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1. BEVEZETES

Az Egészségiigyi Vilagszervezet (WHO) 1969-ben mutatta be az elsé globalis
térképet, amely a 12 évesek cariologiai statuszra vonatkozd dmf (d=decayed-szuvas,
t=filled-tomott, m=misssing-hianyz6 fogak) szamot tartalmazta. Ezen eredmények azt
igazoltak, hogy az iparosodott orszdgokban nagyfoku a fogszuvasodas prevalenciaja, mig
a fejl6do orszagokban a caries eléfordulasi gyakorisaga kisebb értéket mutatott. Néhany
évvel ezelétt a WHO kifejlesztette a szdjbetegség feliigyeleti rendszert, kiilondsen a
gyermekek fogszuvasodasaval kapcsolatosan. A jelentések szerint Eurdpaban a 6 éves
gyermekeknek 20-90% -nak van szuvas foga, és a felnéttek kozel 100% -a tapasztalta a
betegséget. A fogszuvasodas egy, a fogak kemény szovetének lokalizalt pusztulasaval
jaré multifaktoridlis, civilizacids népbetegség, melyet a taplalékban el6fordulod
szénhidratok bakterialis fermentacidja soran kialakuld savas melléktermékek okoznak.
Az elmult évtizedben a gyogyndvényekbdl eldallitott gydgyhatasu készitmények irdnti
érdeklddés jelentésen megndtt. JoI dokumentalt, hogy egyes gydgyndvények és a
természetes vegyiiletek jelentdés antibakteridlis hatdst fejtenek ki kiillonbozo
mikroorganizmusok ellen, beleértve a cariogén és periodontalis kérokozdkat is. Ezek a
természetes fitokemikalidk hatékony alternativdkat kinalhatnak az antibiotikumok
helyett, és igéretes megkozelitést jelentenek a fogszuvasodds és egyéb szajiiregi
fert6zések megeldzésére és kezelésére. Szadmos irodalom foglalkozik a meggy gyiimdlcs
bioldgiailag aktiv komponenseinek megismerésével. Ezen kozleményekbdl ismerjiik az
antocianinok szerkezetét, mely igazolja a szabadgyokok elimindldsaban betoltott
szerepiiket. A szerkezet megismerésébdl kovetkezik, hogy ezen antocianin struktarak
farmakologiai szempontbdl rendkiviil aktiv molekuldk. Nagyszamu irodalom arrél
szamol be, hogy az antocianinok hatdssal vannak a cardiovascularis betegségek ¢és a II-
tipusi diabetes mellitus kialakuldsaban kulcsfontossdgli szerepet jatszo enzimek
aktivitasara. Ezért célul tliztiik ki, hogy megvizsgéljuk a magyarorszagi meggyfajtakban
felhalmozd6dé antocianinok humén nyal amildzaktivitasra gyakorolt hatdsat, valamint,
hogy az antocianinok milyen hatdst gyakorolhatnak a szdjiiregben megtalalhato
Streptococcus mutans baktérium fajra €s ezzel meghatdrozni az antocianinok szerepét a

fogszuvasodas prevencidjaban.
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Napjainkban a melatonin jotékony hatasat bemutatd tanulmanyok nagy szdmban
jelennek meg. Részletesen beszdmolnak az endogén és exogén eredetli melatonin
szajliregi egészségre gyakorolt hatdsarol, mely els6sorban a melatonin gyulladasgatlé és
antioxidans hatdsanak koszonhetd. Az élelmiszerekben el6forduld melatoninnak szerepe
lehet a szajliregi egészség meglrzésében. Megvizsgaltuk a magyarorszagi meggyfajtak

melatonin tartalmat.
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2. CELKITUZES

Célunk volt, hogy tanulmanyozzuk a magyarorszagi meggyfajtakra jellemzd antocianin

komponensek inhibicios aktivitdsat humén nydlamildzon:

A meggy antocianin profiljanak kvantitativ és kvalitativ meghatarozasa UHPLC-
modszerrel.
A meggy antocianinok és a meggy extraktum, in vitro kinetikai vizsgalata human

nyalamilézon.

Tovabbi célunk volt, hogy pilot study-ban megvizsgaljuk az antocianinban dus,

meggykivonat inhibicids aktivitasat humén nyalamildzon:

Olyan Antocianinban dus meggy extraktum el6éallitdsa, melyben a biologiailag
aktiv molekuldk megdrzik hatasukat.

Olyan mintagytijtési, valamint mérési protokoll kidolgozasa, ahol a kontroll és
kezelt csoportok hatasvizsgalati eredményei reprezentaljak a harom korcsoportra
jellemzd hatasokat.

Az antocianint tartalmazdé rdgdégumi humén nyél amildzaktivitdsra gyakorolt
hatasanak vizsgalta, valamint az antocianint tartalmaz6 ragégumi hatasara kitirtilé
Streptococcus mutans egyedszam valtozasanak leirasa, ndknél és férfiaknal,
tobbféle korcsoportu és eltérd életmodu, kiilonbozd szajhigénével rendelkezd
onkénteseknél.

Extrakcioés eljaras kidolgozdsa a melatonin detektaldsdhoz, tovabba a meggy

crer
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3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1 AMEGGY JELLEMZESE

A meggy (Prunus cerasus L.) rendszertanilag a Rosaceae csalad, Prunoideae

alcsalad, valamint a Prunus nemzetség része. A meggy egy hibrid faj, melyet a cseresznye
(Prunus avium L.) és a cseplesz meggy keresztezddésével alakitottak ki (Oldén és
Nybom, 1968).
Magyarorszadgon az egyik legnagyobb mennyiségben termesztett gytiimdlcs. Hazankban
a meggytermesztésnek évszdzados multja van. Magyarorszag foldrajzi, éghajlati
adottsagainak ¢és a hazai évtizedes nemesitd munkanak koszonhetéen a vilagon
egyediilallo fajtaszortimenttel, valamint kiemelkedd beltartalmi paraméterekkel
rendelkezd fajtak jottek 1étre.

A hazai nemesitOknek (Maliga Pal, Brozik Sandor, Pethd Ferenc és a rezisztencia
bioldgia fontossadganak felismerésében a vildgon élenjard, progressziv gondolkodast
Apostol Janos), valamint az orszag keleti részén megindult tijszelekcidos munkdknak
koszonhetden, a magyar piacokon a vasarloknak méjus végétdl julius végéig lehetdsége
van friss, kedvezd sav/cukor aranyu és bioaktiv komponensekben gazdag meggy
gylumolcs fogyasztisara.

Bizonyos fajtdk stabil pozicidt vivtak ki maguknak a nemzetk6zi piacon is.
Michigan allamban két magyar fajtat vontak be termesztésbe: a tdjszelekcios munkak
eredményeként allami elismerést kapott ‘Ujfehértoi fiirtds’, mely az USA-ban “Balaton”
néven valt ismertté és kb. 400 hektaros iiltetvényt jegyeznek, valamint a keresztezéssel
t6rténd nemesités soran ismertté valt “Erdi bétermd”, mely az USA-ban “Danube” néven
valt ismertté és kb. 100 hektéros iiltetvényt tartanak szamon (Nyéki és mts., 2005).

A meggyben az érés soran elsddleges €s masodlagos metabolitok halmozddnak
fel melyek szerepe kitiintetett a novényi védekezés rendszerében.

Az irodalombdl ismert a meggy fenol-karboxil savtartalma, e csoportba tartoznak
a hidroxi-fahéjsav, a klorogénsav, a neoklorogénsav és a p-kumaroil-kinasav melyek
mind nagy mennyiségben fordulnak el a meggyben (Chaovanalikit és Wrolstad, 2004;
Goncalves ¢és mts., 2004). Szdmos tanulmany beszamolt a meggy flavanol tipust
vegyiileteirdl, mint példaul a katechin, epikatechin, gallokathechin, epigallokatechinek és

ezek szarmazékairol (Piccolella és mts., 2008; Czyzowska és Pogorzelski, 2004).
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Tartalmaznak tanninokat is. Kevésbé ismert, de a melatonin (N-acetil-5-metoxi-
triptamin) egy masik fontos vegyiilet, amelyet azonositottak a ’Balaton’ és a
"Montmorency’ meggyfajtadkban (Burkhardt és mts., 2001; Reiter és Tan, 2002). Ezen
kiviil a meggyben azonositottak flavonoid-glikozidokat is, melyek mas ehetd bogyos
gytimdlcsben is gyakoriak. Ezek kozé tartoznak a kvercetin-3-gliikozil-rutinozid,
kvercetin-3-rutinozid, kvercetin-3-gliikozid, kaempferol-3-gliikozid, kaempferol-3-
rutinozid és izoramnetin-3-rutinozid (Bonerz és mts., 2007; Kirakosyan és mts., 2009; Li
¢s mts., 2008; Piccolella és mts., 2008).

A flavonoidok csoportjaba tartoznak az antocianinok. Az antocianinok f6 egysége
az antocianidin aglikon, a difenilpropan C6-C3-C6 alapvaz (A, C, B gytrt). A két
benzolgylirii (A és B) egy oxigénatomot tartalmazé heterociklusos piran vagy pirongytirii
(C) révén kotédik (Konczak és Zhang, 2004). Az antocianidinek glikozilalt formai az
antocianinok, vizben jobban oldédnak ¢és szerkezetilkk stabilabb, mint az
antocianidineknek (Timberlake és Bridle, 1976). Az antocianinokra jellemzd cukor
egységek a kovetkezok lehetnek: gliikoz, galaktdz, ramndz, arabindz, xiloz, valamint a
diszacharidok koziil a rutindz, szofor6z (De Ancos és mts., 1999; Kahkonen ¢és mits.,
2003). Szamos esetben a cukor rész a kalkonvaz C gytrijének 3-, 5-, vagy a 7-
hidroxilcsoportjahoz kapcsolddik (Brouillard, 1982).

A ndvényvilagban hat antocianidin szintetizalédik: cianidin, delfinidin, peonidin,
pelargonidin, a petunidin és a malvidin. Az antocianidinek szerkezetét az 1. abran lathato.
A cianidin, delfinidin, és a pelargonidin a levelek szineinek 80%-at, a gylimolcsok

szineinek 69%-4t, mig a virdgok szineinek 50%-at adjak (Kong és mts., 2003).
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R3 ' R5 '

Cianidin OH H
Delphinidin OH OH
Malvidin OCH; OCH;
Pelargonidin H H
Peonidin OCH; H
Petunidin OH OCH;

1. abra: Az antocianidin szerkezet

A piros bogyosokban a dominansan eléforduld antocianinok a cianidin- és pelargonidin-
glikozidok (Bridle and Garcia-Viguera, 1997).

Wang ¢és munkatarsai allapitottdk meg, hogy a meggy (Prunus cerasus L.) jelentds
mennyiségli antocianint tartalmaz. A meggyben eléfordulé f6 antocianin komponensek a
cianidin-3-gliikkozid, cianidin-3-rutinozid, cianidin-3-gliikkozil-rutinozid, ezen kiviil
azonositottak: a cianidin-3-soporozidot, a pelargonidin-3-gliikkozidot, a piperonil-3-
rutinozidot, a cianidin-3-arabinozil-rutinozidot és a malvidin-3,5-digliikkozidot (Wang és

mts., 1997; Blando és mts., 2004; Piccolella és mts., 2008).

3.1.1 Antocianinok bioszintézise

A szekunder metabolitok koziil az antocianinok bioszintézis Gtvonalat szélesebb kdrben
vizsgaltak. Igy a szintézisben szerepet jatszo enzimek és gének jol ismertek.
L-fenilalaninbdl a fenilalanin-ammonialiaz (PAL) nevii enzim hatdsara fahéjsav jon létre.
A novényeknél a PAL kitiintetett szerepli enzim, amely katalizélja a polifenol vegyiiletek
kialakulasanak kezdeti 1épéseit, és foként védelmi mechanizmusokban vesz részt (Tanaka

¢és mts., 1989). Kialakul a 4-kumariol-KoA a fahéjsav-4-hidroxildz (C4H) és 4-kumariol:
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KoA-ligdz (4CL) enzimek katalizise soran, mikdzben lignin, stilbeninek, amidok,
benzoesavak ¢és észterek keletkeztek bizonyos fajokban. Mig a lignin strukturdlis
tamogatasként mikodik, addig a stilbenek segitenek a biotikus €s abiotikus stressz elleni
védekezésben. A 2. abra részletezi az antocianin szintézis utvonal 1épéseit, ahol harom
Kreuzaler és mts., 1975) katalizalta reakcié soran kialakul a kalkon, melyet a
kalkonizomerdz (CHI) naringeninné alakit. A naringenin kalkon nemcsak az
antocianinok vagy proantocianidinek, hanem mas fenolos vegyiiletek szintéziséhez is
fontos molekula. A flavanon-3-hidroxilaz (F3H) katalizdlta folyamatban kialakul a
dihidrokampferol, a masik két termék a dihidrokvercetin a flavanon-3’-hidroxiléz, illetve
a dihidromiricetin a flavanon-3’,5’-hidroxilaz katalizise soran jon 1étre. Ezt kdvetden a
dihidroflavonol 4-reduktaz katalizalta (DFR), (Heller és mts., 1985; Reddy és mts., 1987)
szintézis sordn keletkezik a leukopelargonidin, leukocianidin és a lekodelphinidin, és
végiil az antocianidin szintdz (ANS) altal katalizalt folyamat eredményeként kiilonboz6
antocianidinek alakulnak ki, koztiik a pelargonidin, cianidin, delfinidin malvidin,

peonidin és a petunidin.
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4-kumaroil-CoA + Malonil CoA

Kalkon szintaz
v

Naringenin kalkon

Kalkon izomeraz

v
Naringenin

Flavonol 3-hidroxilaz

v

Dihidrokvercentin Dihidrokampferol ~ —* Dihidromiricetin
Dihidroflavonol reduktaz Dihidroflavonol reduktdz

Leucocianidin Leucopelargonidin Leucodelfinidin
Antocianin szintdz Antocianin szintdz

Cianidin Pelargonidin Delfinidin
UDP-Gliik-flavonoid-3-O UDP-Gliik-flavonoid-3-O
gliikozil transzferaz gliikozil transzferaz
Cianidin-3-gliikozid Pelargonidin-3-gliikozid Delfinidin-3-gliikozid

2. abra: Antocianinok bioszintézis utvonala

Az ANS hatasara kialakult szines antocianidin vegyiiletek azonnal modosulnak
glikozilezéssel, melyet a flavonoid gliikoziltranszferaz (UFGT) katalizal, metilezéssel,
melyet a O-metiltranszferdz (OMT) katalizal, és acilezéssel, melyet az antocianin-

aciltranszferaz (ACT) katalizal (Ford és mts., 1998; Springob és mts., 2003), annak
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érdekében, hogy ezen vegyliletek a stabilitdsukat megorizzék. Az antocianinok
bioszintézisben résztvevd enzimek az endoplazmatikus retikulum (ER) felszinén vagy a
citoplazmaban vannak. A keletkezett antocianinok vaku6lumokban halmozodnak fel
(Saslowsky és mts., 2001; Chen €s mts., 2006; Barcel6 és mts., 1994). Az antocianinok
szallitasaban dontd szerepet van az intracellularis transzport folyamatoknak.
Ez megvaldsulhat a glutation-S-transzferdz (GST) konjugéacidja révén, amikor egy
flavonoid-GST komplex alakulhat ki. A vakudélum membranjdhoz kotétt ABC-
transzporterekkel (ATP-bilding casette transporters) (Marrs és mts., 1995) jutnak be a
flavonoidok a vakuélumba. Egy masik lehetséges mod, hogy a flavonoid intermedierek
transzporterek segitségével bejutnak az ER-be ¢és a Golgi appardtuson keresztiil
vezikulakba zarva keriilnek a citoszolba, ahol endocitozissal szintén a vakudélumokba
jutnak (Grotewold, 2001). Ezen kiviil fitohormonok is befolydsolhatjdk az antocianin
akkumulaciét. Az abcizinsav (ABA) ndvelte az antocianin tartalmat a szOéléhéjban,
azaltal, hogy Chs, Chi, Dfr és Ufgt gének expressziojat novelte (Jeong és mts., 2004; Ban
¢és mts., 2003). Az etilén, amely szintén a gytimdlcsok érési folyamatat eldsegité hormon,
fokozza a Chs, F3h, Ans, Ufgt expresszidjat (El-Kereamy és mts., 2003). A jazminsav és
azzal analdg vegyiiletek esetében Chs és a Ufgt gének expresszidjanak fokozodasat
igazoltak, ezaltal az antocianin bioszintézisére is hatassal van (Belhadj és mts., 2008).
Ezen kiviil endogén ¢s exogén kémiai tényezOk szabalyozhatjak az antocianin
bioszintézisét. Ezidaig sz6loben sikeriilt igazolni, hogy az antocianinok altaldban egy
héttel késébb halmozddnak fel, mint a cukortartalom. A sz6l6héjban keletkezd cukrok
szabalyoz6 szerepet jatszanak az antocianinok szintézisében, mig masok szerint a cukrok
csak az antocianin képzddés szubsztratjaként fontosak (Gonzalez-SanJosé ¢s Diez.,
1992). A cukrok fokozzék az F3h gén expresszidjat €s az antocianinok felhalmozodasat,
ezen eredmények alatdmasztjdk azt a korabbi feltételezést, hogy a cukrok szerepet
jatszanak az antocianin szintézisében (Zheng és mts., 2009). Bizonyos toxinok pl: Eutypa
felhalmozodasat (Afifi és mts., 2003). Meghatarozoak lehetnek még az antocianinok
bioszintézisében az allanddan valtozd kdrnyezeti feltételek is. Vizsgalatokkal igazoltak,
hogy a gylimdlcs-zona levél eltavolitdsaval a megndvekedett napfény-expozicid
csokkentette a Chs és F3s expresszidjat, igy az antocianin felhalmozddasat is a sz616
bogydban (Jeong és mts., 2004; Chorti és mts., 2010). Az UV sugérzas fokozhatja az
antocianin bioszintézisben részt vevd Dfr és Ans gének expresszidjat, és ezaltal az

antocianin felhalmozodasat eredményezi (Park és mts., 2007). Altalaban az alacsony
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hémérséklet, mint példaul a 25 °C, kedvez6 az antocianin bioszintézisre, mig a magas
hémérséklet, példaul 35 °C, az antocianin bomlashoz és az antocianin felhalmozodas
gatlasahoz vezethet. A sz6l6ben a magas éjszakai hdmérséklet a Chs, F3h, Dfr, Ans €s
Ufgt gén expresszidjat gatolja az érés korai szakaszaban, drasztikusan csokkenti az UFGT
enzim aktivitasat, ami az antocianinok gyenge termelését eredményezi (Mori és mts.,
2005; Yamane és mts., 2006). A viz a harmadik fontos kornyezeti tényezd, ami
befolydsolhatja az antocianin bioszintézist. Az érés sordn, vizhianyos koriilmények
kozott, az antocianin bioszintézis nagymértékben stimulalhat6, ami fokozott antocianin
felhalmozddast eredményez. A vizhidny az altalanos bioszintetikus gének mellett -
példaul a Chs, az F3h és az Ufgt esetében - a B-gylirii modositasaval kapcsolatos géneket,
beleértve az F3'5'h és az Omt expresszidjat is stimuldlja az érés soran (Castellarin és mts.,
2007).

Az antocianinokra jellemzd kémiai szerkezet lehetdvé teszi, hogy direkt hatasként
eliminaljak a reaktiv oxigén formakat, és ezen képességiik meghatarozza farmakologiai
aktivitasukat is. Az antocianinok antioxiddns aktivitdsat a B-gyliri hatarozza meg,
melynek 3’ és 4’ pozicidjaban OH-csoport taldlhatd. Magas antioxidans aktivitast
eredményez a 3-as pozicidhoz kapcsoldéddé OH-csoport. Ezen kiviil meghatarozé még az
5-0s pozicidban 1évé OH-csoport is (Silva és mts., 2002). A 3. abra Osszefoglalja az

antocianinok szerkezetéb6l adddo élettani hatasokat.

Az OH-csoprtok szama a B-gytriin fokozza az
antioxidans kapacitast (Siva és ms., 2002

Hatasara fokozodik a

(Jayay

3. abra: Antocianinok hatasa
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Wang és mts arr6l szamolt be, hogy a ’Balaton’ hatszor tobb antocianint tartalmaz, mint
a ’Montmorency’ fajta. Ezen fajtdk f6 komponensei: cianidin-3-gliikozilrutinozid,

cianidin-3-rutinozid, valamint a cianidin-3-gliikkozid (Wang és mts., 1997).

3.1.2 Antocianinok szerepe a novényekben

Az antocianinok megvédik a fotoszintetikus apparatust (antenna pigmentek, reakcio
kozpontok, kiegészitd fehérjék) az erds fény kozvetlen hatasaitol (Wheldale, 1916), mert
csOkkentik a fotoinhibicidt (Steyn és.mts., 2002; Gould és Lister 2005). A fiatal, fejlodo
levelekben jelentés mértékben szintetizalédnak az antocianin pigmentek (Cai és mts.,
2005), mert a fejlédo levelekben levd kloroplasztok kiilondsen érzékenyek a kozvetlen
fény stressz hatdsara (Pettigrew és Vaughn 1998; Choinski és mts., 2003). Hughes ¢és
munkatarsai igazoltak az antocianinok fotoprotektiv szerepét a fejlodo levelekben (2007).
Az antocianinok bioszintézise a levélfejlodés korai szakaszara jellemzo, és a teljesen
differencidlodott levélszovet kialakulasaig tart. Szamos novényfajnal sikeriilt igazolni,
hogy a UV-expozicio aktivalja az antocianinok ¢és mas flavonoidok bioszintézisét
(Mendez ¢és mts., 1999; Singh és mts., 1999). Az antocianinok ndvényi fizioldgidban
beoltott szerepe sok esetben antioxiddns enzimek miikodésével is leirhatd, mert az
antocianinokhoz hasonl6an a szuperoxid-dizmutaz (SOD) és aszkorbat-peroxidaz (APX)
enzimek a kloroplasztokban csokkentik a fotoinhibiciot és a foto-oxidaciot (Asada, 1999,
2000; Rizhsky és mts. 2003), bizonyos koriilmények kozott azonban ezek az enzimek
inaktivak lehetnek. Az erés fény és az alacsony homérséklet egyiitt, csokkenti az APX
hatékonysagat, ami H>O, felhalmozodéasahoz vezet, igy gatolva az APX, SOD és a katalaz
(CAT) mukodését (Jahnke és mts., 1991; Wise, 1995; Casano és mts., 1997; Asada,
1999). Ahhoz, hogy ezen enzimek megfeleléen miikddjenek, az antioxidans enzimeket
védeni kell a szabadgyokok tamadasatol. Szamos tanulméany foglalkozott azokkal a
korilményekkel, melyek inaktivaljadk a korabban emlitett enzimek aktivitasat, de
ugyanakkor stimuldljdk az antocianinok képzddését a ndvényi szovetekben. Az
antocianinok megakadalyozzak ezen antioxidans enzimek inaktivalasat azaltal, hogy a
korlatozzak a fotoszintetikus apparatushoz jutdé fény mennyiségét, igy mérséklodik a
reaktiv oxigén formak termelése. Ezaltal az antocianin pigmentek szintéziséhez torténd
egyszeri befektetéssel a novények elérhetik a ndvényi stresszvalaszok ezen kodzponti
elemeinek hossza tavi védelmét. Valdban, a ndvények antioxidans enzimaktivitds
fenntartdsara vagy annak fokozéasara vald képessége kulcsfontossagl tényezdje lehet a

novényi szovetek kornyezeti stresszre torténd akklimatizalasdnak (Bowler és mts., 1992;
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Anderson ¢s mts., 1995; Pinhero és mts., 1997; Scebba és mts., 1999; Kuk és mts., 2003).
Végiil, az antocianinok kolcsonhatasba 1éphetnek masodlagos hirvivé molekulakkal.
Erdekes az antocianinok és a szacharéz kolcsonhatésa. Az antocianin bioszintetikus wtjat
a szachardz erdsen szabéalyozza olyan ndvényekben, mint a retek (Raphanus sativus), és
az angol borostyan (Hedera hélix) (Murray és Hackett, 1991; Hara és mts., 2003;
Solfanelli és mts., 2006). Az oldhat6 cukrok, kiilondsen a szacharoz, a gliikoz és a fruktéz,
kozponti szerepet jatszanak a novényfejlédés, a stresszvalaszok és a génexpressziod
szabalyozasaban (Gibson, 2005). A cukor felhalmozddasat a kiilonb6z0 stresszhatasokkal
szembeni tolerancia javitotta, beleértve az aszalyt, a sdtartalmat, a magas fényt, a hideget
¢s a herbicideket (Roitsch, 1999; Couée ¢és mts. 2006).

Az antocianinok fontos szerepet jatszanak a novény és rovar populaciok kozotti
kolcsonhatasok folyamataban, példaul a herbivorok elriasztasaban. Ennek egyik formaja
az aposematizmus, amikor a szembetiind szinezék a herbivorok figyelmeztetésére vagy
elriasztasara szolgal, példaul mérgez6 gyiimolesokkel, magokkal (Cook és mts., 1971;
Harborne, 1982; Williamson, 1982), virdgokkal (Hinton, 1973) és tovisekkel (Lev-
Yadun, 2001, 2003a, 2003b, 2006). A hangya mimikrit tobb ndvénycsalddban is
megfigyelték. A mimikri a névény epidermiszén lathatd, sird, sotét szinti, altalaban 2—
10 mm hosszu folt. Ezek a jelolések hasonlitanak a hangyak méretéhez, alakjahoz és a
térbeli hatasuk a hangyak oszlopaihoz hasonlit. A Pisum fulvum esetében megfigyelték
az éretlen hiively feliiletén felhalmozod6 antocianinokat, amely gyakran hasonlit az
aposematikus mérgezd hernyokra (Lev-Yadun €s Inbar, 2002). A magvak 4lcazasa a talaj
(Saracino ¢és mts., 1997, 2004), a fiatal csemeték/magoncok elrejtése avar szinének
megfelelden torténik, melyet a klorofill és az antocianin szinkeveréke eredményez
(Givnish, 1990). Egy masik kozelmultbeli hipotézis szerint a vords €s sarga pigmentek
megjelenése a vegetativ és a reproduktiv hajtdsokban, megakadalyozzak a gerinctelen
herbivorok alcazasat (Lev-Yadun és mts., 2004; Lev-Yadun, 2006). igy a gerincteleneck
ki vannak téve a predatorok tdmadéasanak. Az antocianinok szerepet jatszanak abban is,
hogy a herbivorokat a fiatal, szines levelekre terelik, megvédve ezaltal a koltségesebb
idésebb leveleket (Liittge, 1997). Osszel a voros levelek jelzést jelentenek a rovarok
szdmara, hogy a fak jol védve vannak (Archetti, 2000; Hamilton és Brown, 2001;
Schaefer ¢és Rolshausen, 2006). Archetti és mts. (2000) szerint a vOrds lombozat
figyelmeztetd jel a parazita rovarok szamara, hogy hol nem helyezhetik el tojasaikat. igy
az 6szi lombozat a rovarok és a fak kozotti koevoluciobol eredd adaptiv jelenségnek

tekintheto.
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Masrészrol a novény fiziologusok kimutattdk, hogy az antocianinok egyediilalloak az
oregedé lombozat szdmara, mivel az antocianinok javitjdk az 6szi levelek
nitrogénfelvételének sebességét (Hoch és mts., 2001, 2003,). Természetesen a vegetativ
szervekben az antocianin bioszintézisének kialakulasahoz vezetd szelektiv nyomasoktol
fiiggetlentil, ezeknek a pigmenteknek a védekezd és fiziologiai funkcidi egyidejlileg

miikddhetnek a ndvényekben.

3.1.3 A melatonin bioszintézise
A magyarorszagi meggyfajtakbol sikeriilt izoladlni egy masik antioxiddns hatast
molekulat, a melatonint, mely napjainkban ismét a tudoményos vilag érdeklédésének
kozéppontjaba kertilt. Az elmult iddszakban szamos tanulmany foglalkozik a melatonin
¢lettani hatdsaival és klinikai vizsgélatdval. A melatonin az emberi szervezetben a
tobozmirigyben (glandula pinealis) termel6dé hormon, mely a diencephalon (koztiagy),
¢s mesencephalon hataran annak fels ikertestei kozott fekvd endokrin mirigy
(Szentagothai-Réthelyi, 1997). A melatonin szerkezete a 4. dbran lathat6. A molekulat
csak 1958-ban azonositottak (Lernet és mts., 1958., Lernet és mts., 1959). 1995-ig a
tudomanyos vildg a melatonint egy, kizarélag csak a gerincesekben megtalalhatd
hormonként tartotta szamon, melynek feladata szezondlis- és a cirkadian ritmus
szabalyozasa. A kozelmultban ezt a hormonhatasu vegytiletet azonositottdk hajtasos
ndvényekben, Insectaban, Nematodaban, gombéakban (Tan és mts., 2007; Stehle és mts.,
2011; Migliori és mts., 2012). A 90-es évek kozepén a melatonint sikeriilt azonositani a
fotoszintetizal6 prokariotakbol is (Manchester és mts., 1995). Ez azt jelenti, hogy a 2,5
millidard évvel ezel6tt azonos formdban megjelend melatonin molekula szintézis
utvonala erdsen konzervalodott az evolucid sordn. A torzsfejlodés soran akkor
alakulhatott ki, amikor az egysejtii éldlények megkezdték az atmenetet az anaerob
biokémiai folyamatokrdl az aerob biokémiai folyamatokra. A melatonin primer
funkcidja, hogy antioxidansként szolgaljon, tehat az oxigén jelenlétében lejatszodo
biokémiai folyamatok soran keletkezett szabadgyokok eltavolitasaért felelés molekula
(Tan és mts., 2010; Hardeland és mts., 2012; Blask és mts. 2011; Motilva és mts., 2011).
A melatonin rendelkezik egy polaros és egy apolaros résszel, ami lehetdvé teszi,

s

sejtorganellumokba.
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4. abra Melatonin szerkezete

Az N-acetil-5-metoxi-triptamin azaz a melatonin prekurzora a triptofan, mely egy
esszencidlis aminosav az emberi szervezet szamdra, igy az élelmiszereknek eltérd
triptofantartalma hatassal lehet a szervezet melatonin szintjére (Dopfel és mts., 2007.).
A melatonin bioszintézise az 5. abran lathatd. A szintézis triptofanbol indul ki és a
triptofan-hidroxildz enzim katalizise soran 5-hidroxi-triptofdn jon létre. Ezutan 5-
hidroxitriptofan-dekarboxildz enzim reakcio soran 5-hidroxi-triptamin, azaz szerotonin
képzddik. Majd az N-acetil transzferdz katalizise sordn N-acetil-szerotoninna alakul,
melyet a hidroxi-indol-O-metil-transzferdz enzim alakit 4t melatoninna. Az itt ismertetett
szintézis Utvonal valamennyi éldlényre, az emldsokre, novényekre, gombdkra és a
baktériumokra is jellemzd (Salisbury és Ross, 1992., Yu és Reiter, 1993., Blazer ¢és
Hardeland 1996.).
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5. abra: Melatonin bioszintézis utvonala
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3.1.4 Melatonin szerepe a novényekben

A melatoninrol sokaig gy tartottdk, hogy csak a gerincesekben szintetizalodo
hormon. A 90-es ¢évek kozepén a melatonint azonositottdk Osi prokariotakban
(Manchester ¢és mts., 1995), eukariota egysejtiiekben, rovarokban, tovabba a
fotoszintézisre képes Gonyaulax polyedra dinoflagellateban is. Ezekben a fajokban a
szabadgyokok elleni védelem szempontjabol rendkiviil meghatarozé az N-acetil-5-
metoxi-triptamin jelenléte (Poeggeler és mts., 1994). A melatonint kimutattak a
novényvilagban is (Reiter és mts.,, 2001.), eldallitisa a kloroplasztiszban,
mitokondriumban zajlik (Tan és mts., 2013.), felhalmozddik a levélben, termésben és a
magban.

Az N-acetil-5-metoxi-triptamin kémiai szerkezetét tekintve egy indolamin,
szintézise az L-triptofanb6l indul ki, ebbdl keletkezik a neurotranszmitter
tulajdonsagokkal rendelkezd szerotonin, és az auxinok csaladjaba tartozo indol-3-
ecetsav (IAA). Mivel a melatonin és az TAA szerkezetileg hasonloak, kutatdok
megvizsgaltak, hogy a melatonin milyen hatdssal van a ndvekedésre. Hernandez-Ruiz és
Cano, 2004-ben igazolta, hogy a melatonin hatékony novekedési faktor, mely serkenti
az etiolalt csillagfiirt sziklevelek ndvekedését (Hernandez-Ruiz és Arnao, 2008). Conti
¢s munkatarsai 2002-ben igazoltdk, hogy az intenziv UV sugdrzasnak kitett alpesi és
mediterran ndvényeknek magasabb a melatonin koncentracidja. Reiter €s mts. szerint, a
ndvények az intenziv sugdrzas hatasara keletkezd szabadgyokok ellen, antioxidans
hatasti molekulak szintézisével védekeznek (Reiter és mts., 2007). Az N-acetil-5-metoxi-
triptamin elsésorban a kloroplasztisz és a mitokondrium védelmét latja el, eliminalja a
termindlis oxidacio sordn keletkezd szabadgyokoket, tehat az elsd védelmi vonalon fejti
ki antioxidéns hatasat.

