6gazdasagi és Molekularis
Kutatdintézetének analitikai laboratoriumaban végeztem el. A kivonatok mérésére
ultranagyhatékonysagu folyadékkromatografias (UHPLC) Dionex Ultimate 3000RS
késziiléket hasznaltam, amely egy Thermo Scientific Accucore C18 oszloppal
rendelkezett (100 mm x 2,1 mm és 2,6 um részecskeméret). Az oszlop hdmérséklete 25+1
°C volt. A késziilék egy fiithet6 elektrospray ionizacios (ESI) rendszerrel ellatott Thermo
Q —Exactive Orbitrap tomegspektrométerhez kapcsolodik és a mérési pontossag 5 ppm-
en belll volt. Minden egyes ndvényi mintabol 5 pl térfogatot injektaltam. A
tomegspektrométert a kovetkezé beallitasokkal hasznaltam: 320 °C-os kapilléris
hémérséklet, pozitiv mdodban a kapillaris fesziiltség 4,0 kV, negativ médban 3.8 kV, a
felbontas MS médban 35000, mig MS/MS esetében 17500 volt. A mért tdmegtartomany
100-1500 m/z volt, a tobbszords toltésti ionok kizarasra kerlltek. Az Utkdzési energia
35NCE volt az MS/MS modban.

1. tablazat: A pozitiv és negativ toltésii mozgofazisok keveréke és a gradiens

eltcio hasznélata

Mozgofazis a pozitiv toltésii ionizaciés médban Gradiens elucio
A” eluens 999 ml viz:
” + 1 ml hangyasav 0-3 perc: 95%A,
B” eluens 999 ml metanol, 3-43 perc: 95-0%A
” + 1 ml hangyasav 43-61 perc 0%A,
Mozgofazis a negativ toltésii ionizacios modban 61-62 perc 0-
A” eluens 999 ml viz: 95%A,
” + 1 ml hangyasav 62-70 perc 95%A.
B” eluens 999 ml metanol,
” + 1 ml hangyasav

Az UHPLC elvalasztas soran mind pozitiv, mind negativ ionizaciés médban A és
B eluens kombinaciojat alkalmaztam (1. tdblazat). Az aramlasi sebességet 200 ul/perc-re
allitottam, és ugyanazt a gradiens ellciés programot hasznaltam mind a pozitiv, mind a
negativ ionizacios mddban végzett meghatarozasok soran. A sebesség ingadozas 1%-on
bell volt.

Ez a bonyolult analitikai technika elengedhetetlen a GTE-k komplex fitotapanyag-
profiljanak feltérképezéséhez és azon fitonutriensek pontos azonositasahoz, amelyek
hozzajarulhatnak a feltételezett egészségjavitd hatasukhoz. Az ilyen tipusi UHPLC-ESI-
MS alkalmazéasa jelenleg az egyik legfejlettebb mddszer a tanulmanyozott kivonatok

fitonutriens profiljanak elemzeésére.
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A jelen tanulményban a kivalasztott polifenolok kvantitativ elemzését egy
csUcskategorids Shimadzu Nexera | LC/MS-8045 (Kyoto, Japan) UHPLC rendszerrel
azonositottam be, amely kvaterner szivattyival és automatikus mintavevével, ESI
szondaval és kvadrupolusu tomegspektrofotométerrel volt felszerelve. Az elvalasztast
Luna C18 forditott fazist oszloppal (150 mm x 4,6 mm x 3 mm, 100 A) végeztem, a
Phenomenextdl (Torrance, CA, USA). Az oszlop homérsékletét 40+1°C-on tartottam. A
mozgofazist az aldbbi 2. tablazat foglalja 6ssze, ahol metanolbdl (Merck, Darmstadt,
Németorszag) ¢és ultratisztitott vizbdl késziilt gradiens volt, amelyet a Simplicity Ultra-
Pure Water Purification System (Merck Millipore, Billerica, MA, USA) felhasznalasaval
allitottam el6. Szerves modositod szerként hasznaltam a hangyasavat (Merck, Darmstadt,
Németorszag), 2%-os ultratisztitott vizes oldat forméjaban, metanol és hangyasav LC/MS
mindségl volt.

2. tablazat: A GTE-ok UHPLC-ESI-MS modszerrel torténé mozgofazisok

kevereke és a gradiens ellcié hasznalata

1d6, min Metanol, % Viz, % 2 % hangyasav vizben, %
0.00 5 90 5
3.00 15 70 15
6.00 15 70 15
9.00 21 58 21
13.00 21 58 21
18.00 30 41 29
22.00 30 41 29
26.00 50 0 50
29.00 50 0 50
29.01 5 90 5
35.00 5 90 5

Az &ramlasi sebességet 0,5 ml/perc értékre allitotam be. Az elemzés teljes ideje 35
perc volt. A detektalast elektrospray ionizacioval (ESI) milkodtetett kvadrupdl rudas
tomegspektrométeren végeztem, Ggy negativ, mind pozitiv MRM (multiple response
monitoring) ion Uzemmodban (3. tablazat és 5-10 szdm( 4&brékban szerepld
kromatogramok). Az interfész hdmérsékletét 300 °C-ra volt allitva. A parologtatdshoz
nitrogén szaritdgazt hasznaltam 35 psi, illetve 10 ml/perc sebességgel. A kapillaris
potencialt +3000 V-ra allitottam be.

A polifenol standardokat a kalibracios gorbe egyenleteivel, azok korrelacios
tényezoivel, ugyanakkor a kimutatasi €¢s mennyiségi meghatarozas hataraival egyiitt az 4.
tablazat tartalmazza. Mindegyik standardbdl minden koncentracional 1 pl térfogatot

injektaltam.
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3. tablazat: A kvantitativ elemzéshez hasznalt polifenol standardok
Standard neve Retencios idé, min m /z, és a F6 atmenet MRM
Kévésav 13,8 179,0 > 135,0 Negativ
Klorogénsav 11,9 353,0>191,0 Negativ
Ferulinsav 18,4 193,0>134,0 Negativ
Galluszsav 7,0 168,9 > 125,0 Negativ
Szalicilsav 23,5 137,0 > 93,0 Negativ
Apigenin 28,1 269,0>117,0 Negativ
Katechin 10,3 289,0>202,9 Negativ
Krizin 29,7 253,0 > 143,0 Negativ
Hiperozid 20,3 463,1 > 300,0 Negativ
Kaempferol 27,9 285,0 >187,0 Negativ
Luteolin 26,8 287,0>153,0 Pozitiv
Luteolin-7-O-gllkozid 19,9 447,0 >284,9 Negativ
Naringenin 26,2 271,0>119,0 Negativ
Kvercetin 25,4 300,9>151,0 Negativ
Rutin 20,2 609,0 > 300,0 Negativ

Az azonositast az MS spektrumok és az elvalasztott vegyiletek és standardok

kozotti atmeneteik Osszehasonlitasaval végeztem (3. tablazat). Az azonositas és a

szdmszerusités az egyes vegyiiletek MS spektrumabdl vald 6 atmenet alapjan valosult

meg. A szamszerusitéshez meghataroztam a kalibracios gorbéket is, amelyek egyenletei

a 4. tablazat szemlélteti.
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6. &bra: A fekete ribizli GTE teljes ionkromatogramja negativ ionizaciéos modban
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7. abra: A szeder GTE teljes ionkromatogramja pozitiv ionizaciés moédban
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8. abra: A szeder GTE teljes ionkromatogramja negativ ionizaciés moédban
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9. abra: A fekete afonya GTE teljes ionkromatogramja pozitiv ionizaciés modban
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10.  abra: A fekete &fonya GTE teljes ionkromatogramja negativ ionizacios

moddban

Az adatok gytjtése és feldolgozasa Thermo Trace Finder 2.1 szoftverrel (Thermo
Fisher Scientific Inc.; Waltham, MA, USA) tortént a meglévé és internetes adatbazisok:
Metlin (La Jolla, CA, USA), Mass Bank Eszak-Amerika (Davis, CA, USA), m/z Cloud
(HighChem; Bratislava, Slovakia) alapjan. A feldolgozas utdn az eredményeket
manudlisan ellendriztilk a Thermo Xcalibur 4.0 szoftverrel (Thermo Fisher Scientific
Inc.; Waltham, MA, USA). A kivonatokban talalhatd fitokemikalidkat a korabban
publikalt munkaink vagy szakirodalmi adatok alapjan azonositottuk be a pontos
molekulatdmeg, izotopmintazat, jellegzetes fragmentacios ionok és retencids 1d6 alapjan

(NEAMTU és mtsai., 2020).
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4. tablazat: Az UHPLC-ESI-MS vizsgalathoz hasznélt standardok

Koncentracio Korrelac | Kimutatasi
Standard neve Eredet tartomany, Kalibracids gorbe egyenlete i0s hatar, Mennyiségi hatar, pg/mL
mg/ml faktor pg/mL
. Terllet =4 x 10 " x konc
Kavésav 0,11-1,10 [mg/ml] — 319 689 0,9998 3.20 4.80
) Tertlet = 2 x 10 8x konc
Klorogénsav 0,13-1,30 [mg/ml] — 269 699 0,9997 5.00 8.00
. Terllet = 5 x 10 ®x konc
Ferulinsav 0,100-1,000 [mg/ml] — 50 000 0,9992 4.00 6.00
Terllet = 8 x 10 ® x konc
Galluszsav 0,107-1,070 [mg/mi] — 37 131 0,9999 1.90 2.80
— Tertlet =2 x 10 & x konc
Apigenina 0,10-0,98 [mg/mi] + 15 916 0,9999 0,20 0.30
ilet = 8
Hiperozid Phytolab, 0,012-0,107 Terulet = 4 x 10 * x kone 0,0986 0,60 0,90
[mg/ml] — 567 182
Vestenbergsgreuth, Tertlet = 10 ” x konc [mg/ml]
Kaempferol Németorszag 0,10-1,00 B 50574 g 0,9996 0,80 1.20
. Tertlet =2 x 10 & x konc
Luteolin 0,01-0,10 [mg/ml] — 2295 4 0,9977 0,05 0,07
Luteolin -7-O - Terllet =1 x 10 °x konc
gliikozid 0,07-0,70 [mg/ml] — 700 317 0,9990 3.00 4.00
. . Tertlet = 3 x 10 &x konc
Naringenin 0,16-1,60 [mg/ml] — 43 443 0,9999 0,60 0,90
. Tertlet =5 x 10 " x konc
Kvercetin 0,09-0,91 [mg/ml] — 9556 0,9964 0,80 1.10
. Tertlet =2 x 10 &x konc
Rutin 0,17-1,70 [mg/ml] - 191 937 0,9996 4.00 6.00
. Tertlet =4 x 10 " x konc
Szalicilsav 0,16-1,60 [mg/ml] + 44 120 0,9997 1.50 2.00
. Merck, Darmstadt, Tertlet =5 x 10 ® x konc
Catechin Németorszag 0,10-1,01 [mg/mli] — 1706 0,9984 1.00 2.00
i — 8
Chrysin 0,10-1,00 Tertlet=1x10°x konc | 9997 3.00 5.00

[mg/ml] — 82 818
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3.4. A riigykivonatok varhaté élettani hatasainak eléjelzése

A novényi GTE-k gazdagok bioaktiv hatéanyagokban és szamos értekes
komponenst tartalmazhatnak, amelyeknek eclfogyasztasa kedvezd élettani hatasokat
gyakorolhat ugy az emberi, mint az allati szervezetekre. Az élettani hatas vizsgalata soran
a komponens analizist kovetden, a GTE-ban eléfordulé minden egyes komponensre
rkerestem az irodalomban, ahol az egészségre gyakorolt jotékony hatdsokrol szamoltak
be. Igy a kapott kiilonbozd élettani hatdsokat csoportositottam és %-formaban kifejeztem

az adott GTE-ra vonatkozoan.

3.5.  Arigykivonatok in vitro antioxidans sajatossagainak vizsgélata

A GTE-k teljes polifenol-tartalom meghatarozasat és a teljes antioxidans kapacitast
(FRAP), ugyanakkor a DPPH gyok megkdtésére épiilé antioxidans képességet a HACH
DR 6000 UV-VIS spektrofotométerrel vizsgaltam a Sapientia Erdélyi Magyar
Tudoményegyetem  Csikszeredai Karan az  Elelmiszertudomanyi  Tanszék

laboratoriumaban.

3.5.1. Ossz polifenol-tartalom meghatarozasa Folin-Ciocalteu reagenssel
SINGLETON és ROSSI (1965) altal kidolgozott mérési médszert alkalmaztam az
0sszes polifenol-tartalom meghatarozasara. A mérés lényege, hogy a Folin-Ciocélteu
reagensben taldlhatd sdrga Mo(VI) ionok az antioxiddnsok hatasara kék szinli Mo(V)
ionokka alakulnak.
Els6 1épésben Osszeallitottam a mintaoldatot: 250 ul Folin-Ciocalteu reagenst, 200
pl metanol:viz (4:1) keveréket €s 20 pul GTE mintat 6sszekevertem, majd 1 perc elteltével

1 ml 0,7 M-o0s Na,COs oldatot és 5 ml desztillalt vizet adtam az oldathoz.

0.50
y =0.021x + 0.0035
0.40 R2 =0.9971
f
(&)
S 0.30
2
o
& 0.20
o
<
0.10
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0 5 10 15 20 25

Koncentracié (mg/ml)

11. abra: A GAE kalibracids gorbe az 6sszes polifenoltartalom meghatarozashoz
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Az Osszemért oldatokat 120 percig allni hagytam szobahdémérsékleten. Masodik
Iépésben galluszsav (GAE) segitségével kalibracids egyenest vettem fol (11. abra), ahol
a standard koncentraciok: 5 mg/ml; 10 mg/ml; 15 mg/ml; 20 mg/ml. A GAE oldat
mérésere a fenti modszert alkalmaztam. A spektrofotometrias vizsgalatot 760 nm
hulldamhosszisagon mértem, héaromszoros ismétléesben (BALOGH, 2010). Az
eredményeket mg GAE/100 ml koncentracio egyenértékben fejeztem ki, az aldbbi
kalibracids gorbe segitségével, ahol a korrelacids tényez6é 0,9971, mely magas fokd

megbizhatosagot jelez.

3.5.2. A teljes antioxidans kapacitas meghatarozasa FRAP-modszerrel

A FRAP eljarast BENZIE és STRAIN fejlesztette ki 1996-ban. A vizsgalat soran
az antioxidansok redukaljak a vas-2-4-6-tripiridil-S-triazin (TPTZ) komplexet, ami
szinvaltozéssal detektalhatd. A vizsgalat értékeléséhez aszkorbinsav (ASA) sztenderdet
hasznaltam, igy a GTE eredmények antioxidans kapacitasat ASA-ra vonatkoztatva adtam
meg. A FRAP oldat 6sszeallitashoz az alabbi alapoldatok szikségesek:

Acetat-puffer: 0,31 g NaCHsCOO +1,6 ml CHzCOOH + 100 ml desztillalt viz;

TPTZ oldat: 0,312 g TPTZ + 100 ml desztillalt viz + 366 ul HCI,

Vas-klorid oldat: 0,54 g FeCls + 100 ml desztillalt viz.
Els6 1épésben a FRAP oldat elkészitéséhez az alapoldatokbdl kimértem 25 ml acetat-
puffert, 2,5 ml TPTZ oldatot és 2,5 ml vas-klorid oldatot (BALOGH, 2010). A kalibracids
gOrbét (12. abra) FRAP oldattal, desztillalt vizzel és 5 mg/ml, 10 mg/ml, 15 mg/ml és 20

=z =7

1.6
14 y = 0.0734x + 0.0035
2 =

12 R2=0.9981
g 1
208
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12.  &bra: Az ASA kalibracids gorbe a total antioxidans kapacitas

meghatarozashoz
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A Korrelacios tényez6 0,9981, amely ugyancsak magas fok( megbizhatésagot
jelent. Az analizis elvégzéséhez 1,8 ml FRAP oldathoz hozzaadtam 10 ul GTE mintat és
1 ml desztillalt vizet. Ezt kovetden 5 perc varakozas utan abszorbanciat mértem A=593

nm hulldmhosszon, haromszoros ismétlésben. Az igy kapott eredményeket ASA /100 ml
GTE-ban adtam meg.

3.5.3. Az antioxidans kapacitas meghatasosa DPPH gyok megkdtéssel

A GTE-ok antioxidans kapacitasat az 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) gyok
megkdtésén alapuld modositott mddszerrel is vizsgaltam (HATANO és mtsai., 1988). A
mérés kezdetén elkészitettem a metanolos DPPH oldatot (100 ml metanolban feloldottam
9 mg DPPH-t). Majd 1 ml DPPH oldathoz 20 ul GTE-t és 980 ul desztillalt vizet adtam.
Az Osszemért oldatokat 60 percig allni hagytam szobahémérsékleten. A
spektrofotometrias vizsgalatot 517 nm hullamhosszusagon végeztem haromszoros
ismétlésben. Az eredményeket gatlas %-ban adtam meg, az alabbi képlet segitségével
(BALOGH, 2010).

| = Ao . A\‘ninta 100 ahol: | — gyokmegkdotd aktivitas vagy a DPPH gatlas, %
Ao— a kontroll minta abszorbanciaja,

Anmint — @ Vizsgalt minta abszorbancigja.

3.6. A GTE-k antimikrobiélis hatdsanak vizsgalata
3.6.1. Vizsgalt mikroorganizmusok

A vizsgalatban hasznalt kiilonb6z6 referencia baktérium- és mikroszkopikus
gombatorzsek a Mezégazdasagi és Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gytijteményébdl
(NCAIM) szarmaznak. A GTE-k antimikrobialis aktivitasanak meghatarozasat a
kovetkez6 nyolc baktériumtdrzs esetében végeztem: Escherichia coli B.00200,
Pseudomonas aeruginosa B.01064, Salmonella enterica subsp. enterica B.00834,
Proteus vulgaris B.00642 (Gram-negativ baktériumok); Bacillus cereus B.00076,
Staphylococcus aureus B.01055, Enterococcus faecalis B.01054 és Listeria
monocytogenes laboratoriumban izolalt vad tozs (Gram-pozitiv baktériumok). A vizsgalt
mikroszkopikus gombak a kovetkezok: Aspergillus flavus F.00048, A. niger F.00071, A.
ochraceus F.00850, Penicillium citrinum F.00815, P. expansum F.00601 és

Saccharomyces cerevisiae Y.00481.
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3.6.2. A vizsgéalt mikroorganizmusok tenyésztese

A vizsgélt baktériumtdrzseket Nutrient tapagaron (0sszetétele: 10 g pepton, 10 g
haskivonat, 5 g NaCl, 18 g agar, 1000 ml desztillalt viz) tenyésztettem, az inkulalas 37
°C-on 24 6raig tortént, a penészgombakat és az élesztégombat pedig, komplex taptalajon
(6sszetétele: 10 g pepton, 10 g élesztékivonat, 40 g gliikoz, 20 g agar, 1000 ml desztillalt
viz), az inkulaléas 28 °C-on 72 éraig tortént. A tenyesztéshez hasznalt reagensek a VWR

International L.L.C.-t61 szarmaztak.

3.6.3. Az antimikrobidlis hatés vizsgalata

A mikrobioldgiai vizsgélatok elkezdése el6tt az GTE-bol kiméletes eljarassal
eltavolitottam az etanolt legfeljebb 40 °C-on és 200 mbar-on alkalmazott rotacids beparld
segitségével, elkertlve a bioaktiv vegyuletek lebomlasat és elvesztését. A hianyzé etanol
részét kozvetlenul beparlas utadn steril desztillalt vizzel potoltam. Az ily mddon
elokészitett mintakat 4 °C-on hiitdszekrényben taroltam a vizsgalatokig. Az alkalmazott
GTE-k koncentracidi 0-100% (v/v) kozdtt mozogtak, ahol 100% a koncentralt GTE-nak
felelt meg, a tobbit pedig steril desztillalt vizzel higitottam. A higitott GTE/készlet
koncentrécidi a kovetkezok voltak: 100%-50 mg/ml, 90%-45 mg/ml, 80%—40 mg/ml,
70%—-35 mg/ml, 60%—-30 mg/ml ml, 50%—-25 mg/ml, 40%—-20 mg/ml, 30%—15 mg/ml,
20%-10 mg/ml, 10%-5 mg/ml.

A novényi GTE antimikrobidlis hatasanak kimutatasa agardiffuziés maodszerrel
tortént. A steril Petri csészékbe kitoltott és megszilardult (az adott mikroorganizmusnak
megfeleld) taptalaj feliiletére 0,1 ml mikroba szuszpenziot szélesztettem. A sejtslirliséget
Biolog turbidiméterrel allitottam be ODsoo = 1,0 értékre, amely megkozelitéleg 1 x 10®
TKE/ml sejtszamnak felel meg, és hozzavetdleg megfelel a 0,5 McFarland standardnak.
A higitast steril fiziologias sooldattal vegeztem. Ezt kdvetéen a taptalaj kdzéppontjaba
pipettaztam. Az inkubalast (24 6ran at 37 °C-on) kovetden a Bacillus cereus, Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enterica subsp. enterica, Proteus vulgaris,
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis és Listeria monocytogenes esetében a
gatlasi zonak atmérdjét (a lyukkal egyiitt, milliméterben kifejezve) digitalis tolomérdvel
mértem (BAUER és mtsai, 1996). A kapott eredmények pontos ertékeléséhez harom
parhuzamos mérés atlagaval szamoltam. Ugyanezt a modszert alkalmaztam éleszto és

penészgombak (Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus niger, A. flavus, A. ochraceus,
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Penicillium citrinum, P. expansum) esetében is, azzal a kildnbséggel, hogy a taptalaj
komplex taptalaj volt, az inkubaléast 28 °C-on tértént 72 6raig.

3.6.4. A minimalis gatlo koncentracio kimutatasa
3.6.4.1. Mikrohigitasos modszer folyékony tapkozegben

Az antimikrobialis mikrohigitasi vizsgalatot 96 lyuk( téplevest tartalmazo
mikrotiterlemezekben végeztem. A torzsoldatban koncentralt GTE mintakat sorozatosan
higitottam a mikrolemez Iyukaiban, hogy 100 pl kevert oldatot kapjak. igy ennek
eredményeként 10 és 100% kozotti koncentraciotartomanyt értem el (a mg/ml-ben

megadott koncentraciokat fentebb emlitettem).

3.6.4.2.A minimalis gatlé koncentracié meghatarozasa (MIC)

A MIC értékek kimutatdsat AGBEBI és mtsai., és EL BAABOUA és mtsai. (2022)
altal leirt mddszer alapjan végeztem. A tesztelt mikroorganizmus 24 6ras friss tenyészetét
1 OD-ra higitottam, ami 1,0 x 108 TKE/ml oltanyag mennyiségnek felel meg. A
tartalmazott, és 20 pl vizsgalt mikroorganizmus szuszpenzioval oltottam be. A
baktériumokat tartalmaz6 mikrotiter lemezeket 37 °C-ra, mig az élesztégombat
tartalmazd lemezeket 28 °C-ra helyeztem inkubalni 24 6ran at. Az inkubalas kovetéen 10
ul 0,01 mg/ml resazurint adagoltam minden egyes lyukba, és tovabbi 2 6rdig inkubatorba
helyeztem a megfelel6 hOmérsékletre. A vizsgalt mikroorganizmus szaporoddsat az
indikator szinének a valtozasa jelezte, a resazurin szine kékrél rdzsaszinre valtozott. Az
adott mikroorganizmussal szembeni minimalis gatld koncentracioként (MIC)
regisztraltam. Megerdsité vizsgalat soran a megfelelé lyukakban talalhato mintakbol
szilard taptalajon vald tenyésztési eljarassal ellendriztem a kapott eredményeket

(DRIOICHE és mtsai., 2022; CLSI, 2012; PFALLER és mtsai., 2004).

3.6.4.3. A minimalis baktericid koncentracié meghatarozasa (MBC)

Az MBC értéekek meghatarozdsahoz a MIC kimutatdsa céljabol hasznalt
mikrotiterlemez modszert alkalmaztam. A mikrotiterlemez iiregeiben 1évé azon mintak
esetében, amelyeknél nem volt megfigyelheté mikrobialis névekedés a MIC vizsgalatok
soran, a szélesztéses ¢losejtszam meghatarozast alkalmaztam. Az MBC-nek felel meg az

a GTE koncentracid, amely hatasara a mikrobak elpusztulnak, a 24-48 oras inkubéacio
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utan a tapagar feliiletén nem fejlédnek ki telepek (DRIOICHE és mtsai., 2022; PFALLER
és mtsai., 2004; CLSI, 1998).

3.7.  Transzlacios modellrendszer vizsgalata
3.7.1. Drosophila melanogaster tenyesztése

A GTE hatéstani vizsgalatai soran a Drosophila melanogaster modell rendszert
alkalmaztam. A vizsgalat soran az ecetmuslica mutans w™" (fehér foltos 4) torzset
hasznaltam, amelyet a Bloomington Stock Centert6l szarmazott. A kisérletek soran az
egyedszam tobb ezer 6 volt. Az altalam vizsgalt w™" tipust ecetmuslica torzset 25 °C-
on normal szénhidrat (NM) és magas szénhidrat (HS) tartalmu taptalajon tenyésztettem,
a taptalajokat a ThermoFisher-t61 vasaroltuk (5. tablazat). A HS tartalmd taptalaj
Osszetétele megegyezd volt a NM taptalaj 0sszetételével kivéve a szachardz mennyisége,
amelynek értéke 10%-al haladta meg normal értékét.

5. tablazat: Drosophila melanogaster tenyésztéséhez hasznalt taptalajok osszetevoi

Taptalaj 6sszetevok

NM HS
szachar6z 51,35 g szachar6z 56,485 g
blzadara 30 g bluzadara 30 g
pékéleszté 70 g pékéleszt6 70 g
agar10g agar10g
nipagin 1 g nipagin 1 g
viz 1200 ml viz 1200 ml

Mindkét (NM és HS) taptalaj elkészitése soran, a nipagin kivételével, az
Osszetevoket 30 percig forraltam, majd vizfiirdében 50 °C-ra visszahiitott taptalajhoz
hozzéadtam a nipagint és jo alaposan 0sszekevertem. Mind a NM, Ggy a HS tartalmd
taptalaj készitése soran a 45 °C-ra visszahlit6tt tiptalajhoz adtam hozzé a kiilonféle GTE-
knak megfeleld mennyiségeket. A Rn-GTE esetében 06t kiilonb6zé koncentraciot
alkalmaztam: 0,5 ml (25 mg) — 1 ml (50 mg) — 1,5 ml (75 mg) —2 ml (100 mg) — 3 ml
(150 mg). A Vm-GTE kapcsan 1 ml (25mg) - 2 ml (100 mg) — 3 ml (150 mg)
koncentracidsort alkalmaztam. A Rf-GTE esetében négy kiilonbozé koncentraciot
hoztam létre, amelyek 0,5 ml (25mg) —1 ml (50 mg) —2 ml (100 mg) —3 ml (150 mg)
extraktumot tartalmaztak. A kontroll mintak dsszetételikben nem tartalmaztak GTE-t.

Az ecetmuslica emlitett torzsét fiolakban és livegekben tenyésztettem; a fiolak 4
ml, az (vegek 100 ml taptalajt tartalmaztak.

A petésztetésre nutrienst nem tartalmazo taptalajt hasznaltam, amely 0,5 g aktiv
szénport, 1 g agar-agart (VWR, No. 20767.298) és 100 ml desztillalt vizet tartalmazott.

Az OsszetevOk Osszekeverése utan a keveréket 15 masodpercig forraltam, majd 45 °C-ra
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hiitdttem, és 3 ml-es Petri-csészékbe toltottem ki. A tenyészetekbol szarmazo petéket NM
és HS tartalmd taptalajon, illetve GTE-kal kiegészitett normal kérilmények kozott
neveltem (13. abra). Az eredmények értékelésénél hat parhuzamos mérés atlagaval
szamoltam (eredményeimet %-os formaban fejeztem ki), hogy biztositsam a kisérlet
pontossagat és kovetkezetességét. A kikel6 imagok fejlédési idStartamat a normaél

egyedfejlodéshez (napokban kifejezve) viszonyitottam.

Drosophila melanogaster 2 6ras embriok

l

Tenyésztési taptalaj
\ 4
NM HS
(normal szachar6z) (maaas szacharéz)
v A\ 4
GTE kiilonb6z6
NM+GTE koncentraciokban RSECIE
\ 4 A 4
Tenyésztés: 25 °C, normal
v oxigényviszonyban
\ 4 v \ 4
Egyedek szama Eglé:;ig dsgse;;na Fejlodési id6
bebabozddasig (imégok) (napokban)

13. &bra: Drosophila melanogaster vizsgalati sémaja

3.7.2. Drosophila melanogaster életképességi vizsgalatok

Els6 1épésben a petéztetd csovekhez illesztett tAptalajrol megtermékenyitett petéket
gytijtottem 6ssze, amelyek him és ndstény (korilbeliil 300 fonyi 5 napos w™" genotipust)
ecetmuslica egyedek keresztezésébdl szarmaztak. A petéztetés 25 °C-os inkubatorban
tortént. A petéztetés soran a csd alsé oldalan egy petéztetd taptalajt tartalmazo Petri
csészét helyeztem el, melynek fekete szine megkoOnnyitette a fehér szinli peték
megfigyelését. A petéztetd tapagar kozepébe egy kisebb darab pékélesztd pasztat
helyeztem el, hogy biztositva legyenek a sziikséges tapanyagok a keresztezett sziil6i
egyedek szamara. A petéket 2 oranként gyiijtdttem petéztetd lemezen, és az els6 két minta

utadn mar bekovetkezett a petéztetés szinkronizalasa, azaz a 3-ik 2 o6ras pete gyiijtés soran
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az ecetmuslica peték tobbségében 0-2 6rés embridknak feleltek meg. Mikroszkop alatt
finom mozdulattal eltavolitottam a lemezr6l az embriokat és a megfelel6 NM és HS
tartalm0 taptalajt tartalmazo fiolakba helyeztem, amelyek el6z6leg kiegészitettem
vizsgalt GTE-al. Mindegyik fiolaba 6sszesen 50 embridt helyeztem el, és minden egyes
vizsgalt koncentrécidval szemben, parhuzamosan 6 fioldban végeztem az ismétlést, igy
minden egyes minta esetében a kiindul6 egyedszam 300 darab volt és az egyedfejlédésiik
kezdeti szakaszaban voltak.

A friss megtermékenyitett petékbdl 50 petényi csoportokat gytijtdttem Ossze friss
NM és HS tartalmi taptalajt tartalmazé fioldkba. A petéket valtozatlan paratartalom
mellett, 25 °C hémérsékleten tartottam a kifejlett L1 imagok megjelenéséig. A vizsgélat
soran az els@ 24 ora elteltével, figyelemmel kovettem az embrio-larva stadiumok
vandorlo/befejezd szakaszat, ezt kovetden az elobab majd a babba alakulést és a kifejlett
imagok kikelésének idéintervallumat. A folyamatos keltetést 30 napig kdvettem.

A taléloképesség hatdsanak mélyebb megértése érdekében ezeket a kisérleteket
nemcsak haromszor ismételtem meg, hanem Kkiterjesztettem a GTE-specifikus
koncentraciok skalajat is. Fontos megjegyezni, hogy ezekben a GTE-specifikus
taléloképességi értékelésekben azonos genotipusu és életkort ecetmuslicakat hasznéltam.
Tovabbd, az Osszes kiserletet egyszerre végeztem el, biztositva, hogy az eredmények
kdzvetlenil 6sszehasonlithatoak legyenek, és mentesek legyenek azoktol a
kiilonbségektdl, amelyek a kisérleti koriilmények vagy a muslica fejlddési szakaszainak
valtozésdb6l addodhatnak. Az egyideji  kisérletek parhuzamos végrehajtasa
kulcsfontossdgl volt a megbizhatdé és pontos adatok megszerzéséhez a GTE

koncentraciok hatasarol a Drosophila melanogaster tuléloképességére.

3.7.2.1. A Drosophila w™" larvak transzkriptom vizsgalata NM és HS étrend
hatasara, GTE-kezelés nélkul

Az ecetmuslica teljes genomjara vonatkoz6 génexpresszids vizsgalat soran, a 120
oras 3-ik stadiumos larvalis egyedeket 6sszegytijtottem egy megfeleld szitas kosarkaba,
majd tobbszor oblitettem PBS oldatban, hogy minden lehetséges szennyezOdést
eltavolitsak a larvak testérdl. Az ilyenképpen megtisztitott egyedekrdl minden folyadékot
eltavolitottam a szitds kosarkat sziirépapirra helyezve. Ezt kdvetéen kisérleteként 25
fonyi szaraz larvat steril Eppendorfcsébe helyeztem és folyékony nitrogénbe martottam
majd a mintadkat -80 °C-on taroltam. Az ecetmuslica larvak teljes transzkriptomi

vizsgalatat, amely magaba foglalta a RNS izolalast és szekvenalast megbizasi alapon a
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bécsi székhelyit TAMIRNA GmbH (Tamirna) nevii cég végezte. A szolgaltato a nyers
RNS-mintakat mindségellendrzésnek  vetette ala  (RIN-érték  meghatarozésa
Bioanalyzerrel), majd a mRNS-re dusitott, iranyitott konyvtarakat az Illumina Stranded
MRNA Prep készlettel allitotta ¢l6. Ez a protokoll poli-A szelekcidt,
mRNS-fragmentalast, = cDNS-szintézist, adapter- és indexkdtést,  valamint
PCR-amplifikaciot foglal magéban, ahogyan a NextSeq550 RNA-Seq standard
munkafolyamatanak leirasa is tartalmazza (ILLUMINA, 2013). A konyvtarak
mindség- és mennyiségellenérzését kovetden a szekvenalast Illumina NextSeq 550
késziiléken végezték paros végl, 2 x 75 bazisparos olvasasi modban, amely mintanként
kortlbeldl 400 milli6  leolvasast eredményezett. A nyers FASTQ-fajlok
mindségellendrzése és az alacsony mindségli bazisok, illetve adapterszekvenciak
eltavolitasa utdn a leolvasasokat a Drosophila melanogaster dm6 mRNS referencia-
genomhoz illesztettem a STAR programmal. A génszintii szamlalast a featureCounts
algoritmussal végeztem, majd az egyes gének expresszids értékeit normalizaltam,
log>-transzformaltam, és Excel-tablazatban kaptam meg. A differencialisan expresszalt
géneket azok a jeloltek adtdk, amelyeknél a loge-skalan >+1/<-1 (két-szeres
novekedés/csokkenés) vagy >+2/<-2 (négyszeres novekedes/csokkenés) valtozast
figyeltem meg. A szirt génlistak funkcioit a Drosophila-specifikus FlyBase
(https://flybase.org/) adatbazis egyéni génadatai alapjan kategorizaltam. Az étrend-fiiggd

és jelentds expresszids valtozasokat mutato hemolimfa/hormon- és citoszkeletalis
funkci6ja gének beazonositasa utan ezeknek a géneknek az interaktomjat a STRING 12.0

(https://string-db.org/) adatbazissal elemeztem.