Figyelembe véve a mitokondrium és kloroplasztisz evolticids eredetét. tigy tlinik, hogy
ezek az intracellularis sejtorganellumok képesek szintetizalni a melatonint (Park és mts.,
2013., Wang ¢és mts., 2012., Reiter és mts., 2002., Ozturk és mts., 2012., Acufia
Castroviejo és mts., 2011., Song és mts., 2012.). A melatonin gatolja a klorofill bomlasat,
védi a zold szintest integritasat, tovabba eldsegiti a fotoszintézis folyamatat (Tan és mts.,

2012., Zhang és mts., 2013.).
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3.2 AZ ANTOCIANINOK ELETTANI HATASA

3.2.1 Antioxidans hatas

A lipidperoxidacid az a folyamat, amikor szabadgydk iniciator kapcsolatba 1¢ép a telitetlen
zsirsavak kettds kotéseivel, ezéltal peroxi-szabadgyok keletkezik. Az antocianinok
hatdsmechanizmusuk szerint azon antioxiddnsok csoportjaba tartoznak melyekre
jellemzd, hogy ldncmegszakitok, mert képesek a szabadgyokok gyokallapotat
megsziintetni azaltal, hogy hidrogént adnak at és kevésbé reaktiv vegyiileteket hoznak
létre. Ezen vegyiiletekre jellemz0, hogy stabilak, oxidacidoban nem vesznek részt, azaz
megtorik a lancreakciot (Esterbauer és mts., 1992; Bird, 2003; Lugasi ¢és Blazovics,
2004).

Az antocianinok kémiai szerkezete meghatarozza farmakoldgiai aktivitasukat, ugy mint,

antioxidans- ¢és gyulladasgatld hatasukat. A reaktiv oxigén formék (ROS), mint a
szuperoxid (Oz*)-, hidroxil (OH*)-, peroxid (O»2*)- és a peroxinitrit (ONOO*) gyokok a

szervezetre jellemzd metabolikus folyamatok sordn fiziologias koriilmények kozott is
allandoan termelddnek. Az ¢16 szervezet folyamatosan védekezik ezen szabadgyokokkel
szemben, melynek egyik formaja az antioxidans hatast enzimekkel torténd védekezés,
melynek része tobbek kozott a szupreoxid-dizmutdz, a glutation-reduktaz és a glutation-
peroxidaz. A védekezés egy masik modja a kis molekuldju antioxidans hatasa
vegyiiletekkel valosul meg, mint a glutation, C-vitamin, tokoferolok, valamint
flavonoidok. Ha a keletkezd szabadgyokok mennyisége meghaladja a szervezet
antioxidans kapacitasat, akkor ezen ROS vegyiiletek megbontjak a lipdek, DNS, fehérjék
¢s membranstruktarak integritdsat, melynek kovetkeztében miikddésiik zavart szenved.
Gyulladasos folyamatok, kardiovaszkularis betegségek, valamint metabolikus szindroma
kialakuldsdhoz vezethet, melynek részét képezi az emelkedett plazma lipid, -gliikoz és -
inzulin szint és a zsirmdj kialakulasa, amelyek tipikusan megelézik a Non Insulin
Dependent Diabetes Mellitus (NIDDM) kérképet (Seymour és mits., 2009).

A NIDDM 2-6-szorosara noveli a sziv- és érrendszeri betegségek (Cardiovascular
disease-CVD) ¢és a haldlozas kockazatat. Az atherosclerosis (érelmeszesedés) folyamata
azonban megeldzheti a cukorbetegség kialakuldsat, ami azt sugallja, hogy mindkét
rendellenességet k6zds genetikai €s kornyezeti tényezok hatarozhatjadk meg. Ilyen k6zds
pont lehet az inzulinrezisztencia, amely a Il-es tipust diabetes egyik f6 jellemzdje,

valamint noveli a szivkoszortér -betegség (Coronary heart disease-CHD) kockézatat is.
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Tovéabba bizonyitott az a tény is, hogy az inflammatorikus folyamatok fontos szerepet
jatszanak az atherosclerotikus CVD kialakuldsaban, mert a gyulladdsos medidtorok
kulcsfontossagu szerepet toltenek be az atherosclerotikus plakkok inicialasaban,
progresszidjaban és leszakaddsaban. Ezenkiviil azt is sikeriilt igazolni, hogy a gyulladas
meghatdrozo6 szerepet jatszik a NIDDM kialakuldsaban. Tanulmédnyok tdmasztjak ala,
hogy bizonyos gyulladdsi markerek pl.: a C-reaktiv protein (CRP) ¢és a
gyulladascsokkentd markerek alacsony szintjei, mint példaul az adiponektin, novelik a
NIDDM kialakuldasanak kockazatat. Ezen eredmények azt mutatjak, hogy a gyulladas és
a metabolikus szindroma kozott az atherosclerosis jelenti a kapcsolatot (Ziegler, 2005).
Ebbdl az kovetkezik, hogy az életmodvaltassal és a magas antioxidans kapacitast
bioaktiv vegyiileteket tartalmazo zoldségek és gyiimolesok fogyasztasaval csokkenthetd
mindkét betegség kialakulasanak kockédzata. Egy 2018-ban megjelent irodalom
részletesen beszamol a meggy gylimdlcs bioaktiv komponenseinek, cardiovascularis
betegségekben és a I[I-tipusit DM-ban eléforduld kézos kulcsenzimeinek (angiotenzin I-
konvertal6é enzim ACE, lipoxigendz, xanthine-oxidaz, cyclooxigendz COX-1, COX-2, a-
glukozidaz, a-amildz) miikddésére gyakorolt inhibicios hatasardl (Kirakosyan és mts.,
2018).

Mulabagal és munkatarsai 2007-ben in vitro kisérletekkel igazoltédk a cianidin-3-
gliikkozid > cianidin-3-rutinozid > cianidin-3-gliikozilrutinozid lipid peroxidaciot gatld
hatasat 0,25 pM koncentracioban. A 2012-ben késziilt tanulmanyban foto-oxidativ
stresszt indukéltak human bor fibroblaszton, és vizsgaltdk a CAT és a SOD enzimek
aktivitasat. Azt tapasztaltadk, hogy a sugarzas jelentdsen csokkenti a CAT és a SOD
aktivitast, mig az antocianinnal kezelt sejtekben fokozott enzim aktivitast figyeltek meg
(Lyu és mts., 2012). Him Wistar patkanyokon ex vivo és in vivo vizsgalatokkal igazoltak,
hogy az antocianinok ndvelhetik a glutation-peroxidaz (GPx) és a glutation reduktdz (GR)
aktivitasat, ezaltal novelve a redukalt glutation (GSH) tartalmat, miokardialis
infarktusban (Toufektsian €s mts., 2008). Egy masik tanulmany arr6l szamolt be, hogy a
2,5 pg/mL malvidin, és peonidin aglikon ndveli az antioxidans hatast enzimek aktivitasat
HT-29 human adenocarcinoma sejteken, mig a korabban emlitett antocianin aglikonok
2,5 pg/mL keveréke szinergista modon, szignifikansan emeli a GR, GPx és a GST
aktivitasat 55%, 21%, és 42%-ban (Turner, 2009). Tobb irodalom beszamol arrdl, hogy
a flavonoidok fokozzak a glutation szintézis sebességét meghatarozo y-glutamil-cisztein

szintetazt kodold gén expressziojat (Myhrstad és mts., 2002; Moskaug és mts., 2005). Az
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antocianinok hatasosan eliminaljak a peroxinitritet. Muselik és munkatarasi in vitro
korilmények kozott, megvizsgaltdk a fObb polifenolos vegyiiletek, koztik az
antocianinok antioxiddns hatdsat. A cianidin-3-rutinozid jobban eliminalja a
peroxinitritet, mint a malvidin-3-gliikozid, majd ezt koveti a delfinidin-3-gliikozid és
végiil a petunidin-3-gliikozid (Muselik és mts., 2007).

Nizamutdinova ¢s mts egy 2009-ben megjelent tanulmanyban fekete sz6jababbol
készitett extraktum (mely 72%-ban tartalmazott cianidin-3-gliikkozidot) hatasat
tanulmanyoztdk Streptozocinnal (STZ) indukélt diabeteszes patkdnyokon. Azt
tapasztaltdk, hogy a diabeteszes patkanyoknal jelentésen csokkent a SOD ¢és CAT
aktivitds. Amikor a STZ-nal kezelt allatok kiegészitésként 50 mg/kg/nap antocianint
kaptak azt tapasztaltdk, hogy a SOD ¢és CAT aktivitds jelentdésen novekedett

(Nizamutdinova és mts., 2009).

3.2.2 Gyulladascsokkento hatas

A gyulladasos folyamatokat kiilso és belsé ingerek indithatjak el. Ezen ingerek hatasara
hisztamin, a foszfolipdz A, enzim hatdsara pedig arachidonsav szabadul fel a
sejtmembranbdl. A felszabaduld arachidonsav szubsztratja a ciklooxigendz enzimnek
(COX) melybdl eldszor egy endoperoxid (PGGz) nevil intermedier keletkezik, melyre
jellemzd, hogy fajdalomkeltd, szovetkarositod hatasa van, valamint vazokonstrikciot okoz.
Ezen PGG2-bdl alakulnak ki a prosztaglandinok, melyek jelentds feladatot latnak el a
fajdalom, 14z és a gyulladds medialasaban. Bar a gyulladds menete alapvetden egy
jotékony célu folyamat, de abban az esetben, ha a gyulladas sokaig és tartosan fennall,
onmaga valhat betegségek okozdjava.

Mulabagal és munkatarsai 2007-ben in vitro kisérletekkel igazolték a cianidin-3-gliikkozid
> cianidin-3-rutinozid > cianidin-3-gliikkozilrutinozid a COX I enzimre gyakorolt
inhibicios aktivitasat 5 uM koncentracidban. Tovabba vizsgaltdk a COX II enzimre
gyakorolt inhibicios aktivitast is és azt tapasztaltdk, hogy a cianidin-3-glikozid >
cianidin-3-rutinozid > cianidin-3-gliikozilrutinozid 5 uM koncentraciéban gatolja az
enzimet. Ezen vizsgélatokhoz pozitiv kontrollként az aszpirint vették alapul és a méréseik
soran igazoltak, hogy a cianidin-3-gliikozid alacsonyabb COX I inhibicids aktivitassal
jellemezhetd, mint az aszpirin. Viszont ugyanezen molekula COX II inhibicids aktivitasa
magasabb volt. Egy kordbbi in vitro ciklooxigendz inhibicids vizsgalat azt is igazolta,

hogy a cianidin aglikon hatdsosabb gyulladascsokkentd mint az aspirin (Wang és mts.,
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1999). A meggyfajtak a magas antocianin tartalmuknal fogva képesek fokozni a szervezet
ellenalloképességét a gyulladasos folyamatokkal szemben, valamint csokkentik a
kockazatat a gyulladdsos folyamatok altal indukalt egyéb betegségeknek is (Mulabagal
¢s mts., 2009).

A foszfolipaz A» éltal katalizalt folyamatok sordn felszabadul6 arachidonsavbdl szamos
gyulladasos mediator szintetizalodik. A human lipoxigendzok koziil az 5-lipoxigenaz
kulcsfontossagu enzim, felelds a biologiailag aktiv leukotriének bioszintéziséért, amelyek
hatadsos medidtorok a gyulladasos ¢s allergids reakciokban. Az igy 1étrejovo betegségek
megeldzése érdekében az 5-lipoxigendz-gatlas terapids célpont lehet. Az egyes antocianin
komponensek, humén neutrofil granulocitakbdl izolalt, lipoxigendz enzimre gyakorolt
inhibicios aktivitasvizsgalatanal megallapitottdk in vitro moédon, hogy a delfinidin-
gliikkozidoknak, majd a cianidin-gliikozidoknak volt nagyobb az inhibicioja, mig a
malvidin-gliikozidok inhibiciés aktivitasa kisebb (Knaup és mts., 2009). A
makrofagokbol felszabaduld citokinek koziil a komplex hatasa miatt az egyik
legjelentdsebb a TNF-o, mert jelentds szerepe van a gyulladas valamennyi
komponensének megjelenésében. A kemokinek szabalyozzak a leukocita migraciot. Az
egyik legjelentdsebb kemokint a monocita kemotaktikus protein-1-t (MCP-1) az endothél
sejtek szekretaljak akut és kronikus gyulladdsos betegségek esetén. Az antocianinok
védelmet nyujtanak a TNF-o altal indukalt MCP-1 szekrécié ellen a human endothél
sejtekben (Suganami és mts., 2005).

A kozelmultban az amerikai felndtt populdcidban végzett vizsgalat sordn kimutattak,
hogy a magas antocianin tartalmu étrend fogyasztasa gyulladasgatld hatasu. Ezek az
eredmények bizonyitékot szolgéaltatnak arra vonatkozdan, hogy a rendszeres
antocianinokban dus taplalkozas, kulcsfontossagl tényezd lehet kronikus betegségek

kockazatanak csokkentésében (Cassidy és mts., 2015).

3.2.3 Kardiovaszkularis hatas

A sziv- és érrendszeri betegségek kialakulasanak okai kozott els6sorban a magas
vérnyomas, a fokozott trombocita aggregacio, a vaszkularis endothelium megvaltozott
mitkddése és a magas plazma LDL koleszterinszint szerepel. Szamos tanulmany vizsgalta
az antocianinok vérnyomas szabalyoz6 hatasat. /n vitro médon igazoltak, hogy a cianidin-
¢s delfinidin-gliikozidok pM-os koncentracidban, kompetitiv médon képesek gatolni az

angiotenzin I konvartal6 enzimaktivitasat (Ojeda és mts., 2010).
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Egy 2004-ben bemutatott tanulmany arrol szdmol be, hogy a cianidin-3-glikozid
természetes aktivatora lehet a nitrogén-monoxid szintdz (eNOS) enzimnek. Ez a folyamat
két uton valdsulhat meg. A rdovidtavlh hatds, amely az eNOS enzim, Serl1179
foszforilacidja és a Ser 116 defoszforilacidja soran valésulhat meg (Xu és mts., 2004). A
hossztavl hatasa a cianidin-3-gliikozidnak, hogy indukélja a eNOS expresszidjat és
noveli a NO-felszabaduldsat id6 és dozisfiiggd moddon. A cianidin-3-gliikozidok
megOrzik az endothél egészséges miikodését, szabalyozzék a vérnyomast, igy védelmet
nyujt az atherosclerosis ellen, azaz vazoprotektiv hatastiak. Az antocianinok védelmet
nyUjtanak az aktivalt vérlemezkék altal kivaltott adhézios molekuldkkal szemben, ezéltal
gatoljak a trombocita aggregéciot (Liang és mts., 2006).

Youdim és mts., 2000-ben megjelent tanulmanya arr6l szamolt be, hogy human aorta
endothél sejtkultarat oxidativ stressznek kitéve, az egyes antocianin-glikozidok (cianidin-
3-gliikozid, cianidin-3,5-diglilkozid, cianidin-3-sambubiozid ¢és a cianidin-3-
sambubiozid-5-gliikkozid) védelmet nytjtanak az endothél sejteknek. Eredményeik
alapjan azt is igazoltak, hogy az antocianinok beépitése a citoszolba és a sejtmembranba,
jelentdsen novelte az endothél sejtek ellenalloképességét a reaktiv oxigén formak (ROS)
karos hatdsaival szemben. Az antocianinok legszembetiindbb hatdsa az volt, hogy
védelmet nyujtottak a H>O»-vel indukalt sejteknek, azaz a sejtek életképesek maradtak.
Humén koldokvéna endothél sejt (HUVECs) modellen igazoltdk, hogy az antocianinok
(cianidin-3-gliikozid, delphinidin-3-gliikozid, petunidin-3-gliikozid) gatoljak a TNF-a
indukélta VCAM-1 expressziojat koncentraciotdl fiiggden, de nem gatoljadk az
intracellularis adhéziés molekula-1-t (ICAM-1) (Nizamutdinova és mts., 2009).

Steffen és mts (2008) HUVEC modellen igazoltdk a flavonoidok inhibicids hatdsat a
NADPH-oxid4z enzimen. Az antocianinok szerkezetébdl adodik értagitd hatdsuk, mely
csokkenti a magas vérnyomas kialakuldsanak kockazatat. (Cassidy és mts., 2011).

A 2008-ban megjelent tanulmany részletesen beszamol az antocianinok kardioprotektiv
hatasarol, melyet patkany sziv ischemia/reperfuzios ex vivo €s in vitro vizsgalata soran
tapasztaltak. Szignifikdns kiilonbség volt az infarktus nagysagdban. Az antocianinok
kardialis redox homeosztazisra gyakorolt hatidsat a glutation-tartalom mérésével
igazoltak. Azt tapasztaltak, hogy a preischemids sziv teljes glutation szinje nagyobb volt
az antocianinban gazdag taplalékot fogyasztd patkanyok kozott, mint a masik csoportban.
Ugyanezen vizsgalatot megismételték in vivo modellen €s hasonlé eredményre jutottak.
Ezen eredmények szerint a glutation intracellularis szintjének szabalyozasa lehet az egyik

olyan mechanizmus, amivel az antocianinok képesek befolyasolni a betegség
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kialakulasat, tehat az ischaemia-reperfuzids kdrosodéas sordn, az antocianinok részben
hozzajarulnak a sziv antioxidans védekezésének javulasahoz.

Ezen eredmények szerint, az antocianinok folyamatosan ellatjdk a sziv antioxidans
védelmét és képesek csokkenteni az ischaemia-reperfuzié okozta kéarosodast ex vivo,
valamint in vivo modellben (Toufektsian, és mts., 2008).

Egy 2013-ban megjelent tanulmény 18 éven at tartd kutatasi eredményt mutat be. 93 600,
25-42 év kozotti not vizsgaltak. Azt tapasztaltdk, hogy a magas antocianintartalmu étel
fogyasztasa (akik hetente 3x fogyasztottak fekete afonyat és epret) a fiatal és a kozépkora
nék korében csokkentette a miokardialis infarktus kockazatat, melyet rendszeres orvosi
¢s elektrogardiografiai (EKG) vizsgalattal, valamint az akut miokardialis infarktus esetén
felszabaduld enzimek rendszeres mérésével igazoltak. Ha halaleset tortént akkor

patologiai vizsgalattal igazoltak a halal okat (Cassidy és mts., 2013).

3.2.4 Zsir- és szénhidrat anyagcserére gyakorolt hatas

Az emelkedett plazma lipidek, a gliik6z, az inzulin és a zsirmdj a metabolikus szindréma
(metabolikus kockazati tényezdk) dsszetevoi kozé tartoznak, ezek jellemzden megeldzik
a I tipust diabétesz kialakulasat. Allatkisérletek azt mutatjak, hogy az antocianinok
bevitele csokkenti a hiperlipidémiat, az obezitast és az ateroszkler6zist. Az antocianinok
ezen hatdsokat a szovet peroxiszoma proliferator-aktivalt receptorok (PPARs-k)
modositott aktivitasaval egyiittesen gyakorolhatjdk. Seymour és munkatarsai, 2008-ban
megjelent tanulmanyaban arrél szamol be, hogy poritott meggyet -etettek
hiperlipidémiaban és hiperinzulinémidban szenvedd patkdnyokkal 6 héten at. Mérések
sordn azt tapasztaltdk, hogy a meggyel kiegészitett étrendet fogyasztod patkanyok teljes
koleszterin-, dsszes triglicerid-, gliikkdz-, inzulinszintje szignifikansan csokkent, a plazma
teljes antioxidans kapacitdsa szignifikansan novekedett, szemben a kontroll csoporttal. A
kezelt csoportnal szignifikansan novekedett a majsejtekben a PPAR-a expresszidja,
szemben a kontroll csoporttal. Ezenkiviil az Acyl-coenzim A oxidaz (ACO) fokozott
expresszigjat és aktivitasat is tapasztaltak a kezelt csoportoknal. Mérések alapjan arrdl is
beszamoltak, hogy a meggyel dusitott étrendet fogyasztott patkanyoknak csokkent az
¢hgyomri vércukor és -inzulin szintje, és ezek a hatasok a meggyben eléforduld
antocianinok altal kozvetitett PPAR-y agonizmusnak tulajdonithatok. Ebbol kovetkezik,
hogy hatassal vannak az inzulinrezisztencia patogenezisére é¢s az NIDDM-ra is (Seymour

¢és mts., 2008). Egy 2008-ban megjelent tanulmanya arr6l szamolt be, hogy az antocianin
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indukalja az adiponektin génexpresszidjat, javitja az adipocita funkciot in vitro és in vivo
modellen, ezaltal fontos szerepe lehet a metabolikus szindréma megelézésében (Tsuda.,
2008).

A NIDDM-ben szenveddk szama vilagszerte ndvekszik. Ezt a betegséget az
inzulinrezisztencia és a hasnyalmirigy Langerhans szigeteiben elhelyezkedd B-sejtek
diszfunkcioja jellemzi, amely mikro- és makrovaszkularis szovodményekhez vezet.
Tobb tanulmény arrdl szdmol be, hogy a delfinidin-3-gliikozid, cianidin-3-gliikozid,
pelargonidin-3-galaktozid fokozzak az inzulin szekrécidt (Jayaprakasam és mts., 2005;
Roy ¢és mts., 2008; Nizamutdinova és mts., 2009). Vizsgéltdk a cianidin-3-gliikozid
hatasat a 3T3-L1 adipocita sejt kultiran a H>O,- és TNF-a-indukalta inzulinrezisztenciat.
Azt tapasztaltdk, hogy a cianidin-3-gliikozid védi a 3T3-L1 adipocitakat a JNK-IRSI
jelatviteli utvonal gatladsaval, azaz a c-Jun NH»-terminal kinazaktivitasat gatolja (Guo és
mts., 2008). Vizsgéltdk, az antocianin hipoglikémias hatdsat, a STZ altal indukalt
Azt tapasztaltak, hogy az antocianinok szignifikdnsan befolyésoltak ezen patkdnyoknal a
sziv- és vazizomban torténd GLUT-4 expresszigjat, valamint noveltek a GLUT-4
2009). A vércukorszint csokkentésének masik lehetdsége, ha a keményitd lebomléasat
még a gastrointestinalis tractuson (GIT) beliill gatoljak. Az a-gliikoziddaz enzim a
vékonybél epitéliumaban talalhato, amely felelés a szénhidratok hidroliziséért (Gray, és
mts., 1979). Szamos polifenolt tartalmazo extraktumokrdl igazolt, hogy hatékony a-
gliikozidaz inhibitor, csak ugy, mint a szintetikus inhibitorok pl.: az akarbdz, amelyet
jelenleg terapidsan alkalmaznak a NIDDM-ban szenveddknél (Toeller, 1994).
Adisakwattana és mts., (2011) in vitro vizsgalatokkal igazoltdk, hogy a cianidin-3-
rutinozid hatdsos az ugynevezett étkezés utdni hiperglikémia csokkentésére az
intesztinalis a-gliikozidaz gatlasaval. Ezenkiviil az akarbdzzal kombindlva szinergikus
gatlast is igazoltak. Tovabba, a cianidin-3-rutinozid késlelteti az étkezési szénhidratok
emésztését és felszivodasat a vékonybélben. Igy az étkezés utani hirtelen kialakul6
vércukorszint emelkedést gatolja. A cianidin-3-rutinozidban dus gyiimdlcsok fogyasztasa
csOkkentheti a posztprandialis hiperglikémia kockazatat, eredményes lehet a diabetes és
szovédményeinek prevencidjaban. Amerikai populacion végzett tanulmany szerint a
magas antocianin bevitel csokkenti a NIDDM kockazatat (Wedick és mts., 2012). Tehat

az antocianinok azaltal csokkentik a vércukorszintet, hogy javitjdk az

31



inzulinrezisztenciat, védik a -sejteket, megnovelik az inzulin szekrécidjat és csokkentik

a cukrok emésztését a vékonybélben.

3.2.5 Daganatos megbetegedésekre gyakorolt hatas

A vilag népességének tobb mint 1/3-4t érintik a daganatos megbetegedések melyek 20%-
a halallal végzddik. A jo- és a rosszindulati daganatokra egyarant jellemzd, hogy a sejtek
kikeriilnek az osztodast szabalyozo ciklus aldl és igy abnormalis, szabalyozatlan osztodas
¢s a magvakban jelen 1évé bioaktiv komponensek hatékony védelmet nytjtanak
kiilonbozd tipustt daganatos megbetegedések ellen. Mivel az antocianinok sokféle
biologiai funkciot képesek moduldlni, ezen mechanizmus révén képesek lehetnek a
karcinogenezist is szabalyozni. Kutatok tanulmanyaikban arrél szdmolnak be, hogy az
antocianinok képesek a sejtciklus megallitasara G1 ¢és GO, valamint a G2 és M fazis
kozott. A peonidin-3-gliikozid kezelés a ciklin-dependens kindz CDK-1, CDK-2
kapcsolddo ciklin Bl és ciklin E expressziojat csokkenti, mig a cianidin-3-gliikozid
kezelés a CDK-1, CDK-2 ko6téd6 ciklin B1 és ciklin D1 expresszidjat csokkenti (Chen és
mts., 2005). Az antocianinok képesek a daganatos sejtek apoptdzisat a belsd
mitokondrialis Utvonalon és a kiilsd halal receptor utvonalon keresztiil indukalni. A
mitokondrium altal kozvetitett apoptoézis a kaszpazfiiggd ¢és kaszpaz-fiiggetlen
utvonalakat foglalja magaban. Az antocianinok képesek a kaszpazfiiggd kaszkadon
keresztiil aktivalni az apoptdzist (Shih és mts., 2007; Lee és mts., 2009; Charepalli és
mts., 2016). Kamei és mts., 1995-ben megjelent tanulmanyaban arrél szamolt be, hogy
az antocianinok sokkal hatékonyabb daganat ellenes szerek, mint az egyéb flavonoidok.
Az antocianinoknak a vastagbélrdkos sejtekre gyakorolt antiproliferativ hatisa
szerkezetfiiggd. A nem-acetilezett monogliikozid antocianinok, mint a cianidin-3-
gliikkozid hatékonyabban képes a vastagbélraksejt-novekedés gatolni, mint a pelargonidin

aglikon, mely kevésbé volt antiproliferativ hatasa. (Jing és mts., 2008).
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33 AZ ANTOCIANINOK SZEREPE A SZAJUREGI EGESZSEG
MEGORZESEBEN

Szamos tanulmany foglalkozik a kiilonb6z6 novényekbdl szarmazo fitokémiai anyagok
antibakterialis hatdsaival, melyet a patogén ¢€s cariogén hatdsu Streptococcus fajokon
teszteltek. Az eredmények arr6l szamolnak be, hogy ezek a fitokémiai anyagok a
Streptococcus fert6zések kezelésére jelenleg hasznalt klasszikus antibiotikumok
alternativai lehetnek.
Ezen polifenolokrdl a kdzvetkezd hatasokat igazoltak:
e gatoljak a bakteridlis adhéziét a garat, a bér és a fogak feliiletéhez ill. a
nyalkahartya felszinéhez
o glikolitikus enzimek gatlasa
e biofilm ¢és a plakk-képzddés csokkentése; ¢és sejtfelszini hidrofobités
megvaltoztatasa.
Kiilondsen nagy figyelmet szenteltek a polifenolok antibakteridlis hatasanak igazolasara
melyet a cariogén tulajdonsidgokkal rendelkezé S. mutans-on vizsgaltak. A
kereskedelemben eléforduld és frissen készitett, polifenolban gazdag kivonatok (a zdld
¢s fekete tedk, a citrom, a fahéj, a hibiszkusz, a borsmenta, a sz616mag, a kakad, a szeder
¢s a bogyosok-, a granatalma-, a fekete ribizli-, és a galagonya héjat, valamint a voros €s
fehér bor) hatasat vizsgaltdk a szdjiiregeben eldforduld Streptococcus torzseken (S.
mutans, S. oralis, S. gordonii, S. salivarius, S. sanguis). Az 0sszes vizsgalt termék 0,25—
32 mg/ml koncentracidban minimalis gatlo hatast mutatott (Smullen és mts., 2007).

A 25%-o0s afonya kivonat és azok tiszta komponenseirdl kimutattak, hogy gatoljak
afonya kivonat 500 pg / ml koncentracidban jelentdsen gatolta a S. sobrinus és S.
sanguinis biofilm képzddését, tovabba tobb mint 40% -kal csokkentette a S. mutans és a
S. sobrinus 6715 sejtfelszini hidrofob tulajdonsagat (Yamanaka és mts., 2004).

Feng és mts., 2013-ban megjelent tanulmanyaban, lokalis expoziciot modelleztek,
tisztitott proantocianidin tartalmu afonya-frakciéval végezték, naponta kétszer 60
masodpercig. Csokkent biofilm felhalmozdodast tapasztaltak, valamint csokkent a
tapadasra képes baktériumok biomasszaja és az EPS vastagsaga is. Ennek magyarazata
lehet, hogy a szacharozfiiggd bakterialis kotddéshez kapcsolodd gének (rmpC, mepA,

sdcBB ¢és gbpC) expresszidjat a proantocianidinek visszaszoritottdk. Ebben a
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tanulmanyban igazoltdk azt is, hogy az afonya proantocianidinben dus kivonata
hatékonyan képes gatolni a cariogén biofilmek felhalmozodasat. Wang pedig a tea
¢és mts., 2013). In vitro kisérletben sikeriilt igazolni, hogy a kavébol izolalt polifenolok
91%-ban gatoljak a S. mutans szacharoz fiiggd tapadasat, ndvekedését, valamint biofilm
képzddését. Ezen komponensekben dus kavé-italok fogyasztasa képes gatolni a S. mutans
virulenciajat meghataroz6 tényezoket, ezaltal megakadalyozza a fogszuvasodas
kialakuldsat és antioxidans hatast fejt ki a cariogén gyulladasos folyamatban részt vevo
szabadgyokok ellen (Stauder és mts., 2010).

Ezen tilmenden tanulményok arrél szamoltak be, hogy a polifenolokban gazdag
kivonatok gatoljak a Streptococcus fajok gliikozil-transzferaz aktivitasat, valamint az
aggregaciot ¢s kvorum érzékelést is. Az afonya kis molekulatomegt polifenoljai 500 uM-
os koncentracioban csokkentették a S. mutans sejtek glikdn szintézisét. A glikozil-
transzferdzokra gyakorolt inhibicid 15-45% kozott valtakozott (Gregoire és mts., 2007).

Vizsgaltdk az afonyaban 1évd flavonolok, antocianinok és a proantocianidinek
gatlo hatasat a Streptococcus mutans altal termelt biofilm képzddésre. Tanulméanyoztak a
gliikkozil-transzferaz B és a F-ATP4az aktivitast, €s azt tapasztaltak, hogy a gytimolcs nyers
kivonatanak enzim aktivitdsa a kontrollhoz képest jelentdsen csokkent. A gliikozil-
transzferdz aktivitas 35% az inhibicid 65%-o0s volt, mig a F-ATPaz aktivitds 18% az

inhibici6 82%-o0s volt (Duarte és mts., 2006).

Az antocianinokrol a kdzvetkezd hatdsokat igazoltak:

e baktericid hatas, in vitro modellen

o gliikozil-transzferaz B ¢és C gatlas

o F-ATPéz gatlas
Hevesi és mts., 2012-ben megjelent in vitro tanulmanyaban arrél szdmol be, hogy a
meggy gyumolcs az oralis egészséget befolyasold baktericid hatdssal rendelkezik.
Eredményeik alapjan a magyar meggyfajtdkban az érés sordn fokoz6d6 antocianin
koncentracio6 korrelalt a vizsgalt fajtak baktericid hatasaval.
Egy masik tanulmany, mely 2007-ben jelent meg hasonld hatasrol szdmolt be.
Kutatdsukba a Vitis vinifera-at és a boraszatbol ismert kiilonboz6 fajtahibrideket
(irodalombol ismert, hogy magas polifenol tartalommal és valtozatos antocianin

tartalommal jellemezhetd koztiikk delphinidin, petunidin, malvidin, cianidin, peonidin)
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vizsgaltak. A gliikozil-transzferaz B és C gatlas 62,5 ug/ml koncentracional 70-85%-o0s
volt, a F-ATPaz gatlas 125 pg/ml koncentracional 30-65%-os volt (Thimothe és mts.,
2007).

Ezen eredmények azt bizonyitjdk, hogy az afonyaban és a sz6l6ben eléforduld
bioldgiailag aktiv komponensek egyiitt és a sajat biologiai matrixukban kémiai
strukturdjukat megdrizve és egymas hatasat erdsitve hatasos modon képesek csokkenteni
a S mutans virulencigjat, tovabba ezen komponensek megakadalyozhatjadk a
fogszuvasodas kialakulasat és kifejthetik antioxidans hatdsukat a cariogén gyulladasos
folyamatban részt vev szabadgyokok ellen.