3.7.3. zsenge ponty (Cyprinus carpio) elallitasa és életképességi vizsgalata

A zsenge ponttyal kapcsolatos kisérletek a Debreceni Egyetem, Allattudomanyi,
Biotechnoldgiai és Természetvédelmi Intézet Hallaboratériuméaban torténtek. A sikeres
mesterséges szaporitads utan a megtermékenyitett ponty ikrak fliggetlen mechanikai és
bioldgiai sziirdvel felszerelt, recirkulacios rendszerhez kapcsolt Zuger edényekben
kerultek. A larvak 48 ora elteltével elkezdtek kikelni, igy az életképes és nem taplalkozé
egyedek atkertltek egy 6nallo recirkulacios rendszerbe. Tovabbi 48 ora elteltével a larvak
levegbt vettek, és feltoltotték tszoholyagjukat. Ezt kovetden a larvakat elhelyeztem egy
modularis akvariumrendszer egységeibe, amelyek a kisérlet helyszinéll szolgaltak. A
teljes akvariumi rendszer viztérfogata megkozelitdleg 800 liter volt. A rendszer 12

akvariumbdl allt 6ssze, mindegyik akvarium hasznos térfogata 20 |, mig a puffertartaly
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térfogata 320 | volt. Akvariumonként 200 darab taplalkozd larvat helyeztem ki. Az
akvariumrendszerben a mechanikai sziirés 20 | térfogat(i, 40 m? hasznos feliileti keramia
kozegen, a biologiai sziirést pedig 50 1 térfogati ¢és 20 um szemcseméreti
szivacsrendszeren keresztll valdsult meg. A Jebao Air pump kompresszor szolgaltatta az
oxigént, biztositva a kivant telitettségi szintet. A megfelelé hdmérséklet fenntartasa 500
W-0s Aqua L GOLD 500 akvarista flitdelemekkel volt biztositva. Az optimalis
vizhémérséklet 22,0 = 0,5 °C ¢és az oldott oxigén koncentracidjat 79,3 + 0,6% volt,
amelyet naponta kovettem HACH HQ30d méromuiszerrel, €s a kisérletek idétartama alatt
valtozatlanok voltak. Az etetést minden nap meghatarozott idépontban kezdtem meg. A
tesztelés alatt az ivadékok etetése ad libitum tortént és minden nap végén a felesleges
takarmanyt, illetve az Urtléket eltavolitottam az akvariumbol. A Kisérlet négy kezelést
tartalmazott, mindegyiket haromszoros ismétlésben végeztem el. A vizsgalat teljes
id6tartama alatt sorakkal (Artemia salina) etettem a kontrollcsoportokat, mig a tovabbi
Kisérletekben a pontylarvak téplaléka ki volt egészitve egy GTE-specifikus
adalékanyagokkal. A kisérletek id6tartama a kelést kdvetden kilenc napig tartott. A
Kisérlet sordn megadott idépontokban elemeztem a hallarvak méretének valtozasat és az
ATP-tartalmat. A Kisérlet befejeztével megszamoltam az életképes egyedeket és

Kiszamitottam a tulélési aranyt.

3.7.3.1. A pontyivadék kiegészitétapjanak kidolgozasa

A pontyivadékok taplalasara szant tapok kidolgozasa sordn a novényi GTE
megkdtésére maltodextrin alapd, vizoldhatd élelmi rostot (Fibersol-2) hasznéltam. Ez az
Osszetevd természetes keményitéforrdsbol szarmazik, és gyakran alkalmazzak
¢lelmiszerek adalékanyagaként. Gyors felszivodasa révén eldsegitheti az energiaszint
fenntartasat, és hozzajarulhat az alloképesség noveléséhez. A pontyivadékok szamara
kifejlesztett kisérleti haltap el6allitasa soran a vizsgalt alkoholmentes névényi GTE-kbol
0,2 ml mennyiséget adtam 1 gramm Caleido Fibersol-2 vizoldhat6 élelmi rosthoz
(Caleido Kft.). A keveréket homogén allag eléréséig elegyitettem, majd 35 °C-on,
inkubatorban 2-3 napig széritottam. A kapott GTE-Fibersol-2 keveréket ezt kovetden
finomra Oroltem az egyenletes szemcseméret biztositasa érdekében. Az igy eldallitott
keveréket szobahOmérsékleten, zart, laboratoriumi taroloedényben, fénytdl védve
taroltam felhasznalasig. A cél az volt, hogy a pontyivadékok 0Osszehasonlithatd
mennyiségl, egységes Osszetételll kiegészitotapot kapjanak, amely tartalmazza a GTE-k

funkcionalis komponenseit.
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3.7.3.2. A pontyivadék ATP-tartalmanak meghatarozésa

A meghatarozott id6kozonként gytijtott mintdhoz 10 pontyivadékot valasztottam ki
1 6raval etetés utan (taplalkozo larvak esetében) a megfelelé akvariumokbol, és ezeket
1,5 ml-es Eppendorf-csébe helyeztem, amely 250 pul foszfattal pufferolt sboldatot (PBS)
tartalmazott. Az Eppendorf-csében 1év6 hallarvakat néhényszor ledblitettem, finom
koppinté mozdulatokkal, majd a csében 1év6é PBS-t eltavolitottam Pasteur pipettaval.
Kozvetlenll ezutdn 50 pl PBS-t adtam az Eppendorf-csébe, és a benne 1év6 larvakat
Micro-Vial homogenizalé rendszerrel (Wilmad LabGlass Motor & Adapter, BP-7005-
000, ATS Life Sciences Wilmad, Vineland, NJ, USA) 0&sszetortem sterilizalt
mozsartorével. A kapott homogenizalt keveréket azonnal centrifugaltam 7000
fordulat/perc sebességgel 4 °C-on. A fellliszd részt ATP kémcs6ébe pipettaztam, €S az
ATP-t luminométerrel mértem (HYGIENA, 2020). Az eredmények pontos
értelmezéséhez az eredetileg relativ fényegységben (RLU) kapott leolvasasokat ATP
pikogrammaira (pg) alakitottam at a kovetkez6 képlet segitségével: m = (RLU x 0,507)/2.

Mivel a standard ATP-luminométer protokollok els6ésorban feliileti és
élelmiszermintdk vizsgalatara késziiltek, a modszert a hallarvdk sajatossagaihoz
adaptaltam és ismételt mérésekkel validaltam. Az igy modositott eljaras elséként biztosit
lehetéséget a taplalkozo pontylarvak ATP-tartalménak kozvetlen, kvantitativ
meghatarozasara, ami megbizhato bizonyitékot nyujt metabolikus aktivitasukrél és a

GTE-kiegészitéssel kiegészitett tapkiegészitok anyagcserére gyakorolt hatasarol.

3.8.  Statisztikai elemzés

Minden vizsgalatot haromszoros ismétlésben végeztem, az adatokat atlagértékben
és + szorashan (SD) fejeztem Ki. A statisztikai elemzésekhez az IBM SPSS Statistics 26
programat hasznaltam. Az antimikrobialis aktivitast One-way ANOVA és Tukey-féle
HSD-teszttel értékeltem a kiilonboz6 koncentraciok és kivonatok kozotti szignifikans
kulonbségeket (p < 0,05). A Drosophila melanogaster életképességi adatait szintén One-
way ANOVA-val elemeztem, a szérdsok homogenitasat Levene-teszttel vizsgaltam.
Mivel minden esetben p > 0,05 volt, a csoportok dsszehasonlitasara Tukey-féle HSD
tesztet alkalmaztam. A pontyivadékok ATP-mérésénél a modszer idGigénye miatt
mintanként 10 egyed vizsgdlatdra volt lehetdség, amit az adatok értelmezésénél

figyelembe vettem.
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4. EREDMENYEK
4.1.  Fitonutriens profil meghatarozasa a fekete ribizli, szeder és fekete afonya
rugykivonatok esetében

Kutatasom soran vizsgaltam az eldallitott haromféle alkoholos riigykivonatnak (14.
abra) a fitonutriens 0sszetételét UHPLC-ESI-MS maodszerrel, s amint azt az Anyag és
Modszer fejezetben ismertetem, minéségi elemzéssel hatdroztam meg. Ez a tipusu
vizsgalat a GTE-k minGségi Osszetételére vonatkozodan szolgaltat adatokat. A fekete
ribizli (Ribes nigrum L.) gemmoterapias extraktumbol (Rn-GTE) 139-t, a szeder (Rubus
fruticosus L.) gemmoterapias extraktumbdl (Rf-GTE) 95-t és a fekete afonya (Vaccinium
myrtillus L.) gemmoterapias extraktumbdl (Vm-GTE) 85 fitokémiai 6sszetevét (15. dbra)
sikeriilt beazonositani, amelyek a kovetkez6 bioaktiv vegylletkategoridknak felelnek
meg: polifenolok, flavonoidok, iridoidok, alkaloidok, amino-, és karbonsavak, észterek,

terpének, vitaminok és egyeb szarmazékok.

14.  &bra: Az eléallitott (a) fekete ribizli -Rn, (b) szeder - Rf és (c) fekete afonya-

Vm gemmoterapias extraktumok (sajat kép)

4.1.1. A GTE-ok bioaktiv hatéanyag dsszetételének azonositasa

A GTE-k koziil dontéen a Rn-GTE bizonyult mennyiségileg a legjobbnak, ennek
jelentds hozamat a flavonoidok ¢€s a polifenolok adtdk. Az elemzés soran 84 kiilonb6z6
flavonoidot és 23 polifenolt siker(lt beazonositani. Emellett azonositottam 9 aminosavat,
11 karbonsavat, 4 vitamint, valamint 2-2 képvisel6t talaltam az alkaloidok, az észterek, a
terpének és az egyéb vegyuletek csoportjaban.

A Rf-GTE esetében ehhez képest joval kevesebb kémiai Osszetevot sikeriilt
beazonositani; koziiliik a f6 képviselok a flavonoidok (36) €s a polifenolok (25) voltak.
Az aminosavak (15) és a karbonsavak (11) aranya kevéssel nagyobbnak bizonyult az

el6z6 kivonathoz képest, ugyanakkor a vitaminokbdl 3-at, az alkaloidokbdl, az
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¢észterekbOl és a terpénekbdl pedig egy-egy képviseldt taldltam, valamint 2 egyéb
vegyliletet azonositottam.

A Vm-GTE-ban a fitonutriensek megoszlasaban kimagaslé volt a flavonoid
komponensek szama (47), mikézben a polifenolok mennyisége alacsonyabb volt (8), mint
a Rf-GTE-ban és Rn-GTE-ban. Az elemzés soran 11 aminosavat, 6 karbonsavat és 4
vitamint azonositottam. Alkaloid vegyuletet nem sikerilt beazonositani, ugyanakkor a
kivonat egy-egy képvisel6t tartalmazott az iridoidok, az észterek, a terpének, a laktonok

¢és a cukrok csoportjabol. Tovabba, egyéb vegyliletbdl négyet sikeriilt azonositanom.
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u Iridoidok m Eszterek m Terpének m |_akton u Cukor m Egyéb

15.  &bra: A GTE-kban 1évé fitotapanyagok megoszlasa

Az oszlopdiagramban az egyes oszlopok felett megjelend szamok a vizsgalt mintak
elemszamat jelolik, mig a fliggéleges tengelyen a kiilonboz6 komponensek szazalékos
megoszlasat abrazoltam (15. abra).

Az 6. és 7. tablazat tartalmazza az UHPLC-ESI-MS elemzés soran beazonositott
oOsszes fitokémiai komponenst, amelyek megtalalhatok az altalam vizsgalt GTE-kben. A
6. tdblazat részletesen bemutatja a polifenolok és flavonoidok teljes korét: dsszesen 48
polifenolt és 133 flavonoidot sikeriilt azonositani.

A Rn-GTE riigykivonatban el6szor sikeriilt azonositanom olyan, a
szakirodalomban kiilongsen bioaktivnak tartott flavonoidokat és polifenolokat, mint az
ampelopsin (dihidromiricetin), a dihidroxi-dimetoxi-izoflavan, a myricetin-O-xilozid, a
naringenin-6,8-di-C-glikozid, vagy a pentahidroxiflavon. Emellett szamos tovabbi Uj

vegylletet is (az 6sszes komponens 73%-a) sikerult kimutatni, amelyek a Ribes fajban
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eddig ismeretlenek voltak, igy a dolgozat eredményei jelentésen bdvitik a fekete ribiszke
bioaktiv dsszetevirdl szolo tudast.

Els6ként sikeriilt azonositani a Rubus fruticosus riigyben tdbbek kozott
pinocembrint (5,7-dihidroxiflavanon), pentahidroxiflavont, ducheside A-t, kaempferol-3-
O-rutinozidot  (nikotiflorin) és naringenin-6,8-di-C-glikozidot is, amelyek a
szakirodalom szerint kiemelkedd biologiai hatassal birnak. Emellett a Rf-GTE
rigykivonat szamos 0j komponenst tartalmaz (az 6sszetevok mintegy 60%-a), melyeket
a jelenlegi adatok szerint eddig nem azonositottak Rubus fajokban. A polifenolok kozul
18, a flavonoidok kozil 22 komponenst sikertlt beazonositani, a tovabbi csoportokbol
pedig 6sszesen 17 Uj vegylletet mutattam Ki.

A Vm-GTE kivonataiban talalhatd vegyiiletek jelent6s részér6l (40%) kordbban
nem alltak rendelkezésre szakirodalmi adatok, es a forrasok szerint harom fitokemikaliat
(cinnamtannin B1, cinnamtannin D1 és kvercetin-3-O-galaktozid) foként mas fajokbol,
de nem Vaccinium myrtillus-bdl izolaltak kordbban (LAAKSONEN és mtsai., 2012). A
fekete afonya rugyhatjtasbol 17 darab flavonoidot, 6 darab polifenolt és 11 kiilonb6z6
vegydulet sikerult beazonositani, amelyek eddig ismeretlenek voltak a Vaccinum fajban.

6. tablazat: A vizsgalt GTE-ban azonositott polifenolok és flavonoidok

Ribes Rubus Vaccinium
Polifenolok nigrum | fruticosus myrtillus
GTE GTE GTE

+

1,6-Di-O-koffeoil-glukéz
2,3-hexahidroxi-difén-glukéz
3,3'-Di-O-metil-ellagsav

3-0O-(4-kumaroil)-kinasav
3-0-(4-kumaroil)-kininsav-cisz-izomer
3-O-feruloil-kinasav

3-O-metil-ellagsav

4-O-(4-kumaroil)-kinasav
4-0O-(4-kumaroil)-kininsav-cisz-izomer
4-O-Feruloil-kinsav

5-0-p-Kumaroil-nigrumin

Caffeoil-glukéz izomer 1

Caffeoil-glukéz izomer 2

Caffeoil-glukéz izomer 3

Casuarictin (1-O-Galloylpedunculagin, Sanguiin H11)
Coumaroyl-shikimét +
Di-O-koffeoil-kinsav izomer 1
Di-O-koffeoil-kinsav izomer 2

Ducheside A (3-O-metilellagsav-4'-O-xilozid)
Ellagsav

Ellagsav-4-O-gliikozid

Ellagsav-4-O-xilozid

Ellagsav-gliikuronid

Feruloil-kinasav +
Feruloil-kinsav izomer 1 +
Feruloil-kinsav izomer 2 +
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Feruloil-kinsav izomer 3

Galloil-glikdz izomer 1

Galloil-glikdz izomer 2

+|+ [+ [+

Galluszsav (3,4,5-trihidroxi-benzoesav)

Gliikogallin (1-O-galloil-gliik6z)

Isostrictinin (Sanguiin H5)

Klorogénsav (3-O-koffeoil-kinasav)

+

+|+ [+ |+

Koffeoil-szikiminsav

Kriptoklorogénsav (4-O-koffeoil-kinasav)

+

Kumaroil-gliikéz izomer 1

Kumaroil-gliikéz izomer 2

Kumaroil-gliikéz izomer 3

+|+ [+ |+

Kumaroil-kinsav

Kumaroil-kinsav izomer 1

+

Kumaroil-kinsav izomer 2

Kumaroil-kinsav izomer 3

+|+ [+ |+

Neoklorogénsav (5-O-koffeoilkinasav)

Pentahidroxiflavon

Phloretin

Phlorizin (Phloridzin)

Tetrahidroxi-metoxi-kalkon

+| 4|+

Tuberonsav-glikozid

+

Flavonoidok

Ribes
nigrum
GTE

Rubus
fruticosus
GTE

Vaccinium
myrtillus
GTE

6"-O-(Caffeoil) astragalin

+

Acacetin

+

Acetil-lasztragalin

+

Ampelopsin (ampeloptin, dihidromiricetin)

+

Apigenin

Apigenin-7-O-glikuronid

Apigenin-O-acetil-glukozid

Astragalin (Kaempferol-3-O-gliikozid)

+ |+ |+ |+

Avikularin (kvercetin-3-O-arabinofuranozid, fenikularin)

Cianidin-3-O-arabinozid

Cianidin-3-O-glukozid

Cianidin-3-O-szambubiozid

Cianidin-O-(kumaroil)-hexozid

Cinnamtannin B1

Cinnamtannin D1

Delphinidin-3-O-arabinozid

Delphinidin-3-O-galaktozid (Empetrin)

o RS I S I R [ (S N

Delphinidin-O-(pentozil)-hexozid

Dihidrokaempferol (Aromadendrin, Katuranin)

Dihidroxi-dimetoxiflavon izomer 1

Dihidroxi-dimetoxiflavon izomer 2

Dihidroxi-dimetoxi-izoflavan

Dihidroxi-metoxiflavanon-O-hexozid izomer 1

Dihidroxi-metoxiflavanon-O-hexozid izomer 2

Dihidroxi-trimetoxiflavon izomer 1

Dihidroxi-trimetoxiflavon izomer 2

Epigallokatechin

Epikatechin

Eriodictyol

o o N N R o S S g S

Gallokatechin

Genkwanin (Apigenin-7-O-metil-éter)

+

Guaijaverin (kvercetin-3-O-arabinozid)

Hidroxi-dimetoxiflavon
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Hidroxi-tetrametoxi-flavon (Retusin)

Hidroxi-trimetoxiflavon (szalvigenin)

+

Hiperozid (kvercetin-3-O-galaktozid, Hyperin)

+

Idaein (idein, cianidin-3-O-galaktozid)

Isorhamnetin

Izohamnetin-O-hexozid izomer 2

Izokvercitrin (hirsutrin, kvercetin-3-O-gliikozid)

Izorhamnetin-3-O-glikozid

+| |+ [+ |+

Izorhamnetin-3-O-rutinozid (narciszzin)

Izorhamnetin-O-acetil-glukozid

Izorhamnetin-O-gliikuronid

Izorhamnetin-O-hexozid izomer 1

Izorhamnetin-O-hexozid izomer 2

Izorhamnetin-O-hexozid-O-pentozid

Kaempferol

+|+ [+ |+

Kaempferol-3-O-[ramnozil-(1—2)-glukuronid]

Kaempferol-3-O-gliikuronid

Kaempferol-3-O-rutinozid (Nikotiflorin)

Kaempferol-O-feruloil-glikozid

Kaempferol-O-gliukozid-O-glukuronid

|||+ |+ |+

Kaempferol-O-hexozid

Kaempferol-O-hexozid-O-pentozid-O-dezoxi-hexozid

+

Kaempferol-O-hr-di-O-dezoxihexozid

Kaempferol-O-kumaroil-gliikozid izomer 1

Kaempferol-O-kumaroil-gliikozid izomer 2

Kaempferol-O-malonil-gliikozid

Kaempferol-O-pentozid

Katekin

Krizin

Krizoeriol

+ |4+ |+

Krizoeriol-7-O-glikuronid

|||+ ]|+

Kvercetin

+

Kvercetin-3-O-[3-hidroxi-3-metil-glutaroil-(—4)-
ramnozid]

Kvercetin-3-O-[ramnozil-(1—2)-glikuronid]

Kvercetin-3-O-glikuronid

Kvercetin-3-O-rutinozid-7-O-glikozid

Kvercetin-3-O-sambubiozid

Kvercetin-di-O-hexozid

Kvercetin-O-(acetil)-hexozid

+

Kvercetin-O-(kumaroil)-hexozid

+

Kvercetin-O-acetil-glukozid

Kvercetin-O-hexozid-di-O-dezoxi-hexozid

Kvercetin-O-hexozid-O-pentozid-O-dezoxi-hexozid

Kvercetin-O-pentozid izomer 1

Kvercetin-O-pentozid izomer 2

Kvercetin-O-pentozid-O- hexozid

|+ [+ + |+

Laricitrin (miricetin-3'-O-metil-éter)

+

Laricitrin-O-hexozid

+

Luteolin

Malvidin-3-O-arabinozid

Malvidin-O-(kumaroil)-hexozid

Malvidin-O-hexozid

Myricetin

Mpyricetin-3-O-arabinozid

+ ||+ |+ |+

Myricetin-3'-O-gliikozid (kannabiszcitrin)

Mpyricetin-3-O-rutinozid

+

Myricetin-O-(malonil)-glukozid
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Myricetin-O-arabinozid +
Myricetin-O-hexozid +
Myricetin-O-pentozid izomer +
Myricetin-O-xilozid +
Naringenin + + +
Naringenin kalkon +
Naringenin-6,8-di-C-glukozid
Pelargonidin-O-hexozid +
Pentahidroxiflavanon

Pentahidroxiflavanon izomer 1
Pentahidroxiflavanon izomer 2

Pentahidroxiflavon (Hipolaetin, kvercetin, tricetin)
Pentahidroxi-metoxiflavon-O-hexozid izomer 1
Pentahidroxi-metoxiflavon-O-hexozid izomer 2
Pentahidroxi-metoxiflavon-O-rutinozid
Peonidin-3-O-arabinozid
Peonidin-O-(kumaroil)-hexozid
Peonidin-O-hexozid

Petunidin-3-O-arabinozid
Petunidin-3-O-galaktozid

Pinocembrin (5,7-dihidroxiflavanon) +
Procyanidin B1 vagy B3
Procyanidin B4 +
Prodelfinidin B

Prodelfinidin C izomer 1

Prodelfinidin C izomer 2

Prodelfinidin C izomer 3

Prunin (naringenin 7-O-glikozid)

Rutin

Sakuranetin (4',5-dihidroxi-7-metoxiflavanon)

Taxifolin (Dihydroguercetin)

Tetrahidroxi-dimetoxiflavon izomer 1
Tetrahidroxi-dimetoxiflavon izomer 2
Tetrahidroxi-dimetoxiflavon-O-hexozid izomer 1
Tetrahidroxi-dimetoxiflavon-O-hexozid izomer 2
Tetrahidroxiflavanon-O-hexozid
Tetrahidroxi-flavon-O-(pentozil)-hexozid
Tetrahydroxychalcone (Butein)
Tetrahidroxi-dimetoxi-flavon-O-hexozid-O-dezoxi-hexozid
Trihidroxi-dimetoxiflavon
Trihidroxi-trimetoxi-flavon-O-hexozid
Trihidroxi-metoxiflavon
Trihidroxi-trimetoxi-flavon-O-hexozid izomer 1
Trihidroxi-trimetoxi-flavon-O-hexozid izomer 2
Megjegyzés: (+) azonositott vegyiiletek.

+
+

|+ [+ ]+
+

+ ||+ |+ |+

+

||| ||| ] ]+

A GTE-k kozul az alkaloidokbol és terpénekbdl 2-2-t, az aminosavakbol 18-at,
észterekbol 4-et, iridoidokbdl 1-et, karbonsavakbdl 20-et, vitaminokbol 6-ot, laktonbol és
cukorbol 1-1-et és egyéb metabolitokbodl 8 komponenst sikeriilt beazonositani, amelyet 6.
tablazat foglal 6ssze.

Vizsgalatom eredményei megerdsitik, hogy a bioaktiv vegyiilettartalom a fajtatol,
a tengerszint feletti magassagtol, az ¢él6hely tipusatdl és a termdhelyi viszonyoktol is

jelentdsen fiigg (SKROVANKOVA ¢és mtsai., 2015; LASLO és KOBOLKUTI, 2017).
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7. téblazat: A vizsgalt GTE-ok kémiai dsszetétele

Ribes Rubus Vaccinium
Alkaloidok nigrum fruticosus myrtillus GTE
GTE GTE
Kinurénsav +
Trigonellin + +
Ribes Rubus _
. . - Vaccinium
Aminosavak nigrum fruticosus myrtillus GTE
GTE GTE
2-Aminoadipinsav +
4-Guanidinovajsav + +
4-Hidroxi-izoleucin + +
Arginin + +
Aszparagin + + +
Aszparaginsav +
Fenilalanin + + +
Glutamin +
Glutaminsav + + +
Hisztidin +
Izoleucin vagy leucin + + +
Lizin +
Prolin + +
Tirozin + +
Treonin + + +
Triptofan + + +
Valin +
y-Amino-vajsav +
Ribes Rubus . .
Terpének nigrum fruticosus Vaf:cmlum
GTE GTE myrtillus GTE
Abszcizinsav + + +
Geranilgeraniol +
Ribes Rubus _
. . ; Vaccinium
Eszterek nigrum fruticosus myrtillus GTE
GTE GTE
Etil-gallat +
Metil-gallat +
Szinapoil-metoxi-fenol +
Sztearidonsav-etil-észter +
Ribes Rubus _
L. . - Vaccinium
Iridoid nigrum fruticosus myrtillus GTE
GTE GTE
7-dezoxilogansav +
Ribes Rubus _
. . Vaccinium
Karbonsavak nigrum fruticosus myrtillus GTE
GTE GTE
12-Hidroxidodekansav +
12-Hidroxi-jdzmonsav-12-0-glikozid +
4-Kumarsav +
cisz-akonitsav +
Dihidroxi-metoxi-benzoesav izomer 1 + +
Dihidroxi-metoxi-benzoesav izomer 2 +
Dimetoxi-hidroxifahéjsav (szinapinsav) +
Ferulinsav + + +
Ginkgolsav +
Hidroxi-hexadeké&nsav (hidroxi-palmitinsav) +
Jazmonsav +
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Kévésav + + +
Linolsav +
Olajsav +
Shikiminsav +
Szalicilsav + + +
Sztearidonsav +
transz-akonitsav +
Tuberonsav +
a-linolénsav + +
Ribes Rubus -
. . . - Vaccinium
Vitaminok nigrum | fruticosus myrtillus GTE
GTE GTE
Folsav (B4) + + +
Nikotinamid + +
Nikotinsav (Niacin, B3) + +
Pantoténsav (B5) + +
Piridoxin (B6) +
Riboflavin (B2) +
Rlbes Rl.Jbus Vaccinium
Lakton nigrum | fruticosus myrtillus GTE
GTE GTE
Gulonsav y-lakton vagy 8-glitkonsav 8-lakton +
Ribes Rubus _—
. . Vaccinium
Cukor nigrum | fruticosus myrtillus GTE
GTE GTE
Cukorsav +
Ribes Rubus Vaceinium
Egyéb metabolitok nigrum | fruticosus myrtillus GTE
GTE GTE
4-Metoxifahéjaldehid +
5-Hidroxi-metil-2-furaldehid +
5-Metil-2-furaldehid +
Antiarol (3,4,5-trimetoxifenil) +
Antiarol izomer +
Hidroxibenzaldehid +
Indol-4-karbaldehid +
Vanillin +

Megjegyzeés: (+) azonositott vegylletek.

4.1.2. Azonositott fitonutriensek élettani hatasainak szakirodalmi attekintése
Szémos tanulmany foglalkozik a fitonutriensek pozitiv hatésaival, melyek tobb
mint 800 féle ndvényi élelmiszer fogyasztasabol szarmazhatnak, de jelenleg az emberiség
taplalkozas soran korulbeliil 200 ndvenyfélét hasznal. A szakirodalomban szamos kutatas
szamol be a kiilonbo6z6 fajtaji novénytermések beltartalmi 6sszetevoirdl és azok jotékony
hatasairél, de viszonylag kevés informécié van a novényi rigyek/friss hajtasok
fitonutriens Gsszetevdirdl, valamint azok élettani hatasainak vizsgalatairol. Az el6bbi
paragrafusban ismertetett kvalitativ elemzés soran beazonositott fitonutrienseket és az
altaluk kivaltott élettani hatdsokat az alabbiakban fogom ismertetni. A kdrdiagramok
szeletei egy bizonyos élettani hatassal bir¢ fitonutrienseket jelolnek, és ezen részesedések

alapjan lehet kovetkeztetni az adott GTE feltételezett élettani hatésaira.
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A szakirodalom tanulmanyozasat kovet6en megallapithatd, hogy az Rn-GTE
fitonutriens profiljaban az anti-inflammatorikus komponensek ardnya mintegy 34%, az
antioxidans hatdssal 6sszefliggd vegytileteke pedig kb. 32%, mig az antidiabetikus hatast
Osszetevoké 25% (16. abra). A tumorprevencios hatassal rendelkezé komponensek
aranya 24%, a neuroprotektiv és sziv-érrendszeri védé vegylletek egyarant 7%-ot tettek
ki, mig az elhizés elleni hatasu fitonutriensek aranya volt a legalacsonyabb (5%). Ez az
Osszetétel arra utal, hogy a kivonat legfontosabb élettani potencidljai a
gyulladdscsokkentd, antioxidans és antidiabetikus hatdsok, ugyanakkor az egyéb
csoportok jelenléte (daganatmegeldz6, neuroprotektiv, kardioprotektiv és elhizas elleni

hatés) szintén hozzajérulhat a kivonat komplex bioldgiai aktivitasahoz.

7% 5%
7%

= Anti-inflamator protektiv

= Antioxidans
Antidiabetikus

24% Tumor megel6z6

= Neuroprotektiv

= Sziv-, és érrendszer protektiv

25% Elhizas elleni

16.  abra: A Rn-GTE osszetevok élettani hatasainak megoszlasai
A szeder specifikus Rf-GTE fitonutriens profilja (17. abra) az egyes élettani
hatasokhoz kotheté komponensek ardnydban a kovetkezOképpen alakult. A legnagyobb
hanyadot az anti-inflammatorikus hatéanyagok tették ki (26,7%), ezt kdvették az

antioxidans vegyiletek (20%) és az antidiabetikus komponensek (15%).

0
5.806 3-3% = Anti-inflamator protektiv

5% = Antioxidans
Antidiabetikus
‘ Tumor megel6z6
12.5% = Neuroprotektiv
= Sziv-, és érrendszer protektiv
15% ' Elhizés elleni

= Antibakterialis

17. abra: Az Rf-GTE osszetevok élettani hatasainak megoszlasai
A tumorprevenciés hatasu fitonutriensek aranya 12,5%, mig a neuroprotektiv hatasu

vegyiileteké 9,2% volt. Az elhizas elleni hatassal rendelkez6 komponensek aranya 5,8%,
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a sziv- és érrendszeri védoé vegyiileteké 7,5%, mig a legalacsonyabb aranyban az
antibakterialis hatasi komponensek voltak jelen (3,3%).

A Vm-GTE fitonutriens profilja (18. abra) alapjan a legnagyobb aranyban az
antioxidans hatasu komponensek voltak jelen (34%), amelyeket az anti-inflammatorikus
hatasu vegyiiletek kovettek (28%). Az antidiabetikus tulajdonsédgokkal rendelkezd
OsszetevOk aranya 22%, mig a tumorellenes komponensek 14%-ot tettek Ki. A sziv- és
érrendszervédd fitonutriensek 9%-ban, a neuroprotektiv és elhizas elleni hatasd
vegyuletek egyarant 7%-ban voltak jelen. A legalacsonyabb aranyban az antimikrobialis

hatast komponensek fordultak el6 (5%).

5% = Antioxidans

= Anti-inflamator protektiv
Antidiabetikus

7%

.\

Tumor megel6z6
= Neuroprotektiv

Elhizés elleni
m Sziv-, és érrendszer protektiv
= Antibakterialis

18. abra: A Vm-GTE osszetevok élettani hatasainak megoszlasai
Az egyes fitonutriensek ismert élettani és mechanisztikus hatasait a dolgozat

Kovetkeztetések fejezetében részletesen ismertetem.

4.1.3. Avizsgalt GTE-k 6sszes polifenol- és flavonoid tartalménak meghatarozasa

A GTE-k fitonutriens-0sszetételiiket tekintve szamos polifenolt tartalmaznak,
amelyeket altaldban flavonoid és nem-flavonoid kategoriakra bontunk. Egészségvédo
hatdsaik miatt egyre nagyobb jelentdséggel birnak a taplalkozas élettani szempontjabol
(SHAKOOR és mitsai., 2021). A polifenolok erds antioxidansok, amelyek preventiv és
terapids hatasukat bizonyitottdk olyan korképekkel kapcsolatban, mint a sziv- és
érrendszeri betegségek, anyagcsere-rendellenességek, gyulladasok és rak.