Erdemes megjegyezni, hogy a természetes antimikrobiélis készitményeknek nem
feltétleniil kell baktericidnek lenniiik. Valészinti, hogy egy vegyiilet hatékony bakterialis
novekedésgatld, ha ronthatja a citoplazmatikus pH-értéket, ndveli a plazmamembran
permeabilitasat, megakadalyozza az extracellularis és intracellularis mikrobidlis enzimek
termelését, megszakitja a bakterialis metabolikus utvonalakat, vagy megzavarja a plakkot

¢s a biofilm képzddését.
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3.4 A MELATONIN ELETTANI HATASA

A tobozmirigy altal termelt melatonin az emberi test cirkadidn ritmusanak
ora kozott éri el (Claustrat és mts., 2015). A gasztrointesztinalis traktustban eléforduld
entero-endokrin (EE) sejtekben mintegy 100-400x nagyobb mennyiségben keletkezik a
melatonin, mint a tobozmirigyben (Konturek és mts., 2007). A 90-es évektdl az irodalom
a melatonint, mint antioxiddnst és immunmodulétort tartja szdmon. A melatonin képes
elimindlni mind a nitrogén, mind az oxigén tartalmu szabadgyokoket példaul a nitrogén-
monoxidot, biztositva ezaltal a NO egyenstulyt (Noda és mts., 1999), valamint a
peroxinitrit okozta oxidativ kdrosodasok ellen is védelmet nytjt (Gilad és mts., 1997),
tovabba eliminélja a *OH, a H,0,, a singlet oxigént (02 *"), és gatolja a lipidperoxidaciot.
A melatonin elsé (ciklin-3-hidroximelatonin), masodik Nl-acetyl-Nz-formyl-S-methoxy-

kinuramin (AFMK) és harmadik Nl-acetyl-S-methoxy-kinuramin (AMK) generacios
metabolitjaira egyarant jellemzd, hogy bar eltéré6 mértékben, de képesek a reaktiv
oxigénformak (ROS) és a reaktiv nitrogéformak (RNS) elimindlasara (Hardeland és mts.,
2005; Galano és mts., 2013; Reiter és mts., 2014). A legfontosabb kismolekuldji
antioxidansok a C-vitamin, az E-vitamin, valamint a glutation. Az irodalom ezen
molekuldkat, mint klasszikus antioxidansokat tartja szamon, jellemzdé rajuk, hogy
potencialis elektron donorok. Ezen molekuldk elektron dondcidban vesznek részt,
melynek célja a szabadgyok semlegesitése. Ha a C- és az E-vitamin részt vesz a
szabadgyok megkotésében akkor a szervezetnek biztositania kell a sejten beliili redukalé
er6t, mely mindig a GSH ¢és a NADPH rovésara zajlik, pedig a GSH sok esetben jobb
antioxidans, mint a korabban emlitett vitaminok (Winkler és mts., 1994). Meg kell
jegyezni, hogy ez a fajta Gjrahasznositas elényds a bioldgiai membranok szdmara, ahol
az E-vitamin a legjobb lanctord antioxidans €s jelentds szerepe van a membranok oxidativ
karosodas elleni védelemében. Ezzel szemben a melatonin a megszokottdl eltérd kémiai
tulajdonsagot mutat, ezaltal az antioxidansok fontos 0j csoportjat képezheti a klasszikus
antioxidansoktol eltéré hatdsmechanizmusa miatt. Az elektronban gazdag indol-gytrii az
5-0s pozicioban rendelkezik egy metoxi-csoporttal, mely noveli a melatonin molekula
kapacitasat a parositatlan elektron megkotéséhez (Poeggeler és mts., 1993), valamint
gatolja a prooxidaciét is (Tan és mts., 1999; Reiter és mts., 2014). Ha egy melatonin

molekula ketté OH®-t megkdt akkor kialakul a ciklikus-3-hidroximelatonin mely a
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vizelettel kitiriil (Tan és mts., 1999). Ha egy melatonin molekula eliminalja a H>O, akkor
AFMK-va alakul és nem vesz részt redox ciklusban a szabadgyok megkdtése utan. Ebbol
kovetkezik, hogy a melatonin a sejt homeosztazisat meg6rzi, a GSH-GSSG egyensuly
fenntartasa révén, s6t a GSH aranyat noveli a szovetekben (Hara és mts., 1997; Montilla
és mts., 1998). Igy a melatonin egy végs6 antioxidans. Tovabbi elénye a melatoninnak,
hogy szarmazasa lehet exogén eredetii, amikor taplalkozassal kertil a szervezetbe és lehet
endogén eredetli, amikor a szervezet el allitja, szemben a C- és az E-vitaminnal, amit az
emberek csak a taplalékkal tudnak bevinni. Ha ezen vitaminok az étrendbdl hidnyoznak,
akkor a fent emlitett szabadgyok megkotés klasszikus antioxiddnsokkal zavart
szenvedhet. A korabban felsoroltak a melatonin direkt hatasanak koszonheto, de ismert a
melatonin indirekt hatdsa is. A melatonin stabilizalja a mitokondrium belsé membranjat
¢s modulalja az O> redukcidja soran kialakuld elektron szivargast, ezéltal képes az
oxidativ stresszt szabalyozni. 1997-ben megjelent in vitro tanulmény szerint a tenyésztett
J774 makrofagokhoz hozzdadott melatonin csokkentette a peroxinitrit altal okozott
mitokondridlis 1égzési lanc gatlasat (Gilad és mts., 1997). Ezen kiviil tobb tanulmany is
arrol szdmol be, hogy a melatonin modulélja a mitokondrialis 1égzési lanc elemei koztiik
a komplex I és komplex IV miikddését, gatolja a mitokondrialis toxicitas kialakuldsat
(Absi és mts., 2000; Martin és mts., 2000). Az aerob sejtekben az oxidativ foszforilacid
folyamata sorédn a teljes ATP termelés 95%-a a mitokondriumban zajlik. Az elektronok
atadasat az ubiquinon (UQ) és a citokrom c végzi. A folyamat sordn az O vizre
redukalodik, amelyhez négy elektron sziikséges, amely a O2*, H2O2 ¢és "OH kialakuléasat
eredményezheti. Ezeknek a szabadgyokoknek a termelése a mitokondriumok membran
struktarajanak integritdsat megbontjadk melynek kovetkeztében mikodésiik zavart
szenved. A mitokondridlis szinten bekdvetkezd karosodas sulyosan veszélyeztetheti az
ATP termelést, és a sejtek apoptdzis vagy nekrozis Utjan torténd haldldhoz vezethet.
Erthetd médon az regedés folyamatat gyakran magyarazzak a mitokondrium elmélettel,
melynek lényege, hogy ezen sejtszervekben keletkezd nagymennyiségli szabadgyodk a
felelds a sejt, a szerv €s a szervezet dregedéséért. Ezen gondolatmenet jogosan feltételezi,
hogy az antioxidansok megoldast jelenthetnek a szervezet dregedésének késleltetésében.
belsejében. Ennek érdekében mitokondriumot célzé antioxidansokat hoztak 1étre Q10 és
E-vitaminbol (Galley, 2010). A cél az volt, hogy koncentraljak a mitokondrium matrixba
bejuté Q10 és E-vitamin ardnyat (100-500x). Ezen targeteket és a melatonin hatésat

vizsgaltak LPS-sel kezelt patkanyokon. 5 draval a kezelés utan szovet és vérmintakat
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vettek. Azt tapasztaltdk, hogy a harom antioxidans nagyjabol azonos mértékben nyu;t
védelmet a mitokondridlis 1€gzési lanc szdmara, valamint csokkentik az oxidativ
karosodast ¢és a pro-inflammatorikus citokinek ardnyéat (Lowes és mts., 2013). Ezen
tanulmany a melatonint jobb, de legalabb olyan hatisosnak itéli meg, mint a szintetikus
uton létrehozott mitokondrium-targeteket. Ebbdl az kovetkezik, hogy a melatonint ugy
kell tekinteni, mint egy a mitokondriumot célz6 antioxiddnst. Martin és munkatarsai arrol
szdmoltak be, hogy mig a melatonin 100 nM koncentracidban képes volt ndvelni a
mitokondriumban a GSH szintet és csokkenteni a GSSG koncentraciot, addig a C-vitamin
erre nem volt képes, az E-vitaminnak pedig csak 1000 uM koncentracidéban volt ilyen
hatasa. Tovabba azt is megallapitottak, hogy a melatonin a GPx és GR aktivitasat 4-8
szorosara novelte a mitokondriumban, mig a C- és E-vitamin nem tudott hasonlé hatast
elérni. Valamint bizonyitottak, hogy a melatonin 100 nM-os koncentracidban jelentésen
noveli a mitokondriumra jellemzé komplex I és komplex IV aktivitasat, mig a C- és E-
vitamin ezt a hatast nem valtotta ki (Martin és mts., 2000). A melatonin do6zistol fliggden
szdmos modon fejti ki antioxidans hatésat, az egyik lehetdség, hogy kozvetleniil képes a
szabadgyokok eliminalasara. A masik lehetdség, hogy képes az antioxidans enzimek
aktivitasat vagy génexpressziojat fokozni pl: SOD, GPx, GR és CAT (Pablos és mts.,
1998; Mayo ¢s mts., 2002; Tomas-Zapico és mts., 2005). Tovabba bizonyitottdk, hogy a
stimulalja egy a sebességet meghatdroz6 enzim, a vy-glutamil-cisztein szintaz
expressziojat, tovabba a megndvekedett glutation szint védi a sejteket az oxidativ stressz
ellen és szabalyozza a sejtproliferaciot (Urata és mts., 1999). de la Rocha és mts., 2007-
ben megjelent tanulmanya arrol szamol be, hogy a melatonin kétddik a COX-1 és COX-

2 aktiv helyéhez és ezaltal természetes modon képes modulalni ezen enzimek aktivitasat.
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3.5 A MELATONIN SZEREPE A SZAJUREGI EGESZSEG MEGORZESEBEN

A szijireg egészségét nagyban befolyasoljak a gyulladdsos folyamatok igy a
tobozmirigyen kiviil szintetizdlodo és diffuzdoval a nyalba keriilé melatoninnak jelent6s
szerepe lehet a szabadgyokok elimindlasdban, valamint a gyulladdsos folyamatok
csokkentésében. A periodontitis a fogakat koriilvevd, tartd szovetek €s csontok, azaz a
periodontium bakterialis fert6zése mely kezelés nélkiil ezen szdvetek fokozott
pusztulasat, valamint a fogak elvesztését eredményezi. A melatonin csdkkentette az
oszteoklaszt aktivitast, az alveoldris csontvesztést a diabéteszes patkdnyokban (Balci
Yuce és mts., 2016). Egy 2016-ban megjelent tanulmany részletesen foglalkozik a
melatonin Porphyromonas gingivalisra gyakorolt hatdsaval, amely egy a periodontalis
betegséget okozd baktérium. Kiséreteik soran megallapitottdk, hogy a melatonin
dozisfiiggd modon csokkenti a mar kialakult biofilm életképességét, tovabba gatolja a
biofilm képzddését. A biofilm képzddésének gatlasa nagymértékben hozzajarulhat a
bakteridlis novekedés csokkenéséhez. Azaltal, hogy a melatonin lipofil tulajdonsagi
képes atjutni a sejtmembranon. Tovabba arrdl is beszamolnak, hogy a melatonin gatolja
az IL-6 (mikrobiologiai felismerés utdn termelédd kemoatrktdns mely részt vesz a
periodontalis betegség kialakulasaban) és az IL-8 (periodontalis betegség 0
kemoatraktdnsa) termelddését. Megallapitottdk, hogy a melatonin gatolta a virulencia
faktorok kifejezddését, stimulalhatjak gyulladasos faktorok termelését, példaul az
interleukinokat (IL), amelyek részt vesznek a foginygyulladasanak aktivalasaban és
periodontalis betegség kifejlodésében (Zhou és mts., 2016).

A melatoninrol sszefoglalva elmondhato, hogy szerepet jatszik a szabadgyokok (ROS
¢s NOS) eliminalasaban, képes inhibidlni a ciklooxigendz 2 enzim aktivitdsat és
feltételezhetden valamennyi metabolitjanak van gyulladdscsokkentd hatisa. Jelentds
szerepe lehet a sejt redox homeosztazisanak fenntartdsaban, mert biztositja a GSH-GSSG
egyensulyat, ndveli a y-glutamil-cisztein szintaz expressziojat, mindemellett fokozza az
antioxidans hatasu enzimek (SOD, CAT, GPx, GR) aktivitasat és génexpressziojat. Ezek
a melatonin direkt hatdsai. Egy olyan kismolekuldji antioxidansrol beszéliink, mely
lipofil tulajdonsaganal fogva konnyen transzlokalodik a sejtmembran belsé oldalara,
ezaltal egy olyan sejtorganellumban is ki tudja fejteni a korabban felsorolt hatdsait, mely
kozvetleniil felelds lehet neurodegenerativ betegségek kialakuldsaért és az Oregedés
folyamataért. Ebbdl kovetkezik, hogy ezen molekuldnak van egy indirekt hatasa is,

melynek 1ényege, hogy a mitokondrium bels6 membranjanak stabilitasanak
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megOrzésével és az elektrontranszport lanc javitasaval képes az oxidativ stressz
szabalyozasara. Ezen eredmények alapjan nem meglepd, hogy a szdjiiregi egészség
megOrzésében meghataroz6 szerepe van a melatoninnak, mert gatolja a biofilm
képzddését, ezaltal csokken a bakteridlis novekedést a szajliregben, gatolja tovabba a
virulencia faktorok kifejez0dését, melyek stimulaljak az IL-6 és IL-8 képzddését, melyek

fontos kemoatraktansok a periodontalis betegség kialakuldsaban.
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3.6 a-~-AMILAZOK SZERKEZETE

Az a-amilézok a poliszacharidokban 1év6 a1-4 glikozidos kotéseit hidrolizalja. Jellemzd
rajuk a (B/a)8-hordd szerkezet mely katalitikus oldallancokat tartalmaz. Négy erdsen
konzervalt régié taldlhatd, az primer aminosav szekvencidjukban. A konzervalt régio
tartalmazza az aktiv helyet kialakits, valamint a TIM hordé allandosagat biztositd
aminosavakat. A reakcidoban harom aminosav Glu233, Asp197, Asp300 vesz részt. A His,
az Arg és a Tyr feladata, hogy az aktiv helyre orientaljak a szubsztratot, és szerepet
jatszanak az atmeneti allapot kialakitasaban (Cote és mts.,1990; Galné Remenyik, 2007).

Ezen kiviil sikeriilt azonositani még egy konzervalt régiot az o- amildz enzimekben

2+
(Janecek, 1995). Itt szintén megtalalhat6 az aszpartat, ami Ca ligandként mikodik. A
human nyalamildz és a human pankredsz amilaz 97%-os, mig a sertés pankredsz amilaz
91%-0s aminosav homologiat mutat (Altschul és mts., 2005). Ezen nydlamilazok azonos

inhibitorok jelenlétében azonos gatlas tipussal jellemezhetok.

3.6.1 Human nyalamilaz (HSA)

A HSA egy 496 aminosavbol felépiild fehérjelanc. Az embernél eléfordulé human
nyalamildz (HSA) és a human pankredsz amildz (HPA) kodolé gének tagjai, az 1.
kromoszéman helyezkednek el (Ramasubbu és mts., 2003). A human nyalamildz enzim
szerkezete az A, B és C doménbdl épiil fel (Brzozowski €s mts., 2000). Az A doménben
elhelyezkedd V-alaku hasadék a szubsztratkotd hely. A 6. dbran a human nydlamilaz
enzim aktiv centrumanak sematikus képe lathatd. A katalitikus helytdl (melyet az abran
fliggdleges vonallal jelol) balra (a nem redukald vég felé) a glikon-kotd hely talalhato,

melyet -1, -2, -3, -4 szammal jel6lnek.

Gln63
TrpS9 Asp197 Tyrisl

Ser163

His305 His299 Glu233 Lys200
Argl9s Asp300 Glu240

6. abra: A human nyalamildz enzim aktiv centruma.
A katalitikus helytdl jobbra (a redukalo vég felé) talalhato az aglikon-kotd hely, mely a

+1, +2, +3 jelolést kapta (Davies és mtsai., 1997). A humén nyalamilaz enzim -1, -2, -3

alhelyeinek betoltottsége kdzponti szerepet jatszik a katalitikus aktivitasban.
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Jellemzd még egy Cl™ és egy Ca2+ ion jelenléte, melyek az enzim aktivitdsdban jelentds
feladatot toltenek be (Ramasubbu és mts., 2003). A Ca?" ion stabilizdlja az enzim
strukturdjat (Vallee és mts., 1959), mig a Cl" ion az enzim allosztérikus aktivatora (Numao
¢s mts., 2008). A human nyalamilaznak hidrolitikus aktivitdsa van, igy a szajiiregben
megkezdddik a taplalék szénhidrat tartalmanak bontésa.

A humén nyalamildz tobb kotohellyel rendelkezik, melynek egyik része a katalizisért
felel, masik része felelds lehet a bakteridlis kotdédés kialakulasaért. Ezen megéllapitas
fontos szerepet jatszik a fogszuvasodas patogenezisének megértésében. Az o-amiléz
kotédése a dentalis plakkban felszaporod6 S. mutansokhoz elésegitheti az étkezésbol
ezaltal a tejsav felszaporodésat. Ez hozzajarul a fogzomanc demineralizaciojaért felelds
plakkfolyadék kialakulasahoz. Igy az o-amiléz és a S. mutans kozott molekularis szintii
interakcid, szinergizmus alakul ki, ahol a S. mutans baktérium kihasznalja a
gazdaszervezet enzimét azért, hogy energiat nyerjen anyagcsere folyamataihoz,
mikozben a gazdaszervezet kedvezo feltételeket biztosit a mikroorganizmusok szdmara a
szajliregben (Vacca-Smith €s mts., 1996; Scannapieco és mts., 1995; Scannapieco és mts.,
1989). Tovabba az a-amilaz képes kapcsolodni a fogzoméanchoz és a hidroxiapatithoz is

(Yao és mts., 2001; Liang és mts., 1999).

Uj generdciés szubsztratok alkalmazdsa

A leglijabb szubsztratokhoz tartozik a 2-klor-4-nitrofenil-p-galaktopiranozil-a-D-
gliikopiranozil-a-1,4-gliikkopiranozid (GalG2-CNP) szubsztrat (Morishita és mts., 2000)
a reakcio soran szabad kromofort (CNP) eredményezett mely 405 nm-en merhetd
fotometrids modszerrel. Kinetikai vizsgéalatok szempontjabol fontos az olyan szubsztrat
alkalmazésa, amely a hidrolitikus hasitas utdn két terméket eredményez, és ezek nem
bonthatok tovabb az ai-amildz enzimmel, igy teljesiil az egyensuly feltétele, mely leirhato

a Michaelis - Menten kinetikaval.
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3.7 HUMAN NYALAMILAZ INHIBITOROK

3.7.1 A nyalamilaz inhibitorok jelentosége
A human nyélamildz inhibitoroknak jelentGs szerepe van a fogszuvasodas
prevencidjdban. A keményit6 bontdsat katalizdlé a-amilaz enzim képes kapcsolédni a
széjiiregben el6fordulé cariogén hatdsu mikroorganizmusokhoz, illetve a fogzomédnchoz
(Scannapieco és mts., 1993; Scannapieco és mts., 1990). A fogak felszinén kialakuld
dentalis plakkban eléfordulé mikroorganizmusok és a keményité bontasabol szarmazd
egyszerll cukrok potencidlisan lehetdséget biztositanak a baktériumok szdmara, hogy
ezen szubsztratokat az anyagcsere-folyamataikhoz felhasznaljak. A folyamat
eredményeként tejsav keletkezik. A helyben keletkezé demineralizdld hatisu tejsav
karositja a fogzomancot, azaz cariogén attak éri, ami kritikus 1épésnek tekinthetd a
fogszuvasodas kialakulasaban.

Az utdbbi idében nagy az érdeklddés a human nyal amildzaktivitast gatld
farmakologiai szempontbol aktiv novényi komponensek irant. A kiilonb6zé ndvényi
forrasbol szarmazoé polifenolok erds inhibitorai a humén nyalamildz enzimnek (Kandra

¢s mts., 2004).

3.7.2 Taplalékban el6fordulo természetes nyalamilaz inhibitorok

A novényekben el6forduld a-amilaz inhibitorok szerepe kettds. Az inhibitorok elsédleges
funkcidja a magvak védelme a mikroorganizmusokkal és a kartevokkel szemben.

Az inhibitorok masodlagos hatdsa az tigynevezett endogén hatés (Henry és mts., 1992).
Az a-amilaz gatlok szintézise fontos az endospermium fejlddéséhez (Jarrett és mts.,
1997). Az a amilaz aktiv mediatora a mag fejloddésének és csirdzdsanak (Mundy és mts.,
1984). Csirazas sordn az a-amildz az endospermium keményitét vizben oldodé mono- és
diszacharidokka alakitjak at, mert a csirandvény ebben a formaban tudja hasznositani a
szénhidratot és igy tud 1) sejteket szintetizalni. Ezen inhibitorok gatoljak az id6 eldtti

csirdzast az endogén enzim gatlasaval (Yamagata és mts., 1998).

3.7.2.1 Flavonoidok, mint természetes inhibitorok
McDougall és mts., 2005-ben arrdl szamolt be, hogy a piros bogyds gylimolecsokbol
szdrmazo polifenolokban gazdag kivonatok alacsony koncentracioban jo inhibitorai az o.-

amilaz enzimnek. Ez a tanulmany azt mutatja be, hogy a malnabol szarmazé

43



ellagitanninok (ET) az amildz inhibici6 legfontosabb aktiv 6sszetevoi. Cheplick és mts.,
2007-ben megjelent tanulmanyéaban arrol szamol be, hogy az altala vizsgalt piros
malnafajtdk vizes és alkoholos kivonatdnak magasabb volt az a-amilaz inhibicids
aktivitdsa, mint a sdirga malnafajtak vizes és alkoholos kivonatanak. Ezen eredményekbdl
kovetkezik, hogy a piros szin kifejezddéséért felelés antocianinok okozzdk a
megnovekedett ai-amildz inhibicids aktivitast.

Tadera és mts., 2006-ban megjelent tanulmanyéban a flavonoidok hat csoportjanak
(flavon, flavonol, flavanon, izoflavon, flavanol, és az antocianidin) inhibiciés aktivitasat
vizsgalta sertés hasnyalmirigy amildzon. Azt tapasztalta, hogy a hatdsos inhibitor volt a
myricetin, quercetin €s a luteolin 0.38, 0.50 és 0.36 mM, ICs érték, ahol ezen eredmények
megegyeznek egy korabban Kim és mts., 2000-ben kozolt eredményekkel. Tadera szerint
a novekvd szamu hidroxil csoportok jelenléte a B gyliriin jelentésen megnoveli az
inhibicios aktivitast. Ezen kiviil az eredmények értékelése soran azt allapitottdk meg,
hogy a kovetkezd szerkezeti feltételek tovabb fokozzdk a flavonoidok inhibicids
aktivitasat:

e A B-gylrli kapcsolodasa a C-gyliri 3-as pozicidjdhoz (genistein inhibicidja
nagyobb, mint az apigeniné).

o A C-gyliriin 2-es és 3-as poziciok kozott kialakuld kettds kotés (flavon, izoflavon
¢s a flavonol csoport inhibicidja nagyobb, minta flavanon és a flavanol csoportok
inhibicidja).
inhibicidja nagyobb minta a fisetiné) szintén meghatarozoak.

Lo Piparo és mts., 2008-ban végzett vizsgélataibol megallapitotta, hogy a flavonoidok
gatoljak a human nyal amilazaktivitdsat. Az altaluk vizsgalt 19 flavonoid kozil négy
flavonol és harom flavon vegyiiletrdl sikeriilt igazolni inhibicids aktivitast 100 uM-nal
kisebb koncentracioban. Tovabba igazoltdk az inhibicid szerkezeti feltételeit is.
Kimutattadk, hogy a luteolin, a myricetin és a kvercetin hatékonyan gétolja a sertés
hasnyalmirigy a-amilazt, és a gatlas hatékonysaga korreldl a hidroxil csoportok szamaval
a B-gylrin. A modellezési vizsgalatok azt mutattdk, hogy a nyéalamilaz inhibitorok
tulnyomorészt olyan mddon kotddnek, amely lehetévé teszi az enzim és a hidroxil
csoportok kozotti H-kotések kialakulasat a flavonoid vazban 1évé B gytirtiben. Ezek a
kovetkezok: a B-gylirti R3” és R4’ hidroxil csoportjai H-kotést alakitanak ki az Asp 197
¢s a Glu 233 karboxil csoportjaval és az A-gytiri R7 hidroxil csoportjaval kapcsolddik
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H-kotésen at a His 305. Tovabba feltételezik, hogy az AC-gytirti és a Trp 59 indolgytirtije
kozotti n-m kdlesonhatdsok jonnek létre, amelyek tovabb stabilizaljak a kolcsonhatast.
Ezen kotések kialakuldsa koziil kiemelik az Asp 197 karboxil csoport és a B- gytirti R4’
hidroxil csoport kdzott kialakuldo H-kotés.

3.7.2.2 Antocianinok, mint természetes inhibitorok

Akkarachiyasit és mts., 2010-ben arr6l szdmol be, hogy az egyes cianidin szarmazékok
gatoljak az a-amildzaktivitast, valamint vizsgaltak az egyes komponensek akarboz
szinergizmusat is. Azt tapasztaltak, hogy a cianidin-3-gliikozid hatasosabb alfa-amilaz
inhibitor (ICso 0,30 +/- 0,01 mM) volt, mint a cianidin, cianidin-3-galaktozid, cianidin-
3,5-digliikozid. Ekozben a cianidin-3-galaktozid és a cianidin-3,5-digliikozid nem volt
gatlo hatdssal az a-amildzra. Pozitiv kontrollként hasznéltdk az akarbozt mely a vizsgélati
rendszerben 0,12 £+ 0,04 mM ICso-értéket mutatott. Tovabba tanulmanyoztak a cianidin
¢és glikozidjai, valamint az akarb6z szinergikus kolcsonhatasat o-gliikozidaz és az a-
amildz gatlasaban. Az eredmények azt mutatjak, hogy a cianidin-3-galaktozid, a cianidin-
3-gliikkozid és a cianidin-3,5-digliikozid szinergikus hatast fejt ki és gatolja az o-
gliikozidaz aktivitasat alacsony akarbdz koncentracidé mellett. Tovabba az a-gliikozidaz
inhibicioja nem valtozott a cianidin és az akarbdz jelenlétében.

Az o-amildz gatlas szinergikus kolcsonhatds vizsgdlata sordn azt tapasztaltdk, hogy
alacsony akarbdz koncentraciéo mellett a cianidin és a cianidin-3-gliikozid inhibicidja
szignifikdnsan novekedett (és a cianidin-3-gliikozid inhibicidja nagyobb volt, mint az
aglikoné), de a cianidin-3-galaktozid, és a cianidin-3,5-digliikozid esetében nem volt
megfigyelhetd szignifikans hatds. Ha ezen molekuladk szerkezetét Osszehasonlitjuk azt
tapasztaljuk, hogy a 3-O-gliikozid jenléte fokozta az a-amildz inhibiciot. Ha a cianidin-
3-gliikozid és a cianidin-3-galaktozid szerkezetét is megvizsgaljuk azt tapasztaljuk, hogy
a -gliikozid és -galaktozid k6zott a C4 pozicidban 1évo hidroxil csoportok helyzete kozott
van kiilonbség, mely szintén meghataroz6 lehet a fokozta o-amildz inhibicié

kialakulasaban.
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3.8 FOGSZUVASODAS KIALAKULASAT MEGHATAROZO TENYEZOK

3.8.1 Fogszuvasodas-dental caries

A fogszuvasodas egy a fogak kemény szovetének lokalizalt pusztuldsaval jaro
multifaktoridlis betegség, melyet a taplalkozasbol szdrmazd szénhidratok, bakteridlis
fermentacidjabol szarmazd savas melléktermékek okoznak (Fejerskov és mits., 2003;
Marsh és mts., 1999). A koéros allapot jellemzdje a kemény szoveten megjelend szuvas
demineralizacio, tovabba ezen allapot elinditja a komplex biofilm mikrobiologiai
atrendezddését €s kialakul a dentalis plakk, mely hatassal van a nyaltermelésre és annak
Osszetételére is. A fogszuvasodas kezdetben reverzibilis és megéllithatd folyamat akkor
is, ha a dentin vagy zomdnc demineralizacidja megtorténik, feltéve, hogy a dentalis
plakkot el lehet tavolitani. A betegség kialakulhat a fogak korona és a gyokér részein, a
tej- és maradando6 fogakon, sima, valamint barazdalt feliileteken egyarant.

Bar a fogszuvasodasra jellemz0, hogy korai stidiumban reverzibilis folyamat, de gyakran
eléfordul, hogy megfeleld gondozas nélkiil, a caries folyamatosan stlyosbodé krénikus
betegséggé alakul, amely a fogak destrukcidjahoz és elvesztéséhez vezet (Kidd és mts.,
2004; Pitts, 2004; Featherstone, 2004).

A fogszuvasodas az egyik leggyakoribb szdjiiregi betegség mely megel6zhetd ugyan, de
barmely életkorban kialakulhat (Pitts, 2004; Featherstone, 2004; Fejerskov és mts., 2003).

3.8.2 A fogszuvasodas kialakulasanak feltételei
A fogszuvasodas keletkezését négy primer tényezd hatdrozza meg és ezek mindegyike

elengedhetetlen feltétele a betegség kialakulasdnak (Newbrun, 1989).

e cariogén hatasi mikroorganizmusok jelenléte a szajliregben

e finomitott szénhidratok fogyasztasa, mely jo szubsztratuma a fogszuvasodast
okozo6 mikroorganizmusoknak

e afogak élettani jellemzdi. Ezen kiviil a leginkabb meghatarozo

e az id6, mely a cariogén hatast savak fogzomancon torténd tartézkodasi idejére,

valamint annak el6fordulasi gyakorisagéara vonatkozik

A fogszuvasodas kialakuldsédban jelentds szerepe lehet a mésodlagos tényezdknek is.

Ebbe a csoportba tartozik a biologiai hatas (életkor, nem, genetikai adottsag, fajtabeli és
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csaladi koriilmények, alkati és immunoldgiai jellegzetességek) valamint a viselkedésbol
eredd hatés, amely kapcsolatba hozhat6 az egyén életmddjaval, magatartdsaval (Nyarasdy
¢s mts., 2009) példaul a rossz szajhigiéné; rossz taplalkozéasi szokdsok (finomitott
szénhidratok gyakori fogyasztdsa). Tovabba a kisgyermekkori fogszuvasodas
kialakulasaban jelent0s szerepe van a csecsemdknél alkalmazott rossz etetési modszerek
alkalmazaséanak (Fejerskov és mts., 2003; Featherstone és mts., 2003; Krol, 2003; Winn,
2001; Touger-Decker és mts., 2003).

Ezen kiviil a masodlagos tényezékhoz sorolhatd az ugynevezett egyéb tényezok, mely a
kornyezeti hatas, szocialis- és gazdasagi faktorokbol all.

A kordbban ismertetett elsddleges és masodlagos tényezokkel kapcsolatban érdemes
megjegyezni, hogy az egyén képes a kockazati tényezOk szamat csokkenteni (pl.:
atalakitja a taplalkozasi szokasait, valtoztat a szjhigénés magatartdsan, rendszeresen jar
fogaszati ellenérzésre) igy csokken a fogszuvasodas kialakuldsanak a lehetdsége tehat a

fogszuvasodas megjelenése valtozhat az idében is.

3.8.3 A dentalis plakk kialakulasanak folyamata

A dentalis plakk, olyan teriileteken alakul ki a szajiiregben, melyekre jellemz0, hogy nem
ontisztuloak (godrocskék, barazddk) vagy a mesterséges tisztitds szamdara nehezen
hozzaférhetéek. A fogak letisztitdsa utdn legeldszor a kis— és nagydrlék nehezen
hozzaférhetd felszinein jelennek meg a plakkok. A plakk képzddése harom fazisban
torténik. FEl6szor egy szerzett pellicula alakul ki. Ez egy fehérjékbdl ¢és
immunglobulinokbol all6 1 um vastag filmréteg, mely a nyalbdl képzddik és minden
feliiletet beborit, a fogmosas utdn azonnal. A pellicula elelektrosztatikus és van der
Waals-erdkkel kotddik a fog felszinéhez, elsésorban azok hidroxi-apatit foszfat
csoportjahoz. A fogfelszinen kialakult pellicula védi a fogzomancot a savak kozvetlen
hozzaférésétdl. A pellicula szerkezete fontos a fogak mikrobidlis kolonizaci6jaban, ez a
folyamat az inicialis kolonizacié, melynek eredménye a biofilm. Mashogy
megfogalmazva a baktériumok és mds mikrobadk kozossége, amelyek gyakran
egymashoz, valamint a feliilethez tapadva bevonatot hoznak 1étre, ez a biofilm. Ezen
adherens sejtek extracellularis matrixban helyezkednek el. A biofilmet alkotd fajok
tobbsége az ember normal mikroflorajanak tagjai. A fogak feliiletén képzddd biofilm,
tulajdonképpen védelmet nyujt az exogén korokozok kolonizacidjaval szemben.

Eléfordulhat, hogy egyes sejtek visszafordithatatlanul kotddnek az aljzathoz, amely egy
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specialis interakci6 eredménye, mely a baktérium-adhezin és ezek komplementer
receptorai kozott jon létre a szubsztrat molekulak felszinén (Whittaker és mts., 1996).