A vizsgalataim soran meghataroztam a GTE-k 6sszpolifenol-tartalmat TPC
modszerrel, es az eredményeket galluszsav (GAE) egyenertékben fejeztem ki (19. abra).
A harom GTE kozil a Vm-GTE esetében mértem a legnagyobb 6sszpolifenol-tartalmat,
amely 300,35 + 3,5 mg GAE/100 ml volt. Tovabb4, a Rf-GTE antioxidans tartalma kisebb
potenciallal (237,56 + 557 mg GAE/100 ml) rendelkezik, mint a Vm-GTE. A
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legalacsonyabb 6sszpolifenol-tartalmat pedig a Rn-GTE esetében mértem, amelynek
értéke 83,8 + 1,2 mg GAE/100 ml volt.

350

300 E

Osszes polifenol-tartalom (mg
GAE /100 ml)
= = N N

& 8 8 8 &

o

Ribes nigrum Rubus fructicosus  Vaccinium myrtillus
GTE GTE GTE

19.  abra: A GTE-k 6sszes polifenol-tartalménak atlag értékelése (TPC)

A FRAP és a DPPH gatlasi modszereket alkalmaztam az antioxidans képesséeg
felmérésére. A FRAP maddszerrel meghataroztam a vas redukaloképességen alapuld
antioxidans kapacitast a vizsgalt GTE-k esetében (20. &bra). A Rn-GTE rendkivil
alacsony antioxidans potenciélt mutatott a Rf- és Vm-GTE-khez képest. Az elébbi két
kivonat kozil a Vm-GTE antioxidans kapacitasa volt a legkiemelked6bb, 162,61 + 3,13
mg ASA/100 ml, mig a Rf-GTE értéke alacsonyabbnak bizonyult, 133,73 + 0,92 mg
ASA/100 ml. Az elemzés soran Kiderult, hogy a GTE-k jelentés mennyiségben
tartalmaznak flavonoidokat, amelyek szintén erds antioxidans hatassal rendelkeznek.
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Ribes nigrum Rubus fructicosus Vaccinium myrtillus
GTE GTE GTE

20.  abra: A GTE-k jellegzetes antioxidans kapacitasanak értékelése (FRAP)
A GTE-k antioxidans aktivitasat a DPPH szabadgyokfogo proba alapjan
hataroztam meg. A kapott antioxidans aktivitasi értekek az elemzett GTE-k 6sszes

polifenol- és flavonoidtartalmaval kézel azonos tartomanyban helyezkedtek el, és csekély
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kilonbségek voltak kozottik (21. abra). Ez azt jelenti, hogy a legmagasabb aktivitassal
rendelkez6 kivonat a Rf-GTE volt, majd ezt kovette a Vm-GTE. A legalacsonyabb
antioxidans tartalommal, pedig a Rn-GTE rendelkezik. Az eredmények tiikkrében mind a
TPC, mind a FRAP és a DPPH antioxidans kepesség felmérésere soran a Rf-, és Vm-

GTE értékek voltak a legkiemelkedébbek.
92
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Ribes nigrum Rubus fructicosus Vaccinium myrtillus
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21.  abra: A GTE-k jellegzetes gyokfogo kapacitasanak értéekelése (DPPH)

4.1.4. Szelektalt polifenolok kvantitativ elemzése a tanulmanyozott GTE-k kapcsan

Ezt a mennyiseégi elemzést a Shimadzu Nexera | LC-MS-8045 rendszerrel
végeztem (lasd Anyag és Modszer fejezet). Az analitikai vizsgalatok soran szamos
polifenol jelenléte (6. tablazat és 7. tablazat) volt megfigyelheté, ugy a
fenolsavosztalybél, mint a flavonoidokbdl. Ezért olyan antioxiddns és
gyulladéscsokkentd vegyiileteket valasztottam vizsgalatom céljabol (3. tablazat),
amelyeket relative jol lehet kvantitativan értékelni. Altaldban a f8 azonositott vegyiiletek
a ké&vésav, illetve a klorogénsav, valamint a kvercetin és szdrmazékai: a hiperozid és a
rutin. Természetesen minden GTE-nak sajat jellemz6i vannak, amelyek meghatarozzak
specifikus dsszetételliket.

A GTE-k mennyiségi meghatarozasa (8. tablazat) soran a polifenolok kdzil 6t nem
flavonoid (kéavé-, klorogén-, ferulin-, gallusz-, és a szalicilsav), tiz pedig flavonoid
(apigenin, katechin, krizin, hiperozid, kaempferol, luteolin, luteolin-7-O-glikozid,
naringenin, kvercetin és rutin) kategoriaba sorolhatd.

Az éaltalam vizsgalt harom GTE-k koziil a legjelentésebb Osszetevd, mely a
beazonositott fenolsav komponensek kozil a legnagyobb koncentracioban volt jelen, a
klorogénsav (7,552 + 0,0217 mg/ml), amely a Vm-GTE-ban volt jelen. Ugy a Vm-GTE,
mint a Rn-GTE-ban nagy mennyiségli kavésavat (1,693 + 0,0101 mg/ml) siker(lt
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azonositani. A flavonoidok kozil kiemelten magas volt a kvercetin (0,989 + 0,0118
mg/ml) és a hiperozid komponens mennyisége a Vm-GTE-ban. Alacsonyabb
mennyiségben jelen volt a rutin, de az apigenin, luteolin és luteolin-7-O-gliikozid és a
nem flavonoidok kozil a gallusz-, és ferulinsav nem volt kimutathato a kivonatban.

8. tablazat: A GTE-k szelektalt polifenol tartalma

Tanulmanyozott Ribes nigrum Rubus fruticosus Vaccinium myrtillus
komponensek GTE GTE GTE

Fenolvasak
Kévésav 1,693 + 0,0101 - 1,693 + 0,0188
Klorogénsav 0,227 + 0,0057 0,157 £ 0,0057 7,552 + 0,0217
Ferulinsav 0,109 + 0,0086 - -
Galluszsav 0,049 + 0,0008 0,049 + 0,0010 -
Szalicilsav 0,071+ 0,0017 0,895 + 0,0202 0,066 + 0,0009
Flavonoidok
Apigenin 0,043 + 0,0011 0,330 + 0,0108 -
Katechin 0,028 + 0,0009 - 0,044 + 0,0018
Krizin 0,114 + 0,0027 0,101 + 0,0022 0,117 + 0,0085
Hiperozid 0,547 + 0,0187 0,172 + 0,0089 0,392 + 0,0102
Kaempferol - - 0,033 £ 0,0009
Luteolin - 0,013 + 0,0008 -
Luteolin-7-O-gliikozid 0,074 + 0,0021 0,078 + 0,0012 -
Naringenin - 0,043 + 0,0009 0,036 + 0,0005
Kvercetin 0,210 + 0,0100 - 0,989 + 0,0118
Rutin 1,662 + 0,0198 0,278 + 0,0047 0,105 + 0,0028

Megjegyzés: a koncentraciokat mg/ml-ben fejeztem ki, atlag + SD.

A Rf-GTE-ban jelentésebb mennyiségben szalicilsav (0,895 £+ 0,0202 mg/ml),
apigenin (0,330 + 0,0108 mg/ml) és rutin (0,278 + 0,0047 mg/ml) volt jelen. Ugyanakkor
kisebb mértékben voltak jelen a flavonoidok kozil a hiperozid, valamint a nem
flavonoidok kozil a klorogénsav. A Rf-GTE-ban nem volt kimutathat6 kavé-, ferulinsav,
katechin, kaempferol és kvercetin vegyulet.

A Rn-GTE-ben a flavonoidok koézal a rutin (1,662 + 0,0198 mg/ml) volt a
legkiemelkeddbb 0sszetevo, amelyet a hiperozid (0,547 + 0,0187 mg/ml) kovetett. A nem
flavonoidok kozil a kavésav (1,693 + 0,0101 mg/ml) mellett jelen volt a klorogénsav,
valamint egyedili azonositott vegyiletként a ferulinsav is, béar alacsonyabb
mennyiségben. A Rn-GTE-ben a kaempferol, luteolin és naringenin nem volt kimutathat6
a meghatarozas soran.

Osszegzésként elmondhatd, hogy a riigykivonatok mennyiségi @sszetétele
jelentdsen eltér egymastol, de ezen adatok alapjan feltételezhetd, hogy specifikus élettani
hatasokat fejthetnek ki, mint példaul az antioxidans, anti-inflammatorikus és
antidiabetikus effektusok. Megfigyeltem, hogy az UHPLC-vizsgélat soran alkalmazott
standard koncentraciotartomanyok intervalluma nem fedte le a kvalitativ elemzés soran

beazonositott komponensek mindegyikét. Feltehetd, hogy egyes fitonutriensek csupan
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pg-nyi mennyiségben lehetnek jelen az egyes GTE-kban, ami egy olyan jelenseg, amelyet
GEORGESCU és mtsai. (2022) is alatdmasztottak tanulmanyukban.

Az itt bemutatott eredmények a 1. célkitlizés teljesitését szolgaljak, amely a
rigyextraktumok  fitokémiai  profiljanak  és  antioxidans tulajdonsagainak

meghatéarozasara irdnyult.

4.2.  Ariagykivonatok antimikrobialis hatasanak eredményei
4.2.1. Az agardiffuzios médszer alkalmazasa soran kapott eredmények

A rigykivonatok hatdsara kialakult gatlasi zonak mérete valtozo volt a vizsgalt
mikroorganizmusok esetében. Az antimikrobidlis hatds leginkdbb a sejthartya
ateresztoképességének modosulasdban, a kiils6 mikrobidlis enzimek aktivitasanak
gatladsaban, valamint az anyagcserére gyakorolt kovetkezményben figyelheté meg
(GORNIAK és mtsai., 2019). A Gram-pozitiv baktériumok koziil a L. monocytogenes
mutatott nagyobb mértékii érzékenységet a Rf-GTE szemben (22. abra), majd ezt kdvette
a Rn-GTE, viszont a Vm-GTE esetében nem volt megfigyelhetd gatld hatas (9. tablazat).
A szeder rligykivonat hatékonysagara utal, hogy 20%-0s koncentracidban is gatl6 hatasa
volt a L. monocytogenes baktériumra. A S. aureus esetében az Rf-GTE hatéaséra alakultak
Ki gatlasi zonak, 100-40%-0s koncentréacid tartomanyban. Megfigyelhet6 a dozis-fliggd
hormézis jelensége is a S. aureus baktériummal szemben, ahol az 50-70%-0s
koncentracié gatld hatdsa joval nagyobb, mint a 80-100% kozottiek esetekben. A B.
cereus és az E. faecalis baktériumokat csak a Vm-GTE gétolta, a toményebb kivonatok

hatasara alakultak ki mérhetd gatlasi zonak.

-

22.  abra: A szeder riugykivonat gatlo hatasa agardiffuzios modszerrel
A: S. aureus — 50% Rf-GTE; B: L. monocytogenes — 100% Rf-GTE és C: P. citrinum —100% Rf-GTE.

A vizsgalt Gram-negativ baktériumok kozul csak a P. vulgaris esetében volt
kimutathat6 gatlas a Vm-GTE és a Rf-GTE hataséra. (9. tablazat). A Vm-GTE 30%-0s
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koncentracioban is gatolja a névekedést, ezzel szemben, a Rf-GTE hatésara csak 80%-0s
koncentracidban alakult ki gatlasi zéna.

A Saccharomyces cerevisiae esetében mindharom GTE antimikrobialis hatast
mutatott 100-70%-0s koncentracid tartomanyban. A mikroszkopikus penészgombak
vizsgélata soran az Aspergillus niger ellenallo volt a vizsgalt rigykivonatokkal szemben.
A szeder riigykivonat hatasara alakultak ki gatlasi zonak az A. flavus, az A. ochraceus, a
P. expansum és a P. citrinum esetében. A fekete afonya riigykivonat a P. citrinum
penészgombat gatolta 100-70% koncentracioban. A fekete ribizli rligykivonat nem fejtett
Ki gatlast a vizsgalt penészgombaékra.

9. tablazat: A vizsgélt GTE-k antimikrobidlis aktivitasai (n = 3)

Tanulmanyozott Konc. Ribes nigrum Rubus fruticosus | Vaccinium myrtillus
mikroorganizmusok (%) GTE GTE GTE
Gram-pozitiv baktériumok
100 na na 10,45 + 0,55 o
90 na na 10,70 + 0,85 cdef
80 na na 10,56 + 0,65 ¢
70 na na 9,91 + 0,57 abc
B. cereus
60 na na na
50 na na na
40 na na na
30 na na na
100 na 12,2 +0,51 ¢d na
90 na 10,47+0402 na
80 na 10,79 + 1,06 2bc na
S. aureus 70 na 13,95 + 0,63 of na
60 na 13,29 + 0,65 ¢¢ na
50 na 13,22 + 0,58 ¢¢ na
40 na 9,81+0,56¢% na
30 na na na
100 na na 10,91 + 0,46 9ef
90 na na 10,49 + 0,63 ©d
80 na na 9,97 + 0,18 2bcd
70 na na 10,00 + 0,20 &b.cd
E. faecalis 60 na na 9,84 + 0,26 ab¢
50 na na 10,14 + 0,42 bed
40 na na na
30 na na na
20 na na na
100 10,81 +0,74° 19,20+ 0,87 na
90 10,77 +0,41° 18,71+ 0,60 M na
80 na 18,59 + 0,41 M na
70 na 17,84 + 0,71 ohi na
L. monocytogenes 60 na 17,37 £ 2,31 9h na
50 na 17,33+ 0,46 9" na
40 na 16,93 + 0,689 na
30 na 154+0,73F na
20 na 13,4 + 0,53 9¢ na
10 na na na
Gram-negativ baktériumok
P. vulgaris 100 na 12,77 + 0,64 9¢ 12,76 + 0,80 h'
90 na 11,18 + 0,45 abe 13,55+0,75"
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80 na 10,99 + 0,30 abc 15,04 + 1,03
70 na na 14,24 + 0,86 ik
60 na na 11,91 + 0,48 9h
50 na na 10,59 + 0,38 cde
40 na na 11,64 + 0,57 9
30 na na 10,15 + 0,45 bed
20 na na na
P. aeruginosa 100 na na na
E. coli 100 na na na
S. enterica 100 na na na
Elesztégomba
100 9,63+0,352 10,39+0,432 10,84 + 0,37 cdef
90 10,61 + 0,96 2P 11,97 + 0,64 bed 11,68 +0,9 79
S, cerevisiae 80 10,90 +0,20° 10,43+0,42° 11,52 + 0,56 &9
' 70 9,78+0,382 10,56 + 0,55 &b 9,90 + 0,482b¢
60 na na na
50 na na na
Penészgombak
A. niger 100 na na na
100 na 10,4 +0,27 @ na
90 na 10,13+0,25¢2 na
A. flavus 80 na 9,76 0,54 2 na
70 na 9,42+0,25 @ na
60 na na na
100 na 10,47 +0,7 @ na
90 na 10,07 £0,26 ? na
A. ochraceus 80 na 9,96 +0,22 @ na
70 na 9,56+0,19 ? na
60 na na na
100 na 14,02+0,64 2 9,34+£0,25 @
90 na 13,22+0,32 @ 9,09+0,31 @
P. citrinum 80 na 12,81+0,36 ? 8,83+0,35 @
70 na 11,91+£0,24 @ 9,00+£0,18 @
60 na na na
100 na 9,09+0,07 2 na
90 na 8,87+0,19 ? na
P. expansum 80 na 8,90+ 0,22 @ na
70 na 8,83+0,14 @ na
60 na na na

Megjegyzés: na — nem azonosithat6. Az eredményeket az atlag mm + SD-ben fejeztem ki. Gatlasi zonék, beleértve a
lyuk atméré6jét, mely 8 mm. Az oszlopon beliili kiilonb6z6 betiikkel (a—n) szereplé értékek statisztikailag eltéréek p
<0,05 értéknél, Tukey teszt alapjan.

A vizsgalt penészgombakkal szemben a kiilonb6z6 koncentraciok és kivonatok
kdzott a Tukey HSD teszt alapjan nem volt kimutathaté szignifikans kilénbség (p > 0,05).
Az atlagos gatlasi zonak értékei nem tértek el egymastdl szignifikdns mértékben.

A vizsgalt rugykivonatok kiilonbozé antimikrobialis aktivitassal rendelkeznek a
vizsgalt torzsekkel szemben. A szeder rlgykivonat harom baktériumfaj és 0t
mikroszkopikus gomba esetében fejtett ki antimikrobiélis hatast. A fekete &fonya kivonat
harom vizsgalt baktérium és két mikroszkopikus gombara fejtett ki gatlé hatast, mig a
fekete ribizli kivonat a Listeria monocytogenes és a Saccharomyces cerevisiae mikrobak

novekedeéseét gatolta (10. tablazat).
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10.  tablazat: Az agar difflziés mddszerrel vizsgalt GTE-k minimalis

antimikrobidlis gatl6 koncentracioja (%)

Tanulmanyozott Ribes nigrum Rubus fruticosus Vaccinium
mikroorganizmusok GTE GTE myrtillus GTE
Gram-pozitiv baktériumok
B. cereus na na 70
S. aureus na 40 na
E. faecalis na na 50
L. monocytogenes 90 20 na
Gram-negativ baktériumok
P. vulgaris na 80 30
P. aeruginosa na na na
E. coli na na na
S. enterica na na na
Elesztigomba
S. cerevisiae 70 70 70
Penészgombak
A. niger na na na
A. flavus na 70 70
A. ochraceus na 70 na
P. citrinum na 70 na
P. expansum na 70 na

Megjegyzés: na— nem azonosithatd.

4.2.2. A rugykivonatok bakteriosztatikus hatdsanak a vizsgélata téplevesben
torténé tenyésztéses modszerrel

A vizsgalt rugykivonatok antimikrobialis hatasanak kimutatasat taplevesben
torténd tenyésztéses modszerrel is elvégeztem. A kiilonbozd toménységli kivonatok
hatasara bekovetkezo sejtszam csokkenés és a minimalis gatlé koncentracid kimutatasa
céljabol szélesztéses élGsejtszam meghatarozast végeztem a mikrotiter lemezben talalhatd
mintakbol. A rlgykivonatok esetében kapott MIC értékeket a vizsgalt
mikroorganizmusokra a 11. t4blazat tartalmazza.

11.  tablazat: A vizsgalt rigykivonatok minimalis gatlo koncentracioi

Tanulmanyozott Ribes nigrum Rubus fruticosus Vaccinium
mikroorganizmusok GTE GTE myrtillus GTE

Gram-pozitiv baktériumok

B. cereus 40 20 20

S. aureus 70 60 30

E. faecalis - 60 30

L. monocytogenes 70 40 30
Gram-negativ baktériumok

P. vulgaris 20 10 20

P. aeruginosa 50 40 50

E. coli 70 50 50

S. enterica 100 60 40
Elesztégomba

S. cerevisiae 80 60 60
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A mikrotiter lemez elsd sorai a negativ kontroll (N.K.), melyek steril tdplevest
tartalmaztak, a masodik sor a pozitiv kontroll (P.K.), ahol a lyukakban 1évé tapleveshez

mikroba szuszpenziot adagoltam (23. abra).

30 40 50 60 70 80 90 100 (GTE%)
rY vV V¥V ¥ % ~9

23.  abra: Mikrotiter lemez kiilonb6z6 koncentracioja riigykivonatokkal és
taplevesben tenyeésztett vizsgalt mikroorganizmussal (N.K.-negativ kontroll,
P.K.-pozitiv kontroll)

A kovetkezd vizszintes mintaféréhelyek a higitott GTE (10-100%) koncentraciokat
is magaban foglalta, igy az els6 négy sor fliggélegesen lefele, csak taplevest és a sornak
megfeleld higitott GTE-tartalmazta, majd fiiggdlegesen lefele a kovetkezd négy
mintahely a vizsgalt mikroba szuszpenzidt is tartalmazta. Az inkubalast kdvetden az
eredmények kiértékelése céljabol resazurin indikatort adagoltam. A mikroorganizmusok
metabolikus aktivitasanak koszonhetéen a resazurin resorufinné alakul, amely
szinvaltozasban is megnyilvanul a mikrobaszaporodas mértékének fiiggvényében (kékrol
rozsaszinre).

A MIC vizsgélat soran kapott eredmények alapjan a rugykivonatok tébbsége gatlo
hatassal rendelkezik az 6sszes tesztelt mikroorganizmusra kiilonb6z6 koncentraciokban.
AVm-GTE esetében mar 20%-os kivonat koncentracio is gatlé hatast mutatott a B. cereus
baktériumra, mig a S. aureus, az E. faecalis és a L. monocytogenes esetében a MIC érték
elérte a 30%-ot. A Gram-negativ baktériumok kdzll a P. vulgaris volt a legérzékenyebb,
mivel 20%-os koncentracional megfigyelheté volt a gatlas. A S. enterica baktérium
érzékenyebbnek bizonyult, ez esetben a MIC értéke a 40%-0s koncentracionak felelt meg.

A legrezisztensebbek a P. aeruginosa, az E. coli és a S. cerevisiae voltak. Csak a
Vm-GTE 50% feletti koncentracionak van gatlo hatdsa az emlitett két Gram-negativ
baktérium szaporodasara, addig az élesztd bizonyult a legellenallobbnak, a ndvekedés

gatlashoz 60%-o0s koncentracidra volt sziikség.
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A Rf-GTE szignifikdns szaporodasgatld hatast mutatott a Gram-negativ
baktériumok kozul a P. vulgaris esetében (10%-os kivonat) és a Gram-pozitiv
baktériumok kozil a B. cereus esetében (20%-0s kivonat). A L. monocytogenes esetében
40%-0s koncentraciora volt sziikség a MIC-hatas eléréséhez. A S. aureus és az E. faecalis
baktériumok ellenallébbnak bizonyultak, ndvekedésik visszaszoritasahoz 60%-0s
kivonatkoncentracidra volt sziikség. A tobbi Gram-negativ baktérium gatldsara magasabb
koncentraciora volt szikség, amelyek 40-60% koz6tt mozogtak. A S. cerevisiae
¢lesztdgomba esetében a MIC értéke 60%-0s Rf-GTE-koncentracionak felelt meg.

A Rn-GTE hatasdra kiilonb6z6 eredményeket kaptunk a  vizsgalt
mikroorganizmusok esetében (11. tablazat), példaul a P. vulgaris baktériumot gatolta a
20%-0s kivonat, az E. faecalis baktériumra nem fejtett ki antimikrobialis hatast. A S.
aureus és L. monocytogenes Gram-pozitiv baktériumok nagyobb mértékii rezisztenciat
mutattak a fekete ribizli rigykivonattal szemben, ezzel ellentétben a B. cereus baktérium
érzékenyebb, a MIC értek 40%. A Gram-negativ baktériumok kozil a S. enterica
esetében 100%-os koncentraciora volt sziikség a gatlashoz. A vizsgalt élesztégomba
ellenallobb volt a fekete ribizli riigykivonattal szemben, a minimalis gatlé koncentracio
ez esetben 80%.

Osszegezve, a vizsgalt GTE-k bakteriosztatikus aktivitassal rendelkeznek olyan
baktériumokkal szemben, amelyek jelentds human fertézéseket valthatnak ki, beleértve a
S. aureus-t, a L. monocytogenes-t, az E. coli-t és a S. enterica-t, amint azt a kimutatott
MIC-értékek is mutatjak.

Az agar diffuziés mddszerrel és a levesben végzett higitasos vizsgalatok soran kapott
MIC értékek kozott eltérést tapasztaltam. Ez varhato jelenség, mivel szilard taptalajon az
antimikrobidlis anyag diffGzioja korlatozottabb, és a baktériumok telepekben
ndvekednek, ami részleges védelmet nydjthat szamukra. Ezzel szemben folyadékban a
hatéanyag homogénebb eloszlasa miatt a sejtek kozvetlenebbil érintkeznek az aktiv
komponensekkel, ami alacsonyabb MIC értékeket eredményezhet. Az eredmények igy a

modszertani kiilonbségekbdl adodo eltéréseket is tiikrozik.

4.2.3. A rugykivonatok minimalis baktericid koncentracidjanak vizsgalati
eredményei

Az MBC vizsgéalat soran leginkabb hatékony kivonatnak bizonyult a Vm-GTE,

amely jelentés hatékonysagot mutatott hat baktériummal szemben (12. tablazat). Ugy a

Rf-GTE, mint a Vm-GTE baktericid hatadst mutatott ugyanazokkal a Gram-pozitiv
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baktériumokkal szemben, kivétel a B. cereus. A Vm-GTE 30%-0s koncentraciojanal
sikerllt a legalacsonyabb minimalis baktériumdlé koncentraciot (MBC) elérni az E.
faecalis baktériumokkal szemben. Ezt kdveti a L. monocytogenes baktériumok 60%-0s
bakteriumok kozul a Vm-GTE nem valtott ki baktericid hatést a P. vulgaris és E. coli
baktériumokra. Ugyanakkor, a Vm-GTE 70%-0s MBC-t mutatott a P. aeruginosa és
80%-ost MBC-t a S. enterica szemben.

12.  tablazat: A minimalis baktericid koncentracio értékek (%) a vizsgalt

ragykivonatok esetében

Tanulmanyozott Ribes nigrum Rubus fruticosus Vaccinium
mikroorganizmusok GTE GTE myrtillus GTE
Gram-pozitiv baktériumok
B. cereus - - -
S. aureus - 60 80
E. faecalis - 70 30
L. monocytogenes - 60 60
Gram-negativ baktériumok
P. vulgaris -
P. aeruginosa - - 70
E. coli -
S. enterica - - 80
Elesztégomba
S. cerevisiae | - | 100 | 100

A Rf-GTE kimondottan a Gram-pozitiv bakteriumokra fejtett ki baktericid hatast.
A kapott MBC értékek kozil a 60% Rf-GTE-vel szemben a L. monocytogenes és a S.
aureus esetében mutatkozotak a kedvezébb eredmények. A 70% Rf-GTE joval
gyengébbnek bizonyult az E. faecalis ellen a Vm-GTE-hez képest. A Gram-negativ
bakteriumokkal szemben a Rf-GTE nem rendelkezik gatlassal. Az Rf-GTE ésa Vm-GTE
igen magas (100%) koncentracioban bizonyult hatékonynak a S. cerevisiae ellen. Ezzel
szemben, a Rn-GTE nem mutatott baktericid hatast a vizsgalt mikroorganizmusokra.

Szamos tanulmany beszamolt arrol, hogy a kapott MBC értékek a baktériumokkal
szemben nem minden esetben jelentenek teljes gatlast, mivel figyelembe kell venni a
VBNC (Viable But Non-Culturable) jelenséget. llyen korilmények kozott a sejtek ugyan
életképesek maradnak, de nem képeznek telepeket hagyomanyos taptalajon, igy a
kimutatott baktericid hatas nem feltétlentl jelenti a sejtek teljes elpusztitasat (OLIVER,
2010; LI és mtsai., 2014). Az elért MBC értékek értelmezésénél ezért fontos
megjegyeznem, hogy a GTE-k altal kivaltott koncentracidk esetében fennallhat a VBNC

allapot kialakulasanak lehetdsége.
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Az MBC szinvaltoztatd modszer hatékonysagat a 24. abrén lathatd eredmény
egyike igazolta, melyek szerint az Rf-GTE kil6nb6z6 koncentracidinak hatasara a
telepképz6 egységek szama valtozik a kivonat nélkiili mintakhoz viszonyitva. Az E. coli
torzs sejtszama a Rf-GTE koncentracidjanak novekedésével csokken, bar teljes gatlas
nem kovetkezik be. A legtéményebb kivonattal sikerllt elérni a legalacsonyabb
sejtszamot, azonban még ebben a koncentrdcioban sem pusztultak el teljesen a
baktériumok. A modszer tehat hatékonynak bizonyult a baktériumok ellen, bar teljes
elpusztitdsukhoz nem vezet a Rf-GTE.
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24.  abra: A Rf-GTE koncentracidk altal kifejtett telepszamcsokkenés az E. coli
baktériummal szemben
A kapott adatok kozvetleniil a 2. célkitlizéshez kapcsolddnak, hiszen ezek igazoltak

a GTE-k antimikrobialis hatasait és azok értékelését a vizsgalt baktériumtorzseken.

4.3. A rugykivonatok nutritiv hatdsanak vizsgalata a Drosophila melanogaster
egyedfejlodésére

Szamos tanulmany foglalkozik a Drosophila melanogaster (ecetmuslica)
életszakasz-specifikus taplalkozasi igényeivel, és a larvalis allapot esetében elfogadott
tény, hogy a novekedés f6 korlatozo tényezdje az esszencialis aminosavak hianya lehet,
amelyet a taplalkozas feltételei erésen befolyasolnak (MANIERE és mitsai., 2020;
SCHONBORN és mtsai., 2019). Kimutattak, hogy holidikus taptalajon — amely fedezi a
teljes és normalis egyedfejlodéshez sziikséges tapanyagigényt — 25 °C-on, allandd (85-
89%) paratartalom mellett a larvak fejlodése egyenletesen, mintegy 7 nap alatt zajlik le.

Tovabbéa azt is megfigyelték, hogy a larvak novekedési teme nem fokozddik tobblet
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szénforrds mellett, ugyanakkor az esszencialis aminosavak mennyisége a szervezetben
megduplazddik (PIPER és mtsai., 2014).

Tekintettel arra, hogy ismerjik az ecetmuslica egyedfejlodésének teljes
tapanyagigényét, lehet6ségiink van kiilonféle étrendek alkalmazasara, és ezek
fuggvényeben bizonyos GTE-k nutritiv értékének vizsgélatara in vivo korilmények
kozott. Fontos megjegyezni, hogy az embriogenezist az anya altal a petébe elraktarozott
tapanyagok fedezik, mig a larvalis allapot soran intenziv taplalkozas figyelhetd meg. A
bebabozodast kovetd metamorfdzis energiaigényét a larvak altal korabban felhalmozott
tapanyagkészletek biztositjak, majd a frissen kikelt imago a kitinvaz megszilardulasa utan
kezdi meg aktiv taplalkozasat a taptalajbdl. llyen értelemben a taptalaj megfeleld
Osszetétele meghatarozé jelentdségli az ecetmuslica petéinek, embridinak, larvainak és
babjainak fejlodése szempontjabol.

A vizsgalatok soran kétféle étrendet alakitottam ki, amelyek segitségével teszteltiik
a tanulmanyozott GTE-k hataséat a Drosophila melanogaster w™" genotipust egyedein
(lasd: Anyag eés Mddszer). Az egyik étrend az Un. normal szénhidrat (NM) tipusa diéta
volt, amely megfelelden tdmogatta a teljes ¢életciklust. A masik, a magas
szénhidrattartalma (HS) étrend, szachar6zban gazdag diéta volt, amely diabéteszes
allapotot indukalt az ecetmuslica életciklusa soran (YAGIHASHI, 2023; BAENAS és
WAGNER, 2022; LIGUORI és mtsai., 2021; ALFA és KIM, 2016).

4.3.1. Normal és magas szénhidrat tartalmd étrend hatdsa a Drosophila
melanogaster w™" egyedfejlédésére

Azért, hogy megvizsgaljam, miként befolyasolhatja a kétféle étrend (NM és HS) az
ecetmuslica egyedfejlédését a w™" genotipust és 0-2 6ras korai embridkat helyeztem az
emlitett taptalajokra és 25 °C, normoxias kdrnyezetben monitoroztam egyedfejlodésiiket
naponta. Ez egy Osszehasonlitd jellegli vizsgalat, amely sordn tekintettel az egyedek
azonos genotipusara, ¢letkordara és az eltérd tapanyag ellatottsdgara amennyiben
jelentkeznek eltérések az egyedfejlodés idtartamaban, ugy azok az étrenddel hozhatdok
osszefiiggésbe. A kisérletben azt figyeltem meg, hogy a HS tartalmd tapkozegen a w™"
genotipusu larva stadiumok viszonyitva a NM étrendiiekhez kitolodik harom nappal (25.
abra). A bebabozodas és a felnétté valas (avagy az imagok kikelése) idotartama
megegyez6 (4-4 nap) volt. Ennek az §sszehasonlitd és in vivo jellegii kisérletnek az
eredményei arra engednek kdvetkeztetni, hogy a HS tartalmua tapkdzeg mintegy 3 nappal

meghosszabbitja az egyedfejlédés idGtartamat, mikdzben ez az eltolodas kimondottan
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csak a larvalis id6szakot érinti és a baballapot idétartama nem fog valtozni. Hasonld
megfigyelést tettek MUSSELMAN és mtsai (2011) is, a normalis genotipusu ecetmuslica
esetében, mintegy alatamasztva, hogy a HS étrend kedvezétleniil befolyasolja az
egyedfejlodés idotartamat, amelynek okaként a diabetikus allapotot nevesitették. Leirtak,
hogy a larvélis &llapot kitolodasa Osszefliggésbe hozhatd hiperglikémiaval, inzulin

rezisztenciaval, inflammacidval és obezitassal.
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25.  abra: Az ecetmuslica életciklus hossza a tapanyag szénhidréat tartalméanak
flggvényében
Osszegzésként elmondhatd, hogy az ecetmuslica egyedfejlédésének vizsgilata a
normalis és a ndvelt szénhidrat tartalmu étrendeket alkalmazva lehet6séget biztosit arra,
hogy teszteljik a vizsgalt GTE-k antidiabetikus és/vagy anti-inflammacios élettani
hatasait, kilondsképpen azért is, mivel a GTE-k fitonutriens profiljai mintegy

prediktaljak ezen utébbiak meglétét.

4.3.2. A Drosophila w™" larvak transzkriptom eredményei NM és HS étrend
hatasara, GTE-kezelés nélkul

Aw™" ecetmuslica teljes transzkriptom vizsgalata soran 15.113 gént azonositottam
be. A kisérlet célja volt, hogy 0ssze tudjam hasonlitani a NM és HSz étrendii ecetmuslica
larvak génexpressziés mintdzatat és identifikaljam azokat a géneket, amelyeknek
jelentésen megvaltozik az expresszidja az alkalmazott étrend kovetkeztében.