A baktériumok tapadasat kovetden egy kolonizacios szakasz kovetkezik, amely magaba
foglalja az extracellularis matrixmolekuldk (4ltaldban poliszacharidok) szintézisét, a
csatolt organizmusok szaporodésat és/vagy mas baktériumok (hasonl6 vagy kiillonboz6
fajok) kotését a mar megtapadt sejtekhez. A matrixmolekulék szintézise dontd fontossagu
a biofilm fejlédésének ezen szakaszdban. Ezen folyamatokhoz nélkiilozhetetlen az
intercellularis adhezin szintézise, mely elengedhetetlen a sejtek Osszerendezéséhez,
tovabba lehetové teszi a biofilm kialakuldsat (Cramton és mts., 1999). Amikor a fent
vazolt feltételek teljesiilnek, tulajdonképpen minden adott a mikroorganizmusok tovéabbi
novekedéséhez, ami az érett biofilmek jellegzetes siirli bakteridlis aggregatumainak
képzddését eredményezi. Az utobbi strukturdk gyakran erds mechanikai és
hidrodinamikai er6knek vannak kitéve, amelynek eredményeként a biofilm, de gyakran
csak részei levalhatnak (Moore és mts., 2000). Az igy levalt szakaszok természetesen ijra
kotddnek az aljzathoz. Ez a folyamat a nagy teriileten torténd kolonizalasnak egyik
leghatékonyabb eszkoze lehet. A biofilm képzddése jelentésen megvaltoztathatja a helyi
kornyezeti feltételeket, mely jelentés oOkoldgiai kovetkezményekkel jar. Egy fog
feliiletére az aerob kornyezet jellemzd, amely erds mechanikai nyirdéeréknek van kitéve a
ragas ¢és a nyelv mozgéasa miatt. Ezen a feliileten aerob vagy fakultativan anaerob fajok
tudnak kolonizalni, amelyek képesek kotddni a nyalban 1évé glikoproteinekhez a fog
feliiletén. Ilyen primer kolonizatorokként ismert mikroorganizmusok kozé tartoznak a
Neisseria sp. és Streptococcus sp. Ezek a szervezetek ezutdn megvaltoztatjdk a helyi
kornyezetet, pl. oxigén felhaszndlasdval és savak eldallitasaval, melyek anyagcsere
folyamataik végtermékei. Ezzel olyan koriilményeket teremtenek, melyek kedveznek az
obligat anaeroboknak, amelyek a savakat szén- és energiaforrasként hasznalhatjak, mint
a Veillonella sp. — ezek a fajok szekunder kolonizaloként ismertek. Az igy 1étrejovo
kozosség megvaltoztatja a ndvekvd biofilmen beliili 6kologiai feltételeket és olyan
kornyezetet hoz 1étre, amely mas 6kologiai igénnyel rendelkezd baktériumok szamara is
optimalis lehet. Ezenkiviil a nyalban jelen 1év0 oxigén és tapanyagok bejutasat a ndvekvo
bakterialis aggregatum gatolja, igy gradiensek alakulnak ki a biofilmen beliil, ezaltal tobb
mikroélohely fog generalodni, lehetévé téve a nagyon eltérd taplalkozasi és kornyezeti
igényl fajok megjelenését. Az Osszetett kozosség tagjai kdzott antagonista €s szinergista
végiil homeosztatikus kdlcsonhatés alakul ki, és igy egy stabil "klimax-tarsulas" jon 1étre

(Wilson, 2001). A kialakult mikrobialis homeosztdzison beliil kdlcsonhatasok jonnek
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létre. Ilyen kolesonhatasok kozé tartoznak pl: a verseny a tdpanyagokért, a bakteriocin
termelés ¢s a koaggregécio. Ez a "mikrobidlis homeosztazis" azonban attdl fiigg, hogy a
kiilsé kornyezet 4llandd marad-e. Mikdzben ez a biofilm féként a Streptococcusokbol és
az Actinomyces spp.-bol all, sok mas faj is jelen lehet, és bizonyos koriilmények kozott,
ezek a fajok elszaporodhatnak, olyan biofilmet eredményezve, amely nem tekinthetd
kompatibilisnek az egészséggel (Kolenbrander, 2000; Marsh és mts., 1995). Ezek a
patogén hatast biofilmek/ dentalis plakkok olyan betegségeket idéznek eld, mint a
fogszuvasodas ¢és a foginygyulladds, valamint fogagybetegség, amelyek a human
tarsadalom leggyakoribb fertdzései kozé tartoznak (Rosan és mts., 2000). Ha az egyén
nagy mennyiségl cukrot tartalmazo élelmiszert vagy italt fogyaszt, akkor a biofilmet
hatalmas mennyiségli, de konnyen metabolizalhat6é szénhidrat éri, amelyet a biofilmben
jelenlévé mikroorganizmusok metabolizalnak savas végtermékekké. Ez olyan
kornyezetet teremt, amely kedvez a savas kémhatdst kedveld, fakultativ anaerobok
példaul Streptococcus mutans €s Lactobacillus spp. elszaporodasanak. Ezzel kialakul a
dentalis plakk. Ha ezen fajok domindlnak a szdjiireg mikrobidlis kozdsségében ¢és
csokkentik a plakk pH-értékét, eléidézhetik a fogzomanc rétegének feloldodasat (Marsh
¢s mts., 1997). Ez a folyamat cariest eredményez. A szdjiiregi fertdzések masik fo
csoportjat képviselik a fogagybetegségek. Ha a fog és a fogak kozti résekben kialakul a
dentalis plakk és azt nem tavolitjak el, folyamatos gyulladasos reakciot eredményez a
gazdaszervezetben, amely a sulcushammal kapcsolatba kertilve, szérumszerti gyulladasos
gingivalis) fokozott proliferacidja megvaltoztatja a biofilm kozosséget, és a Gram-
negativ anaerobok dominalnak, amely szintén a dentélis plakk kialakuldsat eredményezi.
Egy ilyen kozosség képes arra, hogy a gazdaszervezetet olyan gyulladdsos medidtorok
(példaul citokinek és prosztaglandinok) taltermelésére indukalja, amelyek a szdvetek
lebontasat (azaz Onpusztitasat) eredményezik (Wilson és mts., 1996). A foglepedék
mikroorganizmusokat, PMN (polymorfonuklearis) -leukocitdkat, makrofagokat,
hamsejteket, valamint a mikroorganizmusok szdmara nélkiilozhetetlen szubsztratokat
tartalmaz. A foglepedék egy halvanysarga, krémszinii lerakddas, mely olyan erdsen
tapad, hogy csak intenziv és rendszeres mechanikus tisztitassal tdvolithato el, és mindig

olyan helyeken tapad meg, ahol a mechanikus tisztitas nem érvényesiil.
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3.8.4 A dentalis plakk kapcsolata a fogszuvasodassal

Kezdetben a foglepedék alacsony patogenitasu aerob fajokbol all, késébb viszont az érés
folyaman a lepedék Osszetétele anaerobba valik, melyre jellemzd, hogy gyorsan
metabolizdlja a rendelkezésre all6 szénhidratokat, melyek gliikoz, fruktdz, szacharoz
vagy mas mono- ¢és diszacharidok lehetnek. A fermentacié soran tejsavat, ecetsavat,
hangyasavat és proprionsavat allitanak eld jelentds, idében elhuz6édd pH csokkenést
eredményezve. Bar az 0sszes fermentalhatd szénhidrat cariogén hatdsa, mégis a cukor
kotheto leginkabb a caries kialakuldasdhoz (Kidd és mts., 2005). A foglepedékre jellemzd
a pH- ingadozasa, melynek eredményeként a fogak felszinén demineralizacios
folyamatok jatszodnak le, mely fokozott kalcium, foszfat és karbonat felszabadulasat
generalja a fogakbol, azaz a fogak dsvanyianyag-tartalmanak csékkenését eredményezi.
Ugyanakkor, ha az 5,0 és 5,5 kozotti pH-t sikeriil megsziintetni, és kialakul a szajiiregre
jellemzd fiziologias pH, akkor lezajlik a remineralizacié folyamata, mely az
asvanyianyag-tartalom azaz a kalcium, foszfat és fluorid beépiilését jelenti. Ebbol
kovetkezik, hogy a fogak felszinén 4allandd, de- és remineralizacidés folyamatok
jatszddnak le, melynek kialakulasanak gyakorisdgat nagyban meghatarozza a szajiiregre
jellemzd foglepedék pH-ja. Természetesen az egyszeri, rovid ideig tarté pH csokkenés
még nem okoz jelentds elvaltozast, a fogak szdveteiben. Viszont a gyakran ismétl6do
vagy hosszu ideig tart6 szénhidrat kinalat, amely egy tartds alacsony pH-ji kornyezetet
eredményez, olyan fokl demineralizdciot indithat el, mely a fogak szdveteinek
szerkezetét irreverzibilis modon destrudlja, és végsd soron lireges, szuvas 1€zi6 alakul ki.
Ezt kdvetden a szuvas fogakban megjelennek a cariogén hatasukrol ismert Streptococcus
¢s Lactobacillus fajok, viszont, ha a fogak helyreallitisa megtorténik, az elsddleges
kolonizalok, a fogszuvasodas kifejlodése szempontjabdl kevésbé jelentds, alacsony
patogenitast torzsek azonosithatok, gy mint, a S. mitis és a S. sanguis (Nyarasdy és mts.,
2009). 2010-ben vezették be az ,,0kologiai plakk hipotézis” fogalmat, mely szerint a
szajuregre jellemzd fiziologids koriilmények megvaltozasaban, azaz a patologids
folyamatok kialakuldsaban jelentds szerepet jatszanak a szdjiireg allapotat befolyasold
kornyezeti feltételek (Marsh, 1994; Marsh, 2003). Ezen kornyezeti feltételekhez tartozik
a fermentalhatd szénhidratok fokozddd bevitele, a szdjhigiéniai szokdsok, valamint a
fluorid expozicid megvaltozasa, tovabbd a nyal viszkozitdsanak ndvekedése. Ezen
tényezOk egylitt eredményezik az alacsony pH-ji id6szakok meghosszabodasat a
szajiiregben, mely eldsegiti a savas kornyezettel szemben toleranciat mutatd

baktériumfajok példaul a Streptococcus mutans fokozott elszaporodasat (Marsh, 2003).
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3.8.5 A Streptococcus mutans szerepe a caries kialakulasaban

A mikroorganizmusok kulcsszerepet jatszanak a fogszuvasodas kialakulasaban (Miller,
1890). Miller a fogszuvasodés elsddleges tényezdjének a kemoparazita elméletet
feltételezte, olyan savakkal, amelyeket a baktériumok a cukor erjesztésével allitanak eld.
A mai napig ez a korai tanulmany képezi a fogszuvasodas megértésének alapjat. A 60-as
évek végétdl klinikai vizsgalatok széles kore mutatott r4 a muténs-streptococcusok
jelenléte és a fogszuvasodds el6fordulasa kozotti kapcsolatra (Edwardsson, 1968;
Fitzgerald, 1968; Bowden és mts., 1978). Szamos tanulmany arr6l szamol be, hogy
Osszefiiggés van, a szajiregi mikroflora, az étrend (a fermentalhatd cukrok
nagymennyiségli €s gyakori fogyasztasa) és a fogszuvasodas (Folke és mts., 1972;
Gawronski és mts., 1975; Skinner és mts., 1984) kozott. Ezeknek az adatoknak
koszonhetden a S. mutans-ra iranyul6 kutatdsok fokozatosan intenzivebbé valtak és a S.
mutans-t ,,odontopatogénként” azonositottdk (Loesche és mts.,, 1986). Ezen
mikroorganizmusok biokémiai jellemz6i igazoltak cariogén szerepiiket, valamint, hogy a
S. mutans glikolitikus életmddra adaptalodott (de Soet és mts., 2000) tovabba azt a
korabbi felvetést is megerdsitette, hogy a S mutans anaerob koriilmények kozott képes a
laktat eléallitasara (Bradshaw és mts., 1989, 1998). A S. mutans nagyfoku toleranciat
mutat a savas kornyezetre. Figyelemre mélté a DNS-javitd mechanizmusa, az
intracellularis savasodas tagabb tolerancidja jellemz6, tovabba megfigyelték a H* -
ATPazok nagyobb aktivitasat alacsony pH-n és szamos egyéb mechanizmust (Matsui és
mts., 2010). Ezenkiviil a S. mutans patogenitasaban az extracellularis poliszacharidok
(EPS) (Dibdin és mts., 1988) termelése fontos szerepet tolthet be. Bizonyitottak, hogy a
S. mutans, ha az anyagcsere folyamataihoz cukrot hasznal nagyobb mértékben képes
tulélni és novekedni, (Bradshaw és mits., 1989, 1998) még akkor is, ha a pH érték

alacsony. Igy ezek az eredmények megmagyaraztak, hogy azonos koriillmények kozott a

T

crer

nyUjtotta okologiai niche-hez. Feltételezik, hogy a szénhidrat felvevd rendszerekben
szerepet jatszo gének, a savtlird mechanizmusok, valamint a glilkankotés (Russell, 2008),

egylitt jarulnak hozza a S. mutans versenyképességéhez.
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3.9 A FOGSZUVASODAS PREVENCIOS LEHETOSEGEI

A fogszuvasodas megeldzésében fontos szerepet jatszik a helyes preventiv magatartas. A
féétkezések szama harom, ezenkiviil tizorai és az uzsonna elfogadhato. Az étkezések utan
fogat kell mosni. A cukorfelvétel a taplalékfelvétel 10%-at nem haladhatja meg. Novelni
kell a rost tartalmu taplalék ardnyat. Keriilni kell a magas cukor tartalmu, erdsen tapado
konzisztenciaju ételek fogyasztdsat, mert a fogak bardzdaiban és godrocskéiben

megtapadnak sok ideig tartozkodnak a fogfelszinen és igy cariogén attack-ot idéznek eld.

3.9.1 Fluoridok szerepe a prevencioban

A fluorid jelentds caries preventiv hatdssal rendelkezik, mert a fogszuvasodas korai
staddiumaban a fluorid beépiilésével csokkenthetd a fogzomanc oldhatosaga. A fluorid ugy
fejti ki hatasat, hogy erdsiti a fogzomanc hidroxi apatit kristalyszerkezetét, valamint
elésegiti a remineralizaciot. Ezen kiviil hatassal van a plakkban el6forduld
baktériumokra, mert elnyomja a magas patogenitast cariogén florat, valamint gatolja a
fehérjék, baktériumok adszorpcidjat a fogzomanc felszinén. A fluorid alkalmazhat6
szisztémadsan az egyén kdzremitkddése révén, az egész lakossagra kiterjedden ide tartozik
az ivoviz fluorid dusitasa: 1mg/L fluorid adagolasa mellett 50%-kal csokkent az DMF-
index. Lehet univerzalis, de valaszthatd is, ha a sot vagy tejet dusitjak fluoriddal és ezt a
csomagolason feltiintetik. Alkalmazhato a fluorid tabletta ott, ahol a viz fluorid tartalma
alacsony. Professzionalis médszerekhez tartozik, a fluorid tartalmu lakk, ecseteld, zselék

hasznalata, melyek vagy fogorvosi kezelésekhez kotottek vagy az alacsonyabb

crer

3.9.2 Szajhigéné szerepe a prevencioban

Az itt megemlitett eszkozokre jellemzd, hogy rendszeres hasznéalatuk soran hatdsosan
tavolithatd el a foglepedék. Ide tartoznak a hagyomanyos fogkefék, melyek eltérd
fejformakkal és ny¢lkiképzéssel jelennek meg a kereskedelmi forgalomban. Tovabba az
interdentalis fogkefék, illetve megjelentek a latex csikot tartalmazd polirozod hatasu
fogkefék is. Elektromos fogkefék szintén valtozo fej kialakitassal érhetdek el és jellemzd
rajuk az oszcillalo-rotacids mozgas. Ezenkiviil ismertek a jarulékos tisztitd eszkozok:
fogselyem, szuperfloss a hidpotlds eredményes tisztitdsara, fogkoztisztitd kefe,

interdentélis kefe. Mechanikai tisztitdsra alkalmas eszk6zok a kiilonbozo fogkrémek,
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szajvizek. A fogkrém alapanyaga: abraziv- és feliiletaktiv anyagok, olddszerek,
stabilizald anyagok, izesitd- és illatositdé anyagok, gyodgyszerek és kémiai anyagok.
Fognyaki érzékenységre alkalmazzak a szerves fluor vegyiiletet, valamint a stroncium-
kloridot, mert ezen anyagok hatasosan zarjak a dentincsatorndkat (Nyarasdy és mits.,

2009).

3.9.3 A barazdazaras szerepe a prevencioban

A barazdazarés egy noninvaziv, fajdalommentes eljaras, amely soran a fogak felszinén a
fogszuvasodas kialakuldsanak szempontjabol kedvezdtlen barazdéakat specialis anyaggal
lezarjak. Erre azért van sziikség, mert a mély barazdakat nehéz tisztitani és ezeken a
terlileteken tartds cariogén attack 1éphet fel, meggyengitve a fogzoméncot és az id6

muléasaval caries alakulhat ki (Nyarasdy és mts., 2009).

3.9.4 Taplalkozas szerepe a prevencioban

A ndvényi rostokban dus taplalkozas stimulalja a nyalelvalasztast, valamint a ndvényi
anyagok bioldgiailag aktiv komponensei anticariogén hatassal rendelkeznek. Ide
sorolhatok a tanninok, flavonoidok, antocianinok, melyek cariosztatikus hatasuak. Egy
¢lelmiszer cariogén hatasat meghatarozza annak Osszetétele €s konzisztencidja, fizikai
allaga. A szénhidratban (poli-, di- és monoszacharid) dus ételek fogyasztasa és
fogyasztasanak gyakorisdga szintén meghatdroz6 a fogszuvasodas kialakuldsa
szempontjabol. Ha a gliikkoz, szachar6z és fruktdz helyett xilitet fogyasztunk, akkor
csokken a fogszuvasodas kialakuldsanak kockazata. A xilitre jellemzd, hogy bomlasa
lassu és bomlasa sordn kevesebb tejsav keletkezik, gatolja az extracellularis poliszacharid
szintézisét, csokkenti a dentdlis plakk tapadoképességét, valamint a mikroorganizmusok

anyagcseréje nem adaptalodik a xillithez (Nyarasdy és mts., 2009).

3.9.4.1 A ragogumi szerepe a fogszuvasodas kialakuldsanak prevenciojaban

A ragdgumi fontos szerepet jatszik a cukrasziparban, (Valduga és mts., 2012) rendkiviil
népszerl, szinte valamennyi korosztaly altal keresett termék. A 2014-es adatok szerint
vilagszerte 25 milliard dollar értékben forgalmaztak ragoégumit. Az Egyesiilt Allamok
egy fore jutd éves ragdgumi fogyasztasa 160-180 csomagnak felel meg. (Konar és mts.,
2016). Napjainkban a forgalomban 1év6 ragégumikat négy csoportba sorolhatjuk vannak

a cukor tartalmu-, cukor mentes-, bevonatos-, valamint a gydgyszeres ragogumik.
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A ragdégumi, mind gusztatérikus mind masztatorikus ingereken keresztiil képes serkenti
a nyalmirigyek szekrécigjat, mely fokozott stimulalt nyaltermelést eredményez, novelve
ezzel a szervezet ellendlloképességét. A stimulalt nyalban fokozott mértékben
szekretalodik a kalcium, foszfat és bikarbonat, melyek rendkiviil fontos szerepet
jatszanak a szajlireg fiziologids allapotdnak fenntartdsiban. A foszfat és a kalcium
szerepet jatszik a fogzomanc remineralizacidjaban. Tovabba a kalcium egyrésze prolin
tartalmt fehérjékhez kotédik, valamint a statherinhez, tovabb fokozva ezzel a szervezet
ellenalloképességét, mert nagy affinitdssal kotddnek a fogzoménc felszinéhez. Ez a
dentalis pellicula, mely kozvetlen védelmet biztosit a fogak szdméara a savakkal szemben
¢és védelmet jelenthet az abrazioval szemben is (Kidd, 2005). Napjaink rossz taplalkozasi
szokdsa, nagy mennyiségl finomitott szénhidrat fogyasztasa csokkentik a széjiireg pH-
jat, mely demineralizacids folyamatokat general a fogzomancon. A stimulélt nyalban
megnovekedett bikarbonat felelds a fiziologids pH kialakuldsaért, mert a fogzomanc
remineralizacidja csak 5,5-0s pH felett megy végbe. Természetesen egyéb dsszetevoi is
vannak a nyalnak, melyek szintén jelentds szerepet jatszanak a szajiireg védelmében. Ide
tartoznak az antiviralis, antibakteridlis, valamint antifungalis hatdsi mucinok,
immunglobulinok, histatinok, tovabba a lizozim, laktoperoxiddz ¢és az a-amildz (Kidd,
2005).

Az aktiv ragéasra 6sztonzd készitmények idedlis szajapolasi termékek. A ragas
altalaban olyan tipusu szivattyizasi hatast fejt ki, amely hatékonyan préseli a biologiailag
aktiv nyalosszetevoket a fogak mélyedéseibe. Napjainkban a kereskedelmi forgalomban
kaphaté ragogumik jo része cukormentes. Ezzel egy olyan termék keriilt be a
kereskedelmi forgalomba, mely fokozza a nyaltermelést, a pufferkapacitast, valamint
fokozza a fogzomanc remineralizaciojat, ezaltal csokkenti a fogszuvasodas
kialakuldsanak a kockazatat. A cukor bizonyitottan cariogén hatast. Ezért
cukoralkoholokkal, xilittel helyettesitették a cukrot a legtobb szajapolasi termékekben
azért, hogy a fogszuvasodas kialakulasanak kockazatat csokkentsék. Szamos tanulmany
sz0l arrdl, hogy a xilit tartalmu ragégumi csokkenti a S. mutans és a Lactobacillus sp.
szadmat, tovabba csokkenti a plakk tomegét és tapadasat is, valamint szelektiv hatast fejt
ki a plakk metabolizmusra. Xilit jelenlétében a S. mutans tejsav termelése csokkend
tendenciat mutat. Ennek az lehet az oka, hogy a S. mutans metabolizmusa sordan a
glikolitikus Utvonalat preferdlja, de a poliolok koztik a xilit szénvaza nem 1ép be
kozvetleniil a glikolizisbe. Scheinin és mts., 1975; Mékinen és mts., 1995-ben megjelent

tanulmanyaban arr6l szamol be, hogy azok a ragogumik melyek poliolt tartalmaznak nem
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okoznak savas attack-ot. Igy ezen ragogumik fogyasztasa fokozza a remineralizaciot az
eredményeket in vitro (Steinberg és mts., 1992; Miake és Yanagisawa, 2000) és in vivo
modon is igazoltak. A xilit noveli a plakk kalcium szintjét, mely oldhaté forméban lesz
jelen és rendelkezésre 4ll a remineralizaciés folyamatokban (Mékinen, 1989).

A ragogumi korabban felsorolt jotékony hatasaibdl kovetkezik, hogy 1j alternativ
felhasznalasi utakat nyithat meg szamunkra. A rdgégumi bizonyos esetekben stabil
vivéanyagként is tekinthetd akkor, ha lassii hatéanyag leadassal szeretnénk aktiv
vegyiileteket a szajliregbe juttatni, amelyek a nyalban gyorsan feloldodnak és ott helyileg
fejtik ki hatasukat. Ezek a gyogyszeres ragogumik, amelyek nem csak farmakologiai
agenseket tartalmazhatnak, hanem bioaktiv komponenseket is. Ebben az esetben
ragdégumi, mint hatdéanyag leado rendszer szerepel. A ragoban 1évo gyogyszerek vagy
bioldgiailag aktiv komponensek a hatéanyag szerepét toltik be, mely a ragds soran
szabalyozott médon szabadulnak fel a ragogumibol (Maggi és mts., 2013). Igy ezen
ragogumik alkalmasak lehetnek fogaszati rendellenességek kezelésére, a nikotin fliggés
csOkkentésére, valamint az étvagy, stressz és a hangulatvéltozasok szabalyozéasara
(Deshpande és mts., 2008; Hearty és mts., 2014; Hetherington €és mts., 2011; Ribelles és
mts 2010; Smith és mts., 2012). R4adasul nem szabad elfelejteni, hogy a ragéogumi
nagyon népszerii termék, melyre jellemzO, hogy a tarsadalom altal széles korben
elfogadott, tulajdonképpen rutinszerli alkalmazasar6l beszéliink, tovabbad mivel a
hatéanyag felszabadulasa ellendrizhetd, a lokalis szajiiregi betegségek kezelésére
alkalmazott gyogyszerek (Yang és mts., 2004) valamint biologiailag aktiv komponensek
hordozasara hatékonyak lehetnek. Ez azt jelenti, hogy a rdgdégumi, batran alkalmazhato,
mint vonzo6 és hatékony alternativ hatéanyag-leado rendszer.

A gyogyszeres ragogumi terdpids célokra a kovetkezd esetekben alkalmas lehet a
kozépfiilgyulladas kezelésére, nikotin fiiggdségre, fajdalom- és hanyinger csokkentésére,
tovabba oralisan adagolhatd antifungélis hatdsu készitmények adagoldsara, valamint a
fogszuvasodas megelézésében is hatasos alternativ megoldast kindl. A ragégumibol
fokozatosan kioldodnak a gydgyszer molekuldk vagy a bioldgiailag aktiv vegyiiletek, és
a szdjireg nyalkahartydjan keresztiill abszorbealédnak, azaz egy meghatarozott
iddtartamig folyamatos a hatéanyag felszabadulés, amely javitja a terapids hatast (Maggi
¢s mts., 2013). Egyes hatéanyagok biohasznosithatosaga és eloszlasa a szdvetekben a
ragogumi eldnyeit mutatta (Yang és mts.,, 2004). A fogszuvasodds kockdzatanak
csokkentésének egyik modja volt, hogy a ragogumi cukor tartalmat xilitre cserélték. A

fluorid tartalmu ragégumik akkor alkalmazhatoak, ha a szajiiregben alacsony a fluorid
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koncentracio. Hatdsara megnovekszik a nyal fluoridszintje és ezzel egyidejiileg
stimulalhatdo a nyal aramlasi sebessége, ami eldsegiti a remineralizacidt, tovabba a
cariogén hatdsu szubsztratok kilirtilését a szdjiiregbdl, valamint a nyal- és plakk pH-
értekének emelkedését (Itthagarun és mits.,, 1997). A fluoridtartalmia ragdégumik
hasznalata ovatossagot igényel a fluorozis elkeriilése érdekében.

Egy masik alternativ megoldas lehet a bioldgiailag aktiv komponenseket tartalmazé
ragogumik alkalmazasa. Yang és mts 2004-ban megjelent tanulmanya beszamol egy in
vivo kisérletrél, ahol egy specifikus bevondsi moddszert alkalmaztak a catechint
tartalmazd ragégumi bevonasdhoz, azért, hogy a catechin terdpids koncentracidja
biztositva legyen ragasi periodus (kb. 30-40 perc) alatt. A kitin egy poliszacharid, az N-
acetil-D-gliikozamin, amely a rovarok, rakok, garnélak és homadarok kiilsé vazéaban
talalhato, valamint mas gerinctelen szervezet belso struktaraiban. A kitin szerepet jatszik
a kitozan termelésében, amely aktivitast mutatott S. mutans ellen (Virga és mts., 2002;
Sano és mts., 2003 Bae és mts., 2006), valamint gétolta a S. mutans kotoédését (Tarsi €s
mts., 1997; Sano és mts., 2003). Kimutattdk, hogy ragégumiként anticaries hatasokkal
rendelkezik (Shibasaki és mts.,1994; Hayashi és mts., 2007 a és b). Az eredmények arra
engednek kovetkeztetni, hogy a kitozdn tartalmu ragoégumi képes csokkenteni a

fogszuvasodas kialakuldsanak kockazatat.
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4. ANYAG ES MODSZER
4.1 MEGGYFAJTAK SZARMAZASA

Az altalunk vizsgalt meggyfajtikat az Ujfehértéi Gyiimolcstermesztési Kutatd és
Szaktandcsadd Nonprofit Kozhasznll Kft. bocsatotta rendelkezésiinkre, bizonyos fajtakat
pedig, a Pallagi Kertészeti Kisérleti Teleptdl kaptunk. A mintdk biologiai érettség
allapotdban keriiltek szedésre, hiitve szallitottdk a Debreceni Egyetemre, ahol
feldolgozasig taroltuk -20°C-on, sotét helyen. Vizsgalatainkat tobb éven at végeztiik,
jelen dolgozatban csak az az 6t fajta (’Ciganymeggy 59°, VN1, Debreceni bétermd’,
’Kantorjanosi’,” A’) szerepel melyekre jellemzd, hogy a sokéves mérés sordn, stabilan
jellemzd rajuk a f6 antocianin komponensek kdzel azonos koncentracidja. A beltartalmi
paraméterek jellemzésére alkalmazott statisztikai probak atlaga és szorasa, hdrom
ismételt mintavételbdl szarmazd mintdkbol, harom ismétlésben mért eredményekbdl

szarmazik.

4.2 FELHASZNALT VEGYSZEREK

Kisérleteinkhez HPLC, valamint analitikai tisztasagu olddszereket €s vegyszereket
alkalmaztunk, a tisztitdsi modszerhez Supelclean™ ENVI™-18, 3 mL Tubes No. 57063

(Sigma) hasznaltunk.

4.2.1 Standardok

Kuromanin chloride (Cyanidin-3-glucoside chloride), AppliChem
Oenin chloride (Malvidin-3-glucoside chloride), AppliChem
Malvidin chloride (Malvidin-3,5-diglucoside chloride), AppliChem
Keracyanin chloride (Cyanidin-3-ruthinoside chloride), Fluka
Melatonin, Alfa Aesar

4.2.2 Vegyszerek az antioxidans kapacitas méréshez

ACW: R1: ACW higit6 oldat, R2: reakci6 puffer, R3: fotoszenzitiv és detektald reagens,
R4: aszkorbinsav standard

ACL: R1: ACL higit6 oldat (metanol), R2: reakci6 puffer, R3: fotoszenzitiv és detektalo

reagens, R4: trolox standard
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4.2.3 Kinetikai mérésre hasznalt vegyszerek

Szubsztrat: 2-Chloro-4-nitrophenyl-4-O-a-D-galactopyranosyl-maltoside (GalG,CNP,
SORACHIM S.A., Lausanne, Switzerland)

Enzim: Modell enzimként az emberi nyalbol (IXA tipusa SIGMA) szdrmaz6 o-amilazt
(EC 3.2.1.1.) alkalmaztuk. Az enzim tisztasdgat ellendriztik SDS-PAGE-vel. Nem
figyeltiink meg o~ és /vagy B-gliikozidaz aktivitast.

Inhibitorok: HPLC tisztasagt standardok, Cyanidin-3-glucoside chloride (AppliChem),
Malvidin-3-glucoside chloride (AppliChem), Malvidin-3,5-diglucoside chloride
(AppliChem), Cyanidin-3-ruthinoside chloride (Fluka). Valamint a ‘Ciganymeggy 59°,

‘VNTI’, ‘A’, ‘Debreceni botermd’ és a ‘Kantorjanosi’ fajtakbol készitett meggykivonatok.

43 AZ IN VITRO VIZSGALAT SORAN ALKALMAZOTT MERESI
MODSZEREK

4.3.1 Minta el6készités szarazanyagtartalom méreésre

A meggy gylimolesot apritottuk, majd -20°C-on fagyasztottuk 8 oOran keresztil. A
liofilizalashoz, CHRIST ALPHA 1-4 LSC késziiléket hasznaltunk, -20°C-on, 1,030 mbar
nyomason, 16 6ran at. A liofilizalas 1épését haromszor ismételtiik. A liofilizalt mintakat
dorzsmozsarban poritottuk, majd a bemért tomeg ismeretében kiszamoltuk az egyes

fajtak szarazanyagtartalmat.

4.3.2 Extrakcios eljarasok és UHPLC analizis
Az éztatds folyamatat valasztottuk az extrakcios eljarasok koziil, melyet folyamatosan
kevertettiink. Az aztatas elonye, hogy azonos kiindulasi anyagok estén azonos hatéanyag-

tartalmu extraktumot kapunk.

Antocianin extrakcio és UHPLC analizis

A vizsgalatban szerepld valamennyi mintat homogenizaltuk Braun Multiprimer (300
Watt) késziilékkel. Az extrakcids elegy metanol: viz: ecetsav volt, melyet 25:24:1
aranyban alkalmaztunk. A kevertetést magneses keverdvel (MSH 300, BIOSAN) 60
percen keresztiil szobahdmérsékleten végeztiik. A kivonatokat szlirés utdn, 40°C-on
BUCHI ROTAVAPOR R-210 (Switzerland) beparldval beparoltuk. A beparolt mintakat
ujra oldatba vittiik 3%-o0s hangyasavas oldattal. Majd az antocianinok kd&nnyebb

szétvalasztdsa érdekében a meggy extraktumok frakcionaldsat, el6kondicionaldsat

58



Supelclean ENVI-18 SPE oszlopokkal végeztiik el (Kim és mts., 2005). Tisztitds utan az
antocianinban dus frakciot beparoltuk.

A mintédkat CromasterUltraRs ultra nagynyomast folyadékkromatografiaval diédasoros
detektorral automata mintavevovel és Agillent OpenLAB softwarrel vizsgaltuk, ahol az
allotazis: Phenomenex Kinetex 2,6 p, XB.C18, 100A, 100 x 4.6 mm, a mozg6 fazis: A
pumpan metanol, a B pumpan 3% hangyasav volt (Mozetic és mts., 2002. A detektalast
A=535 nm-n mértiik és gradiens elcidt alkalmaztunk O perc: 15:85, 25 perc: 30:70, 30
perc: 40:60, 40 perc: 50:50. Az egyes komponensek azonositasa HPLC tisztasag
standardokkal tortént: Cyanidin-3-glucoside chloride (AppliChem), Malvidin-3-
glucoside chloride (AppliChem), Malvidin-3,5-diglucoside chloride (AppliChem),
Cyanidin-3-ruthinoside chloride (Fluka).

A mintdk mérése sordn harom parhuzamos mérést végeztiink. Az mintadk antocianin

crer

Melatonin extrakcio és HPLC analizis

A vizsgalatban szerepld valamennyi mintat homogenizaltuk Braun Multiprimer (300
Watt) késziilékkel. Az extrakcios elegy 600 ml kloroformot és 300 pl 0,8 M-os Na,HPOs-
ot tartalmazott. A kevertetést magneses keverdvel (MSH 300, BIOSAN) 40 percen
keresztiil szobahOmérsékleten végeztikk. A kevertetés sotétben tortént a molekula
fényérzékenysége miatt (Reiter, és mts., 2005, Remenyik altal médositva nem publikalt
2012). Ezt kovetden durva szlirést alkalmaztunk, majd valasztotoleséren elvalasztjuk a
két fazist. A szerves fazishoz 2 kandl széritott magnézium-szulfatot adagoltunk. A
szerves fazist beparoltuk, Biichi Rotavapor R-210/215 (Switzerland) vakuumbepérloval
40°C —os vizfiirdén, az extraktumot szarazra paroltuk. A mintdkat Hitachi LaChrom
nagynyomdasu folyadékkromatografiaval diddasoros detektorral L-7455 analizéltuk,
automata mintavevovel L-7250, interface L-7000, pumpa L-7100 és HPLC rendszerhez
Manager szoftverrel vizsgaltuk, ahol az all6fazis: Chromolith RP-18e 100 x 4,6 mm ¢és a
mozg6 fazis: A pumpan 18% acetonitril, a B pumpan Sorensen puffer volt (Burkhardt, és
mts., 2001). A detektalast A=275 nm-n mértiik és izokratikus eluciot alkalmaztunk. A
melatonin azonositasa HPLC tisztasdgu Melatonin standarddal tortént. (Alfa Aesar) A

mintdk mérése soran hdrom parhuzamos mérést végeztiink. A mintdk melatonin

crer
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4.3.3 Antocianinok meghatarozasa pH differencial modszerrel

A homogenizalt mintakbdl 2 g-nyi mennyiséget 10 ml 2% (V/V) -os HCI-Etanol oldattal
extrahdltuk az antocianinokat. Készitettiink egy pH=1,0-es puffert, mely 67 ml HCI-
oldatbol és 25 ml KCl-oldatbol allt. A KCI oldatot a kovetkezdé mddon készitettiik: 1,49
g KCl-ot 100 ml desztillalt vizben oldottunk. A HCI oldat a kovetkezdkbdl allt: 1,7 ml
tomény HCl-ot higitottunk 100 ml desztillalt vizzel. A pH=4,5-0s puffer készitése:1,64 g
Na-acetatot oldunk 100 ml desztillalt vizben, majd annyi tomény HCl-at adtunk hozza,
hogy az oldat pH=4,5. A mérést A=530 ¢és 700 nm-en (Amersham Biosciences Ultraspec
2100 pro tipust spektrofotométeren) szimultan mértiik. A mérés soran 3600 pl pufferhez
400 pl mintat adunk (Lee és mts., 2005). A mintdk mérése soran harom parhuzamos
mérést végeztiink. A mintdk antocianin koncentracio értékét mg cianidin-3-gliikkozid
ekvivalens /100g értékben friss és szaraz tOmegre vonatkoztatva is megadtuk. A

kovetkezd képlettel szamoltunk:

AA = (As3onm pH1,0 - A7000m pH1,0) - (As30nm pH4,5 - A700n0m pH4,5)

v
0, | M =%MDEIOO

m el

A: Abszorbancia

€:26900

L: kiivetta hossza (1 cm)

M: Molaris tomeg (449,2 g/mol)
D: Higitas

V: minta térfogata (ml)

m: minta bemért tomege (mg)

4.3.4 Antioxidans kapacitas mérése

Az antioxidans kapacitds mérését fotokemilumineszcens (PCL) modszerrel hataroztuk
meg. A célunk az volt, hogy megéllapitsuk az antocianinokban dus meggykivonatok
antioxidans kapacitasat. Vizsgaltuk ezen komponensek viz- és zsiroldhatd antioxidans
kapacitasat. A méréseket a Photochem (Analytik Jena, Németorszag) késziilékkel

végeztiink, amely lehetdvé teszi a vizoldhatd antioxidans kapacitas (ACW), valamint a
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zsiroldhatdé  antioxiddns  kapacitdas (ACL)  meghatarozasdt. =~ A moddszer
fotokemilumineszcencian alapul. UV fény hatasara a vizsgalati elegyhez kiilséleg
hozzéaadott fotokémiai érzékenyité komponensbdl szuperoxid gyok keletkezik, amelyet a
minta antioxidans tulajdonsagt vegyiiletei elimindlnak. A maradék szuperoxid gyokok
reagalnak a mintdhoz adott specifikus detektor vegyiilettel. A miiszer a fotokémiai
reakcid soran kibocsatott un. kemilumineszcencidt méri, kozvetett médon meghatarozza
a minta antioxiddns kapacitasat (Popov ¢és Lewin, 1996). A késziilék a kalibracios
oldatsorozat segitségével szamitja ki a minta vizoldhat6 antioxidans kapacitasat (ACW)
aszkorbinsav ekvivalens egységben, valamint a zsiroldhatd antioxidans kapacitdsat
(ACL) trolox ekvivalens egységben. A mérést a cég altal forgalmazott ACW és ACL Kit
(Jena AG Company, Németorszag) készlettel végeztiik a gyartd javaslatai szerint, amely
a kovetkezoket tartalmazza: ACW esetében: R1 reagens higitd (minta oldodszer); R2
reagens ez a reakcio6 puffer; R3 reagens, fényérzékenyitd detektalo reagens; R4 reagens,
standard aszkorbinsav vizoldékony antioxidans kapacitas, méréséhez. ACL esetében: R1
reagens metanol (minta oldészer); R2 reagens ez a reakcio puffer; R3 reagens,
fényérzékenyitd detektalo reagens; R4 reagens, standard trolox zsiroldékony antioxidans
kapacitas méréséhez. Az ACW esetén a mérést a kdvetkezd mddon hajtottuk végre: 1,5
ml R1 reagenshez hozzdadtunk 1 ml R2 reagenst, 25 pul R3 reagenst és 10 pl mintat. A
reakcioelegyet Vortex keverdvel kevertiik, majd ezt kovetden mértilk a Photochem
késziilékkel. A mintdk mérése soran harom parhuzamos mérést végeztiink. A mintak
vizoldékony antioxidans kapacitast pug aszkorbinsav ekvivalens/mg értékben szaraz
tomegre vonatkoztatva adtuk meg. Az ACL esetén a mérést a kovetkezé mddon hajtottuk
végre: 2290 pl R1 reagenshez hozzaadtunk 200 pl R2 reagenst, 25 ul R3 reagenst és 10
ul mintat. A reakcidelegyet Vortex keverdvel kevertiik, majd ezt kovetden mértik a
Photochem késziilékkel. A mintdk mérése soran harom parhuzamos mérést végeztiink.
Az minték zsiroldékony antioxidans kapacitasat pg trolox ekvivalens/mg értékben szaraz

tomegre vonatkoztatva adtuk meg.

4.3.5 MALDI-TOF MS

A ‘Bosnydk’ fajtakorhoz tarozé ‘VNI’ meggyfajta kivonat és HPLC frakciok egyes
komponenseinek vizsgalatdhoz tomegspektrumokat vettink fel MALDI-TOF
tomegspektrométerrel (Bruker Biflex III) pozitiv ion modban. Matrixként 2,5-dihidroxi-

benzoesavat (DHB) vagy 2,3,6-trihidroxi-acetofenont (THAP) alkalmaztunk. A
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késziiléket antocianinok és melatonin [M+Na]" ionjainak m/z értékeire (449,26 g/mol;

232,29 g/mol) kalibraltuk kiils6 kalibraciot alkalmazva.

4.3.6 Kinetikai mérések

A kinetikai méréshez 50 mM pH = 6,0 MES puffert hasznaltunk, mely 5 mM kalcium
acetatot, 51,5 mM NaCl-ot, valamint 152 mM NaN3-ot tartalmazott (Paolucci és mts.,
2002). A pH beallitasahoz NaOH-ot ¢és HCl-ot hasznéltunk. Az el6készitett puffert
felhasznalasig hiitve taroltuk.

Méréseinkhez rovid szubsztratot alkalmaztunk, kromogén 2-klor-4-nitrofenil-4-O-3-D-
galaktopiranozil-maltozidot (GalGo:CNP, SORACHIM SA, Lausanne, Svajc). Modell-
enzimként az emberi nyalbol (IXA tipusat SIGMA) szarmazéd a-amilazt (EC 3.2.1.1.)
hasznaltuk. A kinetikai méréseket Jasco V550 tipusu kétsugaras spektrofotométerrel
végeztilk, mely termosztalhato. Reakcioelegy végtérfogata 500 pl volt, melybdl 200 pl
0,56 mM  2-klor-4-nitrofenil-4-O-a-D-galaktopiranozil-maltozid ~ (GalG2CNP,
SORACHIM SA, Lausanne, Svajc) szubsztratot, 50 mM pH= 6,0 MES puffert ¢és a
megfeleld koncentracidju inhibitort tartalmazta, melyet 37°C-on 5 percig inkubaltuk. A
reakcidt 5 pl 2 nM-os HSA (EC 3.2.1.1.) enzim hozzdadéaséaval inditottuk és mértiik a
kezedeti reakcidsebességet. Az abszorbancia véltozast (melyet a felszabaduld kromofor
csoport valtott ki) 120 masodpercig, A= 400 nm-en, puffer vakkal szemben mértiik. Jasco
Spectra Manager szoftver Time course measurement funkcidjat alkalmaztuk a kapott
gorbe kezdeti szakasz meredekségének meghatarozasdhoz. Mindegyik minta mérését

harom-négy alkalommal megismételtiik.

4.4 KLINIKAI VIZSGALATOK ELOKESZITESE

4.4.1 Nyalmintak gytijtéséhez sziikséges engedélyek

A meggykivonatot tartalmazd ragoégumi prevencids hatisat, harom korcsoportban
vizsgaltuk. A 12 évesek szama 22, 18 ¢és 20 év kozottiek szdma 25 (fogorvostan
hallgatdk), mig a 30 év felettiek szama 23 volt. A klinikai vizsgalatban 6sszesen 70 6
vett részt, ebbdl 45 nd és 25 férfi volt.

A DE FOK Gyermekfogéaszati és Prevencios nem 06nalldé Tanszék és a Konzervalo
Fogaszati nem 6nallo Tanszék gyiijtotte az altalunk vizsgalt nyalmintdkat, 4260-2014 és

4383-2015, DE KK RKEB/IKEB etikai engedélynek megfelelden.

62



Etikai engedély:

DEBRECENI EGYETEM. KLINIKAI KOZPONT
FOIGAZGATO: DR. EDES ISTVAN EGYETEMI TANAR

Sy

<

REGIONALIS ES INTEZMENYI KUTATASETIKAI
BIZOTTSAG

o~
S

ELNOK: DR. SZANTO SANDOR EGYETEMI DOCENS
DE KK BELGYOGYASZATI INTEZET, REUMATOLOGIAI TANSZEK
4032. DEBRECEN. NAGYERDEI KRT. 98
TEL./FAX: +36-52-255091 E-MAIL: SZANTO.SANDOR(@MED.UNIDEB.HU

TITKAR: DR. SZENTMIKLOSI JOZSEF EGYETEMI DOCENS
DE AOK FARMAKOLOGIAI ES FARMAKOTERAPIAI INTEZET
4012. DEBRECEN. PF. 12.

TEL.: +36 30 4409822 E-MAIL: AJSZM948@GMAIL.COM

Ervényes:2014 jitlius 01-161

Kérelem sajat kezdeményezésii ill. megbizasos jellegii, de nem gyogyszerrel
(miiszer, orvostechnikai eszkoz, sth.) emberen végzett orvostudomanyi kutatas
végzésére

1. A vizsgalat cime (magyarul és angolul):

A meggy anthocyaninjainak hatisa a human nyél amilaz gatlasara
Effect of sour cherry anthocyanins on human salivary amylase inhibition

2. A vizsgalatvezetd neve:

Dr. Kelentey Barna Arpad

Beosztasa, tudomanyos fokozata:

egyetemi docens, orvostudomanyok kandidatusa, PhD

A szervezeti egység neve, cime:

Debreceni Egyetem Fogorvostudomanyi Kar, Konzervald Fogaszati Tanszék

A vizsgadlatvezetd munkahelyi telefonszama:

52/411-717/ 55814 v. 56834

Mobil telefonszama:

20/388-3372

FAX szama:

E-mail cime:

kelentey.barna@dental.unideb.hu

3. Milyen anyagi forrasbol torténik az adott kutatas finanszirozasa:
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pl. palyazat (OTKA, NKFP, TAMOP, stb) vagy ha nem kapcsolédik palyazathoz, akkor
mi a kutatas anyagi fedezete ?

AGR_PIAC_13-1-2013-0039 szamu, ,,N6évényi extraktumok (gyiimélcsék) hatéanyagainak
egyszeri dozisat tartalmazd, per os bevételre szant preventiv gyogyhatasu
készitmény” elnevezésl, hazai finanszirozasu kutatasi palyazat

4. A sponzor neve, cime, elérhetésége és a kapcsolattartd személy (CRA) neve, mobil

telefonszadmaj:

JANER-HUS Feldolgoz6 és Kereskedelmi Zartkoriien Miikodé Részvénytarsasag
1036 Budapest, Pacsirtamezd u. 22.

Kapcsolattarto: Dr. Molnar Szandra

Tel.szam: 06 20 428 0312

5. A vizsgalatban résztvevo kutatok (beosztas, tudomanyos fokozat, munkahely):
A résztvevd kutatok koziil jeloljon meg egy személyt (telefonszammal és e-mail
elérhetdséggel), aki a vizsgalatvezeté megbizasa alapjan a study-val

kapcsolatban sziikség esetén felvilagositast tud adni.

Dr. Kelentey Barna Arpad egyetemi docens PhD

DE Fogorvostudomanyi Kar, Konzervaloé Fogaszati Tanszék
Tel.: 20/388-3372

E-mail: kelentey.barna@dental. unideb.hu

Dr. Nemes Judit egyetemi adjunktus PhD DE FOK, Gyermekfogaszati és

Fogszabalyozasi Tanszék

Dr. Remenyik Judit egyetemi adjunktus PhD DE Mezégazdasag-, Elelmiszertudomanyi-

, és Kornyezetgazdalkodasi Kar

Dr. Gyémant Gyongyi egyetemi docens PhD DE TTK Szervetlen és Analitikai Kémiai

Tanszék

Dr. Vecsernyés Miklos egyetemi docens PhD DE GYTK Gydgyszertechnologiai Tanszék

Dr. Viaradi Judit egyetemi adjunktus PhD DE GYTK Gyodgyszertechnologiai Tanszék

Dr. Fenyvesi Ferenc egyetemi adjunktus PhD DE GYTK Gyogyszertechnoldgiai Tanszék

Szaszné Dr. Réti-Nagy Katalin tudoméanyos segédmunkatars DE GYTK
Gyogyszertechnologiai Tanszék

6. A vizsgalat leirasa és indoklasa (részletes protokoll). Terjedelmesebb palyazati
protokoll esetében itt csak tomor Gsszefoglalas sziikséges, a teljes anyagot kiilon
mellékletben kérjiik!

lasd mellékelt vizsgalati protokoll

7. A vizsgalatba bevont személyek szama (az adott vizsgalohelyen), életkoruk:
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Osszesen 72 6 férfiak és nék kb. egyenld aranyban 3 életkori csoportban:
1. csoport (12 évesek: 12 eset és 12 kontroll

2. csoport (18-20 évesek): 12 eset és 12 kontroll

3. csoport (30 év felettiek): 12 eset és 12 kontroll

A vizsgalatok tervezett kezdete:

2014. oktober

A vizsgalatok tervezett befejezése:

2014. december

8. Személyi, szakmai és targyi feltételek megléte:

A klinikai vizsgalat helyszine: DE Fogorvostudomanyi Kar szakrendeldi

A szilirévizsgalatot gyakorlott, szakvizsgaval rendelkez6 fogorvos végzi
Targyi feltételek: fogaszati sz&k, fogaszati tiikkor, szonda, centrifuga csdvek,
hiitészekrény

A meggykivonatokat a DE GYTK Gyogyszertechnologiai Tanszék munkatarsai
formulaljak ragégumi alapban.

A nyalmintdk a-amilaz aktivitdsanak vizsgalata a DE Mez6gazdasag-,
Elelmiszertudomanyi-, és Kérnyezetgazdalkodasi Kar analitikai laboratoriumaban
torténik

Eredmények kiértékelését statisztikus bevonaséaval végezziik

9. Melyek az alkalmazott beavatkozasok lehetséges kockazatai? Rendelkezésre
allnak-e a vizsgalohelyen a nem kivant hatasok kivédésére a megfelelel6
személyi és dologi feltételek?

Csak fogorvosi sziirGvizsgalat torténik, invaziv beavatkozas nem, kockazattal, karos
mellékhatassal nem szamolunk.

A kisérleti ragogumik fogyasztasa kockazattal nem jar, ugyanis a ragégumi
alapanyagaira illetve a meggyre allergies betegeket eleve kizarjuk a vizsgalatbol

10. A tervezett beavatkozéssal kapcsolatos hazai és nemzetkozi tudomanyos
elézmények rovid osszefoglalasa:

Mivel a fogszuvasodas mindmaig vilagszerte népbetegségnek tekinthetd, folyamatos a

1y

fontos szerepet
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jatszanak benne a taplalkozas és a szajiiregi tényezok, ezen beliil is a rezidens baktérium
flora és a nyal. Human eredetii nyal fontos alkotoéeleme az a-amilaz (HSA), amely egy
multifunkcionalis enzim. Szerepet jatszik a keményitd kezdeti emésztésében, valamint
hidrolitikus aktivitdsa mellett baktériumkotd hatassal is rendelkezik. A HSA miutan a
baktériumhoz kotédott, még rendelkezik koriilbeliil 50%-o0s enzim aktivitassal. Az enzim
képes keményit6t bontani, igy a baktérium szamara ez egy ,.élelmiszerforras”. Ez a
folyamat a dentalis plakk kialakulasdhoz, valamint a baktériumok altal termelt
savtermelés miatt fogszuvasodashoz is vezethet [1]. Egyetemiinkon évek ota folynak
human nyal eredetii o-amildz enzimmel és gatloszereivel kapcsolatos vizsgalatok.
Eredményeket értiink el az enzim szerkezetének felderitésében és kiilonb6zo természetes
¢és szintetikus anyagok enzimgatld hatdsanak vizsgalataval [2-12]. Az elmult két
évtizedben egyre tobb vizsgalat fordult a ndvényi polifenolok iranyaba, melyek szamos
kedvez6 élettani hatasuk mellett fogszuvasodas ellenes hatassal is rendelkeznek. Szamos,
amindennapi diétaban szerepld, konnyen elérhet6 nvény (tea, afonya, malna, sz6106, stb.)
esetében igazoltak a kedvezd szajiiregi hatast [13] Ez tobbrétii: (1) a S. mutans direkt
gatlasa, (2) a baktériumok fogfelszinre tapadasanak gatlasa illetve (3) a gliikozil-
transzferaz illetve az amilaz emzim gatlasa. Legujabb vizsgalataink a meggyben talalhato
antocianinok amilaz gatl6 hatasat igazoltak [14]. A meggykivonat kivaloan formulalhatod
ragoégumi formajaban, amely elényds adagolast tesz lehetévé minden korcsoport szamara.
Erre alapozva tervezziik az itt ismertetett klinikai vizsgalatokat.

1. Ramasubbu N, Paloth V, Luo Y, Brayer GD, Levine MJ. Structure of human salivary a-amylase
at 1.6 A resolution: Implications for its role in the oral cavity. Acta Cryst.(1996). D52, 435-446

2. Gyémant G, Hovanszki G, Kandra L. Subsite mapping of the binding region of a-amylases with a
computer program. Eur. J. Biochem. 269 (2002) 5157-5162.

3. Kandra L, Gyémant G, Remenyik J, Ragunath C, Ramasubbu N. Subsite mapping of human
salivary alpha-amylase and the mutant Y151M. FEBS Lett. 544 (2003) 194-198.

4. Gyémant G, Kandra L, Nagy V, Somsak L. Inhibition of Human Salivary a-Amylase by
Glucopyranosylidene-spiro-thiohydantoin. Biochem. Biophys. Res. Commun. 312/2 (2003) 334-
339.

5. Remenyik J, Ragunath C, Ramasubbu N, Gyémant G, Liptak A, Kandra L. Introducing
transglycosylation activity to human salivary alpha -amylase (HSA) Org. Lett. 5 (2003) 4895-4898.
6. Ramasubbu N, Ragunath C, Mishra PJ, Thomas LM, Gyémant G, Kandra L. Human salivary
alpha -amylase Trp58 situated at subsite -2 is critical for enzyme activity Eur. J. Biochem. 271
(2004) 2517-2529.

7. Kandra L, Gyémant G, Zajacz A, Batta G. Inhibitory effects of tannin on human salivary alpha-
amylase Biochem. Biophys. Res. Commun. 319/4 (2004) 1265-1271

8. Kandra, L, Remenyik, J, Gyémant G, Zajacz A, Batta G. Synthesis of a novel inhibitor specific
for human alpha -amylases In: Rare sugars, creating a novel bio-word with rare sugars. Eds.:
Shigeyuki Tajima and Yasuhiko Asada 2004, 289-293.

9. Kandra L, Remenyik J, Batta G, Somsak L, Gyémant G, Park KH. Enzymatic synthesis of a new
inhibitor of alpha-amylases: acarviosinyl-isomaltosyl-spirothiohidantoin. Carbohydr. Res. 340
(2005) 1311-1317.

10. Ramasubbu N, Ragunath C, Sundar K, Mishra PJ, Gyémant G, Kandra L. Structure-function
relationships in human salivary alpha-amylase: role of aromatic residues. Biologia, Bratislava, 60
(2005) 47-56

11. Kandra L, Zajacz A, Remenyik J, Gyémant G. Kinetic investigation of a new inhibitor for
human salivary alpha-amylase Biochem. Biophys. Res. Commun. 334 (2005) 824-828.

12. Zajacz A, Gyémant G, Kandra L. Aleppo tannin: structural analysis and salivary amylase
inhibition Carbohydr. Res. 342 (2007) 717-723.

13. Ferrazzano GF, Amato I, Ingenito A, Zarelli A, Pinto G, Pollio A. Plant polyphenols and their
anti-cariogenic properties: a review. Molecules 16 (2011) 1486-1507.

14. Homoki JR, Nemes A, Fazekas E, Gyémant G, Balogh P, Gal FG, Al-Asri J, Mortier J, Wolber
G, Babinszky L, Remenyik J. Anthocyanin composition, antioxidant efficiency, and a-amylase
inhibitor activity of different Hungarian varieties of sour cherry (Prunus cerasus L.) Phytochemistry
2014 kozlésre benytjtva
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11.

Az 1/2009 EiM sz. rendelet értelmében megbizasos jellegii vizsgalat esetén a
Hajda-Bihar Megyei Kormanyhivatal Népegészségiigyi Szakigazgatasi Szerve
részére a palyazat beadasat megel6zden sziikséges 114.000- Ft atutalasa a
kovetkez6 szamlaszamra:

10034002-00301954-00000000

Ennek igazoldsat is kérjiikk mellékelni (beszkennelt
forméaban)

12.

A vizsgalattal kapcsolatos dokumentumok felsorolasa: (kérjiik, jelolje X-szel a

csatolt dokumentumokat!)

X A vizsgalat protokollja
A vizsgalat magyar nyelvii szinopszisa

Investigator’s Brochure (A vizsgaland6 miiszerrel, technikéaval, stb. kapcsolatos
mindennemdi, korabbi informacid)

X A vizsgalatvezetd €s a résztvevo kutatok tudomanyos életrajza

X Az intézetvezetd/intézetvezetOk tamogatd levele

A betegek/Onkéntesek toborzasahoz hasznalt anyagok, hirdetések

X Magyar nyelvil betegtajékoztatd

X Magyar nyelvii beleegyezd nyilatkozat

Az Eiitv. 164. § szerinti feleldsségbiztositas masolata (nem sponzoralt vizsgélat
esetén a

Debreceni Egyetem felelGsségbiztositasa érvényes, mig sponzoralt
vizsgalatoknal a

biztositast a sponzornak kell megkdtnie) A szerzodés kotés folyamatban
Kozponti engedélyezd/véleményezo szerveknek a tervezett vizsgalatokkal
kapcsolatos dontése

A vizsgalatban résztvev személyeknek (egészséges dnkénteseknek és
betegeknek) adott valamennyi juttatas és kompenzacio

X HBM Kormanyhivatalnak kiildendd adatlap kit61tott formaban

X A HBM Korményhivatalnak megkiildott regisztracios dij befizetésérol
sz616 igazolas

X laboratoriumi analitikai mérési jegyzokonyv

X. mikrobiologiai vizsgalat eredménye

Egyéb dokumentumok:

X Elelmiszergyartis valtozas bejelenté

X Gyartméanylap
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Tudomdsul veszem, hogy a fenti adatok megaddsa és a vizsg sordn az egészségiigyrdl szolé

1997. évi CLIV. Térvény, a 23/2002. (V.9. ) EiiM rendelet, a 235/2009 sz. Kormdnyrendelet és a
hatdlyos - a vizsgalat elvégzésével kapesolatos egyéb — hatdlyos rendeletek szellemében jdrok el.

Alatok

D(ngoivv 2044 A0 20

Détum¥.4:2.7. 55000 f

vizsgalatvezetd }ntézctvezeté*

FONTOS!

e A sajat kezdeményezésii kutatis dokumentéciéja az RKEB/IKEB elnSkének és
titkdranak kiildendé meg kizérolag elektronikus formaban a szanto.sandor@med.unideb.hu és
ajszm948 ail.com e-mail cimekre.

A kérelmi irlapot minden esetben alirva és lepecsételve sziveskedjenek megkiildeni a fenti

e-mail cimre (beszkennelt forméban pdf formatumban; ne haladja meg az 1 MB-ot!) az

Osszes tébbi dokumentummal egyiitt (a kitolttt — HBM Korményhivatalnak kiildendd -

kitoltott adatlap minden esetben doc vagy docx formétumban maradjon!).

e * Amennyiben az intézetvezetd és a vizsgalatvezetd azonos személy, az intézetvezetd

helyett a kérelmi tirlapot az intézetvezeté helyettese irja ala!

o Megjegyzés: orvostechnikai eszkozzel végzendd beavatkozasok esetében célszerii

attanulmanyozni az Egészségiigyi Engedélyezési és Kozigazgatasi Hivatal honlapjat
(http://www.eekh.hu) is!
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Befogad6 nyilatkozat:

{ ﬁ‘\\\_ .;:- n ,,._,’; ‘
- DEBRECENI EGYETEM z
FOGORVOSTUDOMANY T KAR
Debreceni Egyetem Klinikai Koézpont [ktatoszam: OFOK/ 2102014,

Regiondlis és Intézményi Kutatasetikai Bizottsig Tételszam: 49 95
Dr. Szanté Sandor

egyctemi docens részére

Debreceni Egyetem Klinikai Kézpont

Belgyogyaszati [ntézel. Reumatologiai Tansz¢k Targy: hozzdjarulis

Helyben

Befogado nyilatkozat

Hozzajarulok é engedélyezem, hogy a Debreceni Egyetem Fogorvostudomanyi Kardnak két
dolgozdja. Dr. Kelentey Barna ¢s Dr. Nemes Judit a Karon betegektal kevert nyvalgytitést
veégezzen a leirt protokoll szerint.

A kutatds cime: A meggy antocianinjainak hatisa a humdn nyédl-amilaz gatlasara,

A vizsgalat vezetoje: Dr. Kelentey Barna egyetemi docens.

Debrecen, 2014, oktober 17,

\’.;'\ EG YR
“ .’N\l,um.v,{{"

| ¥ Ao

Dr. Hegedus
egyetemit

a Fogorvostudomanyi

Cim: 4032 Debrecen, Nagverder ket 980 Postacim: 4012 Debrecen, PE 13, 0 Tel Fax: (52) 245-208
P Eemanl fokdbia dental.unideb hu = Honlap: hgperdental deoee. ha
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4.4.2 Klinikai vizsgalatban részvevok meghatarozasa

Ha a fogszuvasodas el6fordulasat szeretnénk vizsgalni, akkor kvantitativ mérészamokra
van sziikségiink. Ezt fejezi ki a caries index. A fogszuvasodéds bizonyos id6 utin
iiregképzodéssel jar6 folyamat, mely maradandé nyomot hagy a fogazaton és ezen
elvaltozas a fogszuvasodas lefolyasat tekintve irrevezibilis. Ha ez az allapot tartés, akkor
regisztralhato kezeletlen fogszuvasodasi 1€zi6 alakul ki tomések, koronazott és elvesztett
fogak formajaban. A fogszuvasoddsban szenvedd fogak szdmszertsitése DMEF-
mérészdmmal hatarozhaté meg, ahol a D (decayed)-szuvas, F (filled)-tomott és M
(missing)-hidnyz6 fogakat (DMF-T) vagy felszineket (DMF-S) jelenti.

Valamennyi 0nkéntesnél megtortént a részletes anamnézis felvétel. Informaciot kaptunk
a vizsgalatban résztvevok caries indexérdl, mely a maradando- €s a tejfogakra vonatkozo
romlott, hidnyz6 €és tomott fogak szamat jelenti (DMF-T, dmf-t), tovabba meghataroztak
a bomlo fogfeliiletek szamat is (DS). A fogszuvasodason kiviil, mas lathaté ordlis
infekcio, illetve szisztémas betegség nem volt jellemz6 az 6nkéntesekre.

A vizsgilatban résztvevoknek a kovetkezd kritériumoknak kellett megfelelni. irasos
beleegyezés (betegtdjékoztato és a beleegyezd nyilatkozat), valamint a megfeleld életkor.
A kizarés kritériumai kozott szerepelt a dohdnyzas és a rendszeres gyogyszerszedés,
allergias rekcié a meggyre és/vagy a ragéogumi Osszeteviire. Ezenkiviil, valamennyi
résztvevd kitoltott egy kérddivet, mely a paciens altalanos egészségiigyi allapotarol,

étkezési, valamint a fogapolasi szokdsairol gyiijtott informaciot.

Betegtajékoztato

Kérjiik, figyelmesen olvassa el a tajékoztatot!

Koszonjiik, hogy részvételével segiti kutatomunkankat, melynek célja, egy természetes gyiimdlcs
(meggy) kivonat fogszuvasodas megel6z0 hatdsanak vizsgalata. A kivonat a gylimolcs hiisabol
késziilo, enyhén savanykas, meggyizii anyag, melyet ragogumi/ragotabletta formajaban tudunk
bejuttatni a szajliregbe. A ragogumi elragcesalasat kovetéen a nyalban szeretnénk mérni a
hatéanyag koncentraciot.

A vizsgalat menete

1. egy rovid kérdéivvel felmérjiik az On (gyermeke) taplalkozasi és szdjapolasi szokésait,
valamint  altaldnos  egészségi  allapotat  (kronikus  betegségek, allergiak,
gyogyszerszedések)

2. alapos szajoblités (vizzel)

3. fogorvosi sziirdvizsgalat kovetkezik, mely fajdalommentesen tiikoér és szonda
segitségével torténik és tajékozodunk a fogak és az iny allapotarol. Az adatokat kartonon
rogzitjiik.
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4. un. nyugalmi nyal vétele. Az On feladata 1-1,5 ml nyél ,,belekdpkddése” a kapott
csovecskébe (egyszer hasznalatos centrifuga cs6)

5. egy darab kisérleti ragogumi ragasa 1 percig, majd a ragé kikopését kovetden un.
stimulalt nyal vétele, a kordbbi médszerrel (1 ml). Az, hogy On (gyermeke) hatbanyagot
tartalmazo vagy semleges (placebo) ragéogumit kap az a véletlen miive, iziik egyforma.

6. A stimulalt nyal vételét megismételjiik, immar elézetes ragogumizas nélkiil, 10, 20 és 30
perc milva (1-1 ml).

A vizsgalatban valo részvétel teljesen onkéntes, érte juttatas nem jar. A teszt kitdltése, a fogaszati
szlr6vizsgalat és a nyalmintak vétele 6sszesen kb. 45-60 percet igényel.

A kisérleti ragogumik fogyasztasa kockazattal nem jar, mellékhatassal nem kell szamolni.
Természetesen, ha On (gyermeke) allergias a ragogumik barmely alapanyagara vagy a meggyre
nem vehet részt a vizsgalatban.

Segitokész egylittmiikodését még egyszer kdszonjiik!