A szignifikans transzkripcios kulonbségeket mutatd géneket funkciojuk szerint
csoportositottam, és ilyenképpen 19 funkciondlis génklasztert hoztam létre. Az egyes
gének besorolasa egy bizonyos klaszterbe a Flybase adatbazis genekre vonatkozo
informéacidinak attekintése revén tortent. A Flybase-ben minden Drosophila génre
vonatkoz6 tudomanyos eredmény rogzitve van, ami azt jelenti, hogy a genomialis

pozici6tol, a gén — transzkriptom — fehérje szerkezeteken és funkcidkon at, a szovet —
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szerv és életciklus specifikus expresszios mintazatokon keresztil, valamint az adott génre
vonatkoz6 interaktom elemzésekig Ugy, hogy az ecetmuslica teljes interaktoma ismert
minden lényegi informéacio tanulmanyozhaté a publikalt bibliogréfiai forrasok alapjan is.
E kutatdsaim soran ket funkcionalis génklaszterre a hemolimfa/hormon (15. tablazat) és
citoszkeleton (17. tablazat) funkcioju génekre fokuszaltam.

13.  tablazat: A Drosophila melanogaster genom génexpresszio

Muslica allapot Larva Larva
Tiapkizeg NM
Oxigén Normoxia
Muslica alapgének | ¥ |Gén -] X78370~ b
FBgn0250789 alpha-Spec 3.045 .
FBgn0003863 alphaTry 2943 -
FBgnl087040 alphaTub67C 0
FBgn0003884 alphaTub84B 26,584 21616
FBgnl003885 alphaTub84D 1.496
FBgnl003886 alphaTub85E 546
FBgn(031068 Alr 312

FBgn0039332 alrm 38

791

FBgn0000071 Ama 6,018
FBgn0032881 Amacr 518
FBen0000075 amd

FBen0025686 Amnionless

FB 23179

FBgnl027356
FBgn0023169 AMPKalpha 1.310
FBgn0038309 Amt

FBgn(030328 Amun
B 77

FBen0020506 Amyrel

FBen0011746 ana 634
FBen0262167 anal 406
FBen0027513 ana? 127
FBen0266111 ana3 305
FBgn0012037 Ance 11.361
FBgn0032535 Ance-2 6
FBen0032536 Ance-3 82
FBen0033366 Ance-4 1.099
FBgn0035076 Ance-5 401
FBen0036741 anchor 352
FBen0030898 Andorra 18
FBen0016762 angel 77
FBgn0011747 Ank 8.246
FBen261788 Ank? 1.022
FBen0028343 Ankle2 1356

A relevans gének kivalasztasakor, az altalam kritikusnak tartott 5000 egységnyi
expresszios értéket vettem alapul, és amennyiben egy gén expresszidja meghaladta a fenti
értéket a NM vagy HS kisérleti minta esetében, Ggy az ismert vagy feltételezett funkcidja
alapjan a megfeleld klaszter csoportba illesztettem. A 13. tdblazat a nyers kisérleti adatok
egy részét szemlélteti. A fenti nyers adatbazisban. a kiemelt gének funkcigjat szinek

jelolik: a vilagoskék a citoszkeleton vagy sejtalkotd; a rdzsaszin immunrendszer; a
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sOtétzold a lipid vagy szénhidrat anyagcsere; a sarga fehérje degradacio tipusu funkcidkra
vonatkozik. A vildgoskék az alpha-Spec gen az aktin haléhoz, alphaTub84B gén a
mikrotubulus és az Ank gén a citoszkeleton rogzitésekben, a plazmamembran aktivitas

funkciokkal kapcsolatos.

HEMOLIMFA génklaszter
A hemolimfa génklaszter vizsgalata soran 6sszesen 25 gén ker(lt azonositasra a 3-
ik larvastadium (120 ora) transzkriptomikai elemzeése alapjan. Ezek kdzil 5 géen kiemelt

szerepet tolt be a vas-homeosztazis, a tdpanyagraktarozas és a metamorfozis alatti élettani

folyamatok szabalyozasaban.

E gének funkciondlis szerepét,

metabolikus Utvonalakhoz, valamint az irodalmi hatterét a 14. tablazat foglalja dssze.

14.  téblazat: A hemolimfa génklaszter kiemelt génjeinek f6 funkcioi,
metabolikus kapcsolatai és irodalmi hattere
Gén F& funkeié Metabolikus ttvonal Irodalmi hattér
folyamata
Ferritin nehézlanc- Vas-homeosztazis; ferritin- FlyBase FBgn0015222;
FerlHCH homolég; vas tarolés, komplex vas-oxid4cid és UniProt Q7KRU8
oxidativ stressz raktarozas; GO:0006879;
csokkentése. Reactome R-DME-917937
Ferritin konnytilanc- Vas-raktarozas; ferritinmag- FlyBase FBgn0015221;
Fer2HCH homolég; vasanyagcsere | nukleécid; vasanyagcsere; UniProt Q9VAS83
stabiliz&lasa. G0:0006879; Reactome R-
DME-917937
Larvalis szérumfehérje, | Lérvalis tApanyag-/aminosav- FlyBase FBgn0002562;
hemocianin-szerti; raktar; metamorfozis alatti UniProt P11995
Lspla aminosav-tartalék a ellatas (zsirtest-hemolimfa)
fejlodéshez.
Szérumfehérje; Tartalékfehérje-funkcié Lspla FlyBase FBgn0002563;
Lsp1g tartalékfehérje az kiegészitéseként; UniProt P11996; PLOS
energia-ellatasban. taplaltsagi/anyagcsere ONE, 2013
allapothoz igazodd expresszio
Glikozilalt Hexamerin tipus( FlyBase FBgn0002565;
szérumfehérje; tartalékfehérje; L3 zsirtest UniProt Q24388;
Lsp2 aminosav- és dominans; ekdizon-fiiggd FlyAtlas2
energiaraktar. szabalyozas leirt

Megjegyzés: A génadatok a FlyBase (flybase.org), UniProt (uniprot.org),Reactome (reactome.org), EMBL-EBI és

kapcsolodasukat

PLOS adatbazisbol szarmaznak.

A 14. tablazatban dsszefoglalt gének kozil a FerlIHCH és Fer2LCH expresszidja
a HS étrend hatéasara lecsdkkent, ami a cellularis vas-homeosztazis deficienciajara utalhat.
Ezzel szemben az Lspla, Lsplf és Lsp2 genek expresszidja novekedett, kilondsen az
Lsplp esetében. Az NM és HS étrend hatasara bekdvetkezd génexpresszids valtozasokat

részletesen a 15. tablazat mutatja be.
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15.  tablazat: Az ecetmuslica hemolimfa génklaszter kivalasztott génjeinek

expresszios valtozasai NM és HS étrend hatasara

Kérnyezet NM étrend HS étrend
Gének
2, 23,1
FerlHCH 62,868 3193
Ferritin 1 nehéz |énc homo'ég Ce“ulél’is vas i0n-h0meoszté2is 1
77 25,

Fer2LCH 66,770 2096

Ferritin 2 kénnyti lanc homolog Celluléris vas ion-homeosztazis 1
297,054 316,442

Lspla

Larvalis szérum fehérje 1a A metamorfdzis soran energia- és aminosavellatas t

Lsp1g 395,386 728,257

Larvalis szérum fehérje 1B A metamorfozis soran energia- és aminosavellatas I
508,909 570,206

Lsp2

Larvalis szérum fehérje 2 A metamorfdzis soran energia- és aminosavellatas '

B e

A 15. tablazatban megfigyelhetd, hogy a HS tartalmi étrend soran a larvak
FerlHCH (37%1) és Fer2LCH (38%1) génjeinek expresszioja lecsokkent, a NM étrendii
tenyészethez képest. Az emlitett gének funkcidja a celluléris vasion homeosztazisaval
kapcsolatos, igy ezen gének csokkend expresszidja a cellularis vas haztartdsi
deficiencidjét jelzi kivaltd oka a magas szénhidratbevitel (FLYBASE, 2025; UNIPROT,
2025; REACTOME, 2025).

A FerlHCH gén fehérjeterméke a vas(ll)-ion vas(ll)-ionna alakitasaban, azaz a
ferroxidaz aktivitasban jatszik szerepet, amely lehetdvé teszi a vas biztonsagos
raktarozasat a ferritin komplexben (REACTOME, 2025). Bioldgiai hatterét tekintve a gén
a ferritin nehézlancat kodolja, amely ezzel a mechanizmussal biztositja a vas stabil
formaban torténd tarolasat. A génnek 9 annotélt transzkriptuma és 9 polipeptidje ismert,
citoldgiai helye 99F2 (FLYBASE, 2025). Osszesen 50 allélt irtak le, amelyek kiilonboz
fenotipusokban nyilvanulnak meg, példaul az embrionalis/larva idegrendszerben, a ndi
csiravonal Ossejtekben, a kutikuldban, a trichogén sejtekben, a mesothoracalis

szegmensben és a ganglionokban. Az allélok fenotipusos osztalyai kézé tartozik a letalis,
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a cirkadian ritmus és sejthalal defektusa, valamint a ndstény sterilitas (UNIPROT, 2025;
REACTOME, 2025).

A Fer2LCH gén fehérjeterméke a ferritin konnytilancat alkotja, amelynek feladata
a ferritin magjanak kialakitasa és stabilizalasa (REACTOME, 2025). Biologiai hatterét
tekintve a gén a vas intracelluléris raktarozésaban, a sejtek oxidativ stressz elleni
vedelmében, valamint a vas-anyagcsere szabalyozasaban jatszik kulcsszerepet. A gén 5
annotalt transzkriptumot és 5 polipeptidet kodol, citoldgiai helye 99F2 (FLYBASE,
2025). Osszesen 54 allélt irtak le, amelyek tobbek kozott az axonokban, az embrionalis
ganglion anyasejtekben, az embrionalis agyban, a kutikulaban, a csiraszalagban, valamint
a kozponti idegrendszerben és a neuroblasztokban manifesztalodnak. Az allélok
fenotipusos osztalyai kozé tartozik a cirkadian ritmus hibdja, a fejlédés soran fokozott
mortalitds, valamint mozgasszervi viselkedesi defektusok (UNIPROT, 2025;
REACTOME, 2025).

Osszességében normal koriilmények kozott mindkét gén — a FerlHCH és a
Fer2LCH — kiemelt aktivitast mutat a fejlodés soran, kiilondsen a 3. larvastddiumban,
amikor a vasraktarozas, a ferritin mag kialakitsa és stabilizalasa, valamint az oxidativ
stressz elleni védelem kulcsfontossagu. A jelen vizsgélatban azonban a HS hataséara
expresszidjuk csokkent, ami arra utal, hogy a magas szénhidratbevitel akadalyozza a
ferritin komplex mitkddését, gatolja a vas biztonsagos raktarozasat és noveli az oxidativ
stressz kockazatat a fejlodé larvaban (FLYBASE, 2025; UNIPROT, 2025; REACTOME,
2025).

A FerlHCH és Fer2L.CH gének egyidittes alkotjak a ferritin komplexet, amely 12
nehéz- és 12 konnyiilancbol épiil fel, és jelen van a hemolimfaban is. A két alegység
kdzosen biztositja a sejten bellli vas biztonsadgos raktarozasat és a vas-homeosztazis
fenntartasat. A ferritin ferroxidaz aktivitassal rendelkezik, amely lehetvé teszi a vas(Il)-
ion vas(l1l)-ionna alakitasat és beépitését a ferritin magjaba, ezzel megelézve a szabad
vasion altal kivaltott oxidativ karosodasokat. A ferritin miikodése ezért kozponti szerepet
jatszik a fejlédési folyamatokban, kiilonosen az embriogenezis soran. Molekularis
funkcioi kozé tartozik a vas(lll)-ion megkotése, a ferroxidaz aktivitas, a vasion
megkdtése és a vas—vas kotesek kialakitasa (UNIPROT, 2025; REACTOME, 2025).

A hemolimfatikus funkcioju gének kozott egy masik géncsaladot képviselnek a
larvélis szérum fehérjéket kddold gének (Lspla, Lsplp, Lsp2), amelyeknek expresszioja,
a kontrollhoz (normal kérilmény) viszonyitva és a HS étrend kovetkeztében novekedett
(107%t, 184% 1 és 112%t). Azonban, ez a megndvekedett génkifejezodés leginkabb az
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Lsplf esetében tiinik szignifikansnak, mivel megkozelitéleg az HS specifikus érték
csaknem kétszerese az alapallapotot jelenté NM specifikus értéknek (FLYBASE, 2025;
UNIPROT, 2025).

Az Lsplo gén fehéerjeterméke hemocianin-szer(i fehérje, amely feltételezhetéen az
aminosav- és nitrogénraktarozasban jatszik szerepet, és a metamorfozis sorén
mobilizalodik (FLYBASE, 2025; UNIPROT, 2025). A fehérje tébb domént tartalmaz,
tobbek kozott a Hemocianin C- és N-terminalis domeéneket, a Hemocianin/hexamerin
kozépsé domént, az Immunglobulin E-készletet és egy di-rézkdzpontot. Molekularis
funkcidja pontosan nem ismert. BiolGgiai hatterét tekintve az Lspla gén féként a
zsirtesthez kothetd, ahol a metamorfézis soran az energia- és aminosavellatas
biztositasaban van szilkseg. A rakfélék hemocianinjaival a rovarok Lsp fehérjéi nem
rendelkeznek oxigénszallitd funkcidval. A génnek 1 annotalt transzkriptuma és 1
polipeptidje ismert, citologiai helye 11A12. Osszesen 8 allélt azonositottak, amelyek
fenotipusosan az életképességgel, az elektroforetikus varidciokkal és a termékenységgel
kapcsolatosak (FLYBASE, 2025). Normal korilmények kozott az Lspla gén magas
aktivitast mutat a zsirtestben és az imagok szivében, expresszioja pedig ekdizon-fiiggd
szabalyozottsagot kovet. A HS étrend hatdsara a gén expresszidja emelkedett (107%),
ami a fejlédési energiaraktarak atrendezédését jelzi (ZHANG és mtsai., 2013; LEADER
és mtsai., 2018).

Az Lsp2 gén fehérjeterméke egy 80 kDa molekulatomegii glikozilalt polipeptid,
amely a harmadik stddiumu larvak egyik f0 szérumfehérjéje (FLYBASE, 2025;
UNIPROT, 2025). Bioldgiai hatterét tekintve az Lsp2 fehérje foként a zsirtesthez kothetd,
és szerepe a fejlodési energiaraktarak biztositasa a larva—bab—imago atalakulas soran. A
génnek 2 annotalt transzkriptuma és 2 polipeptidje ismert, citoldgiai helye 26F5
(FLYBASE, 2025). A fehérje tobb hemocianin-szerii domént tartalmaz: Hemocianin C-
és N-terminalis, Hemocianin/hexarin kozépsé domén, valamint az Immunglobulin E-
készletet. Molekularis funkcidja pontosan nem bizonyitott, de feltételezhetden részt vesz
a motoros neuron axonok milkddésében. Osszesen 9 allélt azonositottak, amelyek
fenotipusosan a letalis vagy lathaté kategoriaba sorolhatdk (FLYBASE, 2025). Az allélok
jelenléte jelzi, hogy a gén funkcidvesztése stulyosan érinti a fejlddési folyamatokat.
Normal korilmények kozott a gén expresszidja a harmadik larvastadiumban kezdddik,
majd a baballapot kozepéig fokozodik, ezt kovetden pedig csokken, a korai felnéttkorban
az alapszintet éri el. Az expresszi6 szigoruan ekdizon-fiiggé szabalyozottsagot mutat. A

késo6i larva- és baballapotokban csicsexpressziot figyeltek meg, amit a FlyAtlas2 adatai
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is alatdmasztanak (LEADER és mtsai., 2018). A jelen vizsgalatban az Lsp2 gén
expresszidja kozel azonos szintet mutatott az NM és a HS étrend esetében (112%), ami
arra utal, hogy a két étrend mellett a larvak hasonlo fejlettségi stddiumot értek el, és az
Lsp2 nem reagal érzékenyen a szénhidratbevitel névekedésére.

Az Lsplf gén két annotalt transzkriptumot és két polipeptidet kddol, citologiai
térképe 21E2 (FLYBASE, 2025; UNIPROT, 2025). A fehérje hemocianin-szeri,
szerkezeteben megtalalhatok a Hemocianin C- és N-terminalis domének, a
Hemocianin/hexamerin k6zépsé domén, az Immunglobulin E-készlet, valamint egy di-
réz kozpont. Bioldgiai funkcidja pontosan nem ismert, de feltételezhetd, hogy a
hemolimfaval kapcsolatos tartalék fehérjekomplex részeként miikodik, amely a
metamorfdzis sordn energia- és aminosav-ellatast biztosit. A génhez eddig 12 mutans
allélt azonositottak, amelyek fenotipusosan nem mutatnak letalitast, ami arra utal, hogy a
gén nem esszencidlis, de funkcioja kiegészitd szerepet tolthet be a fejlodés soran
(FLYBASE, 2025). Normal korulmények kozott a gén expresszioja a larvalis fejlodés
végéhez kothetd, amikor az energiaraktarak felhalmozésa kiemelt jelentdségii. A fehérje
a zsirtestben raktarozdodik, ahol a metamorfézis soran az energia- €s aminosavellatast
biztositja. A hemolimfaban végzett proteomikai vizsgalatok szintén megerésitették az
Lsp1p gén szerepét mint tartalék fehérje (ZHANG és mtsai., 2013). A jelen vizsgalatban
a gén expresszidja a HS étrend hatasara jelentdsen megnétt (184%), ami a gén potencialis
kulcsszerepére jelzi a szénhidratbevitel okozta anyagcsere-atalakitasban.

Osszehasonlitva a HS és NM étrendek indukalta hemolimfa funkci6ju gének
viszonylagos geénexpresszids adatait, arra lehet kdvetkeztetni az Lspla és Lsp2 kozel
azonos expresszios szintjeik alapjan, hogy a NM és HS larvak hasonlo fejlodési
paramétereket mutatnak legalabbis az emlitett gének esetében. Ugyanakkor az Lspip
specifikus transzkriptom szintjének emelkedése az HS étrend kapcsan arra utalhat, hogy
bar e gén nem tlinik esszencialis funkciojinak mivel a funkcidvesztéses mutans alléljai
nem letalis fenotipustak, mégis a HS étrend olyan funkcionyeréses mutans fenotipust
eredményezhet, amely akéar kedvezdtleniil is befolyasolhatja az ecetmuslica
egyedfejlédését. Fontos lenne, hogy a feltételezett funkcionyeréses mutans fenotipus
kapcsan eldontésre kertljon annak neomorf, avagy antimorf jellege, mivel ez
magyarazattal szolgalna arra vonatkozoan, hogy a HS étrend milyen komplikaciokat
okozhat a folosleges kaldriabevitel kovetkezményeképpen. Annak érdekében, hogy még
atfogobb képet alkossunk a hemolimfatikus génklaszter funkcionalis kapcsolatair6l,

elkészitettem ezen klaszter néhany tagjanak primer interaktomjat (26. abra).
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26.  abra: A hemolimfatikus génklaszter funkcionalis kapcsolat rendszerének
primer interaktomja
Az interaktom egyértelmiien jelzi az Lsp 1 gén csomopont jellegét ebben a funkcionalis
génklaszterben. Tekintettel arra, hogy az Lsplp gén expresszidja jelentdsen
megndvekedett a HS étrend kovetkeztében és igy varhatdéan tovabbi hemolimfa gének
funkcioja is sérilni fog, mint a fondue (fon) géné, amely funkcidja véralvadassal
kapcsolatos és az HS étrend kovetkeztében szignifikdnsan megndvekszik. Ez a fajta
interaktom vizsgalat lehet6vé teszi, hogy szélesitsik a HS étrend okozta tiinetegyuttes

komplexitasanak felderitését.

CITOSZKELETON - AKTIN, MIKROTUBULUSOK génklaszter

A citoszkeletélis génklaszter vizsgalata soran 6sszesen 126 gén kertlt azonositasra
a harmadik larvastadium (120 6ra) transzkriptomikai elemzése alapjan. Ezek kdzil 10
gén emelkedik ki, amelyek az aktin mikrofilamentumok és a mikrotubulusok
szerkezetének, valamint a sejtvaz dinamikus atrendezddésének szabalyozasdban
jatszanak kulcsszerepet. E gének funkciondlis szerepét, kapcsolodasukat a sejtciklushoz,
a sejtmotilitdshoz és a morfogenezishez, valamint az irodalmi hatteret a 16. tablazat
foglalja 6ssze.

A citoszkeletalis gének vizsgalata soran a HS étrenden nevelt larvakban az Act42A
(-75%), Act5C (-60%), Act87E (-24%), aTub84B (-19%) és LTub60D (-65%)

génexpresszidja csokkenést mutatott a NM kontrollhoz képest. Ezzel szemben az Act57B
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(+181%), BTub56D (+16%), MIc2 (+19%), MIp60A (+242%) és Mp20 (+13%)

génexpresszioja emelkedett HS étrend hatéasara.

16.  tablazat: A citoszkeletélis génklaszter kiemelt génjeinek f6 funkcioi,

metabolikus kapcsolatai és irodalmi hattere

Gén F6 funkeié Metabolikus utvonal Irodalmi hattér
folyamata
Aktin fehérje, Citoszkeleton szervez6dés, FlyBase FBgn0000043;
Act42A citoszkeletalis sejtvandorlas, mitotikus UniProt P10987
szerkezet alkotdja citokinézis
Aktin fehérje, Sejtadhézio, szinapszis FlyBase FBgn0000044;
Act57B citoszkeletalis szervezOdés, mitotikus UniProt P10988
szerkezet alkotdja citokinézis
Aktin fehérje, Sejtvaz szervez6dés, FlyBase FBgn0000043;
ACt5C citoszkeletalis sejtosztodas, citokinézis UniProt P10986
szerkezet
alkotéeleme
Aktin fehérje, Hiszton-acetilezés, sejtvandorlas, | FlyBase FBgn0000045;
Act87E citoszkeletalis mitdzis UniProt P10989
szerkezet alkotdja
Alfa-tubulin fehérje Mikrotubulus szerkezet, FlyBase FBgn0003884;
aTub84B kromoszoma szegregacio, UniProt P06605
sejtosztodas
BTub56D Béta-tubulin fehérje GTP kotés, mitotikus orsoé FIy_Base FBgn0003886;
mikodése, neuroblaszt fejlédés | UniProt PO6607
BTub60D Béta-tubulin fehérje M_ikrotubulus sger_kezet, o FIy_Base FBgn0003885;
sejtosztodas, sejtdifferenciacio UniProt P06606
Mlc2 Miozin konnytilanc Aktin-miozin interakcio, FlyBase FBgn0002779;
kontraktilis rostok szabalyozasa | UniProt Q9V3F1
MIp60A Izom | LIM-domén fehérje Izomfejlédés, miofibrillum FlyBase FBgn0032715;
LIM fehérje a szervezOdés UniProt Q9V9V5
60A
Mp20 Izom Izomfehérje Aktin megkotése, izom FlyBase FBgn0011653;
fehérje 20 0sszehlizodas UniProt Q9V9Vv4

Megjegyzés: A génadatok a FlyBase (flybase.org) és az UniProt (uniprot.org) adatbazisokbol szarmaznak. A
citoszkeletalis génekhez nem tiintettem fel Reactome-utvonalakat, mivel a legtobb elérhetd annotacié szamitogépes
kovetkeztetésen (inferred) alapul mas fajokbol, és nem Drosophila-specifikus validalt adat. Ezért a tablazat kizarolag
a FlyBase és UniProt altal koz6lt, kdzvetleniil Drosophilara vonatkozé funkciondlis informéacidkat tartalmazza.

Az Act42A gén egy annotalt transzkriptumot és egy polipeptidet kdédol, citolégiali
térképe 42A7 (FLYBASE, 2025; UNIPROT, 2025). A gén az actin csalad tagja,
fehérjeterméke a citoszkeleton szerkezeti alkot6ja. Molekularis funkcidja az
aktinfilamentumok kialakitasa, amelyek a sejtvaz alapvetd elemei. Biologiai hatterét
tekintve a gén részt vesz a citoszkeleton szervezddésében és a mitotikus citokinézisben.
Az Act42A genhez eddig 13 mutans allélt irtak le, amelyek fenotipusosan a chaeta, a
trichogén sejtek, a kiilsd érzékszervek, a wing sensillum és a mesothoracalis tergum
fejlédésében manifesztalodnak. Az allélok fenotipusos osztalyai kozé tartoznak a lathato
eltérések, a bab stddiumban jelentkezd letalitds, valamint a szemiletalitas (FLYBASE,

2025). Az aktinfehérjék erésen konzervalt eukaridta mikrofilamentum-képz6 fehérjék,
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amelyek polimerizacidjat az ATP megkotése és hidrolizise szabalyozza. Az aktinok
kulcsszerepet jatszanak a sejtmozgésban, az izomdsszeh(zodasban, a sejtek kdzotti
anyagaramlasban és a mechanikai stabilitas fenntartasdban (UNIPROT, 2025). Normal
korilmények kozott az Actd2A gén expresszioja az embriogenezis soran, a larvalis
fejlodés késoi szakaszaiban és a baballapotban mutat csicsokat. Az eredményeim azt
mutatjak, hogy az Act42A gén expresszioja a HS étrend hatéséara 75%-kal csokkent, ami
arra utal, hogy a magas szénhidratbevitel a sejtvaz stabilitasat biztosito
aktinfilamentumok mennyiségének csokkenését okozhatja, és ezaltal hatranyosan
befolyasolja a fejlédési folyamatokat.
17.  tablazat: Az ecetmuslica citoszkeletalis génklaszter kivalasztott génjeinek

expresszios valtozasai NM és HS étrend hatasara

Kornyezet NM étrend HS étrend

Gének

Act42A 28,692 7,075 l
Act57B 167,899 471,939 I
Act5C 180,010 72,459 l
ACt87E 20,286 15,450 l
aTub84B 26,584 21,616 l
STub56D 27,143 31,494 ‘I
BTub60D 3,107 1,073 l
Mic2 127,046 150,575 I
MIp6OA Izom LIM fehérje a 60A 45,691 156,228 I
Mp20 Izom fehérje 20 53,785 60,692 I

Megjegyzés: NM = normal szénhidrattartalmu étrend; HS = magas szénhidrattartalmu étrend.
Jelmagyaréazat: pirosf = ndvekvd génexpresszid; kék I = csokkend génexpresszio.

Az Act57B gén egy annotalt transzkriptumot és egy polipeptidet kddol, citoldgiai
térképe 57B5 (FLYBASE, 2025; UNIPROT, 2025). A gén az actin csalad tagja,
fehérjeterméke a citoszkeleton szerkezeti alkotoeleme. BioloOgiai hatterét tekintve reszt
vesz a szivfejlédésben, a mitotikus citokinézisben, a sejtvaz szervezddésében, a
neuromuszkularis  kapcsolatok  strukturalis és funkcionalis fenntartasaban, a
vazizomrostok miikodésében, valamint a szinapszisok szervezddésének szabalyozéasaban.

Az Act57B génhez eddig 23 muténs allélt irtak le. A fenotipusos kdvetkezmények kozott
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szerepel a szupramolekuléaris komplexek szervez6dési hibaja, az idegrendszeri és
szivfejlodési eltérések, az embrionalis €s larvalis neuromuszkuléris kapcsolatok zavara,
valamint a csiravonal cisztak, ionotrop glutamat receptor komplexek és izomsejtek
miikodésénck sériilése. Az allélok a spektrin-asszocialt citoszkeletonban, a membran
belsé OsszetevOiben és a szomatikus izmokban is manifesztdlodnak. A fenotipusos
osztalyok kozé tartozik a repilési hiba és a fokozott letalitas (FLYBASE, 2025). Az
Act57B gen kilonlegessége, hogy a Drosophila genom azon kevés aktingénjei kozé
tartozik, amelyek myofibrillaris aktint kodolnak, és fehérjeterméke az 6sszes embrionalis
és adult izomban expresszalodik (UNIPROT, 2025). Az eredményeim szerint az Act57B
expresszidja a HS étrend hatdsara megnétt 181%-kal, ami arra utal, hogy a magas
szénhidratbevitel az izomsejtek citoszkeletalis rendszerének tualzott aktivaciojat
eredményezheti. Ez az eltérés Osszefliggesben allhat a neuromuszkularis integritas
zavaraval és a fokozott energiafelhasznalas igényével a fejlodd larvakban.

Az Act5C gén a citoplazmatikus aktint kodolja, €s az egész egyedfejlodés soran
magas szinten kifejezddik. A génnek 5 annotalt transzkriptuma és 5 polipeptidje ismert,
ezek kozul egyedi izoformat is tartalmaz (FLYBASE, 2025; UNIPROT, 2025). Citologiai
térképe 5C. Biologiai funkciojat tekintve a gén részt vesz a mitotikus citokinézisben, a
fehérjék intracellularis lokalizaciojaban, a spermiumok individualizaciojaban, valamint a
kromatin atrendez6désében. Az Act5C a sejt citoszkeletonjanak alapvet6 szerkezeti
alkotéeleme, amely biztositja a sejtdinamikai folyamatokhoz sziikséges aktin-
filamentumokat. Az Act5C génhez eddig 84 mutans allélt irtak le, amelyek kiilonb6z6
fenotipusokban nyilvanulnak meg. A mutéciok hatdsara rendellenességek jelennek meg
a felnott feji szenzillumokban, a makrochaetakban, a mechanoszenzoros chaetakban és
mas érzékszervi jarulékos sejtekben. Az allélok fenotipusos osztalyai kozé tartozik a
letalitds, a szemiletalitas, a sterilitas és a lathatd morfologiai malforméaciok (FLYBASE,
2025). Normal kortulmények kozott az ActbC expresszidja csucspontot ér el az
embriogenezisben, a larvalis fejlédés sordn, a babos iddszakban, valamint a kifejlett
néstényekben is. Az eredmények szerint az Act5C gén expresszidja a HS étrend hatasara
60%-kal csokkent, ami arra utal, hogy a magas szénhidratbevitel gatolja a citoszkeletalis
rendszer miikodését, kiillondsen az aktin filamentumok stabilizacidjat. Ez a csokkenés a
sejtdinamikai folyamatok zavarahoz vezethet, amely kihatéassal lehet a sejtosztddasra és
a fejlédési programokra is.

Az Act87E gén harom annotalt transzkriptumot és harom polipeptidet kodol, kdztik
egy egyedi izoformat (FLYBASE, 2025; UNIPROT, 2025). Citologiai térkepe 87E11. A
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fehérje a citoszkeleton szerkezeti alkotoeleme, amely részt vesz a hiszton-acetilezésben,
a citoszkeleton szervezOdésében és a hisztoncsere folyamataiban. Bioldgiai hatterét
tekintve az Act87E gén az aktin Kklasszikus sejtvdz- és kromatinatalakito szerepét
képviseli, amelyek nélkilozhetetlenek a sejtmag dinamikajahoz és a sejtciklus
szabalyozéasdhoz. Az Act87E génhez eddig tiz mutans allélt irtak le, azonban fenotipusos
adataik nem allnak rendelkezésre (FLYBASE, 2025). Normal koriilmények kdzott az
AcCt87E expresszidja a 12-24 6ras embrionalis fejlodési szakaszban a legmagasabb, de a
kés6i babstadiumban is jelentés szinten marad. Az eredmények tiikrében az Act87E gén
expresszidja a HS étrend hatdsara 24%-kal csokkent a kontroll NM étrendhez képest.
Jelezve, hogy a magas szénhidratbevitel negativan befolyasolja a kromatinatalakitassal
és citoszkeletalis stabilitassal kapcsolatos folyamatokat, amelyek a sejtosztodas és a
fejlodés szabalyozasaban jatszanak kulcsszerepet.

Az aTub84B gén egy annotalt transzkriptum és egy polipeptid kod (FLYBASE,
2025; UNIPROT, 2025). Citologiai térképe 84B. A fehérje az a-tubulin csalad tagja,
amely az a- és B-tubulin heterodimerek részeként a mikrotubulusok alapvetd szerkezeti
egységét alkotja. Szerkezeti jellemz6i kozé tartoznak az a-tubulin, tubulin, tubulin C-
terminalis és konzervalt tubulin domének, valamint a tubulin/FtsZ domén. Molekuléris
funkcioi kozé tartozik a GTP-kotés, a GTPaz aktivitas, valamint a citoszkeletalis
szerkezeti alkotoelemként betoltott szerep. Biologiai folyamataiban szerepet jatszik a
mikrotubulus-alapi  folyamatokban, a mitotikus sejtciklusban, a kromoszoma
szegregacioban, a lizoszéma lokalizacioban, valamint az antimikrobialis humoralis
valaszban. A tubulin két GTP-molekulat kot: az egyik a B-lanchoz cserélheté modon, a
masik az o-lanchoz nem cserélhetéen kapcsolodik. Ez a mechanizmus alapvetd a
mikrotubulus-dinamika szabalyozasaban. Normal kortulmények kozott az aTub84B
expresszidja a 0-18 oras embrionalis stidiumban a legmagasabb, emellett jelentds
aktivitast mutat a larvalis és babstadiumban is. A gén konstitutiv expressziét mutat, és a
kodolt tubulin szekvencia erésen konzervalt mas allatfajokéhoz képest. Az eredményeim
azt mutatjak, hogy a aTub84B gén expresszioja a HS étrend hatasara 19%-kal csdokkent
az NM kontrollhoz viszonyitva. Ez arra enged koOvetkesztetni, hogy a magas
szénhidratbevitel negativan befolyasolja a mikrotubulusok dinamikajat, a sejtosztodast es
az intracellularis transzportfolyamatokat, amelyek a fejlédés szempontjabol
kulcsfontossaguak.