Beleegyez6 nyilatkozat
ATULITOtt, oo e e kijelentem, hogy a
vizsgalatra vonatkozo teljes korii tajékoztatast megkaptam, a részvételt onként vallalom. A
feltételeket megértettem és elfogadom. Alairasommal beleegyezem adataim (név nélkiil) és
eredményeim felhasznalasaba.

alairas

Debrecen, 2014. ..ol
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Kérdoiv

SZULEtEST €V v

1. Milyen gyakran jar fogészati szlirfvizsgalatra?
a. félévente (1)

b. évente (2)
c. probléma esetén (3) I: eset 2: kontroll
d. sohasem voltam eddig (4) 1: férfi 2:nd

2. Milyen gyakran mos fogat?
a. naponta egyszer (1)
b. reggel és este (2)
c. minden étkezés utan (3)
d. ha eszembe jut (4)

3. Hasznal-e fogselymet?
a. nem (0)
b. igen (1)

4. Hasznal-e szajvizet?
a. nem (0)
b. igen (1) Milyet?

5. Szokott-e vérezni az inye?
a. nem (0)
b. igen (1)

6. Kovet-e valamilyen specidlis étrendet?
a. nem (0)
b. igen (1) Milyet?

7. Edességet milyen gyakran fogyaszt? (tobb is jelolhetd)
a. minden féétkezéshez (1)
b. naponta egyszer foétkezéshez (2)
c. foétkezések kozott (tizoraira, uzsonnara) (3)
d. egész nap ragcsalok (4)
e. ritkdn, nem vagyok édesszaju (5)

8. Gylimolcs6t milyen gyakran fogyaszt? (tobb is jeldlhetd)
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minden féétkezéshez (1)

naponta egyszer foétkezéshez (2)
foétkezések kozott (tizoraira, uzsonnara) (3)
naponta tobbszor is, rendszerteleniil (4)
ritkan, nem szeretem (5)

oo ow

9. Mit iszik a féétkezésekhez? (tobb is jelolhetd)

a. viz (1)

b. tej (2)

c. gyumodleslé (3)

d. szénsavas iidito (4)
e. egyéb (5) Mi az?

10. Mit iszik napkdzben, ha szomjas?

a. viz (1)

b. tej (2)

c. gyumodleslé (3)

d. szénsavas idito (4)
e. egyéb (5) Mi az?

11. Szokott-e ragdogumizni?
a. nem, soha (0)
b. igen, de ritkan (1)
c. igen, naponta (2)
d. igen, naponta tobbszor is (3)

12. Allergids-e valamire (étel (meggy), pollen, gydgyszer stb.)?
a. nem (0)
b. igen (1) Mire?

13. Stresszes az élete?
a. nem (0)
b. igen (1)

14. Szokott-e szaradni a szaja?
a. nem (0)
b. igen (1) Mikor?

15. Van-e valamilyen kronikus betegsége?
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a. nem (0)
b. igen (1) Mi az?

16. Szed-e gyodgyszert rendszeresen?
a. nem (0)
b. igen (1) Mit?

17. Jelenleg szed-e valamilyen gyogyszert?
a. nem (0)
b. igen (1) Mit?

4.4.3 Nyalminta gyiijtés menete

A nem stimulalt (nyugalmi) nyalat 14 és 16 6ra kozott gytjtottilk valamennyi paciensnél
a napi ingadozas elkeriilése érdekében. A nyalgyijtés elott a résztvevoket arra kértiik,
hogy oblitsék ki a szajiiregiiket vizzel, majd kényelmesen leiiltettiik 6ket néhany percig.
5 perc elteltével a vizsgélatban résztvevoket arra utasitottuk, hogy nyeljék le a nyalat a
szajukbol, majd hagyjak, hogy a nyal Gjra Osszegylljon a szajiiregben, ¢és egy steril
kémcsObe kopjenek. Majd a meggykivonattal készitett vagy azt nem tartalmazo,
szabvanyos méretli cukormentes rdgdégumi 1 perces radgasa utdn az Onkénteseket arra
kértiik, hogy nyeljék le a keletkezett nyalat, eltavolitottuk a ragogumit a szajiiregbdl és
azonnal dsszegyjtottiik a keletkezd inger nyélat valamennyi korcsoportnal, kontroll- és
esetcsoportoknal egyarant. Ezt kovetden 10, 20, 30 perc elteltével szintén megkértiik az
onkénteseket a nyalmintak steril kémcsdbe torténd tiritésére. Az ily modon dsszegyljtott

mintakat laboratériumba, -20°C-on taroltuk az elemzésig.
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4.5 AZ KLINIKAI VIZSGALAT SORAN ALKALMAZOTT MODSZEREK

4.5.1 Meggy extraktum készitése

A vizsgalatainkhoz és a ragégumi készitéséhez a *Csengddi csokros’ meggyfajtabol
szelektalt “VN1’ fajtat haszndltuk. A gylimélcs mintdkat laboratdriumba szallitottuk,
mostuk, magoztuk és homogenizaltuk egy Braun Multiquick botmixerrel. A teljesen
homogenizalt mintakat kétszeres térfogatu savanyitott etanollal (0,1% HCI) extrahaltuk
magneses keverdvel 1 oran at. Ezutan a mintdkat szlrtiik, és az oldoszert 40°C-on
vakuumban rotdcids beparlon (Heidolph, Németorszag) beparoltuk. Eldzetesen
mikrobiologiai vizsgalatot végeztiink, mely igazolta, hogy a fejlesztett kivonat human
kutatasi célra felhasznalhatd. A mikrobiologiai vizsgéalat eredménye a 1. mellékletben

keriil bemutatasra.

4.5.2 Ragogumi készités meggy extraktummal és anélkiil

A ragégumit olvasztasos eljarassal allitotta el6 a DE GYTK Gyogyszertechnoldgiai
Tansz¢krél Dr. Varadi Judit és munkacsoportja. A készitményhez Geminis T BHA
gumialapot (CAFOSA), xilitet, citromsavat, glicerint, szacharint (Sigma), borsmenta
illoolajat és Kirsch aromat (Akras) hasznaltak. A xilitet feloldottak tisztitott vizben 80°C-
on, majd hozzdadtdk a gumialapot €s vizfiirddben megolvasztottak. Az iz-maszkirozé
szereket, az izesitOszereket (citromsav, glicerin, szacharin) és 0,1 g ‘VNI1’ fajta
meggykivonatot, melynek antocianin koncentracioja 11,87 mg/100mg tisztitott vizben
feloldottak. A kontroll ragogumi termékek esetében a meggykivonatot nem adtak a vizes
fazisba. A vizes fazist emulgedltak az olvasztott gumi alapfazisban 60°C-on. Végiil a
borsmenta illdolajat 40°C-on adtdk hozza. Az egyenletes keveréket 2,5 g-os darabokra
osztottak fel és gomb alaku termékeket készitettek. Szobahdmérsékleten végzett 12 6ras
kondicionalasi id6 utan a ragogumi-golyokat 8-15°C-on taroltuk egy mtianyag edényben,

amig alkalmazasra nem keriiltek.

4.5.3 Ragogumi vizsgalata

A vizsgalat soran meghataroztak a ragdgumibol kioldodd meggykivonat szazalékos
aranyat az id6 fiiggvényében. A vizsgalat elvégzéséhez dorzsmozsarat hasznaltak, mert
ragokamras kioldodasvizsgaloval nem rendelkeztek. A ragést a dérzsmozsarhoz tartozé

dorzsoldvel (pisztillus) modellezték, melyet 1 nyomohatds/mésodperc frekvencidval
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mindig ugyanaz az ember végezte. A kioldokdzeg, mely a nyalat szimbolizalta pH=6,00
volt, a VIII. Magyar Gydgyszerkonyv ajanlasa szerint. A vizsgalat soran 20,0 ml
kioldokozeget adagoltak a mintahoz. Az 1, 2, 3,4, 5, 7,9, 11, 13, 15 percben 0,5 ml
mintat vettek, melyet valamennyi mintavétel utdn visszapotoltak. A kémcsoveket
feliratoztdk ¢és spektrofotométerrel mérték a mintdk abszorbanciajat A= 530 nm-en. A
bemutatott vizsgalatot meggykivonat mentes ragogumival is elvégezték ¢és ezen
eredményeket kontrollként hasznaltak. Az egyes iddpontokhoz tartoz6 meggykivonatot
tartalmaz6 ragégumi abszorbancidja és a kontroll, azaz meggykivonatot nem tartalmaz6
ragogumi abszorbancidjanak a kiilonbsége megadja a meggykivonatra vonatkoz6
abszorbanciat. Ezen eredményekbdl megallapitottak a ragégumibdl kioldddott
meggykivonat szdzalékos kioldodasat az id6 fliggvényében.

Ezen vizsgalattal igazoltdk, hogy a rdgdégumi antocianin tartalma 45%-ban
oldédik ki 15 perces vizsgalati id6 alatt. Az iddegység alatt kioldodo antocianinok
koncentraciodja az elsd 2-3 percben volt a legintenzivebb, mely idedlis a caries prevencidja

szempontjabol.

4.5.4 A nyalmintak o-amilazaktivitasanak mérése

A kinetikai méréshez 50 mM pH = 6,0 MES puffert hasznaltunk mely, 5 mM kalcium
acetatot, 51,5 mM NaCl-ot, valamint 152 mM NaN3-ot tartalmazott (Paolucci és mits.,
2002). A pH beallitasahoz NaOH-ot ¢és HCl-ot hasznaltunk. Az el6készitett puffert
felhasznalasig hiitve taroltuk. Méréseinkhez révid szubsztratot alkalmaztunk, kromogén
2-klor-4-nitrofenil-4-O-a-D-galaktopiranozil-maltozidot (GalG:CNP, SORACHIM SA,
Lausanne, Svijc). A kinetikai méréseket Jasco V550 tipusu kétsugaras
spektrofotométerrel végeztiik, mely termosztalhatd. Reakcio elegy végtérfogata 500 ul
volt melyb6él 200 pl 5 mM 2-klor-4-nitrofenil-4-O-a-D-galaktopiranozil-maltozid
(GalG2CNP, SORACHIM SA, Lausanne, Svéjc) szubsztratot és 285 ul MES puffert
tartalmazott, melyet 37°C-on 5 percig inkubaltuk. A nyalmintakat (10 pl) 1:200 aranyban
higitottuk. A reakcidt 15 pl higitott nyal hozzaadasaval inditottuk és mértiik a kezdeti
reakciosebességet. Az abszorbancia-valtozast, melyet a felszabaduld kromofor csoport
valtott ki, 120 masodpercig 400 nm puffer vakkal szemben mértiikk (Gyémant és mts.,
2003). Jasco Spectra Manager szoftver Time course measurement funkciojat alkalmaztuk

a kapott gorbe kezdeti szakasz meredekségének meghatarozasahoz. Mindegyik kisérletet
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harom-négy alkalommal megismételtiik. A nyal a-amildzaktivitast (sAA) (1 egység =

umol/perc) a kiindulasi sebesség AA/min értékével szamoltuk.

4.5.5 Mikrobiologiai mérések

Az ¢l6 B-hemolitikus Streptococcus mutans torzsek kimutatdsdra és mennyiségének
meghatarozasara a nyal-mintdkat tenyésztettiik 5%-os defibrinalt juhvérrel (Biocenter)
dusitott triptaz-szdjaalapu agaron (Sigma Aldrich). Ezen a médiumon a f-hemolitikus S.
mutans torzseknek jellegzetes morfologidjuk van (Wolff és Liljemark, 1978). A
vorosvérsejtek teljes lizalodasa attetszd, sarga iireges korokben jelentkezik az egyediilallo
S. mutans koloniak koriil, amelyek megkonnyitik e térzsek morfoldgiai azonositasat.
Ahhoz, hogy egyedi bakterialis telepeket kapjunk, 10%-szeres higitast hajtottunk végre
egy II. osztalyu lamindris dramlasu szekrényben a kornyezeti szennyezddés elkeriilése
érdekében. Az agar lemezeket 37°C-on inkubaltuk és 5-10% COz-ot tartalmazo6 aerob
koriilmények kdzott 4 napig inkubaltuk. Ezutan morfoldgiai azonositast végeztiink, végiil
pedig a B-haemolizald S. mutans torzsek szamat megszamoltuk és 10*-gyel szoroztuk. A

tiszta agar lemezek esetében a tenyésztést 103; 10%; 10! higitassal megismételtiik.

4.5.6 Statisztikai analizis

A mérési eredményeink kiértékeléséhez az adatok atlagértékét és a szorast kiszamoltuk.
Az adatokat statisztikailag elemeztiik SPSS statisztikai szoftverrel, 17. valtozat (SPSS
Inc, Chicago, IL). Az egyiranyt varianciaanalizist (ANOVA) alkalmaztuk. A
szignifikancia szintjét p<0,05 értékre allitottuk be.

Meérési  eredményeink  kiértékeléséhez leird statisztikat alkalmaztunk, hogy
Osszefoglaljuk a nyal amildzaktivitdis és a Streptococcus mutans szam mérési
eredményeit. Az atlagértékeket és a szérdst a nem stimulalt nyalbél minden egyes
idépontban kiszamoltuk. Az adatok normal eloszlasat Kolmogorov-Smirnov teszttel
vizsgaltuk.

A két fiiggetlen minta t-probait hasznaltuk, hogy 6sszehasonlitsuk a kategoriadk és a
nyal-amilazaktivitas szintek kozotti kiilonbséget, az egyes paraméterek esetében. Pearson
korrelacioés koefficienst (r) és linedris regresszids modszert alkalmaztunk, hogy
elemezziik a kapcsolatot az életkor és a szdj allapota kozott (DMF-T) a nyugalmi nyal-

amilazaktivitas szint és a DMF-T kiilonb6z6 korcsoportban.
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A harom korcsoportban az oralis allapotot (DMF-T) a szokdsos ANOVA helyett Welch
ANOVA-val vizsgéltuk. Amikor az ANOVA szignifikdns volt, egy post-hoc tesztet
alkalmaztunk tobbszords Osszehasonlitdsra. Ha egyenld variancidkat feltételeztiink,
akkor a Bonferroni tesztet hasznaltuk, ha a csoportok kdzotti variancia egyenlétlen, akkor
a Games-Howell tesztet alkalmaztuk. Az id6hatdsok értékelését a kategoridk kozott
(kontroll és kezelt) egyszemponti ANOV A-val, ismételt mérésekkel végeztiik el, hogy
Osszehasonlitsuk a nyal-amilazaktivitas atlagos kiilonbségeit. A kéttényezdés ANOVA-t
ismételt mérésekkel végeztiik el a kategoriak (kontroll és kezelt), a harom korcsoport és
az interakcios hatds kozotti idohatasok értékelésére a Streptococcus mutans szintek
atlagos kiilonbségeinek 6sszehasonlitasara.

A megallapitott kiilonbségeket a Bonferroni korrekcid szerint hataroztuk meg. Az 5%-os
szignifikanciaszinti kétoldall teszteket hasznaltuk. Minden statisztikai szamitast a 23.0-

as statisztikai csomaggal (SPSS, Chicago, IL, USA) végeztiink.
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5. SAJAT VIZSGALATOK ES EREDMENYEK

Az altalunk vizsgalni kivant meggyfajtak kivalasztasanak két f6 szempontja volt.
Vizsgalatainkhoz olyan fajtdkat kerestiink, melyek az irodalombdl egyaltalan nem, vagy
csak részben ismertek. A masik szempont, hogy ezen fajtdknak a hazai
meggytermesztésben jelentds szerepilk legyen. Az oOnmeddd ‘Pandy’ meggy
legfontosabb pollenadoja a ‘Ciganymeggy’ volt. igy a ‘Pandy’ és a ‘Ciganymeggy’ volt
a fOfajtakdr a magyarorszagi meggytermesztésben évtizedeken at. A ‘Ciganymeggy’
valészinlileg, magyar eredetli fajtakor, Karpat-medencében Oshonos, a betegségekre
kevésbé fogékony, téli fagyokkal szemben ellendllobb, mint a tobbi. Dr. Brézik Sandor
klonszelekcios munkajanak eredménye, hogy harom Pandy és harom ‘Ciganymeggy’
klon (‘Ciganymeggy 7°, ‘Ciganymeggy 59° és a ‘Ciganymeggy 404°) kapott
fajtaclismerést (Hrotko, 2003). Vizsgalatainkba szerettiink volna olyan meggyfajtat
bevonni, mely Osi jellegeket drizhet, tovabba, mivel évtizedekig a f6fajtakor egyike volt,
jelentdsége oridsi a hazai meggytermesztésben, igy a ‘Ciganymeggy’ kloénok koziil a
‘Ciganymeggy 59’ fajtat valasztottuk.

A kutatasainkba olyan meggyfajtakat is tanulmanyoztunk, melyek mas-mas
Htajfajtakorok” ismert fajtai. Kiskords, Akasztd, Csengdd vidékén alakultak ki a
‘Bosnyak’ meggyek, mig a nyirségi termétajon a ‘Kéantorjanosi’ fajtakor. Uj fajtajeldltek
kialakuldsanak egyik lehetséges modja volt, hogy a termelé a gyokérnemes fa
kipusztuldsa esetén nem vasarolt masikat, hanem gydkérsarjat liltetett, ha ez véletleniil
magonc volt, akkor 1j fajta keletkezett. Ezen eltéré egyedekhez tartoznak a “VNI1’ és
‘VN4’ fajtdk melyek a ‘Bosnydk’ fajtakorbdl kiemelt egyedek. A ‘Bosnydk’ fajtakor
legismertebb egyede a ,,Csengddi” fajta, melynek szelekcidja Dr. Apostol Janos nevéhez
fizédik. A fajtara jellemzd, hogy kiilondsen rezisztens a blumeriellas levélfoltosodassal
¢s a monilias 4gszaradassal szemben. A fajta 1990-ben kapott 4llami mindsitést (Hrotko,
2003). igy a ‘Bosnyéak’ tajfajtakorbél a “VNI1’ fajtat valasztottuk a kutatdsinkhoz. A
‘Kantorjanosi’ fajtakorbdl a ‘Debreceni bdtermét’, és a ‘Kantorjanosit’ vontuk be a
vizsgalatainkba, mert nagy szerepiik van a hazai meggytermesztésben, hisz érésiik soran
(‘Debreceni bétermd’ junius végén, mig a ‘Kantorjanosi’ julius elején fordul termdre)
folyamatos friss meggyet biztositanak a hazai piacon, valamint ezen két tajfajtanak
jelentds szerepe van a magyar meggyszaporitasban. Bar az ‘Ujfehértoi fiirtds’ meggyfajta

szintén fontos szerepet jatszik a hazai meggytermesztésben de ismert a nemzetkozi

79



irodalomban, t6bb kutatdsban fordult eld, igy az altalunk kivalasztott fajtak k6z¢é mar nem

kertilt be, helyette egy valtozatat az ‘A’ -t vontuk be a kisérleteinkbe.

5.1 AMEGGY ANTOCIANIN PROFILJA

5.1.1 Vizsgalt meggyfajtak szarazanyagtartalma

Meghataroztuk az altalunk kivalasztott magyarorszagi meggyfajtak (‘Ciganymeggy 59°,
‘VN1°, ‘A’, ‘Debreceni bétermd’, ‘Kantorjanosi’) szarazanyagtartalmat, az eredményeik
az 1. tablazatban talalhatok. A szarazanyagtartalom tudomanyos szempontbdl nem
jelentds informacid, de az élelmiszeripar szdmara nagyon fontos, hisz minél nagyobb az
adott gylimoélcs szarazanyagtartalma, annal jobb az eltarthatosaga. Mégis, a szarazanyag-
tartalom meghatdrozéasara azért keriilt sor, hogy a kapott eredmények széraz tomegre is
megadhatéak legyenek. fgy az eredményeinket konnyebb Osszevetni az irodalomban

megjelent eredményekkel.

1. tablazat: A vizsgalt meggyfajtak szarazanyagtartalma %-ban kifejezve

Vizsgalt meggyfajtak Fajtakor Szarazan(;;jgtartalom
Ciganymeggy 59 Ciganymeggy 14,1
VN1 Bosnyak 19,3
A 18,8
Debreceni bétermd Kantorjanosi 17,2
Kantorjanosi 15,7

5.1.2 Antocianin-tartalom meghatarozasa pH-differencial modszerrel és SPE
izolalassal

A vizsgalt meggyfajtadkbol meghataroztuk az Osszes antocianinkoncentraciot pH
differenciadl moédszerrel. Eredményeinket az 7. abra foglalja 6ssze. A kapott eredményeket

szaraz ¢és friss tomegre vonatkoztatva is kifejeztiik.
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7. abra: Antocianinkoncentracio (mg cianidin-3-gliikozid ekvivalens/100g) meghatarozasa pH
differencial modszerrel.
Jelmagyarazat: Az oszlop tetején az eltéro betlik a szignifikans kiilonbséget mutatjak, melyet
egyszempontu ANOVA tesztettel, (p<0,05) hataroztuk meg. Az adatokat, atlag + szoras (SD) formajaban
adjuk meg.

A kétféle tajfajtakor-hoz tartozd fajtdk jelentdsen eltérd antocianin koncentracidval
jellemezhetéek. A ‘Bosnydk’ fajtakorhoz tartozd VNI’ fajta kiemelked6en magas
antocianinkoncentracioval jellemezhet6: 295 mg/100g friss tomegre vonatkoztatva.

Meglepetésiinkre a cigdnymeggy klonok koziil megvizsgalt ‘Cigdnymeggy 59° -nél
szintén magas antocianin koncentraciot tapasztaltunk: 342 mg/100g friss tomegre
vonatkoztatva. A ‘Ciganymeggy 59’ fajta friss tOmegre vonatkoztatott
antocianinkoncentraci6é szignifikansan kiilonbozik a ‘Bosnyédk’ fajtakorhoz tartozéd
‘VNI’ és a ‘Kantorjanosi’ tajfajtakorhoz tart6zo fajtaktol (p<0,05). Tovabba azt is
megallapitottuk, hogy a “VN1’ fajta friss tomegre vonatkoztatott antocianinkoncentracid
szignifikansan kiilonboznek a cigdnymeggy klonokhoz tartozo ‘Ciganymeggy 59° és a
‘Kantorjanosi’ tajfajtakdrhoz tart6zo fajtaktol. A ‘Debreceni botermd’, a ‘Kéantorjanosi’
¢és az ‘A’ fajtak antocianin koncentracidja 171 mg/100g, 121 mg/100g, 112 mg/100g friss
tomegre vonatkoztatva. Ezen eredmények esetében az egyszempontu ANOVA alapjan a
‘Debreceni bdtermd’ antocianinkoncentracidé szignifikansan kiilonbozik a ‘VNI1’, a
‘Ciganymeggy 59°, valamint az ‘A’ ¢és a ‘Kantorjanosi’ fajtaktol. ‘A’ és ‘Kéantorjanosi’
fajtak friss tomegre vonatkoztatott antocianinkoncentracidja szignifikdnsan nem

kiilonbozott egymastol.
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A kozelmultban megjelent tanulményok hasonlé eredményekrdl szamoltak be, a
‘Montmorency’ és ‘Balaton’ fajtdk antocianinkoncentracioja 40-80 mg/100g (Wang és
mts., 1997) vagy 170 mg/100g (Kirakosyan és mts., 2009), régi6tol fiiggden. Kisebb
antocianinkoncentraciot mértek friss gytimolesben, 35,0-63,35 mg/100g (Damar ¢s Eksi,
2012). Nemzetkdzi irodalmakkal 6sszehasonlitva eredményeinket, elmondhatjuk, hogy a
gazdag fajtaszortimenttel jellemezhetd magyar fajtdk kozott van néhany, melyre
rendkiviil magas antocianintartalom jellemzd, ide sorolhaté a ‘Cigdnymeggy 59° és a
‘VN1° fajtak. A ‘Debreceni bdétermd’, ‘A’ és a ‘Kantorjanosi’ fajtdknal hasonlo
antocianinkoncentraciot mértiink, mint az a korabbi irodalamakban is szerepel.

Az egyes fajtdk antocianintartalmét szilard fazisi extrakcioval is izoladltuk. Az
eredményeket a 8. dbra foglalja 6ssze. Az eredményeket friss tomegre vonatkoztatva
adjuk meg. A ‘Ciganymeggy 59’ fajtanak volt a legnagyobb az antocianinkoncentracidja
269 mg/100g. mig a VN1’ fajta antocianintartalma 253 mg/100g volt. A nyirségi
termotertiletre jellemzo fajtakrol elmondhato, hogy a *Debreceni bétermdben’ mutathatd
ki legnagyobb mennyiségben antocianin, majd a ‘Kantorjadnosiban’, végiil az ‘A’ fajtdban
(rendre 151 mg/100g, 111 mg/100g, 95,5 mg/100g). Az értékek szignifikansan eltérnek

egymastol.
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8. abra: Antocianinkoncentracio (mg/100g) izolalasa szilard fazisu extrakcioval.
Jelmagyarazat: Az oszlop tetején az eltéro betlik a szignifikans kiilonbséget mutatjak, melyet
egyszempontu ANOVA tesztettel, (p<0,05) hataroztuk meg. Az adatokat, atlag + szoras (SD) formajaban
adjuk meg.
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5.1.3 Magyarorszagi meggyfajtak antocianin profiljanak meghatarozasa UHPLC-
vel

Szamos tanulmany kiemelte a kiilonb6z6 antocianin vegyiiletek jelenlétét és fontossagat
a kiilonboz6 meggyfajtakban. A ‘Montmorency’ és a ‘Balaton’ fajtdkban f6 aglikonként
a cianidin fordul eld, cianidin-3-O-gliikozid, cianidin-3-O-gliikozil-rutinozid, cianidin-3-
O-rutinozid, cianidin-3-O-soporozid formajaban (Damar és Eksi, 2012; Garofulic és mts.,
2013; Kirakosyan és mts., 2009; Lee és mts., 2008; Toydemir és mts., 2013). Egyéb
antocianin aglikonokat is leirtak pl: a malvidint, (Doka és mts., 2011; Ficzek és mts.,
2011) de el6fordulhat még a pelargonidin, peonidin, amiket szintén kiilonb6z06 glikozidok
formajaban azonositottak (Blando és mts., 2004; Kirakosyan és mts., 2009; Mozetic €s
Trebse, 2014).

Az éltalunk vizsgalt 6t magyarorszagi meggyfajta antocianin profiljat ultra nagynyomasu
folyadék kromatografias technikdval hataroztuk meg. Az antocianin profil
meghatarozasdhoz felvettik az egyes komponensek kalibraciés gorbéjét, majd
meghatdroztuk az antocianinok mindségét és mennyiségét. Az antocianin koncentraciok
fliggvényében abrdzoltuk a csucs alatti teriileteket (2-4. melléklet), majd egyenest
illesztettiink a kapott pontokra. Az egyenes egyenletébdl kiszamoltuk a mintakban
A vizsgalt valamennyi fajtara jellemz0, hogy a cianidin-3-rutinozid koncentracidja volt a
legnagyobb. M¢érési eredményeinket a 9. abra foglalja Gssze. Jol lathat6, hogy a
‘Ciganymeggy 59’ és a ‘VNI1’ fajtdknak kiemelked6en magas a cianidin-3-rutinozid
koncentracioja (109 mg/100g; 147,00 mg/100g). Tovabba, a VN1’ fajtara jelentds
cianidin-3-gliikkozid koncentracio is jellemzod (58,8 mg/100g) szemben a tobbi fajtaval.
Ugyanezen fajta rendkiviil kis koncentracioban tartalmaz cianidin-3-gliikozil-
rutinozidot/malvidin-3,5-O digliikozidot. Az ‘Kéntorjanosi’ tajfajtakorhoz tartozo fajtak
koziil a ,,Debreceni bétermdének” a legnagyobb a cianidin-3-rutinozid koncentracioja
(64,3 mg/100g), a cianidin-3-gliikozid koncentraci6 jellemzo (25,1 mg/100g). Ugyanezen
fajta 16,3 mg/100g koncentracidban tartalmaz cianidin-3-gliikozil-rutinozidot/malvidin-
3,5-0 digliikozidot.

A ‘Ciganymeggy 59’ fajtandl UHPLC mddszerrel mért {6 antocianin komponensek
koncentracidja szignifikansan kiilonbozik a ‘Bosnydk’ fajtakorhoz tartozdo “VNI1’ és a
‘Kantorjanosi’ tajfajtakorhoz tartdzo fajtaktol. Tovabba az is 1athatd, hogy a “VN1’ fajta
UHPLC modszerrel mért f6 antocianin komponensek koncentracidja szignifikansan

kiilonbozik a ‘Ciganymeggy 59° és a ‘Kantorjanosi’ tajfajtakorhoz tartozo fajtaktol. A
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‘Debreceni boétermd’ fajtdban UHPLC modszerrel mért, f6 antocianin komponensek

koncentraciodja szignifikdnsan kiilonbozik a tobbi fajtatol.
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9. abra: A vizsgalt meggyfajtak fo antocianin komponensek koncentraciojanak meghatarozasa
UHPLCmoddszerrel. Jelmagyarazat: Az oszlop tetején az eltérd betiik a szignifikans kiilonbséget mutatjak,
melyet egyszemponti ANOVA tesztettel, (p<0,05) hataroztuk meg. Az adatokat, atlag + szoras (SD)
forméajaban adjuk meg.

Az ‘A’ és a ‘Kantorjanosi’ fajtak UHPLC mddszerrel mért f6 antocianin komponenseinek
koncentrécioi szignifikdnsan nem kiillénboznek egymastol (p<0,05).

Ezt kovetden Osszehasonlitottuk az egyes fajtak szilard fazisu extrakcioval izolalt
antocianin koncentraciojat €s ugyanazon fajta UHPLC moddszerrel mért antocianin

koncentracio értékeit. Az eredményeket a 10. dbrdn mutatjuk be, az értékek friss tomegre

vonatkoztatottak.
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10. abra: A szilard fazisu extrakcioval izolalt és az UHPLC moddszerrel mért antocianin
koncentraciokdsszehasonlitasa. Jelmagyarazat: Az oszlop tetején az eltérd betiik a szignifikans
kiilonbséget mutatjak, melyet egyszemponti ANOVA tesztettel, (p<0,05) hataroztuk meg. Az adatokat,
atlag + szoras (SD) forméajaban adjuk meg.

Az egyszempontu varianciaanalizis alapjan megéallapitottuk, hogy a vizsgalt meggyfajtak
szilard fazist extrakcidval izoldlt antocianin koncentracié eredménye szignifikdnsan
kiilonbozik ugyanazon fajta UHPLC modszerrel mért antocianin koncentracio értékeitol
(p<0,05). A SPE-modszerrel meghatarozott antocianin koncentraciok nagyobb
atlagértéket mutattak. Ennek az lehet a magyarazata, hogy az alkalmazott extrakcids
eljaras soran a meggy gyiimolcsbdl kioldjuk a viz és a metanol oldékonysagot mutatd
komponenseket is. A szilard fazisu extrakcio soran a fokozatos tiszitasi protokoll szerint
csak a végsd metanollal lemoshaté komponensek keriilnek bepéarolasra. Ezeket mi piros
szinlinek latjuk, de az antocianinok mellett mas flavonolokat is tartalmaznak pl:
kaemferol, quercetin, isorhamnetin-3-rutinozid (Kirakosyan ¢és mts., 2010; Nemes és
mts., 2018). Ezen kiviil mas biologiailag aktiv vegyiiletek is jelen lehetnek a kivonatban
pl: melatonin. Viszont amikor a szildrd fazisu extrakcidval torténd izolalas utan a
mintakat valamennyi esetben UHPLC-s médszerrel analizaltuk a f6 célunk az 535 nm-n
detektalhatd antocianinok vizsgélata volt, de természetesen 340 nm-n mas ugynevezett
antocianin prekurzor vegyiileteket szintén detektaltunk, de ezek feltérképezése nem

képezik ezen dolgozat részét.
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5.1.4 A meggy fo komponenseinek azonostasa MALDI-TOF tomegspektrométerrel
A tisztitott antocianin extraktumokat tovabb tiszitottuk preparativ HPLC-s technikéval,
¢s MALDI-TOF MS elemzéssel harom {6 komponenst azonositottunk m/z értékiik
alapjan: cianidin-3-gliikkozil-rutinozid 757,5 Da, cianidin-3-gliikkozidot 449,1 Da, és
cianidin 3-rutinozidot 595,6 Da. Ezen kiviil szdmos kisebb antocianin 0Osszetev6t
mutattunk ki a meggykivonatok HPLC-frakciokbol. A 2. tabldzat Osszegzi a
meggykivonatbol MALDI-TOF MS spektrummal azonositott antocianin komponensek
mért és szamitott m/z értékeit. A MALDI-TOF MS spektrumok a 6. mellékletben
lathatoak.