Az BTub56D gén két annotalt transzkriptumot és két polipeptidet kddol
(FLYBASE, 2025; UNIPROT, 2025). Citolégiai térképe 56D7—56D8. A fehérje a B-
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tubulin csalad tagja, szerkezeti jellemzdi kozé tartozik az autoregulacios kotohely, a C-
terminalis és GTPaz domén, valamint a tubulin/FtsZ szupercsalad. A fehérje a B-tubulin
csalad tagja, és alapvetd szerepet jatszik a mikrotubulusok felépitésében azaltal, hogy
GTP-t kot és GTPaz aktivitast fejt ki. Bioldgiai hatterét tekintve a gén részt vesz az
izomdsszehuzddashan, a sejtosztodasban és mas mikrotubulus-alapu folyamatokban,
amelyek a sejt alakjanak fenntartasdhoz nélkuldzhetetlenek. A génhez eddig tobb mutans
allélt irtak le, amelyek kiillonb6zo fenotipusokat eredményeznek, példaul a neuroblasztok
fejlédési zavara, az embrionalis és larvalis szomatikus izmok eltérései, a kbzépvonali
primordium hibai és neuroblaszt defektusok. Az allélok fenotipusos osztalyai kdzé
tartozik a sterilitds, a fokozott mortalitas és a megnovekedett sejtszam (FLYBASE, 2025).
Normal kortlmények kozoétt a fTub56D mRNS-e az anyai petesejtekben tarolodik, majd
a korai embriokban expresszalodik, ezt kovetden pedig a fejlddés sordn szinte minden
feln6tt szovetben jelen van. Vizsgélatom alapjan a fTub56D gén expresszidja a HS étrend
hatasara 16%-kal emelkedett. Ez arra utal, hogy a magas szénhidratbevitel mérsékelt
szinten fokozza a mikrotubulusokhoz kapcsolodo sejtdinamikai folyamatokat, amelyek
hozzéjérulhatnak az izommiikddés és a sejtosztddas fenntartdsahoz a fejlédo larvakban.
Az pTub60D gén két annotalt transzkriptumot és két polipeptidet kodol, amelyek
egyedi jellemzokkel rendelkeznek (FLYBASE, 2025; UNIPROT, 2025). Citologiai
térképe 60C6. A gén altal kodolt fehérje a B-tubulin csalad tagja, amely alapvet6 szerepet
tolt be a mikrotubulusok felépitésében GTP-koté és GTPaz aktivitasan keresztiil.
Bioldgiai hatterét tekintve a gén részt vesz a citoszkeleton szerkezetének fenntartasaban,
a fényingerre adott valaszban, az axonogenezisben, a sziv fejlédésében, a mitotikus
sejtciklusban, valamint az axon szerkezeti és mitkodési integritasanak biztositasaban. A
génhez eddig 27 mutéans allélt azonositottak, amelyek fenotipusai tobbek kozott az
embridoban, a ganglion anyasejtekben és a neuroblasztokban (neuronalis Ossejtek)
nyilvanulnak meg. Az allélok fenotipusos osztalyai kzé tartozik az axonogenezis zavara,
a larvak viselkedesi eltérései és a fenyingerre adott valasz rendellenességei (FLYBASE,
2025). Normal koriilmények kozott az expresszid idébeli profilja valtozatos, a magas
csucspontoktol a mérsekelt szintekig terjed. A legjelentdsebb csticspontok az embrionalis
stadiumban, a késoi larvaallapotban és a babidészakban figyelheték meg. A kapott adatok
szerint a fTub60D gén expresszioja a HS étrend hatdsara 65%-kal csokkent. Ami jelzi,
hogy a magas szénhidratbevitel kedvezotleniil hat a mikrotubulusokhoz kapcsolodo
axonalis és sejtciklus-folyamatokra, amely a neuromuszkularis integritas gyengulésével

¢s a fejlodési programok zavaraval hozhatd 0sszefiiggésbe.
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A miozin konnylt lanc 2 (Mlc2) gén egy annotélt transzkriptumot és egy
polipeptidet kédol (FLYBASE, 2025; UNIPROT, 2025). Citologiai térképe 99E1. A
fehérje EF-kéz (EF-hand) kalciumkoté domént tartalmaz; molekularis funkcioja Ca?*-
kotés, amely a miozin komplex szabalyozasahoz kapcsolddik. A miozin kdnnyt lancok
(MLC) a miozin nehéz lancokhoz az 1Q-motivumon keresztil kapcsolédnak a nyaki
régidban, az aktin mikrofilamentumok menti csuszast tamogatjak, az ATP-hidrolizist
modulaljak és szerkezeti stabilitast adnak a szarkomernek. Biologiai hatterét tekintve a
Mlc2 részt vesz a repiilési izomzat miikodésében, a myofibrillum-szervezédésben és
altaldban az izomrendszeri folyamatokban. A génhez eddig 18 mutans allélt irtak le; a
fenotipusok foként a szarkomer szervezOdésében manifesztalodnak. Az allélok
fenotipusos osztalyai kozé tartozik a replléshiba, életképességi defektus, fokozott
mortalitds és him sterilitds (FLYBASE, 2025). Normal koriilmények kodzott az Mlc2
expresszios csucsa a 12-24 oras embrionalis stadiumban figyelheté meg; magas szinten
van a teljes larvaperiodus alatt, kés6i babokban, valamint mindkét nem felnétt egyedeiben
is (FLYBASE, 2025). A vizsgalat soran az Mlc2 expresszidja a HS étrend hatasara +19%-
kal nétt a kontroll NM-hez képest. Ez arra utal, hogy a magas szénhidratbevitel fokozza
az izomrendszeri folyamatokat és a myofibrillumok aktivitasat, ami a fejlodé larvak
megnovekedett energiaigényével fligghet dssze.

Az izom LIM fehérje 60A (MIp60A) gen egy citoszkeletalis LIM-domén fehérjét
kodol, amely cinkion-kotd, ciszteinben gazdag fehérje (FLYBASE, 2025; UNIPROT,
2025). Citologiai térképe 60A. A fehérje foként a szarkomer Z-sav régidjaban
expresszalodik, ahol kulcsszerepet jatszik az embrionalis €s a repiilési izmok fejlddéseben
¢és fenntartasaban, valamint eldsegiti a miogén differencialodast. A génnek 4 annotalt
transzkriptuma és 4 polipeptidje ismert. Molekularis szerepe pontosan nem tisztazott, de
funkcidja Osszefliggésbe hozhat6 az izomszdvet fejlddésével és stabilitdsdval. A génhez
12 muténs allélt azonositottak, amelyek életképes fenotipust mutatnak, ami arra utal, hogy
a gén nem létfontossagu, de fontos szerepet tolt be az izomrendszeri folyamatokban
(FLYBASE, 2025). Normal kortlmények kozott az MIp60A expresszidja a 12-24 6rés
embrionalis stadiumban éri el csucspontjat, jelentds aktivitdist mutat a teljes
larvaperiodusban és a késd1 babstadiumban, valamint mindkét nem felndtt egyedeiben is.

A vizsgalat hatadsara az MIp60A expresszidja a HS étrend hatasara +242%-kal nétt
az NM kontrollhoz képest. Ami arra enged kdvetkeztetni, hogy a magas szénhidratbevitel
erdteljesen stimuldlja a szarkomerfehérjék kifejezddését, ami fokozott izomaktivitassal

¢és energiaigénnyel jarhat a fejlodo larvakban.
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Az Mp20 gén két annotélt transzkriptumot és két polipeptidet kddol, amelyek
mindegyike egyedi izoformat képvisel (FLYBASE, 2025; UNIPROT, 2025). Citoldgiai
térképe 49F13. A gén egy 20 kDa-os izomfehérjét kddol, amely nem expresszalodik az
aszinkron oszcillalo repilési izmokban, ugyanakkor jelen van a legtobb szinkronizalt
izomszdvetben. A fehérje a CH domén szupercsaladba tartozik, aktinkoté funkcioval
rendelkezik, és részt vesz a myoblaszt-fizi6 szabalyozdsaban, amely kulcsfontossagu a
vazizomrostok kialakulasaban. A génhez eddig hét mutans allélt irtak le, amelyek
kiilonb6z6 izomtipusokban — példaul az embrionalis myoblasztokban, a hati
harantizmokban és a hati akut izmokban — mutatnak eltéréseket. Az allélok fenotipusos
osztalyai kozé tartozik az életképesség megtartdsa mellett jelentkezd morfologiai
rendellenesség (FLYBASE, 2025). Biologiai hatterét tekintve az Mp20 kulcsszerepet
jatszik az izomfejlédéshez sziikséges myoblaszt-fuzidban és az izomrostok szerkezetének
fenntartasaban, amelyek nélkiilozhetetlenek a mozgas ¢és az izommilkodés
szempontjabol. Normal korilmények kozott az Mp20 gén expresszidja az embrionalis
fejlodés 18-24 oras szakaszatdl kezdve emelkedik, és jelentds aktivitast mutat a késoi
babstadiumig. Az eredményeim azt mutatjak, hogy a HS étrend hatasara az Mp20 gén
expresszidja +13%-kal n6tt az NM kontrollhoz képest. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy
a magas szénhidratbevitel serkenti az aktinkotdé izomfehérjék expressziojat, ami
hozzéjéarulhat az izomszoveti atalakulasokhoz és a fejléddési programok modosuldsédhoz a
larvakban. A citoszkeletalis génklaszter primér interaktomjanak az elkészitése tovabbi
részleteket tart fel a HS étrend elbidézte szignifikansan megvaltozott gének
kapcsolatrendszerérdl (27. abra).

A citoszkeletalis gének interaktoma kapcsan kézponti helyet foglal el az Act5C gén,
amelynek expresszidja jelentdsen lecsokken az HS étrend kdvetkezményeképpen, és mint
olyan fontos szerepe van az F-aktin tipusu mikrofilamentumok kialakitasaban. Az a tény,
hogy a mical gén transzkripcidja is jelentésen lecsokken, arra enged kovetkeztetni, hogy
az aktin mikrofilamentumok depolimerizécidja is sériil. Azaz a HS étrend kbvetkezménye
lesz az aktin polimerizacios-depolimenrizécios folyamat tobbpontl deffektusa, amelynek
tovabbi cellularis motilitasi rendellenességekhez vezethetnek. Az NM és HS étrenddel
kapcsolatos transzkriptomok 0sszehasonlito elemzése ravilagitott arra a tényre, hogy az
étrendnek jelentds hatdsa van az ecetmuslica egyedfejlodésére ¢és génjeinek
expresszidjara. A bemutatott hemolimfa és citoszkeletélis génklaszterekbe tartozé gének
funkcioja ismert, avagy a fehérje szerkezetek homoldgiaja alapjan prediktalhatd, az a tény

mely szerint a magas szénhidrat bevitelnek a kdvetkezmeényei messzibbre mutatnak, mint
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a mar ismert hiperglikémids anyagcsere deffektusok. Ilyen értelemben ezek a
megfigyelések teljesen 0j kutatdsi perspektivakat vetitenek elére nemcsak a diabétesz
komplikacidinak, hanem az antidiabetikus hatasok megismerése kapcsan is. A
tanulményozott GTE-k kapcsan célul thztik ki, hogy vizsgalni fogjuk e ndvényi
kivonatok hatasat NM és HS eétrendeket alkalmazva ecetmuslica larvakon. E
megkozelités kapcsan szinkronizalt életkoru és azonos genotipusy larvak életképességét

tanulmanyoztuk, és ilyenképpen a kisérleti eredmeények dsszehasonlito jelleggel birnak.
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27.  &bra: A citoszkeleton génklaszter funkcionélis kapcsolat rendszerének

primer interaktomja

4.3.3. Rugykivonatok hatésainak vizsgalata a Drosophila egyedfejlédésére

A w™" ecetmuslica élettani hatasainak vizsgalatat in vivo kérilmények kozott
figyeltem meg. Az alabbi 18. tAblazatban a NM és HS tartalmu taptalaju tenyésztés (25
°C-on) eredményei lathatéak kiilonb6z6 koncentraciojit Rn-GTE fuggvényében. A
vizsgalatok soran a NM és HS tartalmu tapkdzegen, a 3-ik stadiumd larvak bebabozasi
idépontjat (egyedfejlédési napokra vonatkoztatva) és az imagok kikelési idépontjat
monitoroztuk, mivel ezek a vizsgalt egyedek életképességét is jelzik.
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A NM tapkdzegen a bebabozbdas szazalékos aranya egyes Rn-GTE koncentraciok
(0,5; 1,5 és 2 ml) esetében ndvekedett (56, 53, és 58%) a kontroll mintdkhoz képest
(50%), mig mas kivonatokkal (1 és 3 ml) szemben csokkent a larvak életkepessége (47
és 36%). A kivonatokat tartalmazé NM koézegen a bebabozodas idGszaka kitolodott 10
napra 0,5 ml-nél, mig az 1, a 2 és a 3 ml kivonatok esetében pedig megegyezd volt a
napok szama a kontrollal (4 nap). Egyediili esetként figyelhet6 meg a 1,5 ml kivonat
kapcsan, hogy a napok szama lecsdkkent 2-re és a metamorfdzis soran a kikelt imagok
szama novekedett (51%) kontrollhoz képest (48%) (28. abra)
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28.  &bra: A larvak életképessége NM téptalajon killénbozé Rn-GTE

koncentraciok mellett
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29.  abra: A Kkikelt imagok életképessege NM taptalajon kiilonbdzé Rn-GTE
koncentraciok mellett
Ezt a ndvekedési hatast egyediili koncentracidban volt képes hozni a Rn-GTE, mig
a tobbi kivonattal szemben az egyedfejlédések szama lecsokkent (36, 47, 38, 36%).
Ugyanakkor, az 1,5 ml koncentricioban a GTE volt a leghosszabb (8 nap) az
egyedfejlodés ideje a kontrollhoz (4 nap) képest. Tovabbd megfigyelhetd, a tobbi GTE
koncentraciokkal szemben is, hogy a metamorfozis ideje kitolodik a NM tapkdzeges
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kisérletekben 5 napra az 1 és 3 ml, illetve 7 napra a 0,5 kivonatokkal szemben. Addig, a
legjobb egyedfejlodési idot a 2 ml kivonat esetében sikeriilt mérni, ahol 4 nap volt a
kontrollal megegyezden (29. abra).

18.  tablazat: A Rn-GTE hatasa a w™" Drosophila melanogaster egyedfejlédésére

Bebabozodas Metamorfdzis
Ribes nigrum Egyed- Egyed-
GTE fejlédési Egyedszam % fejlédési | Egyedszam %
napok napok
NM/Kontroll 4-8 248+24 50 9-13 239+34 48
NM/0,5 ml 5-15 27,8+122 54 | 916 18,0+10,8 36§
NM/1 ml 5-9 235+75 474 | 914 236+6,7 47 ¢
NM/L,5 ml 6-7 26,6+ 4,5 84| gar 25,6+ 6,1 51 4
NM/2 ml 6-10 288+77 58 4| 9-13 19,0 +9,7 38 ¢
NM/3 ml 5-9 18+7,2 36§ | o914 17,8+6,0 36 ¥
HS/Kontroll 8-11 216+7,0 43 11-16 15,5+10,3 31
HS/0,5 ml 8-13 23,451 474 | 1218 22,350 45 4
HS /1 ml 10-19 263+7,9 534 | 1420 25,9+98 52 ¢
HS /1,5 ml 9-13 234+34 474 | 1318 | 207+76 | 4%
HS /2 ml 10-17 183+13,7 37| 1421 | 164%121 33 4
HS /3 ml 14-22 21+18 4 1| 1824 4,742, 9 ¢

Magyarézat: NM = normal szénhidrattartalmu tdpkozeg; HS = magas szénhidrattartalm( tapkdzeg; nt = nem tesztelt.
Jelmagyarazat: zdldf: névekedés; piros {: csokkenés az egyedszamban.
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30.  abra: A larvak életképessége HS taptalajon kiilonbo6zé Rn-GTE
koncentraciok mellett
A HS tartalma tapkdzegben (18. tAblazat) a Rn-GTE koncentraciok (0,5 és 1,5 -ml)
hatasara a bebaboz6das mértéke ndvekedett (47, 47%), a kontroll mintahoz viszonyitva
(43%). Jelentdsebb novekedés az 1 ml kivonattal szemben mutatkozott meg (53%), mig
a 2 ml kivonat esetében lecsokkent az egyedszama a bebabozodo larvaknak, és 3 ml
kivonat mar a larvak életképességére gatlo hatassal volt. JOI megfigyelhetd, hogy a
bebdbozodéas id6 a HS tapkozeges kisérletekben az 1,5 ml kivonattal szemben volt a
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legjobb 4 nappal a kontrollhoz viszonyitva (3 nap). Addig, a tobbi esetben 5, 7 és 9 nap
volt 0,5, 2 és 1 ml kivonatokkal szemben (30. abra).

A metamorfdzis sordn a muslica egyedek szama a HS tartalmu taptalajon 1 ml
kivonat mellett (52%) volt a leghatasosabb, a kontroll mintdhoz keépest (31%).
Ugyanakkor, 0,5 és 1,5 ml GTE esetében az egyedek szdma alacsonyabbnak bizonyult
(45%, illetve 41%) az 1 ml-es adaghoz viszonyitva. A 2 ml kivonattal szemben a kikelt
imagok szdma a kontrolltol kicsivel volt magasabb (33%). Megtigyelhetd, hogy a
novekvo kivonat koncentracioval csokken az életképes egyedek szama, amelyet a 3 ml
GTE vizsgalati eredmények is megerésitenek. A HS tartalmu taptalajon a metamorfozis
iddtartama 1,5 ml-él megyegyezd volt a kontroll mintaval, mely 5 nap volt, mig a 0,5 és

1 ml GTE-vel szemben 6 nap volt és 2 ml GTE esetében 7 nap (31. abra)
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31.  é&bra: A kikelt imagok életképessége HS taptalajon kiilonb6zé Rn-GTE
koncentraciok mellett

Osszegezve, a vizsgalati eredményeket elmondhatd, hogy a Rn-GTE koncentraciok
jelentds hatassal vannak a larva allapotokra, és fontos szerepet jatszhatnak a populaciok
szabalyozéasaban. A magasabb koncentracidk altalaban negativ hatassal vannak a larvak
fejlodésére, mig az alacsonyabb koncentraciok esetén novekedést lehetett tapasztalni.
Ezenkiviil, a kiilonb6z6 koncentraciok eltéré hatasokat valtanak ki az ecetmuslica
fejlodési ciklusaira, mintegy jelezve a Rn-GTE koncentricid-dependes hatésat.
Kedvezdbb eredménnyel a NM kozegen az 1,5 ml volt a bebabozdodasnal és a
metamorfozisnal, de az utdbbi esetben hosszabb volt az egyedfejlédés id6. Ezzel szemben
a HS kozegben az 1 ml GTE volt eredményesebb hatasa a bebabozddasra és a kikelt
imagok esetében, de mindkét folyamat sordn ndvekedett az egyedfejlodés id6. Fontos
tovabba megjegyezni, hogy a 3 ml Rn-GTE a HS tartalmu taptalajon a w™" ecetmuslica

egyedfejlodés nem érte el a korai baballapotot, igy ennek a kivonat koncentracionak

103



életképességére gatld hatdsa van. A NM és HS tapkozeg kozott statisztikailag nem volt
igazolhatd szignifikans kilonbség (Tukey-féle HSD teszt: p = 0,653). Mindezek alapjan
kijelenthetd, hogy a Rn-GTE feltehetdleg bifazisos hatassal bir a muslica életképességét
illetéen.

A muslicaval szemben vizsgdlt Rf-GTE altal Kkivaltott életképessegi
hatasvizsgélatokat az aldbbi 19. tiblazatban ismertetem. A NM tartalm( tdpkozegen a
bebabozodas értéke az elsd két koncentracio (0,5 és 1 ml) esetében lecsokkent (54, 48%),
majd egy ndvekedést valtott ki (2 és 3 ml) a Rf-GTE mennyiségének a névelése (66, 69%)
a kontroll mintahoz kepest (57%). Révidebb volt a bebabozodasi idé a NM taptalajon, 2
és 3 ml GTE kapcsan viszonyitva a kontroll mintdhoz (5 nap). Azonban a 0,5 ml-el

megegyezett a kontroll napokkal, addig 1 ml-él méar 6 nap volt (32. abra).
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32.  abra: A larvak életképessége NM taptalajon kiilonbozé Rf-GTE
koncentraciok mellett

A muslica egyedek metamorfézisa a NM tartalmd és 0,5 ml RF-GTE szemben
valtozatlan volt (47%) a kontrollhoz képest, de az 1 ml kivonat esetében a muslica
egyedszama mar enyhe névekedést mutatott (48%). Fontos megjegyezni, a Rf-GTE aNM
tartalom mellett az imagok megjelenését a nagyobb (2 és 3 ml) koncentracié mar novelte
az egyedszamat (65, 52%) a kontrollhoz viszonyitva (47%). A metamorfdzis soran az
egyedfejlddés 4 napig tartott a 2 ml kivonatnal, mely egyik legjobbnak szamit, a
kontrollhoz képest (5 nap). Ebben a 2 ml-es koncentracioban mondhaté a
legjelentdsebbnek az egyedszam novekedés és az imagokra raesd legkisebb iddtartam a
vizsgalat kapcsan. A 3 ml GTE-nel 5 napra volt sziiksége az imagoknak, valamint 0,5 és
1 ml-él 6-7 napra (33. abra).
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33.  &bra: A kikelt imagok életképessége NM taptalajon kiilonbozé Rf-GTE
koncentraciok mellett

19.  tablazat: A Rf-GTE hatasa a w™" Drosophila melanogaster egyedfejlédésre

Bebabozodas Metamorfozis
Rubus fruticosus Egyed- Egyed-
GTE fejlédési | Egyedszam % fejlédési Egyedszam %
napok napok
NM/Kontroll 7-12 28,7 +1,2 57 10-15 233+3,3 47
NM /0,5 ml 4-9 27,1+0,5 S ! 8-14 233+1,8 47
NM /1 ml 5-11 238+15 84l 815 241+34 48 4
NM /2 ml 5-9 33,2+38 66 4 9-13 32,7+28 65 4
NM /3 ml 5-9 345+37 69 4 8-13 26,1+34 52 4
HS/Kontroll 7-11 246+13 49 10-16 22,8+2 46
HS /0,5 ml 7-11 275+15 55 4| 10-15 26,626 534
HS /1 ml 7-12 287+12 57 4| 10-15 233+33 474
HS /2 ml 7-12 28,1+0,7 56 £| 11-15 27,1+33 54 ¢
HS /3 ml 7-12 25,1+0,2 50 1| 11-16 235+10 474

Magyarazat: NM = normdl szénhidrattartalm( tapkozeg; HS = magas szénhidrattartalmu tdpkdzeg; nt = nem tesztelt.
Jelmagyarazat: zéldf: novekedés; piros{z csokkenés az egyedszamban.

Osszességében a jelentésebb hatdssal a kikelt imagok egyedfejlédésére a 2 ml Rf-
GTE-nak volt, mig a harmadik stddiumu larvakkal szemben a 3 ml kivonat bizonyult
jobbnak. Ami mindenképpen arra utal, hogy NM taptalajos kézegben a névekvé Rf-GTE
tartalom emeli a muslica larvak és imagok életképességét. A NM tartalmu vizsgalatokkal
szemben, a HS tartalmu taptalajon a Rf-GTE (0,5, 1 és 2 ml) koncentracidja novelte a
babozodas mértékét (55, 57, 56%) a kontrollhoz viszonyitva (49%), de egy enyhe
visszaeseés figyelhetd meg 3 ml (50%) kivonatnal. Megfigyelhetd ez a jelenség is az
antimikrobidlis eredmények kapcsan is, ahol a dozis-fiiggé hormézis hatasvaltas
tapasztalhaté a Rf-GTE esetében. Ugyanakkor, a tomény kivonat (3 ml) esetében, a

bebabozodas mértéke (50%) megegyezonek mondhato a kontroll mintahoz képest (49%),
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feltehetéen a kivonat koncentraltabb alkalmazasa mar a muslica larvak életképesség
csokkenésére és egyben gatlo hatasként is képes funkcionalni. A vizsgalat alatt 4 nap volt
a 0,5 ml kivonattal szemben és HS tartalom mellett a bebabozddasi id6, mely azonos volt
a kontrollal, és 5 nap voltaz 1, 2 és 3 ml esetében (34. abra). A magas szénhidrat tartalom
(19. tdblazat) és a Rf-GTE koncentralasa nem tulajdonit negativ hatast az egyedfejlodés

id6tartamara.
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34.  abra: A larvak életképessége HS taptalajon kiilonb6z6 Rf-GTE
koncentraciok mellett
A metamorfozis soran a HS étrend az imagok életképessegenek novelésére elsésorban
0,5 és 2 ml koncentraciok (53, 54%), majd masodsorban az 1 és 3 ml (47%) Rf-GTE
voltak hatasosak a kontroll mintahoz képest (46%). Egyontetiien elmondhatd, hogy a Rf-
GTE bifazisos hatassal rendelkezik az életképesség vizsgalata soran. A HS étrend
kapcsan, a kikelt imagok id6tartama lecsdkkent a Rf-GTE koncentracidjanak ndvelésével

4 napra 2 ml és 5 napra 05, 1 és 3 ml-él, a kontrollhoz képest (6 nap) (35. abra).
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35.  abra: A kikelt imagok életképessége HS taptalajon kiilonb6z6é Rf-GTE

koncentraciok mellett
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Osszefoglalva az eredményeket, megallapithatd, hogy a Rf-GTE koncentraciok
jelentds hatdssal vannak az ecetmuslica bebdbozddasara és a kikeld imagok
¢letképességére. Szamottevd eredményt a NM étrend mellett a 2 és 3 ml ért el, mig a HS
étrendnél 1 ml volt hatassal a bebabozodasra és 2 ml a kikelt imagok szamara. Fontos
megemliteni, hogy az eldbb emlitett kivonat koncentraciok rendelkeznek a legjobb
egyedfejlédési idével. A Rf-GTE pozitivan timogatja a muslica életképességét, mindezek
alapjan megallapithatd, hogy a kivonat tdmogat6 hatassal van az egyedek fejlodésére,
azon tulmenden, hogy jelentds gyulladascsokkentd, antioxidans és antidiabetikus
fitonutrienseket tartalmaz. A statisztikai elemzés alapjan a normdal és magas
szénhidrattartalml tapkozegek kozott nem volt szignifikans kulonbseg kimutathatd
(Tukey-féle HSD teszt: p = 0,927).

Az ecetmuslica életképesség-vizsgalatokat a Vm-GTE kapcsan az alabbi 20.
tablazat foglalja 6ssze. A tenyésztési koriilmények az elébb ismertetett két kivonathoz
hasonl6 voltak. A NM étrenden a larvak bebabozddésa csokkent a Vm-GTE (1 és 2 ml)

mennyiségének a ndvelésével (50, 54%), viszonyitva kontrollhoz (56%) (36. abra).
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36.  abra: A larvak életképessége NM taptalajon kiilonboz6 Vm-GTE
koncentraciok mellett
Ezzel szemben a nagyobb koncentracio (3 ml) GTE a kontrollal azonos baballapot-
kialakulast (56%) biztosit. A Vm-GTE 1 és 3 ml-es koncentracidi esetében az egyedek
bebabozodasi ideje 4, illetve 5 napra csokkent a kontrolimintahoz képest (6 nap). Erdekes
modon 2 ml GTE koncentracid esetében 7 napra volt sziikség (37. abra).
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37.  &bra: A kikelt imagok életképessége NM taptalajon kiilonb6zé6 Vm-GTE

koncentraciok mellett

20. tablazat: A Vm-GTE hatasa a w™" Drosophila melanogaster egyedfejlédésre

- Bebaboz6das Metamorfdzis
Vaccinium
myrtillus Egyed- Egyed-
GTE fejlédési | Egyedszam % fejlodési Egyedszam %
napok napok
NM/Kontroll 4-10 28,115 56 8-13 19,8 + 3,0 40
NM /0,5 mi nt nt nt nt nt nt
NM /1 ml 4-8 249+2,9 0 4 812 219£3,0 44 4
NM /2 ml 4-11 27,1+12 4§ 813 221+17 44 4
NM/3 ml 5-10 278+1,8 56 9-13 24,3+2,6 49 4
HS/Kontroll 7-15 22917 46 11-19 234+21 47
HS /0,5 ml nt nt nt nt nt nt
HS /1 ml 6-16 25129 50 f 11-18 242+19 48 f
HS /2 ml 7-14 189+23 38 { 12-19 209+24 42 *
HS /3 ml 8-16 19,5+2,9 39 ¥ 11-20 16,0 + 4,2 32 ¥

Magyarazat: NM = normal szénhidrattartalmu tapkozeg; HS = magas szénhidrattartalmi tapkozeg; nt = nem tesztelt.
Jelmagyarazat: zéldf: novekedés; piros {: csokkenés az egyedszamban.

A metamorfozis sordn az NM tapkozeges kisérletekben a Vm-GTE 3 ml-es
koncentracidjanal emelkedett a kikelt imagok szama (49%). Ugyanakkor Kisebb aranyban
(44,44%), de novekedés figyelheté meg az 1 és 2 ml-es koncentracioknal is a kontrollhoz
képest (40%). Az egyedfejlodés soran a kikelt imdgok ideje 4 nap volt az 1 és 3 ml GTE-
vel kiegészitett vizsgalatok sordn, mig 5 nap a 2 ml-es koncentracional, amely
megegyezett a kontrolimintaval. Figyelemre méltd, hogy egyik esetben sem novelte meg
az egyedfejlédési id6t a GTE mennyiségének novelése, azaz az egyedfejlédési napok
szama csak kisebb eltérést mutatott a kontrollhoz képest. A HS tartalmu tapkdzegben a
bebabozodas szazalékos aranya az 1 ml Vm-GTE esetében mutatott jelentdsebb hatast
(50%) a ndvekedésben a kontrollmintdkhoz képest (46%). A vizsgalatok soran a 2 és 3
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ml kivonat koncentréacidja gatl6 hatést fejtett ki a harmadik allapott larvakra (38%, 39%)
a kontrollhoz képest (46%) (38. abra).
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38.  abra: A larvak életképessége HS taptalajon kiillonb6z6 Vm-GTE
koncentraciok mellett

Hasonl6 eredményeket mutattak a HS tartalmd taptalajon nevelt imagok
egyedszamanak valtozasai (20. tablazat), ahol enyhe ndvekedés volt megfigyelhetd az 1
ml GTE esetében (48%) a kontrollhoz képest (47%). Tovabba, fontos megjegyezni, hogy
életképességi vizsgalat soran. Az HS tapkozegen a kikelt imagok fejlodési ideje 8 nap
volt a 3 ml kivonat esetében, amely megegyezett a kontrollmintaval. Ezzel szemben a
fejlédési id6 7 nap volt a 2 ml, és 10 nap az 1 ml kivonat esetében. Az HS tapkozegen az
egyedek metamorfozisanak id6tartama 7 nap volt (39. &bra).
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39.  abra: A kikelt imagok életképessége HS taptalajon kiilonb6z6 Vm-GTE
koncentraciok mellett
Osszegezve elmondhatd, hogy Ugy a NM, mint a HS tartalmd taptalajon a

kiilonb6zé Vm-GTE koncentraciok alkalmazasa nincs szamottevden pozitiv hatdssal a
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bebabozodasra és a kikelt imagok egyedeire. Megfigyelhetd, hogy a 3 ml kivonat
eredményes hatdssal van a NM tartalmu tapkoézegen a tenyésztett imagok
¢letképességére, mig a bebabozodasnal ez a hatas megegyezo a kontrollal. Mindezen tul
a HS tapkozegen viszont mindkét életszakaszban enyhe ¢letképességnoveld hatést
figyelhetd meg az 1 ml kivonat kapcsan. A statisztikai értékelés alapjan a tdpkozeg tipusa
és a Vm-GTE kezelés kdzott nem mutatkozott szignifikéns kiilonbség (Tukey-féle HSD
teszt: p = 0,884).

Az ecetmuslica életképesség vizsgalatok tikreben megallapithatd, hogy a
leghatékonyabb kivonat a Rf-GTE volt, majd ezt kovette a Rn-GTE és a Vm-GTE. Ugy
a NM, mint a HS tartalmi tapkdzegen az ecetmuslicdk bebabozddéasat a Rf-GTE
befolyasolta szamottevéen. A Kikelt imagok életképességét hasonldan novelték a Rn-
GTE egyes koncentracioi, mig a Vm-GTE esetében e hatas elmaradt minkét szénhidrat
tartalmu tenyészetek eseteiben. Tehat, elmondhat6, hogy a Rf-GTE-ban jelenlévé
fitonutriensek hatdssal vannak az altalunk eléidézett diabetikus tiinetek kezelésére. Az
analitikai- és irodalmi adatok alatdmasztjak, hogy a HS tartalmd étrend mellett a
tenyésztett ecetmuslicdk, melyek Rf-GTE-vel voltak kiegészitve erds antidiabetikus
élettani hatast képesek gyakorolni az ecetmuslicak egyedfejlédésben. Tovabba, a
kivonatra jellemz6é a magas antioxidans tartalom ugyancsak hozzajarulhat a kivaltott
életképességi paraméterek eléréséhez az ecetmuslica egyedfejlédése soran.

Az eredmények tikrében mindharom tanulméanyozott GTE a fitonutriensei réven
képes koncentracio-fiiggden befolyasolni az ecetmuslica egyedek életképességét, amely
mindenképpen bizonyos nutritiv hatést feltételez.

4.4. A rugykivonatok nutritiv hatasanak vizsgdlata a zsenge pontyok
kiegészitotappal torténo etetésében

Az elObbi részben az altalam vizsgalt GTE-k kiilonb6z6 hatast mutattak az
ecetmuslica ¢letképességére, kezdve a taplalékfelvételtdl egészen a larvaallapotig.
Kovetkezésképpen, Ugy dontottem, hogy tovabbi vizsgalatokat végezzek ezeknek a
hatasoknak az elemzésére a zsenge ponty esetében. Az allatok takarmanyozasanak célja,
hogy fedezzék a szervezet szamara az ATP hatékony termeléséhez sziikséges
makronutrienseket, valamint tovabbi mikronutriensek réven biztositsak a szervezeteik
miikodési hatékonysagat. Ennek értelmében egy célzott kiegészittapot allitottam 0ssze
a taplalkoz6 larvaegyedek szamara, GTE-k hozzdadasaval (részletek az Anyag és

Modszer fejezetben). A vizsgalat els6 1épésében a szaporitast kovetden, az embridgenezis
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elkezdédik ¢és a larva egyedek kelés ideje 60-70 napfok. Ebben az idészakban a larva
novekszik és kialakulnak a fontos szervei, mint példaul a sziv, az agy €s a gerincveld. A
larva taplalkozasa a kezdetekt6l fogva fontos szerepet jatszik a fejlodésiikben. Elszor a
larva taplalékat az ikraban tarolt tdpanyagok biztositjak, majd ahhoz, hogy tudjon
novekedni, attér a kiilsd taplalék felvételére. A larva taplalkozasa természetes
kornyezetben kisméreti zooplanktonokra épul. Viszont, mesterséges nevelési
kornyezetben a soérdk (Artemia salina) a legalkalmasabb taplalék. A ponty
¢letképességének felmérése soran a harmadik naptol kezdédd taplalkozéasi szakasz
kritikus id6szakot jelent a larvafejlodés szempontjabol. Barmilyen taplalkozasi hidny
ebben a fazisban gatolhatja a névekedést és potenciélisan a larvak pusztuldsahoz vezethet.
Kldnosen fontos, hogy harom nappal a kikelés utan a larvak megtoltik iszéhdlyagjukat
levegével és elkezdenek taplalkozni (ahogy a 40. &brén is lathat0). Ez a szakasz a
fejlodésiik kritikus pontjat jelenti, ahol a megfelel taplalkozas elengedhetetlen a
talélésukhoz és ndvekedésiikhoz.

40.  abra: A ponty életképességének értékelése

Balrol jobbra: (A) az embriogenezis soran befejez6dott larvak lathatdk; (B) a nem taplalkozo larvak a kelést kovetd 1.
napon; (C) a taplalkozo larvak a kelést kvet6 3. napon, z61d nyil jelzi az iszoholyagot (ALEY A és mtsai., 2023).
Ebben az id6szakaszban a pontylarvak anyagcseréje intenziven fog ATP-t termelni,
felhasznélva az elfogyasztott taplalékbol szarmazo tapanyagokat és a leveg6bdl szarmazo
oxigént. Az ATP termelés fontos szerepet jatszik ebben a folyamatban, mivel az energiat
biztositja a sejtek szdmdra a novekedéshez €s a fejlddéshez. A pontylarvak taplalkozasa
és 1égzése Osszefiigg egymassal, és mindkett6 elengedhetetlen a megfelelé fejlodéshez.
A vizsgalat célja az volt, hogy dsszehasonlitsam a sorak taplalkozasi hatékonysagat
a GTE-kkel kiegészitett tappal. A kisérlet soran parhuzam allithato fel, a termel6dott ATP
és a larvakkeénti testhossz-novekedeés értékelésé kozott a harmadik naptol kezdédéen. Az
adatok elemzése soran megallapitast nyert, hogy a megtermékenyitett ikrak és a nem
taplalkozo larvakat érintd szakaszokban a testhossz a magas ATP szint mellett
megkétszerezddik. A kikelés utan 3 nappal a taplalkozo larva szakaszéban jelentds

kilonbségek mutatkoztak az ATP-hozamok tekintetében a csoportok kozott. Mivel az
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ATP mérésekre pontosan 1 Ordval etetes utdn kellett sor Kkerllnie a mintak
0sszehasonlithatosaga és a kisérlet reprodukélhatosaga érdekében (figyelembe véve az
ATP stabilitasat es a napszakos etetési ciklusok altal befolyasolt ATP-szintvaltozasokat),
a mintavételezés valamint a mérési folyamat idéigénye miatt, mintanként 10 egyed
vizsgalatara volt lehetéségem. A hal-laboratorium és az ATP mérés helyének kozelsége,
illetve tobb személy bevonasa a mintavételbe a jovOben jelentdsen megkonnyitheti a
maodszer t6bbszoros replikalasat és szélesebb korii alkalmazasat. Bar a larvak testméretei
0sszehasonlithatdak voltak, az ATP-hozamokban jelent6s eltérések voltak (21. tblazat).

21.  tablazat: A GTE-k taplalkozési hatdsa a ponty larvékra

Kiegészitotap
Larvafejlodés Mért értekek I_?ibes RL_Jbus Vacci_nium Artemia
napokban nigrum fruticosus myrtillus salina
GTE GTE GTE
; Testmeret (mm) 1,95 +0,05
Ikrak (0.nap) I ATp (/10 egyed) 77,29
Nem t4plalkozo Testméret (mm) 5,84 +0,10
larvak (1. nap) ATP (pg/10 egyed) 51,71
Téaplalkozo larvak Testmeret (mm) 7,21 0,09
(3. nap) ATP (pg/10egyed) | 128,02 | 16832 | 247,16 | 156,92
Téaplalkozé larvak Testméret (mm) 7,21 +0,09
(5. nap) ATP (pg/10egyed) | 292,03 | 3752 | 28519 99,37
Téaplalkozé larvak Testméret (mm) 7,77 £0,16 8,74 +0,09
(7. nap) ATP (pg/l0egyed) | 244,12 | 189,11 | 173,14 240,83

Megjegyzeés: Artemia salina (s6rék)-kontrollcsoport. Mért paraméterek: testméret (mm), ATP-tartalom (pg).

Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy az ATP-termelés hatékonyabb lehet a
taplalék valtozatossagaval, és ezaltal befolyasolhatja a larvak ndvekedését és fejlodését.
Fontos tehat figyelembe venni a taplalék tipusat és valtozatossagat a larvak optimalis
fejlédése érdekében. Az ATP hozaménak véltozasa befolyasolhatja a larvak altaldnos
energia-anyagcseréjét és névekedési potencialjat, hangsulyozva annak lehetdségét, hogy
megértsiik a tdplalkozasi tulajdonsagokat és a kiillonboz6 tapok hatdsait az akvakultira
gyakorlataban. Az eredmények tiikrében e kritikus fejlodési szakaszban a Vm-GTE altal
termelt ATP tartalom volt a legmagasabb (58%) meghaladva a soérakkal etetett
kontrollcsoportot (21. tablazat). A Rf-GTE esetében egy kisebb novekedés (7%)
figyelhetd meg az ATP termelésben, ellenben a Rn-GTE erds csokkenést valtott ki az
ATP termelésben (-18%) a kontrollhoz viszonyitva. A harom GTE kdzil a legmagasabb
hozamot a Vm-GTE produkalta, majd ezt kdvette a Rn-GTE. Megfigyelhetd, hogy a Rn-
GTE esetében az ATP tartalom a Vm-GTE-hez képest felére csokkent. Azonban a sorak
és a Rn-GTE specifikus ATP értékek megegyezonek mondhatok egy kis eltéréssel

Ot nappal az els6 levegovételt kdvetden az értékelés soran azt tapasztaltam, hogy a

larvak mérete gyakorlatilag valtozatlan maradt (21. tablazat: larvak etetése 5. nap).
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Viszont, ebben a ciklusban a GTE-ok nagyon valtozatos ATP hozamot mutattak a
mérések soran. Azonban jol megfigyelhet6, hogy a kontrollcsoporton beliil ATP tartalom
kritikusan lecsokken a tdbbihez képest (a 3 és 7 napokhoz viszonyitva). A GTE-al
Kiegészitett tapok kozil a Rn-GTE (194%) és a Vm-GTE (187%) hatasara jelentdsen
megndtt az ATP-koncentracio a larvakban. Ezzel szemben a Rf-GTE-vel taplalt 1arvak
ATP tartalma lathatéan lecsokkent (-62%) a kontrollcsoporthoz képest.

Hét nappal a kikelés utan hasonlo eredményt adott mindharom GTE-vel kiegészitett
haltd4p a larvdk testhosszaban, amely a kontrollcsoporthoz képest rovidebbnek
bizonyultak (21. tablazat). Azonban, a larvak ATP tartalma az Rn-GTE és a
kontrollcsoport kozott szamottevd kiilonbségek nem mutatkozott meg. Megfigyelhetd,
hogy taplalkozd larva ATP érték ebben az egy esetben érte el a kontroll minta ATP
szintjét, mig a Rf-GTE (-21%) és VmM-GTE (-28%) tartalmak lecsdkkentek. Az is jol
megfigyelhetd, mikdzben a zsenge taplalkozo ivadék taplalasnal (3 naptol kezdodden) a
Rn-GTE-nak volt a leggyengébb hatdsa az ATP tartalomra, addig az iddsebb larvaknal
egyik legjobbnak bizonyult. Kilenc nappal a kelés utan kizarolag a sorakkal etetett larvak
maradtak életben. Osszességében az ATP-szint érzékeny és gyors markernek bizonyult a
taplalkozasi hatasok korai szakaszban torténd kimutatasara, ugyanakkor onmagaban nem
alkalmas a hosszu tava hatasok értékelésére, ezért a jovobeni vizsgalatoknak ki kell
terjednitk a névekedesi utem, talélési arany és egészségi allapot monitorozasara is.

A fenti eredmények azt mutatjak, hogy a kikelés utani harmadik nappal az Vm-
GTE kivald ATP-termeld képességgel mutatott, hasonléan a kontrollként alkalmazott
sorékkal taplalt larvakhoz. Az 6todik napon azonban csak az Rn-GTE és a Vm-GTE-vel
taplalt larvakban volt megfigyelhetd az ATP novekedése. A hetedik napon pedig csak a
Rn-GTE-vel taplalt larvakban volt enyhe az ATP-tartalom emelkedése.

A vizsgélat egyik legfontosabb eredménye, hogy egy Ujszerti, a szakirodalomban
eddig nem dokumentélt mddszerrel sikerllt mérni a pontyivadékok ATP-tartalmanak
valtozasat, ami 0j lehet6ségeket nyithat az élettani kutatasok terén. Ez a mérési technika
lehetdvé tette annak pontosabb nyomon kovetését, hogy a kiilonb6zd taplalékforrasok,
koztik a GTE, milyen hatdssal vannak a sejtek energiaszintjére. Az eredmények azt
mutattdk, hogy a GTE pozitivan befolyasolja az ATP-koncentracio noévekedését a
larvafejlédés soran, ami igazolja taplalo tulajdonsagait. Ugyanakkor a larvak
érzékenysége minden életciklusban megfigyelhetd volt. Mivel az ATP a sejtek
energiajanak f6 forrasa, elengedhetetlen a normalis sejtmiikodéshez. A vizsgalat soran

kiderult, hogy a kiilonb6z6 GTE-k standard sorakkal valo helyettesitése ndvelte az ATP-
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szinteket a pontylarvakban. Ez arra utal, hogy a GTE-k hatékonyan hozzajarulhatnak a
frissen kikelt pontylarvak tapanyagellatasahoz, és a haltdpban talalhato tapanyagok jol
hasznosulnak a sejtek energiatermelésében. A kutatas eredményei alapjan
megallapithatd, hogy a GTE-k potencidlis alternativ taplalékforrasként szolgalhatnak a
pontyok korai fejloddési szakaszaban. Ez a felfedezés kiilonosen fontos lehet a
haltenyésztés szdmara, mivel hozzajérulhat a haltdpok dsszetételének optimalizaldsahoz,
eldsegitve ezzel a pontyok egészséges fejlodését €s novekedését.

A Drosophila és a ponty larvak vizsgalataival a 3. célkitlizés teljesiilt, mivel
ezekben sikerult feltarni a GTE-k taplalkozastani és anyagcsere-hatéasait, valamint a

fejlédésre gyakorolt szerepiiket.
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5. KOVETKEZTETESEK, JAVASLATOK

A disszertaciom alapjat képezte az eddig ismeretlen fekete ribizli (Rn: Ribes
nigrum), szeder (Rf: Rubus fruticosus L.) és fekete &fonya (Vm: Vaccinium myrtillus L.)
rlgyhajtasok beltartalmi értékeinek vizsgalata tovabba az antimikrobialis és élettani
hatasainak tanulmanyozésa, és a jelent6sebb eredményeket a kovetkezékben fogom

ismertetni.

A GTE-K jelentds, de eltéré bioaktiv dsszetevoi hasonlo élettani hatassokkal
rendelkeznek

A vizsgalt novényi kivonatokat részletesen vizsgaltam a kémiai Osszetétellk
tekintetében, hogy teljes képet kapjak roluk. A GTE-k kvalitativ és kvantitativ elemzését
is elvégeztem e vizsgalat soran. Kimagaslé széamban a Rn-GTE friss ndvényi
rlgyhajtasbdl kinyert extraktumbol 139 fitonutrienst sikerilt beazonositani, a Rf-GTE-
b6l 95-et és a Vm-GTE-bo1 85-t kémiai dsszetevét. A Rn-GTE a legszdmosabb polifenolt
tartalmazza a GTE-k kozil, dsszesen 84 kiilonbozé flavonoidot és 23 nem-flavonoid
tipusu polifenolt. A Rf-GTE kevesebb kémiai 6sszetevot tartalmaz, de koziilik féleg 36
flavonoidok és 25 nem-flavonoid tipusd, mig a Vm-GTE 47 flavonoidot, de kevesebb 8
nem-flavonoid tipusd polifenolt tartalmaz. A harom kiilonb6z6 GTE-kben aminosavak,
karbonsavak, vitaminok és egyéb vegyuletek is megtalalhatok, de az 6sszetétellk eltér
egymastdl. Mindharom riligy-extraktumbol sikertlt olyan 0] komponenesekket
azonositani, amelyek eddig nem voltak ismertek a ndvény levelében, a termésében és az
adott novényi fajon belil. A GTE-k tanulmanyozasa soran a mindségi azonositasban
Osszesen 48 nem-flavonoid és 133 flavonoid komponenst sikerilt beazonositani. Az
eredmények érdekes betekintést nyuljtottak a lehetséges egészségiigyi elonyokre
vonatkozéan.

A Rn-GTE fitonutriens 0Osszetétele arra wutal, hogy a kivonat foként
gyulladascsokkentd, antioxiddns és antidiabetikus hatdsokkal rendelkezhet, de kisebb
ardnyban tumorprevencids, neuroprotektiv, sziv- és érrendszeri védo, valamint elhizas
elleni hatasok is megfigyelhetok. Ezek a tulajdonsdgok jol Osszhangban allnak a
szakirodalmi adatokkal, amelyek tdbb azonositott vegyuletnél igazoltdk ezeket a
hatasokat. Ezt tAmasztjak ala tobbek kdzott azok a vizsgalatok is, amelyek az acacetin,
apigenin, rutin és luteolin gyulladascsokkentd hatasait irtak le. CHANG ¢és mtsai., (2017)
vizsgaltak a szivizominfarktust, amely sorén az acacetin adagolassal a kiserleti patkanyok
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szivizomsejtjeinek apoptozisat csokkentette. Az acacetin anti-inflammatorikus hatasat
megfigyelték tiid6 sériilések (CHANG és mtsai., 2024), és majkarosodas (LIOU és mtsai.,
2022) kapcsan. Ugyanakkor, egy masik tanulmany az apigenin erds gyulladasgatlo
aktivitasarol szamolt be, azéltal, hogy a nitrogén-monoxidtermelést, az indukéalhato-
nitrogén-monoxid-szintazt és a ciklooxigenaz-2-t gatolta (CHOI és mtsai., 2014). Az anti-
inflammatorikus fitonutriensek kdzo6tt emliteni kell a rutint (rutozid) is, amelynek egyik
metabolitja (3,4-dihidroxitoluol) hatékonyan gatolja az iflammatorikus NF-«B jelatviteli
utvonalat a lipopoliszacharidok altal aktivalt makrofagokban (SU és mtsai., 2014). A
luteolin egy masik fitonutriens, amelynek anti-inflammatorikus hatdsat sikerilt
bizonyitani, hiszen az NF-kB jelatviteli utvonal gatlasaval akadalyozza a
proinflammatorikus citokinek (IL-1p és IL-18) szintézisét (BLEVINS és mtsai., 2022).

Az antioxidans tulajdonsagok kozil ki kell emelni a hiperozidot és a kvercetint.
XING és mtsai., (2011) arr6l szamoltak be, hogy a hiperozid flavonoid tovabb fokozza a
sejt antioxidans védelmi rendszerét, Ggy, hogy a hem oxigenaz-1 aktivitast noveli és
fokozza az expressziojat. A kvercetin és szarmazékainak az in vitro, illetve in vivo
antioxidans hatasai is jol ismertek (XU és mtsai., 2019).

Az antidiabetikus komponensek kozul tébb vegyilet is fontos szerepet jatszik.
PANDA és KAR, (2007) tanulmanya sordn arrdl szdmol be, hogy a kvercetin-3-O-
glukozid antidiabetikus szer az inzulinstimulalé és/vagy szabadgydkfogo tulajdonsagain
keresztl. A myricetin antidiabetikus hatasat is részletesen tanulmanyoztak (LI és mtsai.,
2017). A trigonellin egy alkaloid tipusu fitonutriens, amely egy NAD+ prekurzor
(MEMBREZ és mtsai.,, 2024), eés az antidiabetikus szerepe a Vvércukorszint
szabalyozéasaval kapcsolatos (van DIJK és mtsai., 2009). Tovabba az antidiabetikus hatas
kapcsan emliteni sziikséges a 4-hidroxi-isoleucin aminosav jelenlétét, amelynek inzulin
rezisztencia csokkenetd hatdsa bizonyitott (GAO ¢és mtsai., 2015), de a makrofag
specifikus inflammatorikus hatést is enyhiti a metabolikus szindréma kapcsan (YANG és
mtsai., 2021).

A tumor prevenciot tdmogatd fitonutriensek koziil emlithetd az isorhamnetin
flavonoid, amelyrdl kimutattdk, hogy jelentdsen fokozhatja a kapecitabin gyomorrak
elleni hatasat (MANU és mtsai., 2015). Ugyanakkor, kimutattak, hogy a terpén csaladhoz
tartoz0 geranylgeraniol szerepet jatszhat az U937 leukémia sejtek apoptozisanak
indukalasaban (MASUDA és mtsai., 2006).

A Rn-GTE-ben megtalalhaté neuroprotektiv hatdssal rendelkezd fitonutriensek

kozil a kempferol és a kinurénsav emelhetdk ki. CHENG ¢és mitsai., (2018) igéretes
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hatéanyagnak vélik a kempferolt, mert az egerek agyaban Kkivaltott gyulladasos
valaszokat enyhiti, azéltal, hogy csdkkentik a HMGBL1 felszabadulasat és szabalyozzéak a
TLR4/MyD88 gyulladasos Utvonalakat az agyban. A kinurénsav egy fontos fitonutriense
a Rn-GTE-nek, és anti-neuroinflammatorikus szerepe viszonylag jol ismert (YAN és
mtsai., 2023).

Sziv-, és érrendszer védod hatassal rendelkez6 novényi komponensek kozil a rutin
emelhetd ki, melyet antitrombotikus és véralvadasgatlo szerkent is hasznalnak. CHOI és
mtsai., (2015) kiserletiik soran kimutattak, hogy a rutin gatolja a trombozist és az akut
thromboemboliét egerekben, igy képes a sziv-, és érrendszeri betegségek kezelésére,
azaltal, hogy veéralvadasgatlo és vérlemezke-gatlo tulajdonsadgot mutat.

Az elhizas elleni komponensek koziil a kempferol emelhetd ki, amelyrdl
bizonyitottak, hogy zebrahalban gatolta a lipid felhalmozddast a zsirsejtekben, és
ilyenképpen alkalmas lehet a lipid-metabolizmus szabalyozéaséara (LEE és mtsai., 2015).

A Rn-GTE fitonutriens profilja alapjan prediktalhatéak az anti-inflammatorikus és
antidiabetikus élettani hatasok. Sajat kisérletes eredményeink is megerdsitették a Rn-GTE
prevencios jellegét: patkany modellen indukalt neuroinflammacio soran a hipokampalis
gyulladascsokkentd hatast figyeltiink meg (TEGLAS és mtsai., 2023).

Az irodalmi adatok mellett fontos kiemelni a Rn-GTE egyes dominans
komponenseit is, amelyek mennyiségiiknél fogva kiilonos jelentdséggel birhatnak.

A Rn-GTE rendelkezik a legalacsonyabb in vitro antioxidans kapacitassal. A Rn-
GTE esetében harom polifenolnak van jelents reprezentacioja kvalitativ mérés kapcsan.
Az elsé ilyen vegyiilet a kavésav, melynek megnovekedett mennyisége arra utal, hogy a
Rn-GTE jelentds gyulladdscsokkentd ¢és antioxidans hatdssal rendelkezhet
(KIRMIZIBEKMEZ és mtsai., 2019; SYMES és mtsai., 2018). Szorosan koveti a rutin,
amely a kavésav utan a masodik legelterjedtebb flavonoid, melyrdl kimutattdk, hogy
nemcsak gyulladdscsokkentd, hanem antidiabetikus ¢és neuroprotektiv hatassal is
rendelkezik (GHORBANI, 2017). A harmadik legnagyobb mennyiségben el6forduld
vegyllet a hiperozid, mely szamos egészséglgyi hatassal rendelkezik, mint
gyulladasgatlo (LEE és mtsai., 1993), antidepresszans (ZHENG és mitsai., 2012),
neuroprotektiv (ZHANG és mtsai., 2011), antidiabetikus (VERMA és mtsai., 2013),
tumor ellenes (LI és mtsai., 2014) tulajdonsagokkal rendelkezik.

A szeder specifikus Rf-GTE esetében a fitonutriens 0sszetétel szintén tobbféle

¢lettani hatasra utal. Leginkdbb a gyulladascsokkentd, antioxidans és antidiabetikus
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hatasok emelhetdk ki, de jelen vannak a tumorellenes, idegrendszert védo,
kardioprotektiv, elhizas elleni és antibakterialis tulajdonsagok is. Az irodalmi adatok
alatamasztjak, hogy az azonositott 6sszetevok jelentds része valoban ilyen hatasokkal bir.

Szamos gyulladascsokkentd Gsszetevot azonositottam be ebben a kivonatban, de
ezek kozul is egyik legfontosabb a flavonoidok csoportjaba tartozé luteolin. Tébb kutatas
igazolta a luteolin gyulladast gatlo, rakellenes és neuroprotektiv tulajdonsagait
(CAPORALI és mtsai., 2022). FAN és mtsai., (2018), arrol szdmoltak be, hogy
kiilonboz6 egerekben kivaltott gyulladast kdvetden, a luteolin gyulladascsokkentd hatasu
és fajdalomcesillapito tulajdonsaggal rendelkezik. Egy masik kisérletben igazolték, hogy
a luteolin gyulladascsokkent6 tulajdonsagai révén megakadalyozza az irinotecan altal
kivaltott bélnyalkahartya-gyulladast egerekben (BOEING és mtsai., 2020). A luteolin
anti-inflammatorikus hatdsan tal, mindenképpen szélni kell a tumor-ellenes
sajatossagairdl is, amely kapcsan igazoltdk, hogy a luteolin gétolja az IGF-1 Altal
kozvetitett PI3K/AKkt aktivaciét (TUORKEY, 2016). A prosztatardk CSC (cancer stem
cell)-k gatlasara is képes a luteolin és ezeért alkalmazésa U] terapias stratégiava valt (Han
és mtsai., 2018).

Az antioxidans hatasokban az astragalin és a chrysoeriol jatszanak fontos szerepet.
Az astragalin képes modulalni az oxidativ stresszre reagald6 MAPK jelatviteli Gtvonalat
(CHO és mtsai., 2014). Az asztragalinnak az oxidativ stresszre gyakorolt javitd hatasat a
mitokondrialis jelatviteli Gtvonalra vonatkozéan kimutattdk varicocelizalt patkanyok
esetében (KARNA és mtsai, 2019). Ugyanakkor, a flavonoid csoporthoz tartozo
chrysoeriol vegyiilet is erds antioxidans kapacitassal rendelkezik, azaltal, hogy TOFIGHI
és mtsai., (2014) megerdsitették, hogy a szabad gyokfogo aktivitasa nagyobb volt, mint a
tobbi tiszta vegyuleté, ami 6sszehasonlithaté az E-vitaminnal és a butil-hidroxitoluolal.

Az antidiabetikus tulajdonsagokat szintén tobb vegyiilet képviseli. ORSOLIC és
mtsai., (2011) vizsgalata soran megéllapitottdk, hogy a naringeninben gazdag tapot
fogyasztd diabéteszes egerek viszonylag védettek lehetnek a cukorbetegség hosszu tava
szovédményeitdl a csokkent oxidativ stressz kovetkeztében. Ennek alapjan az egész
szervezet diabétesz elleni védelemmel rendelkezhet e vegyilet jelenlétében. Az
antidiabetikus hatds kapcsan fontos megemliteni az izorhamnetint és glikozilalt
szarmazekait, mivel kiillonbozo jelatviteli utakon keresztiil eldsegitik a gliikozfelvételt az
izomrostokban (JIANG és mtsai, 2019).

A tumorprevencios hatasokban kvercetin-szarmazékok, rutin és luteolin jatszanak

szerepet. Kozottiik is eldfordulnak kvercetinek és glikolizalt szarmazékaik, amelyek
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tumor ellenes hatasat tobb kisérleti megfigyelés is igazolja (NEAMTU és mtsai., 2022).
A tumorpreventiv hatasu fitonutriensek kozott a Rf-GTE-ben is megtalalhato a rutin és a
luteolin.

A neuroprotektiv hatasok kozil az ellagsav, a procianidinek és a pinocembrin
emelheték ki. Az egyik ilyen Osszetevd az ellagsav, amelyr6l kimutattdk, hogy
neuroprotektiv tulajdonsdgokkal bir a Parkinson-kor 6-hidroxidopamin-indukalt
patkanymodelljében: mérsékli az apoptozist és az oxidativ stresszt, valamint antioxidans
tulajdonsaga révén javitja a monoamin-oxidaz B aktivitasat, fokozza a nuklearis faktor
(eritroid eredeti 2)-szerii 2 és a hem-oxigenaz-1 szintjét (BALUCHNEJADMOJARAD
és mtsai, 2017). Emellett a Rf-GTE procianidineket is tartalmaz, amelyek neuroprotektiv
hatasat tobb kisérleti megfigyelés igazolta (CHEN és mtsai, 2022). A pinocembrin egy
olyan fitonutriens, amely szerepet jatszik a hipoxia indukélta neuroinflammaécio
gatlasaban (GONG és mtsai., 2020).

Az elhizaés elleni aktivitasokhoz a klorogénsav és a katechinek jarulnak hozza. Egy
ilyen vegyilet a klorogénsav. CHO és mtsai. (2010) kutatasai soran klorogénsavval
dusitott, magas zsirtartalmu taplalékkal etették az egereket, és arra a kdvetkeztetésre
jutottak, hogy a klorogénsav kedvezden befolyasolja a testsulyt, a lipidanyagcserét és az
clhizassal Osszefiiggé hormonok szintjét. CRESPY és WILLIAMSON (2004)
beszamoltak a katechinek hosszu tdva fogyasztasanak eldnyeirdl, amelyek segithetnek a
magas zsirtartalmu étrend altal kivaltott elhizas visszaszoritdsaban. Ezen kiviil kedvezden
hatnak a 2-es tipusi cukorbetegség kialakuldsdban szerepet jatszo lipid- és
glikdzanyagcsere-zavarokra, valamint csokkenthetik a sziv- és érrendszeri betegségek
kockézatat.

A sziv- és érrendszeri védo hatasokban az astragalin szerepe figyelemre mélto. Egy
koradbbi tanulméany szerint az astragalin kezelés hatdsos lehet az ischaemia/reperfizids
sériilés soran. Csokkenti a szivizom oxidativ karosodasat, mérsekli a gyulladasos vélaszt,
valamint alacsonyabb szintii szivizomsejt-elhalast eredményez (QU és mtsai., 2016).

Az antibakterialis komponensek kozil a 3-O-metil-ellagsav emelhetd ki. KUMAR
és mtsai. (2014) vizsgalatai szerint a 3-O-metil-ellagsav szamottevd gatlo hatast fejt ki a
Staphylococcus aureus és a meticillinrezisztens S. aureus torzsekkel szemben, ami (j
lehet6séget kinalhat a human antibakterialis kezelésekben.

Ezt a felallast alatdmasztjak az in vitro korilmények kodzott végzett vizsgalati
eredmények, ahol az antioxidans kapacitas értékek alapjan (22. tablazat) a masodik helyet

foglalja el a Rf-GTE. A szalicilsav az elsé vegyiilet, amely nagyobb mennyiségben van
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jelen a Rf-GTE-ban, mint fitokémiai anyag. Létfontossagu szerepe a kdrokozok ellen van,
gyulladascsokkent6 és antioxidans hatassal biré fenolsav (RANAJELOVIC és mtsai.,
2015). Masodik helyen két flavonoid vegyilet helyezkedik el: az apigenin és a rutin. Az
apigenin egy jol tanulméanyozott vegyiilet, melyrdl igazoltdk, hogy jelentds
gyulladascsokkentd (GINWALA ¢és mtsai. 2019), antioxidans (KIM ¢és mitsai., 2019),
neuroprotektiv (NABAVI ¢s mtsai., 2018) és tumor megel6z6 (YAN ¢és mtsai, 2017)
hatasokkal rendelkezik. Mig a rutinrdl kimutattak, hogy nemcsak gyulladascsokkenté és
antioxidans (GAUTAM és mtsai., 2016) hanem antidiabetikus (PRINCE és mtsai., 2006)
hatassal is rendelkezik.

22. tbldzat: A GTE antioxidans értékeinek csokkené sorrendje

Osszes polifenol-TPC | Osszes flavonoid - FRAP | DPPH antioxidans

GTE minta (mg GAE/ 100 ml) (mg ASA/100 ml) aktivitas, %
Ribes nigrum 3 3 3
Rubus fruticosus 2 2 1
Vaccinium myrtillus 1 1 2

A Vm-GTE kémiai 0Osszetétele alapjan elsésorban antioxidans, anti-
inflammatorikus és antidiabetikus hatasok varhatok, ugyanakkor kisebb mértékben
tumorellenes, kardiovaszkularis védd, neuroprotektiv és obezitas elleni aktivitas is
kimutathato lehet. Ezek az eredmények jol illeszkednek azokhoz a korabbi
vizsgélatokhoz, amelyek az egyes azonositott fitonutriensek hasonl6 bioldgiai szerepét
irtak le.

Az antioxidans tulajdonsadgokhoz tébb flavonoid is hozzajarul. A pruninrol
(naringenin-7-O-glukozid) kimutattak, hogy védelmet nydjt a doxorubicin altal kivaltott
oxidativ karosodas ellen, és gatolja a szivizomsejtek elhalasat (HAN és mtsai., 2012). Az
ampelopsin szintén jelentds antioxidans hatassal bir (HOU ¢és mtsai., 2014), tovabba
tumorellenes aktivitast (TULI és mtsai., 2022) és az inzulinrezisztencia csokkentését is
igazoltdk (ZHOU ¢és mtsai., 2016). Az avikularin antioxidans és gyulladdscsokkentd
hatdsat tobb vizsgalat is igazolta (ZHANG és mtsai., 2020), amelynek
hatasmechanizmusaban a TLR4/MyD88/NF-kB ¢s az Nrf2/HO-1 jelatviteli Gtvonalak
kozremiikodnek (SHI és mtsai., 2023).

Az oxidativ stressz mérséklésén tul a kivonat tobb komponense gyulladéscsokkentd
hatassal is rendelkezik. Koziilik kiemelhet6 a 4-kumarsav, amelynek aktivitasat akut
bélgyulladasos modellekben mutattdk ki (LUCERI és mitsai., 2004). A cianidin és
szarmazékai szintén fontos Osszetevok, amelyek csokkentik a TNFo és az IL-6

expresszidjat, tovabba mérséklik az inzulinrezisztenciat (GUO és mtsai., 2012). A
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hirsutrin, egy kvercetin-szarmazék, gyulladascsokkentd, antioxidans és antidiabetikus
tulajdonsagokkal egyarént rendelkezik (BHUIA és mtsai., 2023). A laricitrin
gyulladascsokkentd aktivitasat is kimutattdk (LEE ¢€s mtsai.,, 2023), emellett
daganatellenes hatéasai is ismertek (CHANG és mtsai., 2016). A malvidin és a peonidinek
tovabbi antioxidans és gyulladascsokkentd vegyliletek, amelyek jelentdségét tobb kisérlet
is alatamasztja (FAGUNDES és mtsai., 2021; HAO és mtsai., 2023).

Az anyagcsere-betegségek elleni hatadsokban is tobb vegyiilet vesz részt. Az
antidiabetikus hatasok kozll kiemelkedik az abszcizinsav, amelyet az egyik legismertebb
terpénsavkent tartanak szdmon. Kordbbi vizsgalatok szerint enyhitheti a Il-es tipusu
cukorbetegség tuneteit, és hatdsmechanizmusa hasonldsdgot mutat a tiazolidindionokkal
(BASSAGANYA-RIRA és mtsai., 2010). Ezen kivul fekete afonyakivonatok esetében is
kimutattdk, hogy antioxidans és antidiabetikus hatdsok mellett génexpresszios
valtozasokat is képesek kivaltani (NEAMTU és mtsai., 2020).