2. tablazat: Meggykivonatbol MALDI-TOF MS spektrummal azonositott antocianinok
mért és szamitott m/z értékei

Szamitott Retencios
Antocianin Képlet tome Mért tomeg (Da)
p g o g
(Da)

W M-H+ | M-
Nal* | H+KJ*

deglfﬁhlg)‘;‘il(‘i“' C21H21012 | 465.38 | 465.4 487 4 503.3

canidin- o6 95766 2 7575 779.4 ;

gliikkozilrutinozid

;‘;‘Jl‘(‘(‘)‘z‘:d CaoH3s017 | 655.58 3 6555 | 6775 | 6935

;ﬁi‘;{‘f;‘d CyH2O11 | 44938 4 4503 | 4719 ]

rcl‘:z‘;g;‘d CyH3 1015 595.52 5 5059 | 6175 ]
Pgelti?l‘li‘;‘zii‘(‘i" CoHyOn | 479.41 6 4794 | 5013 | 5173
“g‘ﬁillzz)‘l‘i‘(‘i' CnHasOn | 493.44 7 4933 | 5154 | 5313

lr’lel‘t’l“n‘f;‘d CasHiO1s | 609.55 8 6092 | 6312 ]
l;:lillrll(?zlllzl CaoHisO1s | 639.57 9 6393 | 6613 | 6774
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5.2 ANTIOXIDANS KAPACITAS VIZSGALATA

A magyarorszagi meggyfajtakra jellemz6é f6 antocianin komponensek azonositdsara
alkalmazott standardok antioxiddns kapacitasat fotokemiluminescens modszerrel
megmértiik, eredményeinket az 11. dbran mutatjuk be. A vizoldékony antioxidans
kapacitds méréshez a mintdkat minden egyes mérés elétt vizben oldottuk, mig a
zsiroldékony antioxidans kapacitds mérésnél a mintakat metanolba oldottuk. A cianidin-
3-O-monogliikozid és a cianidin-3-O-rutinozid vizoldékony antioxiddns kapacitéasa,
valamint a malvidin-3,5-digliikozid értékei szignifikans kiilonbséget mutattak. A vizsgélt
antocianin standardok zsiroldékony antioxidans kapacitas eredményeinkrdl elmondhato,
hogy az ACL eredményei kozotti eltérés egymashoz képest nem volt szignifikans
(p<0,05). Ez azzal magyarazhato, hogy ezen strukturaval rendelkezé molekuldk, jobb
oldékonysagot mutatnak alkoholban, mint vizben (Nemes és mts., 2018). Az egyes
standardok ACW ¢és ACL értékekbdl leképeztiik az egyes standardok 9sszes antioxidans
kapacitasat, a malvidin-3,5-digliikozid értékei szignifikansan kiilonbdztek a cianidin-3-O
monoglitkozid és a cianidin-3-O-rutinozid Gsszes antioxidans kapacitasatol (p<0,05).
Ezen eredményekre magyarazatot adhat a kalkon vazon megjelend eltérd
funkcidscsoportok. Tobb tanulmany részletesen beszamol arrol, hogy az antocianinok B-
gylirlijén az R¥ és R pozicioban eléforduld OH és H csoportok fokozzak a molekulara
jellemzd antioxidans kapacitast (Silva és mts., 2002; Muselik és mts., 2007), mig a
malvidin-3,5-digliikkozid esetében az R3" és R poziciokban OCH3 csoport jellemzd.
Tovéabba Silva és munkatarsai 2002-ben megjelent tanulmanyaban arra is kitér, hogy az
antocianinok A-gylirlijének R? és R> pozicioban eléforduld OH csoportok tovabb
fokozzak a molekula antioxidans kapacitasat. Mint ismeretes a malvidin-3,5-digliikozid

molekuldhoz a korabban emlitett pozicidkban 1-1 gliikkoz molekula kapcsolodik.
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11. abra: Antocianin standardok fotokemiluminescens médszerrrel meghatarozott viz- és zsiroldékony
antioxidans kapacitasa. Jelmagyarazat: Az oszlop tetején az eltérd betlik a szignifikans kiilonbséget
mutatjak, melyet egyszemponti ANOVA tesztettel, (p<0,05) hataroztuk meg. Az adatokat, atlag + szoras
(SD) formajaban adjuk meg.

5.2.1 Meggyfajtak antioxidans kapacitasanak vizsgalata
Tanulmanyokbdl ismert, hogy a piros bogyds ¢€s csonthéjas gyiimdlcsok magas
antioxiddns kapacitassal rendelkeznek. Ot magyarorszagi meggyfajta zsir- és

vizoldékony antioxidans kapacitdsat a 12. abrdn mutatjuk be szaraz tOmegre

vonatkoztatva.
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12. abra: Meggyfajtak fotokemiluminescens modszerrel meghatarozott viz- és zsiroldékony antioxidans

kapacitasa. Jelmagyarazat: Az oszlop tetején az eltéro betiik a szignifikans kiilonbséget mutatjak, melyet

egyszemponti ANOVA tesztettel, (p<0,05) hataroztuk meg. Az adatokat, atlag + szoras (SD) formajaban
adjuk meg.
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A vizsgalt fajtak koziil kiemelkedéen magas viz- (ACW) és zsiroldékony antioxidans
kapacitasa (ACL) van a ‘Ciganymeggy 59’ (melynek értéke 6,25 pg aszkorbivsav
ekvivalens/mg és 7,19 ng trolox ekvivalens/mg) €s a “VNI’ (melynek értéke 15,4 pg
aszkorbivsav ekvivalens/mg ¢és 10,6 pug trolox ekvivalens/mg) fajtaknak. Az ‘A’,
‘Debreceni bdtermd’, valamint a ‘Kéntorjanosi’ fajtdknal egyarant jellemz6, hogy a
vizoldékony antioxidans kapacitasuk nagyobb, mint a zsiroldékony. A ‘Cigdnymeggy 59’
fajta zsiroldékony antioxidans kapacitdsa szignifikansan kiilonboznek a VNI’ és a
‘Kantorjanosi’ tajfajtakorhoz tartdozo fajtaktol. A “VNI1’ fajta zsiroldékony antioxidans
kapacitasa szignifikdnsan kiilonbozik a ciganymeggy klonokhoz tartozé ‘Cigdnymeggy
59’ és a ‘Kantorjanosi’ tajfajtakorhoz tartozo fajtaktol. Ugyanakkor a ‘Kantorjanosi’
tajfajtakorhoz tart6zo fajtak zsiroldékony antioxidans kapacitdsai szignifikdnsan nem
kiilonboznek egymastol. Valamennyi meggyfajta vizoldékony antioxidans kapacitasa
egymashoz képest szignifikansan eltér (p<0,05). Ennek oka, hogy a meggyre, nagy
mennyiségli vizben old6dé vitamint (C, B1, B2, B3, B6) halmoz fel (Ferretti és mts.,
2010; Jacob és mts., 2003), amelyek koziil a C-vitaminnak a legnagyobb a szuperoxid
gyok eliminal6 képessége. Rdadasul a gallotanninok, a melatonin és kis molekulatomegii
fenolos vegytiletek szintén felelések a nagy vizoldékony antioxidans tulajdonsagért.

A korabbi vizsgalati eredményekbdl megallapithatd, hogy a ‘VNI1’ fajtira
jellemz6 a legnagyobb antocianinkoncentracio. Igy a tovabbi vizsgéilatainkhoz ezen
meggyfajtabol készitett kivonatot alkalmaztuk. Megvizsgaltuk a “VN1’ fajtabol szilard
fazist extrakcidval izolalt antocianinok viz- és zsiroldékony antioxidans kapacitasat, az
eredmények a 13. dbran lathatok.

A szilard fazist extrakcioval izolalt antocianinok viz- €s zsiroldékony antioxidans

kapacitas eredményei kozotti eltérés egymashoz képest nem volt szignifikans (p>0,05).
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13. abra: Szilard fazisu extrakcioval izolalt antocianin viz és zsiroldékony antioxidans
kapacitasanakvizsgalata fotokemiluminescens mddszerrel. Az eltérés egymashoz képest nem szignifikans
p>0,05 egyszempontua ANOVA teszt alapjam. Az adatokat, atlag + szoras (SD) formajaban adjuk meg.

53 A MEGGYKIVONATOK ES A FO ANTOCIANIN KOMPONENSEK
INHIBICIOS VIZSGALATA IN VITRO

5.3.1 a-Amilaz gatlas meghatarozasa
Megvizsgaltuk az egyes antocianin komponensek inhibicids aktivitdsat. Az o-
amilaz egy endoenzim, igy az alatala katalizalt reakcio, a Michaelis-Menten egyenlettel

irhato le.

vlllil,\ [S]
V()i / N\ / N\
l 1
K|l +——— [I] | +[S]|T+ [1]
El KI{SI
\ / \ /

ahol: vo: a kezdeti sebesség az inhibitor jelenlétében és jelenléte nélkiil
Vmax: a limitalt maximalis sebesség
[S] és [I]: a szubsztrat és az inhibitor koncentraciok

Kgi €s Kgsi: az inhibitort tartalmaz6 komplexek disszocidcios konstansai

Meghataroztuk a meggykivonatok és egyes antocianinok gatld aktivitasat human

nyalamildz (EC 3.2.1.1) jelenlétében GalG2-CNP szubsztraton (Lineweaver-Burk
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diagramok és ICso mérések alkalmazédsaval). A gatlas tipusat kiillonb6z6é szubsztrat
koncentraciokban hataroztuk meg, kiillonb6z0 inhibitorok jelenlétében és anélkiil.
A Lineaweaver-Burk-féle abrazolasban a Michealis-Menten egyenletnek megfeleld

telitési gorbe, kettds reciprok abrazolasa lathato a 14. abran.

1/[8]
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1/[S] (1/mM) 1/[8]

)

14. abra: Az inhibitor vegyiiletek jelenlétében €s tavollétében a kettds reciprok abrazolasban kompetitiv
gatlas lathato: ahol az inhibitor a cianidin-3-O-gliikozid (A), a malvidin-3-O-gliikozid (B), a malvidin-
3,5- O-digliikozid (C) és cianidin-3-rutinozid (D) volt.

Ahol a kezdeti sebesség reciprokat (1/v) abrazoltuk, a szubsztrat koncentracid reciprok
(1/s) fiiggvényében. Az 1-es szammal jelolt egyenes inhibitor nélkiil, mig a 2-es szammal
jelolt egyenes inhibitor mellett mutatja az enzim miikodést. Az 1-es szammal jelolt
egyenesre jellemzd, hogy az 4ltala meghatirozott egyenes meredeksége rendre
alacsonyabb, mint az inhibitort tartalmazo reakcidelegyre jellemzd egyenes. Lathato,
hogy a két egyenes kezd6 pontja ugyanaz a pont, igy a Vmax reciprok érték is ugyanaz.
Az altalunk vizsgalt antocainin komponensek tisztdn kompetitiv modon képesek gatolni
az o-amilaz aktivitadsat. Ami azt jelenti, hogy az inhibitor molekuldk a kotédés soran a
szubsztrattal versengenek, hiszen csak az egyik kdtddhet az enzim aktiv centrumahoz. Ez
azt is jelenti, hogy ha ndveljik a szubsztrat koncentracot, akkor az enzim-szubsztrat

komplex kialakul.
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A tiszta antocianin strukturdk ¢és az egyes meggy extraktumok gétlas
hatékonysaganak jellemzésére meghataroztuk az ICsg értéket.
ICso értéknek nevezziik az inhibitor azon értékét, amely 50%-kal gatolja az enzim
aktivitasat, melyet az inhibitor koncentraci6 és a kivaltott reakciosebesség csokkenése
alapjan szadmitottuk. Az eredményeinket a 3. tablazatban mutatjuk be. Lathatd, hogy a

legnagyobb inhibicids aktivitassal a malvidin-3,5-digliikozid rendelkezik.

3. tablazat: A meggykivonatok és antocianin komponensek, mint HSA inhibitorok ICso értékei
(Az értékek harom ismétldd6 mérés atlaga + standard errors. nd: nem detektalhato).

.- Inhibicio ICso Szamitott ICso
Inhibitor tipusa ICs0 (uM) (ug/mL) (ug/mL)
cianidin-3-glilkozid ~ Kompetitiv ~ 180 £ 20 84+ 10
cianidin-3-rutinozid ~ Kompetitiv. =~ 200 + 24 126 £ 15
malvidin-3-gliikozid ~ Kompetitiv. =~ 675 £ 73 356 £39
m(;lllgvlll(lllil(l)z?: :15' Kompetitiv 80+ 10 55+7
Ciganymeggy 59 Kompetitiv nd 330 £ 45 377
VNI Kompetitiv nd 610 + 50 525
A Kompetitiv nd 790 + 55 836
Debreceni botermé ~ Kompetitiv nd 370 £ 42 1028
Kéantorjanosi Kompetitiv nd 892 + 62 1092

Ezt kovetden dozis-hatds gorbéket vettiik fel, ahol meghatdroztuk az inhibitor
vegyiiletek hatasat a humén nyalamilaz altal katalizalt hidrolizisre. Ezeket a vizsgalatokat
allandé enzim- ¢és szubsztrat koncentraciok mellett végeztik, de az inhibitor
koncentraciok valtoztak. A kezdeti sebességet a mért kinetikai gorbék meredeksége
alapjan szamitottuk, és az aktivitast az inhibitor koncentraci6 fliggvényében abrazoltuk.
A gorbéket standard négy paraméteri logisztikus nemlineéris regresszios analizissel
értekeltiik.

A 15. dbran lathatok az egyes antocianin komponesekhez tartozé doézis-hatds gorbék. A
dozis -hatds gorbe szerint az aktivitds az inhibitor koncentracié ndvekedésével
parhuzamosan csokken. A grafikus kép alapjan a malvidin-3,5-digliikozid inhibicids

hatasa a legnagyobb.
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15. abra: Az antocianin inhibitorok dozis-hatas gorbe grafikus abrazolasa.
Jelmagyarazat: cianidin-3-O-gliikozid (o) and malvidin-3,5-O-gliikozid (e) cianidin-3-O-rutinozid (+),
I inhibitor.

Hasonloképpen megvizsgaltuk az egyes meggykivonatok 3. tablazatba foglalt ICso
értekét. Az eredmények a 16. abran lathatok. A ‘Ciganymeggy 59 és a ‘Debreceni
bétermd’ jobb inhibitorok, mint a vizsgéalatban szerepldé egyéb meggykivonatok.
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16. abra: A meggykivonat inhibitorok d6zis-hatas gorbe grafikus abrazolasa
‘Ciganymeggy 59° (A), ‘Debreceni bétermd’ (+), ‘VNI’ (0), ‘A’ (A), ‘Kantorjanosi’ (x).
I inhibitor

A ‘Ciganymeggy 59’ j6 inhibitor tulajdonsaga korreldl a magas antocianintartalmaval,
mig a ‘Debreceni bdétermd’ fajtanal jobb gatlasi aktivitdst mértiink, mint ahogy azt
antocianintartalmabol szamoltuk, ami més olyan vegyliletek jelenlétére utal, amelyek

gatlo hatassal rendelkeznek. A kisérletben szereplé masik harom meggykivonat dézis-

hatas gorbéi hasonlé alaktak €és hasonloan nagyobb ICso értékkel jellemezhetdek, mig a
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‘VNI’ meggyfajtanak alacsonyabb a gatldé hatdsa, mely a malvidin-3,5-digliitkozid

hianyaval magyarazhato.

5.3.2 Az antocianinok bekotédésének modellezése az oa-amilaz enzim aktiv
centrumaba

Vizsgalataink nem szolgaltattak elegendé magyarazatot arra vonatkozoan, hogy a
VN1 fajtababol készitett meggykivonatnak, miért olyan alacsony az inhibicids
aktivitdsa. Hiszen kordbbi vizsgalatainkbol ismertiik a kiemelkedden nagy antocianin
alhelybdl all (Kandra és mtsai., 2003), minnél jobb egy inhibitor molekula kotédése az
enzim aktiv helyén, annal nehezebb a szubsztratnak kiszoritani a versengés soran.

A Dberlini Freie University, Gyogyszerészeti Intézet, Gyodgyszerészeti ¢és
Gyogyaszati Kémia Tanszékrdl Dr. Jérémie Mortier és Dr. Gerhard Wolber altal végzett
in silico modellezés végeztek. Megvizsgaltak az altalunk tanulmanyozott antocianin
strukturdk HSA aktiv centruméhoz vald kotddését. Az eredmények a 17. dbran lathatoak.
Az 6sszehasonlitashoz akarbozt hasznaltak referencia inhibitorként (IC50 = 0,5 uM). Az
akarboz kotddésének vizsgalatahoz az IMFV koédjeli PDB adatbazisban megtalalhato
HSA szerkezetet (Ramasubbu és mts., 2003) hasznaltak fel (Wolber és mts., 2006;
Wolber ¢és Langer, 2005; Wolber és mts., 2008). Az akarboz az aktiv helyre orientalodik,
-3 és +2 kozotti kotéhelyekre (Lo Piparo és mts., 2008). A vizsgalt antocianinokkal kapott

konformacidkat LigandScout 3.1 program segitségével elemezték.
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A cianidin-3-gliikozid (ICso ~200 uM) és a cianidin-3-rutinozid (ICso =200 uM)

esetében kivalasztott konformaciok rendkiviil hasonld kotési mdédot mutatnak.
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17. abra: A cianidin vegyiiletek javasolt kotési modjai a HSA aktiv centrumaban 3D abrazolassal.
cianidin-3-gliikozid (sziirkevel jel6lve) és cianidin-3-rutinozid (feketével jeldlve) jobbra a malvidin-3,5-
digliikozid. Az akarbdzt vonalként abrazoljék, és a kotohelyeket negativ és pozitiv szamként jelolik. A
sarga gdmbok hidrofob kapcsolatokat jeleznek, a z6ld és a piros nyilak pedig hidrogén kotéseket. A
valtoz6 méretli aminosav-jel6lés megfelel az iiregben 1évo mélységiiknek. A 2D abrazolassal (lent)
cianidin-3-gliikozid, cianidin-3-rutinozid és malvidin-3,5-digliikozid vegyiileteket lathatoak.

A cianidin-3-gliikozid C gytirtijéhez kapcsolodo gliikozegység 2-, 4- és 6-OH csoportjai
H-kotésekkel kapcsolodnak a His305, Asp300, His299 és Argl95 aminosavakhoz.
Hasonlot tapasztaltak a cianidin-3-rutinozid C gytirijéhez kapcsolodo glikézegység 2-,
3- és 4-OH csoportok hidrogén kotéssel kotddnek az Argl95, az Aspl197 és az Asp300
aminisavakhoz, valamint a kalkonvaz A gytirijének 5-OH csoportja hidrogén kotéssel
kapcsolddik a Glu233 aminosavhoz. Ezenkiviil a cianidin-3-gliikozid ¢és cianidin-3-
rutinozidra jellemzd, hogy a kalkonvaz B gytirtije és a Leul62 kozotti hidrofob kapcesolat
révén stabilizalodik, és az A gylirli 7-es pozicidban 1€vé OH- csoportja és Lys200 kozott
H-kotés figyelheté meg. A cianidin-3-gliikkozid és a cianidin-3-rutinozid 6-deoxigliik6z
egység 6-metilcsoportja hidrofob kapcsolatot hoz létre a Trp59 aromas gytrijével,
tovabba ezen gliikoz egység 3-OH ¢és 4-OH csoportjai H-kotést a Gln63 és Serl63

aminosavakkal.
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A malvidin-3,5-digliikozid (ICso = 70 pM) vizsgalata azt mutatta, hogy a vegytilet

legjobb kapcsolodasi pozicidja koriilbeliil 60° -kal elfordul a cianidin-3-gliikozid
¢s a cianidin-3-rutinozidhoz képest, ahogy azt a 17. dbra bemutatja.
Mint minden flavonoid szerkezet esetében, az antocianinok B  gylrlje
kulcsfontossagunak tiinik az a-amilaz gatlasa szempontjabol (Lo Piparo és mts., 2008).
Vizsgélataik bizonyitjak, hogy a malvidin-3,5-digliikozid B gytr{ijének orientdcidja
megfeleld6 modon foglalja el a -2 és -3 pozicidkat, és ezért fokozza az optimalis
enzimgatlashoz sziikséges kolcsonhatasokat. Ebben a régidoban a malvidin-3,5-digliikozid
B gytiriben 1évé 4’-OH csoport H-kotést mutat a GIn63-mal, amely nem alakul ki a
cianidin-3-gliikozid és cianidin-3-rutinozid esetében. A HSA -1, -2 és -3 alhelyeinek
betdltottsége kdzponti szerepet jatszik a katalitikus aktivitdsban (Lo Piparo és mits.,
2008).

A kivalasztott dokkolési konformacioban a B gytirti a -2, -3 alhelyekre és a 4’-OH
¢s 5’-metoxicsoportokra iranyul, és a GIn63 és Ser163 oldallancokkal H-kotéseket képez.
Ezenkiviil ez a kiilonb6z0 orientacié a C gytirithoz kapcsolt gliikkozegységet iranyitja a -
1 alhely felé, amely a 3-, 4- és 6-OH csoportok H-kotéseit képezi a Glu233, Asp300 és
Argl195 oldallanccal. Az A gylirtihoz kapcsolt gliikkoz egység a +2 alhellyel H-kotéseket
hoz 1étre a 2-OH és a 6-OH csoportok és a Tyr151 és Glu240 oldallancok kozott.

A malvidin-3,5-digliikozid orienticioja magyarazatot adhat arra, hogy miért jobb
a hatékonyséaga, mint a cianidin-3-gliikkozidnak és cianidin-3-rutinozidnak. Ez arra enged
kovetkeztetni, hogy az o-amilaz gatlas szempontjabdl fontos a B gylirli orientacidja a
malvidin-3,5-digliikozid -2, -3 alhelyek felé.

Az in silico vizsgalatok szerint a malvidin-3,5-digliikozid molekula stabilan illeszkedik
az enzim aktiv centrumaba.

Ezzel magyarazhat6 az in vitro vizsgalatok eredményei is. Korabban mar bemutatasra
keriilt, hogy a ’Cigdnymeggy 59’ meggyfajtabol készitett meggykivonat inhibicids
aktivitasa volt a legnagyobb, mely jol magyarazahat6 a nagyobb malvidin-3,5-digliikozid
Ez az oka annak, hogy a *"VN1’ meggyfajtabol készitett meggykivonat, nem olyan jo

inhibitora az ai-amildz enzimnek, mely magyarazhat6 a malvidin-3,5-digliikozid alacsony

crer
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54 A MEGGYKIVONAT-TARTALMU RAGOGUMI HATASANAK
VIZSGALATA PILOT CLINICAL STUDY-BAN

5.4.1 A nyugalmi és inger nyal vizsgalata

A nyal termelésében harom nagy nyalmirigy (fiiltdmirigyek, nyelvalatti mirigy és az
allkapocs alatti mirigy) ill. még kis nyalmirigyek is részt vesznek. Termelddését
szimpatikus és paraszimpatikus idegrendszeri hatdsok befolyasoljak. Szimpatikus hatésra
kis térfogatll, fehérjében gazdag nyal termelddik, mig paraszimpatikus hatasra nagy
viztartalmu, nagy mennyiségii nyal keletkezik. A szimpatikus és paraszimpatikus
aktivaciéo mindig szimultan, egymast erdsitve fokozza a folyadék és fehérje szekréciot
(Proctor és Carpenter, 2007). A keletkez6 szekrétumot 0sszetételiik (ionok, bikarbonat)
alapjan két csoportba sorolhatjuk. Megkiilonboztetiink nyugalmi nydlat és stimulalt
nyalat. A stimulalt nyalra jellemz0d, hogy az ionok és bikarbonat koncentracioja nagyobb,
mint a nyugalmi nyalban. Mint ismeretes, a nyalban el6fordulé kalcium és foszfat jelentds
szerepet jatszik a fogzomanc remineralizaciojaban (Kidd, 2005). Ezen remineralizacios
folyamat pH= 5,5 felett megy végbe, ezért a stimulus hatasara megnovekedd
bikarbonatszint kulcsfonossagu tényezének mondhato a fogszuvasodas kialakuldsanak
szempontjabol (Kidd, 2005).

Ha a pH kisebb mint 5,5, akkor a fogzomanc oldédni kezd. A szénhidratban gazdag ételek
¢s az alacsony pH-ju italok, mint a szénsavas iiditok, gyiimdlcslevek és a bor, mind
csokkenti a pH-t. Ilyen koriilmények kozott a kalciumfoszfat oldodik, mely a fogzomanc
demineralizéciojat okozza. A nyélban eléforduld bikarbonat ezen mechanizmus
semlegesitésében jelentds szerepet jatszik.

A mintagyiijtés soran fontos szempont volt, hogy a kisérletbe bevont valamennyi
pacienstdl nyugalmi nyél és stimulalt nydlmintdk gyijtése is megvalosuljon. Ezt azért
talaltuk fontosnak, mert ismeretes, hogy a nyal Osszetétele jelentds egyéni eltéréseket
mutat, ennek okai kozott szerepel szadmos rovid vagy hosszu tdvon hatast gyakorlod
tényez6 ide sorolhatok a fizikalis stressz hatdsok pl: sport, rendszeres testmozgas, ill
maga a pszichés stressz pl: vizsgék, ezen kiviil természetesen az étkezési szokasokkal
kapcsolatos magatartas, életkor, nem szintén meghatarozo és ezaltal egyedi, igynevezett
variabilis_nyugalmi nyalamilaz szintek alakulhatnak ki. gy a vizsgalatban résztvevék

nyugalmi nyal mintéi sajat kontroll mintdnak tekinthetdek a kisérlet soran.
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Az eredményeink statisztikai elemzése igazolta, hogy a nydl amildzaktivitds (SAA),
valamint a S. mutans telepszdm nyugalmi nyalmintdban nem véltozott a korral és a

nemmel.

5.4.2 A nyugalmi nyal aktivitasa

A nyugalmi nyal amildzaktivitas vizsgalat eredményeinek statisztikai értékelése kor és
nem szerint tortént.

Az 18. dbra a harom kiilonbozé korcsoportbdl szdrmazd oOnkéntesek nyugalmi
nyalamildz-aktivitasat mutatja be az életkor fiiggvényében. A harom korcsoport nyugalmi
nyal amilazaktivitdsa nem kiilonbdzik szignifikdnsan egymastol (12 évesek: 40,6 + 40,9;
18-20 év kozottiek: 31,2 + 22,6; 30 év felettiek: 58,5 + 49,4, p> 0,05). A Kolmogorov-

Smirnov teszt alapjan normal eloszlas jellemzd a csoportokra.
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18. abra: Kiilonb6z6 korcsoportok nyugalmi nyal amilazaktivitas kvantitativ 6sszehasonlitasa.
Jelmagyarazat: az iires korok (o) atipikus értékeket képviselnek, a csillagok (*) a sz€ls6 értékeket jelolik.

19. abran a harom korcsoportbdl szarmazo onkéntesek nyugalmi nyal amilazaktivitasat
mutatja be az életkor és a nem fiiggvényében. Az dbran az lathat, hogy a nemek kozott
nincs szignifikans kiilonbség a vizsgalt korcsoportokon beliil (12 évesek: férfi / né 56,2

+49,9/35,1 £24,5; 18-20 év kozottiek: férfi/n6 27,5+ 18,9/32,1 £23,8; 30 év felettiek:
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férfi / n6 63,9 + 66,6 / 55,6 £ 39,9; p> 0,05). Kolmogorov-Smirnov teszt alapjan normal

eloszlés jellemzd a csoportokra.
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19. abra: Nyugalmi nyalamilaz szintjének kvantitativ dsszehasonlitasa kiilonb6z6 korcsoportok €s nemek
kozott. Jelmagyarazat: a fekete korok () atipikus értékeket képviselnek a néknél a satirozott korok (e)
atipikus értékeket képviselnek a férfiaknal.

Mint ismeretes a nyal Osszetétele egyénenként valtozo lehet. Mérési eredményeink ¢és a
statisztikai elemzés soran elmondhat6, hogy a nyal amildzaktivitasanak variabilitdsa
jelentésen magas volt. Ennek az lehet a magyarédzata, hogy a nyal Osszetétele jelentds
egyéni kiilonbséget mutat, mert a nyugalmi nyal amildzaktivitdsat szamos rovid vagy
hosszi tava tényezd befolyasolhatja: nem, életkor, taplalkozas, étkezési szokasok
(dohény, kavé, alkohol, gybdgyszerhasznalat) szdjiireg egészségi allapot, testmozgas,
szomatikus és pszichiatriai megbetegedések és az akut stressz (Rohleder és mts., 2009).

Meérési eredményeink megerdsitik azokat az irodalomban is lek6zolt eredményeket, hogy
a nyugalmi nyal amilazaktivitast nem befolyasolja az életkor és a nem (Dawes, 1996;

Rohleder és mts., 2009; Prodan és mts., 2015).

5.4.3 A meggykivonatot tartalmazo ragogumi nyal amilazaktivitasra gyakorolt
hatasanak vizsgalata
Rohleder és mts., 2009-ben megjelent tanulméanya felhivja a figyelmet a mintavételi

intervallum ¢és a gyakorisag fontossagara. Az akut valaszok értékelésére szolgald mintak
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gyakorisadgara vonatkozéan minden 10. percet jeldlik ki, melyet a beavatkozas befejezése
utan 20-30 percig kell venni. Alig van ilyen kisérletre példa. A meggykivonatot
tartalmaz6 ragdgumi hatasat 30 percen at vizsgaltuk, és a kontroll csoport eredményeihez
hasonlitottuk.

Mivel korabbi eredményeink igazoltak, hogy a nem és az életkor nem befolyasolja a
nyugalmi nyéal amildzaktivitasat. Az értékelés sordn a harom korcsoporton beliil, a férfiak
¢s nék nyal amildzaktivitas értékeit atlagoltuk a kontroll és kezelt csoportban is. A
kontroll és kezelt csoportok Osszetételével kapcsolatban szeretném megjegyezni, hogy
Osszetételiik hasonld volt kor és nem tekintetében. Eredményeinket a 20. dbrdn mutatjuk
be, ahol az 1: a nyugalmi nyalminta gytijtés id6pontja, mintavétel a ragogumi ragésa elott
tortént. 2: a ragdbgumi ragdsa utan, azonnal megtortént a mintavétel. A 3: a mintavétel 10
perccel a ragas utan volt. A 4: 20 perccel a ragas utan volt mintagytijtés. 5: 30 perccel a

stimulacio utan tortént a mintavétel.
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20. abra: A nyal amilazaktivitas szintje a kontroll (n = 34) és a kezelt (n = 36) csoportban a stimulacid
elott és utan. Az adatokat, atlag + standard hiba (SE) formajaban adjuk meg (p<0,05).

A kontroll és kezelt csoportok eredményeinek kiértékelése soran lathato, hogy az
elsé mintavétel sordn vett nydlmintak amildzaktivitasa alacsony volt mindkét csoportban.
Ennek az a magyarazata, hogy a nyugalmi nyalban az a-amilédz enzim konforméciojara a
harmadlagos szerkezet jellemzd, mely nem teszi lehetévé a szubsztrat ktodését.

A masodik (ragas utani) mintavételnél lathatd, hogy az intenziv ragéds hatdséara
megnodvekedett a nyal amildzaktivitas mindkét csoportban. Ennek az a magyarazata, hogy

ragas hatasara kialakult az inger nyal. Az inger nyal iondsszetétele jelentdsen kiilonbdzik
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a nyugalmi nyaltol. Az inger nyalban n6 a Na*, K*, Ca**, HCO3, és a Cl', koncentracidja.
Mint ismeretes az a-amilaz egy allosztérikus enzim, amely azt jelenti, hogy egy
allosztérikus aktivatornak kotddnie kell az enzimhez ahhoz, hogy az enzimre jellemzd
negyedleges szerkezete kialakuljon. Az enzim allosztérikus aktivatora a Cl- ion. Tehat az
intenziv ragéas hatdséara, kialakult inger nyal, mely biztositotta az enzim szamara a
megfeleld kornyezetet a konformacid valtozasra, és kialakult a nydlamildzra jellemz6
negyedleges szerkezet. Igy a mésodik mintavételi idépontban gyiijtott nyalmintakra
jellemzd amilazaktivitas szignifikdnsan né mindkét csoportban. Az egytényezds ismételt
méréses ANOVA szignifikdns id6hatast mutatott (p<0,05).

A harmadik mintavételnél az lathatd, hogy a ragds utani 10 percben vett
nyalmintdk amildzaktivitdsa a kezelt (meggykivonatot tartalmazé ragd) csoportban
szignifikdnsan csokkent, a kontroll csoporthoz képest. Ez azt jelenti, hogy a
meggykivonatban 1év6 antocianinok bekotddtek az enzim aktiv centrumaba. A negyedik
hogy a kezelt csoportndl tovabb csokken az aktivitds, megkdzeliti a nyugalmi nyalra
jellemzd aktivitas értéket. Ebbol kovetkezik, hogy az antocianinban dis meggykivonatot
tartalmaz6 ragdgumi ragasa kozben felszabadul6 antocianinok a vizsgalati id6 alatt, azaz
harminc percen keresztiil gatoltdk a keményité bontasat a szijliregben. Ezen
eredményekkel igazoltuk, hogy az antocianinban dis meggykivonatnak jelentds szerepe
lehet a fogszuvasodas prevencidjaban, azaz a szajiiregi egészség megdrzésében.

Az emelkedett nyal amilazaktivitas a stimuldci6 utan a nyaltermelési folyamat részletes
elemzésével magyardzhatd. A szdjiiregben eléforduld nyalmirigyek a fiiltd- (szerozus
nyalat termel, mely amildzban das) az éllkapocs alatti- (mucindzus nyalat termel)
valamint a nyelv alatti mirigyek (viszkdzus nyalat termel) eltérd aranyban jarulnak hozza
a nyaltermeléshez, a stimuldcidé hatdsira. A stimulaci6 alatt véltozik a nyalmirigyek
nyaltermelésének szazalékos aranya. Stimulacid hatdsira szervezetben termel6dd
nyalamildz 80%-a a fiiltémirigyekbdl, a 20%-a az allkapocs alatti mirigyekbdl szdrmazik
(Aps és mts., 2015), ezért a stimulalt nydlnak magas az nyalamilaz aktivitasa.

A nem stimuldlt nyal 65-70%-ban szarmazik az allkapocs alatti mirigyekbdl, mig a
fiiltdmirigyek csak 20% -ban vesznek részt a nyal termelésbe (Humphrey és mts., 2001),
ezért a nem stimuldlt nyalnak alacsony a nyalamilaz aktivitdsa. A stimulacio utan, a
filltdmirigyek szekrécidja meghaladja a teljes nyalmirigy-szekrécid tobb mint 50% -at
(Edga, 1992; Rohleder és mts., 2009). Hasonl6 eredményekrdl szdmoltak be Arhakis és

munkatarsai  2013-ban  megjelent tanulmanyukban, ahol stimuldci6 hatasara
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szignifikdnsan novekedett a nyal amildzaktivitdsa a 20-39 év kozotti felndtteknél

(Arhakis és mts., 2013).