A tumorellenes aktivitast tobb 0sszetevd is timogatja. Az avikularin hatékonysagat
példaul emberi gyomorrak kezelésében igazoltdk (GUO és mtsai., 2018). A sziv- és
érrendszeri védé hatasokhoz elsésorban a kvercetin-szarmazékok jarulnak hozza, koztiik
az izokvercetin, amelynek kardioprotektiv aktivitasat iszkémia/reperfuzios kisérletekben
mutattdk ki (CAO és mtsai., 2017). Neuroprotektiv vegyiletként a cianidin-3-O-
szambubiozid emelhet6 ki, amely a Parkinson-kér folyamatait enyhitheti
(STRATHEARN és mtsai., 2014). Az elhizas elleni hatasokban a klorogénsav és a
kavésav jatszanak szerepet, amelyek lipidanyagcsere-szabalyoz6 tulajdonsagait tébb
allatkisérlet is igazolta (CHO és mtsai., 2010). Az antimikrobialis komponensek kdzul az
avikularin emlithetd, amely Candida fajokkal szemben bizonyult hatékonynak (DESRINI
és mtsai., 2023).

A Vm-GTE rendelkezik a legnagyobb in vitro antioxidans kapacitassal (22.
tablazat), ahol az els6 helyet foglalja el e tekintetben. A Vm-GTE esetében a polifenolok
kozul legnagyobb mennyiségben kavésav és kvercetin-tartalmaval varhatéan jelent6s
gyulladascsokkentd és antioxidans tulajdonsadgokkal rendelkezik a korabbi tanulmanyok
alapjan (SYMES és mtsai., 2018; YANG és mtsai., 2013; MUHAMMAD ABDUL
KADAR és mtsai., 2021). A kivonatok kozil kimagaslo mennyisegben van jelen a
klorogénsav, melyrdl kimutattak, hogy javitja a gliikkdz €s lipid metabolizmust az aktivalt
protein kindz aktivitasa révén, igy jotékony hatassal lehet az antidiabetikus kezelésekben
(ONG és mtsai., 2013).
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Osszességében a harom kivonat dsszehasonlitasa is érdekes kiilonbségekre vilagit
rd. Megfigyeléseim szerint a Rn- és a Vm-GTE ké&vésavtartalma, valamint a Rn-GTE
rutin mennyisege szignifikans, mig a Vm-GTE kiilonosen nagyobb mennyiségii
kvercetint és klorogénsavat tartalmaz, a Rf-GTE pedig szalicilsav-tartalmaval tinik ki.
Ezek a polifenol-kombinaciok potencialisan felhasznalhatok lehetnek gyulladas-
csokkentd, antioxidans és antidiabetikus hatasok tamogatasara. Bar a Vm-GTE és az Rf-
GTE hasonloan erés in vitro antioxidans kapacitassal rendelkezik, a Rn-GTE kevésbhé
bizonyult hatékonynak. Fontos azonban megjegyezni, hogy az in vitro antioxidans

kapacitas onmagaban nem feltétlentil jelzi el6re az in vivo egészségjavitd hatasokat.

A szeder és fekete afonya GTE-k hatékony bakterialis ndévekedést gatlok és
ugyanakkor jo baktériumolé szerek
Fekete ribizli (Ribes nigrum L.)

Az antimikrobidlis elemzést kovetden, kevésbé hatékonynak bizonyult az agar
diffazios modszer soran a Rn-GTE. A vizsgalati eredmények kimutattak, hogy a kivonat
nem mutat szignifikdns antimikrobialis hatast a legtébb vizsgalt mikroorganizmusra,
Kivéve a L. monocytogenes baktérium és a S. cerevisiae élesztégomba (11. tablazat).
Ezzel szemben egy kordbbi tanulmény arrél szdmolt be, hogy a romaniai Rn-GTE
vizsgalat soran gatlo hatast talaltak a S. aureus, a P. aeruginosa, az E. coli, az A. niger és
a Candida albicans mikroorganizmusokkal szemben (RAICIU és mtsai.,, 2010). A
latszélag egymasnak ellentmond6 adatok a kiilonb6z6 termesztési helyekkel vagy az
eltéré kivonasi modszerekkel magyarazhatok. Vagyis, RAICIU és mtsai., (2010) vizes
extrahalassal vontak ki a Rn-GTE-t, addig esetemben az extrahalas alkohol-glicerines
volt. Kutatasuk soran kimutattdk, hogy a termdéterulet foldrajzi elhelyezkedése
befolyasolhatja a kiilonboz8 ndvényfajok fitonutriens Osszetételét, igy ez azzal is
magyarazhato, hogy a romaniai bogydk gazdagabbak antioxidans komponensekben, mint
az oroszorszagi bogyok (GEORGESCU és mtsai., 2022). Hasonl6 modon, a Rn
antioxidans kapacitdsa valtozhat évszaktol és fajtatol fiiggéen (TABART és mtsai.,
2006).

A Rn-GTE gazdag flavonoidokban és polifenolokban. A fiatal Rn riigyhajtasok
leggyakoribb Gsszetételei kozott azonositottam fenolos vegyileteket, mint a galluszsav,
a hidroxifahéjsav-szarmazékok, j6 néhany flavonolt (kvercetin, miricetin, kaempferol és
izorhamnetin) és dihidrokvercetin szarmazékait, amelyet alatdmasztanak IERI és mtsai.,
(2015) is kutatasukban, illetve TABART és mtsai., (2006) tanulméanyaiban beszamolnak
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a Rn riigyhajtdsokban leggyakrabban eldforduld vegyiiletekrdl, melyek a rutin, az
izokvercetin és az astragalin. Feltehetéen, hogy az elébb emlitett kémiai vegyiiletek
hatassal lehetnek az antimikrobialis gatlasokért. Egy kordbbi vizsgalatban, kilonboz6
litvdn Rn gyumaolcsok antimikrobialis hatasat figyelték meg, ahol az 1%-0s koncentracid
gatlo hatést fejt ki a Rhodotorula rubra, Lactococcus lactis, Micrococcus luteus, S.
aureus, L. monocytogenes, B. cereus, S. typhimurium és E. coli mikroba fajokra
(BENAOKAS és mtsai., 2018). Ez az allitds arra enged kovetkeztetni, hogy a Rn
gyiimolcskivonat sokkal szélesebb korti antimikrobialis hatdssal rendelkezik, mint az
altalam bevizsgalt GTE. Esetemben, a legérzékenyebb baktériuma a P. vulgaris volt a
Rn-GTE-vel szemben, ahol a 20%-0s GTE bakteriosztatikus hatast mutatott a MIC
vizsgalat soran, addig a legkevésbé érzékeny az E. faecalis (nincs gatlasa) és a S. enterica
(csak a 100%-os kivonat gatolja), de megjegyzendd, hogy kiilonb6z6 koncentracioban a
GTE gatl6 hatassal rendelkezik a mikrobédkra. Ugyanakkor, a vizsgalat tikrében
elmondhat6, hogy a kivonat baktericid hatassal nem rendelkezik egyetlen vizsgalt
mikroorganizmusra sem. PAUNOVIC és mtsai. (2022) szerb Rn gyiimélcs és
levélkivonatot vizsgaltak és esetlikben a kivonat gatolta a S. aureus, az E. coli és a P.
vulgaris, ahol a MIC értéke 55,82 és 199,21 mg/ml koz6tt valtozott

Tovabba, TRAJKOVIC és mtsai., (2023) az altaluk végzett kutatasban arrol
szamoltak be, hogy a Rn liofilizalt 1, ahol a MIC érték 100 mg/ml volt, hatékonyan
gatoljaa S. aureus, E. faecalis, B. cereus, L. monocytogenes, az E. coli és a P. aeruginosa
bakteriumokat, addig az MBC értéek nagyobb volt, mint 100 mg/ml. Egy mostani
tanulmany szerint a fagyasztva széritott Rn porb6l négy jelentés fenolos (kaempferol-3-
O-rutinozid, rutin, cianidin-3-O-glikozid és hiperozid) vegylletet azonositottak be,
amelyek a rigy GTE-ben is jelen voltak. Megallapitottak, hogy az elébb emlitett
Osszetevok felelosek a MIC és agar diffuzios vizsgalatok soran kapott antibakterialis
tulajdonsagokeért (S. aureus és S. typhimurium). Ezek koziil jelentdsebb MIC értéket a
cianidin-3-O-gliikozid mutatott. Es megerdsitést nyert, miszerint a cianidin-3-O-gliikozid
vegylilet kérositja a sejtfalat és a membrant, és ezt a sejtbdl kiaramlo alkalikus foszfataz,
laktat-dehidrogenaz, fehérje- és DNS vizsgalatokkal igazoltak (ZHAO és mtsai., 2021).
Az elobb emlitett publikalt tanulmanyok alatdmasztjdk azt a felallast, hogy a Rn
gyumaolcs és rugy GTE széles, de alacsony antimikrobidlis aktivitassal rendelkezik.
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Szeder (Rubus fruticosus L.)

A szeder GTE a vizsgélt tizennégy mikroorganizmussal szemben nyolc esetében
hatékony antimikrobialis szernek mindsiil. A legérzékenyebb mikrobanak a L.
monocytogenes bizonyult, ahol a 100%-o0s koncentralt Rf-GTE 19,20 + 0,87 mm-es
gatlasi zonat eredményezett, ezzel szemben a 20%-0s kivonat esetében a gatlasi zona
atméréje 13,4 +0,53 mm. A S. aureus torzzsel szemben alacsonyabb, de a hdrom kivonat
tekintetében egyedili gatlasi zonakat eredményezett a GTE. Ellenben, a kivonat 50-70%
kozotti gatlasa joval nagyobbnak bizonyult, mint 80-100%-4al. A kivonat 0sszetétele és az
egyes komponensek megoszlasa felelds lehet a jelentésebb antimikrobialis gatlasért,
amelyt a hormézis effektussal hozhatd kdlcsonhatasban. E hatés kivaltas hatterét ajanlatos
a tovabbiakban részletesen is tanulmanyozni. Kis mértékben fejtett ki gatlast a P. vulgaris
baktériummal és S. cerevisiae élesztével szemben a Rf-GTE. Nem tapasztaltunk valodi
gatlast a penészgombak esetében sem, mivel a gatlasi zonakban telepek jelentek meg.
Azonban fontos kiemelni, azt a tényt, hogy a GTE képes volt valamiképpen enyhe gatlast
produkalni, ami egy Ujonnan felfedezett hatast jelent. WELI és mtsai., (2020) altal végzett
kutatas alapjan kimutattak, hogy az omani szederlevél-kivonatok gatld hatast fejtenek ki
az E. coli, a Haemophilus influenza, az E. faecalis és a S. aureus baktériumokra. Egy
masik vizsgélatban a pakisztani szeder kiilonb6z6 novényi részeit vizsgaltak meg, ahol a
szarkivonat 100 pg korongként hatékonynak bizonyult nyolc baktériummal szemben: E.
coli, S. typhi, S. aureus, Proteus mirabilis, Micrococcus luteus, Citrobacter, B. subtilis és
P. aeruginosa (RIAZ és mtsai., 2011). Vizsgaltak kiilonboz6 szerbiai Rubus fajokat, ahol
megallapitast nyert a fenolos Gsszetétel kapcsan, hogy a fé fenolsav az ellagsav volt a
levélkivonatban, ugyanakkor a legnagyobb mennyiséget a szederlevél kivonataban
sikerllt azonositani, valamint a levélben egyarant jelen voltak a hidroxifahéjsavak, az
aesculin, a katechin, a miricetin, a rutin, a kvercetin és a kaempferol. fgy feltehetoen a
kémiai dsszetevOk hozzajarulhatnak az antimikrobialis gatlas eléréséhez (PAVLOVIC és
mtsai., 2016). Fontos megjegyezni, hogy az &ltalam vizsgalt GTE-ban az emlitett
fitonutriensek jelenlétét UHPLC-ESI-MS vizsgalatokkal megerdsitem, valamint uj
vegyuleteket is azonositottam, mint példaul az aminosavak (4-hidroxi-izoleucin és
triptofan).

A Rf-GTE bakteriosztatikus hatasat figyeltem meg a MIC vizsgalat soran.
Megallapitast nyert, hogy a Rf-GTE kiilonb6zé koncentracioi hatékonyak az Gsszes
vizsgalt torzzsel szemben. Kozullk a legérzékenyebb mikroba 10%-al P. vulgaris és

20%-al a B. cereus. Mig a legkevésbe érzékeny a S. aureus, az E. faecalis, a S. enterica
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és a S. cerevisiae volt (60%). Az MBC elemzésekor azt figyeltem meg, hogy a 60%-0s
RF-GTE-koncentracidban a kivonat baktericid hatast mutatott a L. monocytogenes-szel
szemben, mig ugyanazon kivonat 60%-0s koncentracidja a S. aureus, 70%-0s
koncentracioja pedig az E. faecalis esetében bizonyult eredményesnek. Ugyanakkor, a
GTE cid hatdsa 100%-nal mutatkozott meg a S. cerevisiae élesztégombanal. Egy friss
tanulményban arrél szdmoltak be, hogy a spanyol szeder gyimdlccsel szemben
eredményesen talaltak antimikrobialis gatlasokat, ahol az MBC vizsgalatnal a 25 mg/ml
a L. monocytogenes és a S. aureus esetében volt hatasos, addig a 12,5 mg/ml az E.
faecalis, B. cereus, E. coli és S enterica szemben, valamint 100 mg/ml mennyiség volt
képes a P. aeruginosa szaporodasat gatolni (GIL-MARTINEZ és mtsai., 2023).
Osszegezve az eredményeket a szeder gyiimdlesbdl szarmazo kivonatok baktériumold

hatasat tekintve jobbnak tiinik, mint az altalam vizsgalt Rf-GTE.

Fekete afonya (Vaccinium myrtillus L.)

Az agar diffuzios vizsgalat soran a Vm-GTE esetében a leghatékonyabb gétlast a
P. vulgaris baktériummal szemben talaltam tdmény 100%-o0s GTE alkalmazaséval, ahol
a gatlasi zéna 12,76 + 0,80 mm volt. Megfigyelhet6, az emlitett baktérium esetében a
GTE gatlé hatasa egészen 30%-0s koncentracioig. De, figyelemre méltdé eredményt
kaptam 70-90% kozott a gatlasi zonak meretében, azaz legnagyobb gatlas a 80%: 15,04
+ 1,03 mm, 70%: 14,24 + 0,86 mm és 90%: 13,55 + 0,75 mm volt, amelyet a hormézis
hatassal tudok magyarazni. A GTE tovabbi harom mikroorganizmussal szemben volt
hatasos, espedig a B. cereus, az E. faecalis és a S. cerevisiae, ahol a gatlasi zona
tartomanyok igen alacsonyak bizonyultak. A 90-50%-0s GTE koncentraciok Aaltal
kivaltott gatlasi zondk kozott az E. faecalis baktériummal szemben nem volt szignifikéans
kilénbség (p = 0,182), vagyis ezek a higitasok egyforma hatassal rendelkeztek.

Egy korébbi tanulmanyban a fekete afonya gyiimolcs dsszetevoirél (NEAMTU és
mtsai., 2020) és a zsenge fekete afonya hajtasokban és levelekben talalhato f6 fenolos
osztalyokrol szdmoltak be (IERI és mtsai., 2013). A levelekben és a hajtasokban a 6
fenolos osztaly a hidroxifahéjsavak, a flavonolok és a proantocianidinek, melyek a GTE-
ben is megtalalhatok, és feltehetéen antimikrobialis hatdsokat valtanak ki.

A Vm-GTE a tapleves MIC vizsgalat tekintetében a legérzékenyebb baktériumnak
bizonyult 20%-0s kivonatkoncentraciénal a B. cereus és a P. vulgaris. Majd ezt kovette
a S. aureus, az E. faecalis és a L. monocytogenes 30%-0s koncentracioban. A
legérzékenyebb baktérium a S. enetrica volt a 40%-0s Vm-GTE szemben, addig
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legkevéshé érzékenynek a S. cerevisiae bizonyult. Az MBC elemzéskor azt figyeltem
meg, hogy a 30%-0s GTE koncentracio baktericid hatdssal van az E. faecalis-ra, addig a
60%-0s koncentracio a L. monocytogenes esetében valtott ki cid hatast. A vizsgalt GTE
kozil a Vm esetében talaltam baktericidhatast a P. aeruginosa €s a S. enterica torzsekre.
MILJKOVIC és mtsai., (2018) a szerb fekete afonya antimikrobialis hatasat vizsgaltak és
megallapitottak, hogy a metanolos kivonat szamottevéen sok Gram-pozitiv es Gram-
negativ mikrobaval szemben hatékonynak bizonyult, koztik a S. aureus (MIC, MBC =
63 mg/ml), az E. faecalis ellen. (MIC = 63 mg/ml, MBC = 126 mg/ml), az E. coli és a P.
aeruginosa (MIC = 31,5 mg/ml, MBC = 126 mg/ml). Megfigyeléseink megerdsitik
eredményeiket, kivétel az E. coli baktérium. Azonban az S. cerevisiae esetében a 100%
GTE-specifikus MBC hatasa 0j informacionak tekinthetd.
23. tablazat: A GTK-k vizsgalata soran alkalmazott modszerek soran kapott

eredmények 6sszehasonlitasa

Kivonatok Ribes nigrum GTE Rubus fruticosus GTE | Vaccinium myrtillus GTE
Modszerek ADM | MIC | MBC | ADM | MIC | MBC | ADM [ MIC | MBC
Mikroorganizmusok

B. cereus na + na na +++ na ++ +++ na
S. aureus na + na +++ ++ ++ na +++ +
E. faecalis na na na na ++ + ++ +++ +++
L. monocytogenes + + na +++ ++ ++ na +++ ++
P. vulgaris na +++ na + +++ na T+ T+ na
P. aeruginosa na ++ na na ++ na na + ¥
E. coli na + na na ++ na na ++ na
S. enterica na + na na ++ na na ++ +
S. cerevisiae + + na + ++ + + ++ +

Megjegyzés: ADM: agar diffiziés mddszer; MIC: minimalis gatlasi koncentracié; MBC: minimalis baktericid
koncentracid; +: csokkent, de kimutathaté hatds a vizsgalt mikroorganizmusokra magas, 70-100%-0s GTE-
koncentracional; ++: kozepes méretli hatds a vizsgalt mikroorganizmusokra 40-60%-0s GTE koncentracié
tartomanyban; +++: szignifikdns hatds a vizsgalt mikroorganizmusokra a legalacsonyabb 10-30%-0s GTE
koncentracidintervallumban; na: nem mutathato ki (a vizsgalt mikroorganizmusokra egyaltalan nem volt hatassal még
100%-os koncentralt GTE mellett sem).

A kapott eredményekbdl arra a kovetkeztetésre jutottam, hogy a vizsgalt GTE-ok
kiilonboz6é antimikrobialis hatékonysagot mutattak, €s az alkalmazott agar diffuzios
modszer (ADM) segitsegével ezeket sikerult kimutatni (23. tablazat). A szignifikans
kilonbségek kozil a nagyobb gatlasi zondk valddi bakteriosztatikus vagy baktericid
potencialt jeleznek, mig a kisebb eltérések gyakorlati jelentdsége korlatozott lehet, igy
bioldgiai szempontbol csak a markans gatlas tekinthet6 relevansnak. Az alkalmazott agar
diffuziés modszer (ADM) kivalo eszkdz a GTE-k antimikrobialis szlirésének kezdeti
szakaszaban, bar nem ad betekintést az antimikrobialis hatdsmechanizmusba. Az ADM
alapjan a Vm-GTE és Rf-GTE négy, mig a Rn-GTE pedig ketté gatlo mikrobialis hatast
mutatott a vizsgalt mikrobatorzsek tekintetében.
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Az antimikrobialis tulajdonsagok két f6 tipusa a bakteriosztatikus és a
baktericidhatasok, amelyek eltérd mechanizmusokon alapulnak. A bakteriosztatikus
antibiotikumok megakadalyozzak a mikroorganizmusok szaporodasat (stacionarius
novekedési fazisban tartjdk), mig a baktericid hatasuak elpusztitjadk azokat. A
bakteriosztatikus hatdst baktériumokat a gazdaszervezet immunrendszere tavolitja el,
mig a baktericidhatastak kdzvetlenil elpusztitjak a mikroorganizmusokat. A MIC-k és
MBC-k fontos tajékoztatasokat nyutjtanak a mikrobidlis érzékenységrol és az
antimikrobidlis szerek hatékonysagarél. A MIC az antimikrobialis szerek rezisztenciajat
és bakteriosztatikus hatékonysagat mutatja, mig az MBC az antimikrobialis szer
kdzvetlen halalos hatdsat jelzi. Ezek az adatok (23. tablazat) segithetnek a megfeleld
kezelés kivalasztdsdban ¢és a rezisztencia kialakuldsdnak megeldzésében. A
bakteriosztatikus antimikrobialis szerek hatasa a bakterialis fehérjeszintézis gatlasara
irdnyul. Azonban ennek kovetkeztében befolyasolhatjak a transzmembran potencialt és
zavarhatjak az antimikrobidlis rezisztenciat (ZHANG és mtsai., 2022). A MIC modszer
eredményei szerint a legbakteriosztatikusabbak a Vm-GTE (5 géatolt torzzsel), majd ezt
kovette a Rf-GTE (2 torzzsel) hatékonysag szempontjabol. A Rn-GTE kevéshé
hatékonyan gatolta a baktériumok ndvekedését a MIC préba soran, és csak egy torzsre
volt hatéssal. Ezek a hatadsok a legalacsonyabb, 10-30%-0s GTE koncentracional
jelentkeztek. A Rn-GTE alacsonyabb teljesitményt mutatott az ADM vizsgalat soran,
azonban a MIC vizsgalatban nagyobb hatékonysagot mutatott. Az MBC vizsgalatban a
baktericid hatdsok az Vm- és Rf-GTE-k esetében voltak relevansak, mig a Rn kivonat
nem mutatott életkorlatozé karos hatast. A megfigyelt eredmények atfogobb képet
nyujtanak az elemzett GTE-k antimikrobialis felhasznalhatdsagarol. Tulajdonképpen,
minden GTE képes gatolni a vizsgalt mikrobafajok ndvekedését, azonban hatékonysaguk
koncentraciofiiggd. Bar vannak hatékonyabbak és kevésbé hatékonyak, de mindegyikiik
rendelkezik antimikrobialis tulajdonségokkal.

Az afonya GTE szamottevo bakteriosztatikus hatdssal rendelkezik, de leginkabb az
E. faecalis és L. monocytogenes baktériumok ellen mutatott baktericid hatast. Az E.
faecalis a leggyakrabban eléforduld baktérium az egészséges egyéneknél, de szamos
betegséget  okozhat, mint peldaul endocarditiszt, huagyati fert6zéseket,
agyhartyagyulladast és végul szepszist is. A L. monocytogenes egy virulens, élelmiszer-
eredetli korokozd, amely agyhartyagyulladast okozhat (KOOPMANS és mtsai., 2023).

Fontos megemliteni azt is, hogy az Vm-GTE specifikus hatast mutatott a P. vulgaris
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baktériumok ellen, amelyek opportunista kdrokozok és rezisztens korhazi fertézéseket
okozhatnak, ugyanakkor hatassal van a széles kdrben elterjedt B. cereus korokozora is.

A Rf-GTE er6s antimikrobialis hatassal rendelkezik, kiilondsen a L. monocytogenes
és S. aureus baktériumok ellen. A S. aureus egy opportunista kdérokoz6, amely
koérhazakban és mas kozosségi helyeken nehezen kezelhetd fert6zéseket okozhat. A
fekete afonya és a szeder GTE-k hatékonyak lehetnek a liszteriozis kezeléseben, bar
megfigyelésem szerint egy korabbi vizsgalat alapjan az afonya-szeder GTE keverék nem
mutatott kélcsénhatast (HEJJA és mtsai., 2023).

Osszességében elmondhatd, hogy az ADM-hez képest a MIC- és MBC-tapleves
tesztek sorén a vizsgalt mikroorganizmusok sokkal érzékenyebbek voltak a taplevesben
valo szuszpendalasra, feltehetéen a levesben a GTE-ok komponensei hatasosabb
eredménnyel képesek a mikroorganizmusokra hatni ezaltal jobb gatlast képesek kifejteni.
A MIC ¢és MBC elemzés lehetové tette a bakteriosztatikus és baktericid hatasok
Osszehasonlitasat. THWAITES és mtsai., (2018) azt feltételezték, hogy az alacsonyabb
koncentracidban 1év0 baktericidhatas pozitiv képességgel lehet egy 1 antibakteridlis
faktorra, amely segithet megakadalyozni a baktériumok rezisztenciajanak kialakulasat. A
vizsgélatok szerint az afonya- és szeder-GTE-k hasonlo hatassal lehetnek, és fontos
szerepet jatszhatnak a baktériumok elleni harcban. Tovabba a klinikai gyakorlatban
vitathat6 az antibiotikumok bakteriosztatikus és baktericid kategéridkba valo besorolasa
a hasi, bor- és lagyszoveti fert6zésekkel, tiidogyulladassal kapcsolatos helyzetekben
(NEMETH ¢s mtsai.,, 2015). A kutatds szerint kimutattadk, hogy a tiidégyulladés
kezelésében a baktericidhatasu és a bakteriosztatikus antibiotikumok kozott nincs
szignifikans kilonbség a klinikai gyogyulasi aranyban, a kezelés sikertelenségében vagy
a visszaesések aranyaban. (SALEEM ¢és mtsai., 2022). Az egyre novekvd tudoméanyos
ismeretek alapjan a személyre szabott antimikrobialis kezelés fontos eleme lehet a
bakteriosztatikus és baktericid hatasok kozotti megfelelé egyenstly megtalalasa. Tehat,
ha a baktériumol6 tulajdonsag helyett a bakteriosztatikus hatast részesitjiik eldnyben,
akkor a Vm és Rn-GTE-ket tovabb kell vizsgalni a bélgyulladassal kapcsolatban. Az Rn-
és Vm-GTE-kr6l kideriilt, hogy szamos fitonutrienst tartalmaznak, amelyek
gyulladascsokkentd tulajdonsagokkal rendelkeznek. Ezek a hatdanyagok szinergikusan
miikddnek, korlatozzak a mikrobidlis novekedést és csokkentik a gyulladasokat. Az 1j
antimikrobidlis szerek kutatdsa folytatddik, és a tudomanyos megfontolasok egyre
Osszetettebbek. A természetes megoldasok keresése végtelen motivacionak tiinik ebben a

folyamatban.
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A NM és HS étrendek limfatikus és citoszkeletalis génklaszterek funkcionalis
elemése

A kutatasok szerint a magas szénhidrat tartalmu taplalkozas cukorbetegség-szeri
allapotot okoz a Drosophila melanogaster modellrendszerben (VATASCHUK és mtsai.,
2022). Egy masik tanulmanyban a 35%-0s szachardztartalmu étrend inzulinrezisztenciat
idézett el6 Sprague—Dawley patkanyokban, még teststulyndvekedés nélkil is (CAO és
mtsai., 2012). ROVENKO és mtsai.,, (2015) pedig kimutattdk, hogy a magas
gliikoztartalmu étrend késlelteti a bebabozodast és noveli a fejlédési mortalitast a fruktoz
étrendhez képest. Ez dsszhangban van a sajat eredméenyeimmel, miszerint a HS étrend
haromnapos keésleltetést okoz a harmadik larvaéllapotban, bar a kifejlett imagok kikelését
mar nem befolyasolta.

Az Rn-GTE koncentraciofliggd kettds hatast mutatott: alacsony dézisban (0,5-1,5
ml) serkentette a bebabozddast és novelte a talélési aranyt, mig magasabb dézisban (2-3
ml) gétolta a fejlodést és csokkentette az imagok szdmat. A normal étrenden kedvezdbb,
mig a magas szénhidrattartalmi kdzegben inkabb gatlé hatdsok érvényesultek.

Ezek az eredmények azt jelzik, hogy az Rn-GTE képes tamogatni a fejlédést és az
életképességet, de a hatas kettds jellegii. A GTE-kben rejlé lehet6ségek kiilonosen az
olyan téplalkozasi kihivasoknal lehetnek fontosak, mint a magas szénhidrattartalmu
étrend, mivel védd és tdmogatd szerepet tolthetnek be.

A vizsgalati eredmények alapjan az Rf-GTE jelentds, dozisfiiggd hatast gyakorolt
az ecetmuslica fejloddésére €s €letképességére. Az NM taptalajon a kdozepes koncentracidok
(ktlondsen a 2 ml) bizonyultak a leghatékonyabbnak: ndvelték a bebédbozodas aranyéat
(66%) és a kikelt imagok szamat (65%), ami az életképesség er6sodésére utal. Alacsony
dozisban (0,5-1 ml) a hatas kevésbé volt kedvezd, mig a magasabb koncentracié (3 ml)
mar mérsékelt gatld hatast mutatott a fejlédési folyamatokra.

A HS kozegben szintén a 0,5-2 ml tartomanyban jelentkezett pozitiv hatas
(bebabozddas 55-56%, imagdk aranya 53-54%), mig 3 ml esetén a fejlédés és az
életképesség csokkent (47%). Ez arra utal, hogy a taplalkozasi héattér befolyasolja a
kivonat hatdsmechanizmusat, de a kozepes dozis itt is elénydsnek bizonyult.

Biologiai értelemben a Rf-GTE tehat serkent6 hatast fejt ki az egyedfejlodésre és
az életképessegre optimalis koncentracidban, ugyanakkor tal alacsony dézisban nem elég
hatékony, til magas dozisban pedig gatlo. Ez a kettds, dozisfiiggd hatas a kivonat bioaktiv

komponenseinek jellegzetes miikodésére utal, amelyek megfelelé mennyiségben
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tamogatjdk a fejlodést és a populacid fennmaradasat, de tiladagolva stresszhatasokat
valthatnak Ki.

Osszességében elmondhatd, hogy az élettani hatasok vizsgalatanak soran
megerdsitést nyert, hogy a magas szénhidrat (HS) tartalmu étrend alkalmazésakor a GTE-
ok képesek a fejlodés késleltetését javitani, illetve novelni a talélési aranyt, ezaltal pozitiv
hatéast gyakorolhatnak az egészségre. Az ecetmuslica életképességének vizsgélata soran
megfigyelheté volt, hogy a Rf-GTE kivonat bizonyult a leghatékonyabbnak, majd
sorrendben a Rn-GTE és a Vm-GTE kovetkezett. Erdekes mddon az 6sszes polifenol-
tartalom (TPC), az 6sszes flavonoid-tartalom (FRAP), valamint az antioxidans aktivitas
(DPPH) értékei kozvetlen dsszefliggest mutattak a larvak és babok életképességével. Ez
arra utal, hogy a magas polifenol- és flavonoid-tartalom elénydsen tamogathatja a
fejlodést az oxidativ stressz csokkentésén keresztiil. A Vm-GTE esetében viszont a talzott
antioxidans aktivitas fejlodésgatlo hatast eredményezett, ami jelzi, hogy a biologiai
relevancia erdsen koncentraciofiiggo.

Tovabba a vizsgalatok azt is kimutattdk, hogy a Vm-GTE magas polifenol- és
antioxidans-képessége minél nagyobb koncentracidban volt jelen, annal kifejezettebb
gatlo hatast gyakorolt az ecetmuslica larvakra és babokra. Ezzel szemben az Rf-GTE a
kedvezébb komponenseknek kdszonhetden jelentdsen tdmogatta az ¢letképességet és a
novekedést. A Rn-GTE alacsonyabb TPC, FRAP és DPPH értékei miatt gyengébb
életképességet biztositott ugyan, de még igy is kedvezébb hatast mutatott, mint a Vm-
GTE. Az ecetmuslicak bebabozddasdhoz a Rf-GTE jelent6sen hozzajarult, ezaltal n6 az
életképességiik és az ellenalloképességik. A Rf-GTE-ban a fitonutriensek jelenléte
hatdssal van a gyulladasos tiinetek kezelésére, és erés antidiabetikus hatast képest
kivaltani az ecetmuslicak fejlddésében. A magas gyulladdscsokkentd és antioxidans
tartalomnak koszonhetéen a Rf-GTE hozzajarul a kivant hatdsok eléréséhez az
ecetmuslica atalakulasi fazisaiban. A Rf-GTE hasonlé hatést generéal az ecetmuslicak
szdméara, mint a NM tartalmu tapkdzegen tenyésztett étrend esetén. Tovabba
megfigyelhet6, hogy az ecetmuslica szamara e specifikus taplalkozas feltételeket biztosit
a GTE-kel kiegészitve a larvak tulélésére és a babok kikelésére gyakorolt életciklusban.
Ezen eredmények tekintetben a GTE-k sajatos profiljanak koszonhetéen alkalmas lehet a
szabadgyokok altal kivaltott gyulladdsok kezelésében és/vagy megelézésében. Tamogato
képessége a magas antioxidans és gazdag fitonutrienseknek koszonhetd, mely nem

korrelal teljes mértékben a kimutatott larva/bab életképessegi hatasokkal, feltételezhetéen
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a GTE-k altal kivaltd, de nem ismert mentdémechanizmusok komplex interakcioknak
tudhato be.

A transzlacios modellrendszerben a masodik egyedfejlédés a Cyprinus carpio
(ponty) larvaira is kiterjedt, hogy értelmezni tudjam a GTE-k taplalkozasi hatasat. Az
ATP-hozamokban jelentds kiilonbségek mutatkoztak a taplalkozé larva szakaszdban,
ahol az ATP-termelés hatékonysdga véltozatos taplalékkal novelhetd. A Vm-GTE és a
Rn-GTE hatasara nétt az ATP-koncentracié a larvakban, mig a Rf-GTE-vel taplaltaknal
csokkent (41 abra).
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41.  abra: A GTE tartalmu haltdpok altal indukalt ATP szintézis a ponty
larvakban
A ponty larvak ndvekedését és ATP-tartalmat vizsgalva azt tapasztaltam, hogy a

GTE-k specifikus nutritiv sajatossagokat fejtenek ki a taplalkozé larvak esetében (41.
abra). Ez arra enged kdvetkeztetni, hogy a GTE-okkal kiegészitett haltapokban talalhato
makronutriensek eltéré modon hasznosulnak a ponty larvak energiatermelésében. Az Rn-
GTE és a Vm-GTE kozel hasonlo mddon viselkedtek, mivel a 3-7 napos iddszakban
képesek voltak a larvalis ATP-szintézist a kontrollként alkalmazott sordk szintjen
megtartani. Az Rf-GTE specifikus ATP-indukalé hatasa ugyan csokkentebb mértéki
volt, de mégis kovette a kontroll aktivitasi mintazatait. A 3-7 napos larvakorban a
hallarvak életképesek és bar az ATP termelés hasonld szinteket mutat, a 7. napon mar
jelentds novekedésbeli kilonbségek mutatkoznak a kontroll sorék javara. Ez arra utal,
hogy bar a GTE-alapu starter tapok tamogatjak az ATP-termelést a larvalis allapot kezdeti

szakaszaban, mégis deficitesnek bizonyultak a kompetens egyedfejlédés 7. nap utani
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fenntartasdban. Ennek kdvetkezményeként a GTE-vel taplalt hallarvak 9. napi letalitisa
szignifikdnsan megnétt.

A kapott eredmények alapjan kijelenthetd, hogy a vizsgalt GTE-k nutritiv
potenciallal rendelkeznek a pontyok korai egyedfejlédési szakaszaban, ami fontos
elérelépést eredményezhet a haltenyésztés korai és egyben rendkivil kritikus tenyésztési
id6szak szempontjabdl, ami nem méas, mint a korai larvalis allapot. Ugyanakkor
optimalizalni kell a GTE-alapu hallarva taposszetételét és mennyiségét a pontyok
egészsegenek es novekedésének javitasa erdekében. Az optimalizalasnak ki kell terjednie
nemcsak a makronutriensek megfeleld egyensulyanak kialakitdsara, hanem az energetikai
igények mellett a szomatikus szerkezeti ¢s miikodési feltételek biztositasara is. Ezek a
kérdések tovabbi kutatasokat igényelnek, melyek soran tovabbra is integraljuk az

ecetmuslica- és pontylarva-alapu kisérleti rendszereinket.

A transzlacios modellrendszerek jelentésége a GTE értékelésében

Azéltal, hogy sikerilt 6sszekapcsolni a Drosophila melanogaster és Cyprinus
carpio fajok egyedfejlodésének vizsgalatat a GTE-K nutritiv jellegének tanulmanyozasa
soran létrejott egy Ujfajta transzlacios modellrendszer, amely szavatolja az alapkutatasok
gyakorlati alkalmazésokba valo atlltetését. Az alapkutatasi eredmények val6jaban a
GTE-k fitonutriens profiljara és a NM meg HS alapu étrend transzkriptomikai és
fizioldgiai kovetkezmenyeire vonatkoznak. Ezek olyan dimenzidok, amelyek elérevetitik
annak lehetéségét, hogy a GTE-k nutritiv, illetve antidiabetikus hatasait tanulmanyozzuk
ugy az ecetmuslica mint a ponty larvakon is. Tekintettel arra, hogy els6ként ecetmuslican
leirtak alapjan lehetett kovetkeztetni a GTE-k nutritiv hatasara, igy feltételeztik a GTE-
k nutritiv hatdsdnak a meglétét a ponty larvak esetében is. Tulajdonképpen sikerilt a
GTE-k részleges nutritiv jellegét igazolni a mindenevé ponty hallarvak esetében. E célbol
az ATP termelését monitoroztuk és kimutattuk, hogy a GTE-k szavatolni tudtak korlatolt
mértékig az ATP szintézisét, &m roviddel a kezdeti ATP szint ndvekedés utan mar
csokkeni latszott az ATP szintézis intenzitdsa. Az a tény, hogy az ATP szintje valtozé
sajatossaggal rendelkezik, egyben arra is utal, hogy a kifejlesztett ATP detekcios eljaras
kelld érzékenységii és alkalmas arra, hogy megkozelitdleg 50 pg-nyi eltéréseket is
detektaljon a ponty hallarvak esetében.

Masképpen az ecetmuslicas alapkutatasok révén ki lehetett mutatni, hogy a GTE-k
hatdsa koncentracio-fiiggd sajatossagot mutat, de a kivaltott élettani hatasok mértéke

ugyancsak valtozd képet mutathat a larvak an. norméalis — NM és magas
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szénhidratbevitelii — HS étrendek kovetkeztében. Ugyanaz a GTE koncentracié annak
fuggvényeben, hogy NM vagy HS étrendii larvak esetében vizsgaljuk, jelentds eltéréseket
eredményezhet a tesztelt egyedek életképessegét illetéen. A GTE-k étrend alapl és
koncentracio-fiiggd hatasanak vizsgalati lehet6sége egy teljesen 1 sajatossaga a
kifejlesztett transzlaciés modellrendszernek. Ilyenképpen az is kider(lt, hogy a GTE-k
optimdlis élettani hatasanak elérése érdekében fontos lenne odafigyelni a megfelel6
makronutriens bevitelre is, amely minden bizonnyal faj- és életkor — specifikus
sajatossagokkal rendelkezik.

A fentiekben emlitetteket timasztja ala az a tovabbi megfigyelés is, amely a NM és
HS étrendekre jellemz6 teljes larvalis transzkriptomok Osszehasonlitd vizsgalatara
vonatkozik. Ezek a kutatdsok kimutattak, hogy t6bb mint tiz funkcionalis klaszterbe lehet
a HS étrend alapt és jelentdsen megvaltozott expresszioju géneket sorolni (lasd pld. a
hemolimfa és citoszkeletélis klasztereket). A hemolimfa klaszterhez tartoz6 gének kozil
a ferritinek expresszidja csokkent, mig a transzferrin receptoroké emelkedett, ami a vas-
homeosztazis ¢és a gyulladdsos folyamatok szabdlyozdsidnak atrendezddésére utal. A
citoszkeletalis klaszterben tapasztalt valtozasok, peldaul az actin- és tubulin-gének
expresszidjanak modosuldsa, a sejtek szerkezeti stabilitdsara ¢és a fejlodési dinamikara
hathatnak. Azonban a kisebb mértékli expresszios eltérések biologiai relevanciaja
bizonytalan, igy ezek jelentésége korlatozott lehet. Ez a tény tulajdonképpen az étrend
indukalta és a teljes egyedre vonatkozé regulacios mechanizmusok komplexitasara utal.
Arra a komplexitasra, amelyet lehetett feltételezni, de a megfeleld kisérleti modellek
hianyaban nem igazan lehetett vizsgalni. A hemolimfa és citoszkeleton genklaszterek
interaktomjainak az elemzése éppen ezt a komplexitast szemlélteti, de az interaktomok
haldzati elemzése és a csomdpontok megtaldlasa mintegy Uj korrekcios célpontokat is
kijelolhet, amire eddig nem volt lehetdségiink. Ezen csomopontokban 1évé gének
expressziojanak vizsgalata alkalmas lehet arra, hogy bizonyos terépids intervenciok
hatékonysagat céliranyosan le tudjuk ellendrizni.

Az a tény, hogy a transzlaciés modellrendszeriink az ecetmuslica tipusu
alapkutatasra épul egy olyan kompetitiv elényt jelent, amely a genetikai/genomikai
hattere kapcsan nagyobb tudomanyos biztonsagot, avagy megalapozottsagot ad
szamunkra akkor, amit a ponty larvak taplalkozasat tanulméanyozva kovetkeztetéseket
tesziink. Es éppen ez a célunk, azaz, hogy az ecetmuslican megtanultak alapjan, az Uj

ismereteink gyakorlati hasznositasa révén, sikereket érjink el a zsenge ponty taplalkozasa
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kapcsan. A modellrendszer sikeresnek bizonyult és a tovabbi fejlesztése éppugy indokolt,
mint a hallarvdk szamara kialakitott tapoke.

Transzlaciés modellrendszer elonyei és korlatai

A Drosophila melanogaster alkalmazéasa a GTE-k élettani hatdsainak vizsgalataban
tobb szempontbdl eldnydsnek bizonyult. A muslica gyors fejlédési ciklusa és jol
kontrollalhato genetikai hattere lehetové tette a kiillonb6zo kivonatok koncentraciofiiggd
hatasainak részletes nyomon kovetését. Az eredmények alapjan az Rf-GTE javitotta
leginkabb a larvak és babok életképességét, mig az Rn-GTE mérsékeltebb, a Vm-GTE
pedig bizonyos koncentraciokban gatlé hatast mutatott. A modell érzékenyen jelezte a
polifenol- és antioxidans-tartalom, valamint az életképességi mutatok kozotti
Osszefuiggeseket, ugyanakkor a tal magas antioxidans aktivitds bizonyos esetekben
kedvezétlen reakcidkat is kivaltott, amire jo példa a Vm-GTE koncentraciofiiggd
fejlodésgatld hatasa. Ez a kettsség jol szemlélteti a modell erésségét: rovid ido alatt és
nagy megbizhatdésaggal mutathatok ki a taplalkozas-élettani hatdsok és azok
dozisfliggései. Korlatot jelent azonban, hogy a Drosophila anyagcseréje egyszeriibb, mint
a halake, igy a gyakorlati takarmanyozasra vonatkozd kovetkeztetések csak kdzvetve
alkalmazhatok.

A ponty (Cyprinus carpio) larvak kisérletes vizsgalata a GTE-k takarmanyozasi
potencialjat tette kézzelfoghatobba. Az ATP-mérések alapjan kimutathatd volt, hogy a
GTE-k képesek a sejtszintii energiatermelés tamogatasara: a Vm-GTE és az Rn-GTE
novelte az ATP-koncentraciot a larvakban, mig az Rf-GTE mérsékeltebb hatést fejtett ki.
A korai, 3—7 napos taplalkozé szakaszban a GTE-k a kontrollként hasznalt sorak
szintjéhez kozel tartottdk az ATP-szintézist, ami arra utal, hogy bizonyos mértékig
potolhatjak a hagyomanyos taplalékot. A 7 nap utan azonban a larvak névekedése és
¢letképessége visszaesett, a 9 napon pedig a mortalitds szignifikdnsan megnétt. Ez
ravilagit a modell erdsségére — a gyakorlati tplalkozasi hatdsok érzékeny kimutatasara,
de a korlataira is, hiszen a GTE-k nem tudtdk hossz( tdvon biztositani a kompetens
fejlodést, és sziikség van a makro- €s mikronutriensek optimélis egyensulyéra.

A ket modell egymaést kiegészitve ad teljes kepet a GTE-k potencialjarél. Az
ecetmuslica gyors és koltséghatékony rendszerként a mechanizmusok, dozisfliggések és
antioxidans-hatasok feltarasara alkalmas, mig a ponty larvak vizsgalata a gyakorlati
takarmanyozasi alkalmazhatdsagot és a hosszabb tavu fizioldgiai kovetkezményeket teszi

értelmezhetévé. Az eredmények egyiittesen mutatjak, hogy a transzlacios modellrendszer
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lehetdvé teszi a GTE-k nutritiv és élettani hatdsainak komplex értékelését, ezért az eltérd
bioldgiai komplexitds miatt az adatok integraldsa kordiltekintést igényel.

Az eredmények 0Osszhangban allnak a Kkisérleti céllal, miszerint a magas
szénhidrattartalmd étrenddel gyulladasos folyamatokat kivantam indukalni, és ezek
génexpresszios kdvetkezményeit vizsgalni. A HS étrend altal kivaltott valtozasok jol
szemléltetik, hogy a szignifikans eltérések bioldgiai relevanciajat mindig kontextusban
kell értelmezni, mivel egyes génexpresszios mddosulasok valddi élettani hatasokat
tikkréznek, mig masok jelentdsége korlatozott.

Az ATP-szint rovid tavon hasznos markernek bizonyult a tAplalkozasi hatasok korai
kimutatésara, ugyanakkor a GTE-k hosszu tavu hatésainak értékeléséhez elengedhetetlen

E fejezetben a 4. célkitiizés teljesiilt, amely a két modellrendszer 6sszekapcsolaséra

¢s a transzlacios alkalmazhatdsag lehetdségeinek bemutatdsara iranyult.

Gyakorlati kovetkeztetés / takarmanyozasi hasznositas

A vizsgalatok eredményei arra utalnak, hogy a GTE-k alkalmazédsa a
halgazdalkodasban igéretes lehet, mivel kedvezé élettani hatdsokat mutattak a
halivadékok fejlodésének korai szakaszaban. Hasznélatuk kiilondsen indokolt lehet
stresszhelyzetekben, a korai életfazisokban természetes energiatdimogatd vagy
immunrendszert erdsitd anyagként, illetve alternativ, természetes eredetll
adalékanyagként, amely hozzajarulhat a betegségek megel6zéséhez €s a vitalitas
javitasahoz. Ugyanakkor az extraktumok takarmanyba torténd integracidja technoldgiai
kihivasokat (pl. stabilitds, adagolhatosag, izletesség) vet fel, amelyek megoldasahoz
tovabbi fejlesztések — példaul mikroenkapszulalas és stabilitasi vizsgalatok —
szikkségesek. A jovébeni kutatasoknak ezért a GTE-k hatékony és biztonsagos
takarmanyrendszerekbe torténd beépitésére, valamint tarolhatosaguk optimalizalasara

kell irdnyulniuk.
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6. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Jelen kutatds kiemelkedik 0Osszehasonlitdé megkdzelitésével, és részletes

vizsgalatot kinal a vizsgalt riigykivonatok komponens dsszetételérol, ahol:

e A Ribes nigrum (Rn-GTE) rigykivonatban 139 bioaktiv komponenst
azonositottam, amelyek koziil 104 vegyiilet ismeretlen volt a rugykivonatban.
Ezek kozul 72 flavonoid, 19 polifenol, 6 karbonsav, 2 alkaloid, 2 észter és 3 egyéb
metabolit tartozik az Gjdonsag korébe.

e A Rubus fruticosus (Rf-GTE) riigyhajtasbol eldallitott gemmoterapias
extraktumban azonositott 95 bioaktiv komponens kozll 57 vegyilet ismeretlen
volt a rigykivonatban. Ezek kozul 22 flavonoid, 18 polifenol, 6 aminosav, 4
karbonsav, 2 vitamin, 1 észter és 4 tovabbi metabolit tartozik az Gjdonséag korébe.

e A Vaccinium myrtillus (Vm-GTE) riigyhajtasabol 85 bioaktiv komponens kézil
0sszesen 34 vegyulet ismeretlen volt a riigykivonatban. Ezek kozul 16 flavonoid,
6 polifenol, 1 terpenoid, 1 iridoid, 1 aminosav, 2 karbonsav, 1 lakton, 1 cukor és

4 egyéb metabolit tartozik az ujdonsag korébe.

2. A GTE-k komponens-dsszetétele pozitiv hatast mutatott a mikroorganizmusokkal
szemben, ami lehetéséget nyit az eddig nem vizsgalt gemmoterapias extraktumok
jovobeni alkalmazésara.

e Az antimikrobidlis vizsgélatok sordn, tdplevesben torténd tenyésztés mellett, a
minimalis baktericid koncentraciok (MBC) az Rf-GTE esetében a kovetkezok
voltak: 60% (30 mg/ml) — L. monocytogenes, S. aureus; 70% (35 mg/ml) — E.
faecalis; 100% (50 mg/ml) —S. cerevisiae.

e A Vm-GTE esetében az MBC értékek: 30% (15 mg/ml) — E. faecalis; 60% (30
mg/ml) — L. monocytogenes; 70% (35 mg/ml) — P. aeruginosa; 80% (40 mg/ml)
— S. aureus, S. enterica; 100% (50 mg/ml) — S. cerevisiae.

3. A transzlaciés modellrendszer keretében a Drosophila melanogaster és a
Cyprinus carpio larvakon végeztem 6sszehasonlitd vizsgalatokat a GTE-k bioldgiai
hatasainak értékelésere.

e A muslica-modellben a szeder (Rf-GTE) kivonatok szignifikans hatast mutattak

a bebabozodasra és az imagok kikelésére: NM etrend mellett a bebabozddas 2 ml
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(66%) és 3 ml (69%), HS étrend mellett 1 ml (57%) és 2 ml (56%); a kikelo
imagok ardnya 2 ml esetén NM (65%) és HS (54%) étrend mellett volt a
legmagasabb. A fekete ribiszke (Rn-GTE) kivonatok bifazisos valaszt
eredményeztek, mig a fekete afonya (Vm-GTE) kivonatok nem mutattak
szamottevo pozitiv hatast. Egyik kivonat sem bizonyult toxikusnak.

A pontylarvak esetében mindharom GTE nutritiv potencidlt mutatott a korai
fejlodési szakaszban. Uj modszerfejlesztési eredményként elvégeztem az ATP-
tartalom kozvetlen meghatarozasat taplalkozé pontylarvakban, amely direkt
bizonyitékkal szolgalt a GTE-k metabolikus aktivitasra és tapanyag-

hasznosulasra gyakorolt hatasarol.
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7. GYAKORLATBAN ALKALMAZHATO EREDMENYEK

1. Biologiai és taplalkozas-élettani hatasok

e A GTE-k jelentds hatast gyakoroltak a larvak és babok életképességére, ami
szoros Osszefiliggést mutatott a taplalkozasi feltételekkel (normal vs. magas
szénhidratszint).

e Normal szénhidratszint mellett az Rf-GTE és Rn-GTE kiilonb6z6 mértéki
életképesség-ndvekedést eredmenyezett, ami a fitonutriensek dsszetételbeli
diverzitasanak szerepére utal.

e Magas szénhidréattartalmu kérnyezetben a GTE-k életképesség-noveld hatasa
még erbteljesebb volt, ami potencialis timogatd szerepet jelez metabolikus
stresszhelyzetekben.

e A Vm-GTE magas polifenol- és flavonoidtartalma a larvdk és babok
életképességének csokkenésével jart egyitt, ugyanakkor a pontylarvak ATP-

szintjét ndvelte, ami metabolikus aktivaciora utal.

2. Antimikrobialis és egészségvédo potencial

e A Vm-GTE tobb mikrobafaj ellen gatlé hatadst mutatott, mig az Rf-GTE
esetében volt megfigyelhet6 a leger6sebb antimikrobialis aktivitas.

o Ezek az eredmények természetes alternativat kindlhatnak a fertézések
megeldzésében vagy kiegészitd kezelésében, ugyanakkor tovabbi vizsgalatok

szlikségesek a gyakorlati bevezetéshez.

3. Mdodszertani és technoldgiai innovacio
¢ Kidolgozasra kerilt egy uj, egyedileg fejlesztett ATP-mérési eljaras, amely
lehet6vé tette a tplalkozo pontylarvak ATP-tartalméanak pontos és kozvetlen
meghatarozasat.
o Ez a modszer mérfoldko a halnevelésben, mivel:
« objektiv, kvantitativ értékelést biztosit az ¢él6lények metabolikus
aktivitasarol,
. alkalmas a kiilonboz6 kiegészitétapok hatékonysaganak gyors ¢és

biokémiailag megalapozott értékelésére,
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« kozvetlenul hozzéjérulhat az optimalis startertapok fejlesztéséhez és a
halak egészségi allapotanak javitdséhoz.
e A modszer kutatasi s gyakorlati programokban egyarant alkalmazhat6, ami
Uj standardot teremthet a tdpanyag-hasznositas biokémiai értékelésében.

4. Transzlacios kutatasi modell és alkalmazasi lehetéségek
e A Drosophila melanogaster és Cyprinus carpio fejlédési modelljeinek
Osszevetese transzlacios Kkeretet biztositott, amely 0Osszekapcsolja az
alapkutatési eredményeket a gyakorlati halneveléssel.
o Az eredmények alapjan a GTE-k 0sszetételének és koncentraciojanak célzott
modositdsa javithatja a halnevelés hatékonysagat, és tadmogathatja

fenntarthatobb taplalkozasi stratégiak kidolgozasat.

A kutatds tudomanyosan megalapozott kiindulopontot biztosit a GTE-k biztonsagos

és hatékony alkalmazésahoz az akvakulturaban.
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8. OSSZEFOGLALAS

Napjainkban egyre fontosabb a természetes novényi anyagok ismerete és
alkalmazasa antimikrobialis és foképpen élettani hatasaik miatt. A névények gazdagok
fitonutriensekben, amelyek fokozhatjdk a celluléris életjelenségek hatékonysagat,
valamint elengedhetetlenek az egészséges taplalkozas szempontjabdl. Szamos alapvet
tapanyagot biztositanak, mint példaul élelmi rostokat, asvanyi anyagokat, vitaminokat es
fitokemikalidkat, kiilondsen a polifenolokat, melyek antioxidans és gyulladascsokkentd
tulajdonsagokkal rendelkeznek. Ugyanakkor sok névényi rész, példaul a rligyek, keveshé
ismert forrdsai ezeknek a vegyileteknek. Ennek ok&n a tanulméany a novényi
rigyhajtasbol késziilt kivonatok gydgyaszati tulajdonsagait vizsgalja botanikai, kémiai,
farmakoldgiai és klinikai megkozelitéssel, analitikai technikékkal feltarva a benniik rejlé
hatdéanyagokat.

Dolgozatomban a fekete ribizli (Ribes nigrum L.), szeder (Rubus fruticosus L.) és
fekete afonya (Vaccinium myrtillus L.) fiatal rigyhajtasainak bioldgiai hatasait
vizsgaltam. A fekete ribizli gyimélcs magas antioxidans aktivitasu, megkéti a szabad
gyokoket, és pozitivan befolyasolja a vércukorszintet, valamint gyulladascsokkento,
antimikrobidlis és rakellenes hatassal bir. A szederbdl szarmazo fenolos vegyiiletek nagy
fiziologiai tulajdonsagokat képviselnek, amelyek szamos megel6z6 vagy kezelhetd
betegséghez kapcsolddnak, beleértve az anyagcserezavarokat és a kronikus betegségeket,
mint a rakot, cukorbetegséget, magas vérnyomast, sziv- és érrendszeri és tovabbi szamos
betegséget. Mig a fekete afonya kémiai 6sszetev6irdl és a polifenol tartalmaval illetve
antioxidans kapacitasaval magyarazott antiinflammatorikus hatasarol ismeretes, a levelei
antidiabetikus és antioxidans vegyiletek forrasai.

A gemmoterapiads kivonatok (GTE) a zsenge fekete ribizli (Rn), szeder (Rf) és
fekete afonya (Vm) riigyekbdl késziiltek. Ezek elkészitése szigora mindéségellenérzési
eljardsok biztositasaval tortént, hogy kivaldé mindségii kivonatokat tudjunk eléallitnai. A
GTE-kat 96%-0s etanol és glicerin 1:1 aranyl keverékével készitettem el, hogy
megdrizzék a ndvényi anyagok természetes tulajdonsagait €s terapias hatasait.

A kivonatok kvalitativ elemzest UHPLC Dionex Ultimate 3000RS keésziilekkel,
illetve a kvantitativ elemzést a Shimadzu Nexera | LC-MS-8045 rendszerrel vegeztem. A
kvalitativ és kvantitativ elemzések ramutattak, hogy a GTE-k egyedi fitotapanyag-

profilokkal rendelkeznek, amelyekben szamos bioaktiv vegyulet talalhaté. A GTE-ben
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rejlo vegyiiletek lehetséges egészségiigyi elényei azt sugalljak, hogy alkalmasak lehetnek
az egészségmegobrzés €s a betegségek megeldzése terén.

A GTE-k antimikrobialis hatasait 8 baktérium és 6 gomba ellen vizsgaltam, ahol
valtoz6 mértékii hatékonysagot mutattak. Az agar diffuziés modszerrel kimutatam, hogy
a szeder GTE nyolc mikrobafaj ndvekedését gatolja a vizsgalt mikroorganizmusok kozl,
és figyelemre méltd modon a penész- és élesztotorzseket is. A szeder GTE
eredményesebb antimikrobialis szerként jelenik meg, amely jelentésen gatolja a
mikroorganizmus novekedését. Azonban a mikrobialis halalt kivaltdé hatas inkabb a S.
aureus €s L. monocytogenes esetében relevans. Az é&fonya GTE fokozott
bakteriosztatikus, de jelent6sebb baktericid tulajdonsagokat mutatott, bizonyos
specifikussaggal az E. faecalis és a L. monocytogenes ellen. A fekete ribizli GTE csekély
hatast mutatott a baktériumok névekedésére vagy elpusztulasara, ami azt jelzi, hogy
ennek a GTE-nak nincs jelentds antimikrobialis hatasa.

A Drosophila melanogaster w™" génpanel vizsgalati eredményekbdl kideriilt, hogy
tobb mint tiz funkcionalis klaszterbe lehet a HS étrend alapu és jelentésen megvaltozott
expresszidju géneket sorolni. Azonban, a NM és HS étrenddel kapcsolatos
transzkriptomok dsszehasonlitd elemzése kimutatta, hogy az étrend jelent6s hatassal van
az ecetmuslica egyedfejlodésére és génjeinek expressziojara.

A Drosophila melanogasteren és a Cyprinus carpio larvakon végzett kisérletek
alkalmasak a genomialis és taplalkozasi fligg6ségek vizsgalatara, amely manapsag egyik
legkedveltebb modellrendszernek minésiil. Az élettani hatdasok vizsgalata sorén
megallapitottuk, hogy a magas szénhidrat (HS) tartalmud étrend alkalmazéasakor a GTE-
ok képesek a fejlodés késleltetést javitani vagy akar novelni a tulélési aranyt, ezaltal
pozitiv hatast gyakorolva az egészseégre. Az ecetmuslica életképességét a Rf-GTE
tamogatta szamottevéen, de emlitést érdemel a Rn-GTE is. Azonban, az ATP-
hozamokban jelentés kiilonbségek mutatkoztak a taplalkozd larva szakaszokban, ahol
Vm-GTE és a Rn-GTE hatasara n6tt az ATP-koncentrécié a larvakban, mig az Rf-GTE-
vel szemben nagyon valtozatos ATP-koncentraciok mutatkoztak meg. Az Uj mddszer,
amely az ATP-tartalom mérésére alkalmazhato a larvafejlédésben, valoban egyediilallo
és innovativ megkozelitést jelent a vilagon. A kapcsolt transzlacios modellrendszer altal
kapott eredmények alapjan megfogalmazhatd, hogy a predikcidk jelentésen novelhetik a

haszon halfajok kiegészitétap-fejlesztésének koltseghatékonysagat.
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9. SUMMARY

Nowadays, the knowledge and application of natural plant materials are becoming
increasingly important due to their antimicrobial and, above all, physiological effects.
Plants are rich in phytonutrients, which can enhance the efficiency of cellular life
processes and are essential for a healthy diet. They provide numerous essential nutrients,
such as dietary fibers, minerals, vitamins, and phytochemicals, particularly polyphenols,
which possess antioxidant and anti-inflammatory properties. However, many plant parts,
such as buds, are lesser-known sources of these compounds.

For this reason, this study examines the medicinal properties of extracts derived
from plant bud shoots using botanical, chemical, pharmacological, and clinical
approaches, employing analytical techniques to reveal the active compounds they contain.
In my research, | investigated the biological effects of young bud shoots of blackcurrant
(Ribes nigrum L.), blackberry (Rubus fruticosus L.), and bilberry (Vaccinium myrtillus
L.). Blackcurrant fruit exhibits high antioxidant activity, neutralizes free radicals, and
positively influences blood sugar levels, in addition to its anti-inflammatory,
antimicrobial, and anticancer effects. The phenolic compounds derived from blackberries
possess significant physiological properties linked to the prevention or treatment of
various diseases, including metabolic disorders and chronic conditions such as cancer,
diabetes, hypertension, cardiovascular diseases, and many others. Meanwhile, bilberry is
well known for its chemical composition and polyphenol content, which explain its
antioxidant capacity and anti-inflammatory effects. Moreover, its leaves serve as sources
of antidiabetic and antioxidant compounds.

Gemmotherapy extracts (GTEs) were prepared from tender blackcurrant (Rn),
blackberry (Rf), and bilberry (Vm) buds, following strict quality control procedures to
ensure high-quality extracts. The GTEs were produced using a 1:1 mixture of 96%
ethanol and glycerin to preserve the natural properties and therapeutic effects of the plant
materials.

The qualitative analysis of the extracts was performed using a UHPLC Dionex
Ultimate 3000RS device, and the quantitative analysis was performed using the Shimadzu
Nexera | LC-MS-8045 system. Qualitative and quantitative analyses revealed that GTES
have unique phytonutrient profiles containing a variety of bioactive compounds. The
potential health benefits of compounds in GTE suggest that they may be useful in health

maintenance and disease prevention.
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| tested the antimicrobial effects of GTEs against 8 bacteria and 6 fungi, where they
showed varying degrees of effectiveness. Using the agar diffusion method, it was shown
that blackberry GTE inhibits the growth of eight microbial species among the tested
microorganisms, and remarkably, mold and yeast strains as well. Blackberry GTE appears
as a more effective antimicrobial agent that significantly inhibits the growth of the
microorganism. However, the microbial killing effect is more relevant for S. aureus and
L. monocytogenes. Bilberry GTE showed enhanced bacteriostatic but more significant
bactericidal properties, with certain specificity against E. faecalis and L. monocytogenes.
Blackcurrant GTE showed little effect on bacterial growth or killing, indicating that this
GTE does not have significant antimicrobial activity.

The test results of the Drosophila melanogaster w™" gene panel revealed that genes
with significantly altered expression based on the HS diet can be classified into more than
ten functional clusters. However, a comparative analysis of the transcriptomes associated
with NM and HS diet showed that the diet has a significant effect on the individual
development and gene expression of the fruit fly.

Experiments carried out on fruit fly Drosophila melanogaster and Cyprinus carpio
larvae are suitable for examining genomic and nutritional dependencies, which is
considered one of the most popular model systems today. During the examination of the
physiological effects, it was established that when using a diet with a high carbohydrate
(HS) content, GTEs are able to improve developmental delay or even increase their
survival rate, thereby having a positive effect on health. Rf-GTE significantly supported
the viability of fruit fly, but Rn-GTE also deserves mention. However, there were
significant differences in the ATP yields in the feeding larval stages, where the ATP
concentration in the larvae increased under the influence of Vm-GTE and Rn-GTE, while
the ATP concentrations were very diverse compared to Rf-GTE.

Based on the results obtained from the coupled translational model system, it can
be concluded that predictive approaches can significantly enhance the cost-effectiveness

of feed development for commercial fish species.
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és Dr. Mathé Endrének, hogy mindvégig hittek bennem, ugyanakkor kdszéném a
doktori tanulmanyaimban és a dolgozat elkészitése soran nyujtott mérhetetlen
tdmogatasokat. Halas vagyok a szamtalan konzultacidért, a doktori témaval valo
kapcsolodd tanulmanyok kéziratanak véleményezéséért, szerkesztd javaslatokért és a
szakmai tamogatasert.

Koszonetemet szeretném  kifejezni a Debreceni Egyetem Allattenyésztési
Tudomanyok Doktori Iskolanak, vezet6jének, Prof. Dr. Komlosi Istvannak, aki
tdmogatta kutatasi témamat.

Koszonettel tartozom a Plant Extrakt cég altal biztositott mintakért, valamint Dr.
Oléh Nelli-Kinganak a kivonatokban nyujtott segitségéért.

Kdszonom a Nyiregyhazi Egyetem, Agrér és Molekularis Kutato Intézetének, hogy
biztositotta a miiszeres mérések helyszinéll szolgald laboratériumot és munkatarsanak
Dr. Cziaky Zoltannak a szakmai segitségnyujtast a merésekben.

Kdsz6ndm a Sapientia Erdélyi Magyar Tudomanyegyetem, Csikszeredai Kar,
Elelmiszertudomanyi Tanszék munkatarsainak a segitséget, valamint a mikrobioldgiai
vizsgalatok elvégéséhez sziikséges laboratoriumot és halaval tartozom Héjja Melinda
kollegandmnek, kitartd és onzetlen segitségéért.

Koszoném a Dr. Barsony Péternek és a DE MEK Halbioldgiai Laboratorium
munkatarsainak a halas kisérletekben nyujtott segitségért. Halamat és kdszdnetemet
szeretném kifejezni a DE-MEK  Téplalkozastudomanyi Intézetének munkatarsai
Pecsenye Bence és Szepesi Judit irant, akik tamogattak céljaim elérésében.

Klon szeretném megkdszonni a doktori dolgozat két opponensének, Dr. Czeglédi
Leventének és Dr. Bodor Zsoltnak, amiért elvallaltdk dolgozatom attekintését. Biralatuk,
szakmai ajanlasainak, észrevételeik nagyban hozzajarultak ahhoz, hogy az értekezésem
még magasabb szinvonall legyen.

Végul, halaval és koszonnettel tartozom Csalddomnak: szlleimnek és
testvéreimnek a tamogatast, megértésiiket, amit az évek soran nyujtottak, és mert végig
biztak bennem. Ugyanakkor, szeretném megkdszonni azt a magatol értetédo, allando
tdmogatast Férjemnek, Szilardnak, gyerekeimnek Aliznak, Danielnek és Eszter

nagymamanak a tlirelmiiket és tdimogatasukat, hogy munkam elérehaladasat biztositottak.
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12. NYILATKOZATOK

NYILATKOZAT

Ezen értekezést a Debreceni Egyetem Allattenyésztési Tudomanyok Doktori Iskola
keretében készitettem, a Debreceni Egyetem doktori (Ph.D.) fokozatanak elnyerése
celjabol.

Debrecen, 2025............

a jelolt alairasa

NYILATKOZAT

Tanusitom, hogy Mihok Emdke doktorjeldlt 2025-ben a fent megnevezett Doktori Iskola
keretében irdnyitasommal végezte munkdjat. Az értekezésben foglalt eredményekhez a
jelolt 6nallé alkotd tevékenységével meghatarozéan hozzajarult, az értekezés a jeldlt

onallé munkaja. Az értekezés elfogadasat javaslom.

Debrecen, 2025.............

a témavezeto alairasa
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