5.4.4 Kérdoiv értékelése 1.

A vizsgalatban résztvevok a betegtdjékoztatd elolvasdsa utan, kitoltottek egy
kérdoivet is. A kérddiv kitoltésének célja az volt, hogy megnézziik, hogy az étkezési
szokésok (tejtermékek, gyakori édesség és a cukros, szénsavas iiditdital fogyasztasa,
ragogumi hasznalata), tovabba az altalanos egészségiigyi allapot (foginyvérzés, allergia,
szdjszarazsag, kronikus betegségek, stressz €s a rendszeres gyogyszerszedés), valamint a
fogapolasi szokasok (fogaszati ellendrzés gyakorisaga, fogmosas, fogselyem és szajviz)
magyarazatot adhatnak-e a nyal amilazaktivitds véltozasara. A betegtajékoztatot a 8.
mellékletben, a kérddivet a 9. mellékletben mutatjuk be.

A vélaszadokat csoportokba soroltuk, aszerint, hogy az adott paraméter jellemzo-
e rajuk (1) vagy nem (0), majd megnéztiik, hogy az igy kapott csoportokra jellemzd nyal
amilazaktivitds szintek kozott van-e szignifikans kiilonbség. az eredmények az 4.
tablazatban talalhatok. Szignifikans kiillonbségnek tekintettik, ha p<0,05. A
paramétereket a nyugalmi nyalamilaz szintek p értékének megfeleléen rendeztiik, ahol a

p értékek az egymintés t-proba eredményeit mutatjak.
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4. tablazat: A kérddivre adott valaszok statisztikai értékelése az egyes paraméterek és kategoriak kozotti
atlagos nyugalmi nyal amilézaktivitas (SAA) szintek dsszehasonlitésa.

Paraméterek Kategoria | Egyedszam | NyugalmisAA p<0,05
(%) atlag +SD

Ragogumi hasznalat 0 47 51,32+43,52 0,058
1 23 32,06+£27,99

Foginy vérzés 0 44 39,354£33,84 0,125
1 26 54,54447,78

Kronikus betegség 0 62 40,10+32,16 0,128
1 8 82,88+69,74

Fogselyem hasznalat 0 39 38,94436,00 0,151
1 31 52,60443,82

Allergia 0 51 48,52+44,38 0,228
1 19 35,51+£22,70

Széjszarazsag 0 58 47,09+41,89 0,336
1 12 34,82+27,90

Szajviz hasznalat 0 38 41,14436,29 0,383
1 32 49,56+44,04

Renszeres fogorvosi 0 56 42.,09+32,94 0,403
ellenOrzés 1 14 56,59+60,80

DS kategoria DS=0 43 47,82+39,73 0,458
DS>0 27 40,48+40,61

Rendszeres gyogyszer 0 53 42,94+33,55 0,564
hasznalat 1 17 51,39456,27

Kategoria 0: nem jellemz6 az adott paraméter, kategoria 1: jellemz6 az adott paraméter.

A foginy vérzés gyakorisaga és a fogselyem hasznalata ndvelte a nyugalmi nyal
amildzaktivitast, mely magyarazhat6 a gyulladas hatdsaval.

Meglepé modon a rendszeres ragogumi hasznalat csokkentette a nyugalmi nyal
amilazaktivitas szintjét, bar a hatds nem volt szignifikdns. Ezen eredmény magyarazata,
hogy a cukormentes ragdgumi ragéasa az étkezések kozott segit megovni a fogakat és az
inyt, a savas tdmadastol, mert a stimulécio hatasara fokozddik a nyal elvalasztas és n6 a
nyal pufferkapacitdsa is. A nyal amildzaktivitas szintjének csokkentése hosszl tava
védelmet jelent a fogak szamara. A ragdgumi ragasanak caries redukalo hatasat tovabb
vizsgaltuk egy fiiggetlen két mintas t-probaval. Osszehasonlitottuk a ragogumit
rendszeresen hasznald és nem hasznalok DMF-T értékeit. A ragégumit hasznald csoport
DMEF-T értékei szignifikansan kiilonboznek a ragdgumit nem hasznald csoport DMF-T
értékeitdl (atlag + SD a ragdégumit haszndlod csoport: 7,6 = 7,8, és a ragdogumit nem
hasznald csoport: 14,2 + 15,4, p <0,05). Ebbdl kovetkezik, hogy a ragdgumit hasznalo
csoportban 1évd Onkéntesek fogai egészségesebbek voltak, mely jol magyardzhatd a

cukormentes ragdégumi rendszeres hasznalatabol kovetkezd rovid €s hossza tava
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védohatasok kombinaciojaval. A fogstatuszt a harom kezelt csoportban is vizsgaltuk,
Welch ANOVA teszttel (p<0,05). Games-Howell post-hoc tesztet alkalmaztunk a
tobbszords 0sszehasonlitasra. Nem meglepd, hogy a DMF-T értékek atlaga magasabb
volt az id6sebb korcsoportnal (atlag + SD a 12 évesek csoportjaiban 2,8 + 3,8; 18-20 év
kozottiek csoportjaiban 7,6 + 6,4; 30 év felettiek csoportjaiban 25,7 £ 15,2; p <0,05).

A Pearson korrelacios egyiitthat6 (r) alkalmazasaval elemeztiik a nyugalmi nyalban mért
nyal amilazaktivitas értéket és a fogstatusz (DMF-T) kozotti korrelaciot. A felndttek nyal
amilazaktivitas értékei magasabbak voltak, azon dnkéntesek esetében, akiknek tobb volt
a szuvas foga, mig a gyermekeknél nem volt hatas (12 évesek r = -0,124, p> 0,05; 18-20
év kozottiek r = 0,546, p <0,05; 30 év felettiek r= 0,415, p <0,05).

A korrelacio szignifikdns volt a felndttek esetében, és pozitiv linedris Osszefliggést
talaltunk mindkét felnott korcsoportban (18-20 év kozottiek: y = 2,81 + 0,15x, p <0,05;
30 év felettiek: y = 18,18 + 0,13x, p <0,05). Az eredmények a 21. dbran lathatd

18-20 év kozottiek 30 6v felettick
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21. abra Nyugalmi nyal amilazaktivitas (sAA) és a DMF-T érték kozotti regresszios vizsgalat a 18-20 év
kozottek és a 30 év felettiek korcsoportjaban.

A linearis regresszios gorbék meredeksége megkozelitéleg azonos volt, és azt mutatta,
hogy az egységnyi nyal amildzaktivitas szint ndvekedése 0,15 vagy 0,13 értékkel
novelheti a DMF-T ¢értéket. Eredményeink azt mutatjak, hogy a magasabb nyal
amildzaktivitds szint magasabb DMF-T ¢értéket eredményez a felndtteknél. Ez
Osszhangban all mas kutatok eredményeivel, (Ahmadi-Motamayel és mts., 2016; Singh
¢s mts., 2015) melyek pozitiv korrelaciot mutattak a caries és a magas nyal

amildzaktivitas kozott gyermekek és serdiildkoruak esetében.
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5.4.5 A meggykivonatot tartalmazo ragogumi hatasanak vizsgalata Streptococcus
mutans egyedszamra

Miller 1890-ben megjelent tanulmanyaban arrél szdmolt be, hogy a fogszuvasodas
kialakuldsaban kulcsfontossdgi szerepet jatszanak a szdjiiregben eléfordulod
mikroorganizmusok. Természetesen ezt az elméletet ma mar klinikai vizsgalatok egész
sorozata igazolja, hogy mutans-streptococcusok jelenléte és a fogszuvasodas kialakuldsa
kozott szoros Osszefliggés van. A cariogén baktériumok a taplalkozasbol szarmazo
szénhidratokbol a bakterialis fermentacidjuk soran keletkezd savas melléktermékek a fog
kemény szovetének lokalis pusztulasahoz vezetnek. Hevesi €s mts., 2012-ben megjelent
in vitro tanulméanyéban arrél szamol be, hogy a meggy gyilimdlcs az oralis egészséget
befolydsolé baktericid hatdssal rendelkezik. Eredményeik alapjan a magyar
meggyfajtdkban az érés soran fokozddo antocianin koncentracio korrelalt a vizsgalt fajtak
baktericid hatasaval. A vizsgalatba bevont valamennyi résztvevé nyugalmi és inger
nyalmintajaban megvizsgaltuk a S. mutans jelenlétét €s a telepek szamat.

Vizsgélataink soran 10* higitasokat készitettiink valamennyi nyéalmintdbol. Az
elokészitett mitakbol 100 pl -t véres agaron szélesztettiik, az inkubacid utan a -
hemolizist megvizsgalva megszamoltuk a telepeket.

A nyugalmi nydlban mért S. mutans telepek szamdra vonatkozdan
megallapitottuk, hogy szignifikdnsan nincs kiilonbség a harom korcsoport kozott, és ezen
értékeket nem befolyasolta a nem, az egyszemponti ANOVA alapjan p> 0,05. A
csoportokra a Kolmogorov-Smirnov teszt alapjan normal eloszlas jellemzd, az

eredményeinket a 22. dbran mutatjuk be.

105



4000 =
*
E
< 3000 +H
m
M
F
[
S
= 2000 4
N
g *
3
8 *
% 1000 + *
S
§ %
U 3 E _

T T T

12 évesek  18-20 év kozottiek 30 év felettiek

22. abra: A nyugalmi nyalban el6forduld S. mutans telepszamanak
valtozasa a kiilonb6z6 korcsoportok kozott.
Jelmagyarazat: a csillagok (*) a szélso értékeket jelolik.

Bar minden korcsoportban volt néhany, rendkiviil magas S. mutans telepszdmu paciens,
de altalaban igaz az, hogy a nyugalmi nyalban a S. mutans szintje alacsony volt, ami
tikrozi azt a tényt, hogy a S. mutans adhézidra képes mikroorganizmus, inkdbb a
biofilmben fordul el6 szesszilis formaban, mint planktonikus formaban a szajliregben
(Wessel és mts., 2014).

Megvizsgaltuk a 12 évesek, 18-20 év kozottiek és a 30 év feletti korcsoport, kontroll és
kezelt alanyokt6l szarmazé nyalmintdk S. mutans telepszdmokat. Az egytényezds
ismételt méréses ANOVA szignifikdns id6hatast mutatott. Mérési eredményeink alapjan
megallapitottuk, hogy a 2. azaz kozvetleniil a ragégumi ragasa utdn gyljtott
nyalmintadknak a S. mutans telepszdma, szignifikansan kiilonbozott a kontroll és kezelt

csoportokban, valamennyi korcsoportnal. Az eredményeket a 23. abran mutatjuk be.
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23. abra: A harom korcsoport S. mutans szam valtozasa, a kontroll (n = 34) és kezelt (n = 36)
csoportokban. Az adatokat atlag + standard hiba (SE) formajaba adjuk meg.

A kontroll és a kezelt csoportoknal hasonléan alacsony kezdeti S. mutans szint
lathat6 a ragés el6tti, nyugalmi nyalmintadkban (1.). Ennek az az oka, hogy a baktériumok
a biofilmhez kotott, azaz sessilis modon fordulnak elé. gy a nyugalmi nyalmintak S
mutans szintje rendkiviil alacsony a kontroll és a kezelt csoportoknal egyarant.
Kozvetleniil a ragas utani (2.) mintavételnél az lathatd, hogy a S. mutans egyedszam a
kontroll és a kezelt csoportoknal egyarant nd. A hatds szignifikdns a kezelt csoport
valamennyi korcsoportjanal szemben a kontrollal. Ennek az a magyardzata, hogy az
intenziv ragés hatasara a biofilm egysége megbomlik és nagy mennyiségli S mutans keriil
a szajiregbe. A harmadik mintavételbdl szdrmazd nydlmintdk S. mutans szintje
jelentdsen csokken a kezelt csoport valamennyi korcsoportjanal, szemben a kontroll
csoporttal. Ez azzal magyarazhato, hogy a meggykivonatban 1év6 antocianinok gatoljak
a S. mutans kotddését a biofilmhez. Az intenziv ragas kovetkeztében nagy mennyiségben
termelddik a nyal, mely a folyamatos nyelésnek koszonhetéen az adhézidéra nem képes
mikroorganizmusok kiliriilését segiti a szajliregbdl szemben a kontroll csoporttal.

A negyedi ¢és o6todik mintavételnél az lathatd, hogy a meggykivonatot tartalmato

ragogumit hasznaloknal a S. mutans telepszam megkozeliti a nyugalmi nyal S mutans
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szintjét valamennyi korcsoportban szemben a kontroll csoporttal. Ebbdl arra lehet
kovetkeztetni, hogy az antocianinban dus meggykivonatot tartalmazé ragégumi ragasa
kozben felszabaduld antocianinok, a vizsgalati id6 alatt, azaz 30 percig folyamatosank
gatolt volt a S. mutans baktériumok adhézidja a biofilmhez. A folyamatos ragas
kovetkezménye, hogy a keletkezd nagymennyiségli nyal hatasara a szdjiiregbdl ezen
mikroorganizmus ki is {rtilt.

Ezen eredményekkel igazoltuk, hogy az antocianinban dis meggykivonatnak jelent6s

szerepe lehet a fogszuvasodas prevencidjaban, azaz a szajiiregi egészség megdrzésében.

5.4.6 Kérdoiv értékelése I1.

A vélaszadokat csoportokba soroltuk, aszerint, hogy az adott paraméter jellemzo-
e rajuk (1) vagy nem (0), majd megnéztiik, hogy az igy kapott csoportokra jellemz6 nyal
amilazaktivitds szintek kozott van-e szignifikans kiilonbség. az eredmények az 5.
tablazatban taladlhatok. Szignifikans kiilonbségnek tekintettik, ha p<0,05. A
paramétereket a nyugalmi nydlamilaz szintek p értékének megfelelden rendeztiik, ahol a
p értékek az egymintés t-proba eredményeit mutatjak.
A kérddiv kiértékelése soran a nyugalmi nyal S. mutans szintjére az jellemzd, hogy
szignifikdns hatds csak az allergiasok esetében volt kimutathato. Az allergidsokra
jellemzd, hogy gydgyszert szednek a tiineteik csokkentése érdekében ezért
altalanossagban jellemz0 rajuk a szajszarazsag. Mint ismeretes a nyal fontos szerepet
jatszik a caries keletkezésében és gatlasaban is. A megfeleld nyalszekrécid soran
keletkez6 nyal tisztitja a szajiireget a mikroorganizmusoktol. A csokkent nyélszekrécio
esetén, ami szajszarazsagot okoz, a fokozott mucin tartalom megndveli a viszkozitast, de
a fogmosas ¢s fogapolas hatasara a planktonikus baktériumok mennyisége csokkenhet.
A ragoégumi és a fogselyem haszndlat jelentésen noveli a S. mutans szamot a nyugalmi
nyalmintakban.
Ennek az lehet a magyarazata, hogy a rendszeres fogselyem és a ragogumi hasznalata
biztositja az erds mechanikai tisztitdst, mely nem teszi lehetdvé az érett biofilm
kialakulasat, tovabba a baktériumok inkabb planktonikus forméban vannak jelen a

szajlregben.
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5. tablazat: A kérdo6ivekre adott valaszok statisztikai értékelése az egyes paraméterek €s kategoriak
kozotti atlagos nyugalmi nyal S. mutans telepszam (TKE/0,1 ml)) dsszehasonlitdsa.

Paraméterek Kategoria | Egyedszam | Nyugalmi nyal S. p<0,05
mutans TKE/0,1 ml
+SD
Régdgumi hasznélat 0 47 88,68+261,39 0,265
1 23 290,094826,32
Foginy vérzés 0 44 200,59+641,30 0,344
1 26 77,46+185,31
Krénikus betegség 0 62 144,94+522 .23 0,661
1 8 231,75+547,87
Fogselyem 0 39 73,59£153,61 0,195
hasznalat 1 31 527,10£759,66
Allergia 0 51 202,78+604,69 0,045
1 19 26,21+65,44
Széjszarazsag 0 58 183,88+569,65 0,310
1 12 14,58+29,76
Sz4jviz hasznalat 0 38 135,244339.45 0,734
1 32 178,16+683,81
Renszeres fogorvosi 0 56 160,18+547,75 0,866
ellendrzés 1 14 133,57+418,90
DS kategoria DS=0 43 176,91+613,20 0,659
DS>0 27 119,744336,50
Rendszeres 0 53 168,91+562,04 0,694
gyogyszer hasznalat 1 17 111,06+380,93

Kategoria 0: nem jellemz6 az adott paraméter, kategoria 1: jellemz6 az adott paraméter.

Az egyszempontl ismételt méréses ANOVA alapjan, harom esetben (fogselyem
hasznalat, fogstatusz, szajszarazsag) szignifikdns kiilonbség van a kontroll és a kezelt
csoportok kozott melyet a 24-26. dbran mutatunk be.

A kontroll csoportban a rendszeres fogselyem hasznalok S. mutans szintje
szignifikdnsan magasabb volt, minden mintavételi id6pontban, szemben azokkal, akik
nem hasznéalnak fogselymet. Ennek magyarazata az lehet, hogy a biofilm kevésbé volt
stabil azon alanyoknal, akik rendszeresen hasznalnak fogselymet a plakk eltavolitasara.
A gyakori fogselyem haszndlat az intenziv mechanikus tisztitds része, mely
megakadalyozza a halvanysarga, krémszeri dentalis plakk kialakuldsat. Azoknal az
alanyoknal, akik rendszeres hasznalnak fogselymet a fogakon és a fogak kozti résekben
nem alakul ki a dentalis plakk, azaz a S. mutans inkabb planktonikus formaban van jelen.
Ezzel szemben a fogselymet nem hasznéaloknal a dentalis plakk a tisztitas szempontjabol
nehezen hozzaférhetd terlileteken megjelenik, igy a mikrobak6zdsség szesszilis médon

fordul elé. Ezért a fogselymet nem haszndloknal azt varnank, hogy a S. mutans szintje
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nagyon alacsony lesz mert stabil biofilmmel rendelkeztek. De a ragégumi ragasa szintén
erés mechanikus, ragé, szivattyuzé mozgast fejt ki, melynek hatdsdra a S. mutans
egyrésze kiszabadul a biofilmbdl, bar a hatds nem olyan jelentés minta rendszeres
fogselyem hasznaloknal a kontroll csoportban.

A kezelt csoportndl, akik meggykivonatot tartalmaz6 ragogumit ragtak, a ragas
utan 20 perccel a S. mutans szam szignifikansan csokkent, akar hasznaltak rendszeresen
fogselymet, akar nem. Ennek a magyarazata az lehet, hogy a ragégumi haszndlat soran
kialakulo rago és szivattyuz6 mozgas kovetkeztében a stabil biofilm megvaltozik, melyet
a ragoban 1évé meggykivonat tovabb erdsitett, ami a S. mutans telepekszamanak
szignifikans csokkenésében nyilvanult meg. Az eredmény a 24. abran lathato.

FOGSELYEM-KONTROLL FOGSELYEM-KEZELT
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24. abra: S. mutans telepszdmanak valtozasa a fogselyem hasznalat fiiggvényében a kontroll
(n=34) és kezelt (n = 36) csoportoknal.
Jelmagyarazat: az 6tszog csucsainal feltiintetett szamok, a mintevételek szamat jelolik, kék

szinnel jeldltiik azokat, akik nem hasznalnak fogselymet; piros szinnel jel6ltiik azokat, akik
hasznalnak fogselymet.

Hasonl¢6 hatést tapasztaltunk a DS (boml6 fogfeliilet) kategoria elemzése soran is.
A kontroll csoporton beliil, a szuvasfoggal rendelkez6k (DS>0) mintainak vizsgalata
soran a stimulalt nydlmintaban, de kiilondsen a ragas utan, valamint a ragast kovetd 10.
¢s 20. percben a S. mutans szdma nagyobb volt. Szemben a szuvas foggal nem
rendelkezOknél ugyan ezen mintavételi pontokban. Ennek oka, hogy a S. mutans szdm a
szajliregben, szoros Osszefliggésben van a bomld fogfeliiletek szdmaval. Ugyanis a
tartdsan szuvas fogakra jellemz6, hogy a fogiiregben megjelennek a cariogén hatast
baktériumok koztiik a S. mutans és Lactobacillus fajok. Viszont, ha a fogak helyreallitasa
megtorténik, akkor a szajiiregben az alacsony patogenitasu fajok jelennek meg. Ez az oka,

hogy a szuvas foggal nem rendelkezéknél (DS=0) kisebb a S. mutans szam.
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Amikor megvizsgaltuk a kezelt csoportot (akik meggykivonatot tartalmazé ragot
ragtak), mindkét esetben, a szuvasfoggal rendelkezOkre (DS>0) és a szuvasfoggal nem
rendelkezOkre (DS=0) egyarant jellemzd, hogy ragds utdni nyalmintdkban
megnovekedett a S. mutans szam, szemben a ragas utani 10. és 20. percebdl szarmazo
nyalmintaknal, ahol rendkiviil alacsony volt a baktériumszam. A kezelt csoporton (DS>0
¢s DS=0) belill a kiilonbségek teljesen eltiintek. Ezen hatds oka a meggykivonatban
keresendd. In vitro kisérletekkel kordbban igazoltak, hogy a meggy gyiimdlcs a szajliregi
egészséget befolyasold baktericid hatdssal rendelkezik (Hevesi és mits., 2012). A
kiilonbség szignifikansan magasabb volt a stimulalt nyalban. Az eredményeket a 25. abra

mutatja be.
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25. abra: S. mutans telepszamanak valtozasa a fogstatusz fiiggvényében a kontroll (n = 34) és
kezelt (n = 36) csoportoknal.
Jelmagyarazat: az 6tszog csticsainal feltlintetett szdmok, a mintevételek szamat jelolik, kék
szinnel jelolt DS=0, akiknek nincs szuvas foga; piros szinnel jelolt DS>0, akiknek van szuvas
foga.
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Hasonld hatést tapasztaltunk a szdjszarazsag kategoria elemzése soran is. A kontroll
csoportnal az lathat6 azok az alanyok, akik szdjszdrazsagra panaszkodtak, valamennyi
mintavételi idépontbdl szarmazo nyalmintak S. mutans szinje magasabb volt, szemben
azokkal, akik nem tapasztaltdk ezt a tiinetet.

A széjszarazsagban szenvedoknél kontroll és kezelt csoportokndl egyarat magas volt a
ragés utani S. mutans szam, szemben azokkal, akik nem szenvednek szdjszarazsagban.
Ez azzal magyarazhat6, hogy a csokkent nyaltermelés hatdsara a pangd bomlas termékek

jO taptalajt biztositanak a baktériumoknak.
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26. abra: S. mutans szamanak valtozasa a szajszarazsag fiiggvényében a kontroll
(n = 34) és kezelt (n = 36) csoportoknal.
Jelmagyarazat: az 6tszog csucsainal feltiintetett szamok, a mintevételek szamat
jelolik, kék szinnel jeldltiik azokat, akiknek nincs szajszarazsaga; piros szinnel
jeloltiik azokat, akiknek van széjszarazsaga.

A kezelt csoportndl azt lathatjuk, hogy a 20 perc utdn a kategoridk kozotti kiilonbségek
teljesen eltlintek. Ennek az lehet a magyardzata, hogy a meggykivonatban 1évd
antocianinok gatoljak a S. mutans kotddését a biofilmhez. Az intenziv radgéas hatdsa a

nagymennyiségii nyal keletkezése mely a folyamatos nyelés hatasara kitiriil a szajiiregbdl.
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5.5 A MEGGY MELATONIN KONCENTRACIOJANAK MEGHATAROZASA

Vizsgaltunk egy masik bioldgiailag aktiv vegyiilet a melatonin koncentracidjat a
‘Ciganymeggy 59’ a ‘VNI’, ‘Debreceni bdtermd’, ‘Kantorjanosi’, valamint az ‘A’
meggyfajtadkban. Kordbbi tanulmanyokbdl ismert, hogy a melatonin dézisfiiggd mdédon
csokkenti a mar kialakult biofilm életképességét, tovabba gatolja a biofilm képzddését. A
biofilm képzddésének gatlasa nagymértékben hozzajarulhat a bakterialis novekedés
csOkkenéséhez (Zhou és mts. 2016).

Az éltalunk vizsgalt Ot magyarorszagi meggyfajta melatonin koncentraciojat
nagynyomdasu folyadék kromatografids technikdval hatdroztuk meg. A melatonin
koncentraci6 meghatarozasdhoz sziikséges volt a melatonin kalibraciés gorbéjének
felvételére, amely lehetové teszi a melatonin qualitativ és quantitaiv meghatarozasat. A
melatonin koncentracio fiiggvényében abrazoltuk a cstcs alatti teriileteket és egyenest
illesztettiink a kapott pontokra. A kalibraciot a 7. mellékletben mutatjuk be. Az egyenes
egyenletébdl kiszadmoltuk a mintdkban azonositott melatonin csucs koncentracidjat. A

mintakhoz tartozé kromatogramok a 8. mellékletben lathatoak.
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A fI‘lSS tomeg vonatkoztatott koncentraciok alapjan: ,,b” -vel jelolt fajtak kozott statisztikailag nincs
szignifikans kiilonbség (p<0,05) egyszemponti ANOVA alapjan. Az adatokat, atlag + szoras (SD)
forméajaban adjuk meg.
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Valamennyi vizsgalt meggymintaban jelentds mennyiségli melatonin volt kimutathato.
Meérési eredményeinket a 27. dbra foglalja 6ssze. A ‘Ciganymeggy 59° és a ‘Debreceni
bétermd’ fajtdknak volt a legmagasabb a melatonin koncentracidja (423 ng/100g; 424
ng/100g friss tdmegre vonatkoztatva), majd ezt kdveti a ‘Kantorjanosi’ €és az ‘A’ fajta
melyek kozel azonos melatonin koncentracioval jellemezhetéek (279 ng/100g; 323
ng/100g friss tdmegre vonatkoztatva). Eredményeink szerint a ‘Bosnydk’ tajfajtakorhoz
tartozd ‘VNI1’ fajta kisebb koncentracioban tartalmaz melatonint (255 ng/100g), mint a
korabban felsoroltak.

A ‘Ciganymeggy 59’ és a ‘Debreceni bétermd’ fajtdk friss tOmegre vonatkoztatott
melatonin koncentracioja szignifikdnsan nagyobbak a ‘VN1’, ‘A’ és ‘Kéntorjanosi’
fajtakhoz viszonyitva. Tovabbd az is lathatdo, hogy a ‘VNI1’ fajta friss tomegre
vonatkoztatott melatonin koncentracidja szignifikdnsan kiilonbdzik ‘Ciganymeggy 59’ és
a ‘Kantorjanosi’ tajfajtakorhoz tartozo fajtaktol. Viszont a ‘Debreceni bétermd’ és a
‘Kantorjanosi’ fajtak friss tomegre vonatkoztatott melatonin koncentracioi szignifikdnsan
nem kiilonboznek egymastol (p<0,05).

A meggy extraktumokat tovabb tiszitottuk preparativ HPLC-s technikaval, ¢és MALDI-
TOF MS elemzéssel azonositottunk m/z érték alapjan: a melatonin 232,29 Da. A
MALDI-TOF MS sektrum a 9. mellékletben lathato.
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6. KOVETKEZTETESEK, JAVASLATOK

Kutatasaink soran a magyarorszagi meggyfajtakban felhalmoz6dé antocianinok hatésat
tanulmanyoztuk a fogszuvasodas kialakuldsanak prevenciojaban.

Az élatunk alkalmazott horddzoanyagban a meggykivonatban talalhato
bioldgiailag aktiv antocianinok a termék készitése kzben megdrizték, valamint a kisérlet
soran kifejtették hatdsukat. A kinetikai vizsgélatok soran bizonyitottuk, hogy a
meggykivonatot tartalmazd ragéogumi ragasa soran kioldodo antocianinok gatoltak a
human nyal amildzaktivitast a kontroll csoporthoz képest. A mikrobioldgiai vizsgélati
eredmények aldtdmasztottdk azt a feltételezésiinket, hogy a meggykivonatot tartalmazé
ragogumi ragasa soran felszabaduld antocianinok hatdsdra a biofilmbe bedgyazott
Streptococcus mutans szam hirtelen megnovekedik, azaz kiszabadulnak a
mikroorganizmusok, majd a kovetkezd vizsgélati szakaszban a S. mutans szam,
drasztikusan csokken a kontroll csoporthoz képest. Eredményeink igazoljak, hogy a
"VNI1” meggyfajtadkbol késziilt antocianinban dis meggykivonatot tartalmazo
ragoguminak jelentds szerepe lehet a fogszuvasodas prevenciojaban. Az altalunk
valasztott magyarorszagi meggyfajtakra vonatkoz6 vizsgalatokat kiegészitettik egy
masik biologiailag aktiv vegyiilet, a melatonin koncentracié meghatarozasaval, mert
ismeretes, hogy a melatonin képes csokkenteni a kialakult biofilm életképességét,
valamint gatolja a biofilm képzdédést (Zhou és mts. 2016).

Meérési eredményeink alapjan megéllapitottuk, hogy a magyarorszagi meggyfajtak
kiemelkedéen magas melatonin koncentracioval rendelkeznek.

Tovabbi vizsgalatok szlikségesek annak megértésére, hogy az antocianinok ¢és a
melatonin, milyen mechanizmuson keresztiil vehetnek részt a biofilm kialakulasanak
gatlasaban. Szeretnénk a jovoben tanulmanyozni a meggyben 1évd cianidinfélék és a
melatonin hatasat a biofilm ndvekedésre. A jovOben tovabbi in vitro vizsgélatok
szlikségesek arra vonatkozdan, hogy a magyarorszagi meggyfajtakbol izolalt cianidin
komponensek milyen hatdssal vannak a gliikozil-transzferaz (GTF) aktivitésra.

Tovabba szeretnénk megvizsgalni ezen meggykivonatok hatasat in vitro, in vivo
biofilmen. Ezen vizsgalatokkal igazolhatjuk, hogy a magyarorszagi meggyfajtakbol
szdrmazo6 antocianinok képesek gatolni a Streptococcus mutans éltal termelt gliikozil-
transzferdzok aktivitasat és ezaltal a biofilm képzddését, tovabba gatoljak a S. mutans

szaporodasat is.
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7. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Mérési modszert dolgoztunk ki a meggy antocianinok és a meggykivonat, in vitro
kinetikai vizsgalatara human nyalamilézon.

2. In vitro tanulmanyban igazoltuk, hogy a magyarorszagi meggyfajtakbol készitett
meggykivonatok és az egyes antocianin komponensek pM-os koncentracioban tisztan
kompetitiv médon képesek gatolni a human nyal amildzaktivitasat. A tiszta antocianin
struktarak gatlas hatékonysagéanak jellemzésére meghataroztuk az ICso (UM) értéket:
cianidin-3-gliikozid: 180 + 20, cianidin-3-rutinozid: 200 + 24, malvidin-3-gliikkozid:
675 = 73, malvidin-3,5-digliikkozid: 80 = 10. Az egyes meggy extraktumok gatlas
hatékonysaganak jellemzésére megallapitottuk az ICso (ng/ml) értéket:’Cigdnymeggy
59’: 330 £ 45, VNI1’: 610 £ 50, A’: 790 + 55, ’Debreceni béterm6’: 370 + 42,
’Kantorjanosi’: 892 + 62.

3. Eljarast dolgoztunk ki, olyan antocianinban dus meggykivonat eléallitdsara, melyben
a biologiailag aktiv molekuldk megdrzik hatasukat.

4. Méréseinkkel bizonyitottuk, hogy a meggykivonatot tartalmaz6 ragdgumi fejlesztése
soran, az antocianinban dis meggykivonat nem veszitette el biologiai aktivitasat.

5. Pilot clinical study-ban igazoltuk, hogy a VNI’ fajtabol késziilt meggykivonatot
tartalmazd ragdégumi, melynek antocianin tartalma 11,87 mg/100mg, hatisos a
fogszuvasodas prevencidjaban, melyet a huméan nyal amildzaktivitds gatlasaval,
valamint a Streptococcus mutans egyedszamanak csokkenésével igazoltunk.

A kontroll és a kezelt csoportban a ragés hatdsara a nyal amildzaktivitas 90,56 és
87,03 U/ml-re novekedett. A kezelt csoportban az antocianin hatésara 58,67 U/ml-re
csokken a nyal amildzaktivitas értéke, 30 perces vizsgalati id0 alatt, megkdzelitve a
nyugalmi nyal amildzaktivitast, melynek értéke 50,06 és 40,47 U/ml volt. Az
antocianinok kotédnek a nyédlamilaz enzim aktiv centrumahoz, gatolva ezzel a
keményité bontast a szdjiiregben. A kontroll és a kezelt csoportban valamennyi
korcsoportnal a ragas hatdsdra nagy mennyiségl Streptococcus mutans jelent meg a
nyalmintakban, melynek értéke 2875-943 TKE/0,1ml volt. A kezelt csoportban a 30
perces vizsgalati id0 alatt atlagosan 35 TKE/0,1ml-re csokken a Streptococcus mutans

szdm a nyalban, valamennyi korcsoport esetében. Az antocianinok gatoljak a

crer
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8. GYAKORLATBAN ALAKALMAZHATO EREDMENYEK

Vizsgélatainkkal igazoltuk, hogy az antocianinban dis VN1’ meggyfajta,
megfeleld extrakcios technoldgia alkalmazasaval meghatarozé szerepet tolthet be
a fogszuvasodas prevencidjaban.

Az antocianinok kotddnek a nyalamilaz enzim aktiv centrumahoz, gatolva
ezzel a keményité bontést a szajiiregben. A kezelt csoportban a ragas hatdsara a
nyal amilazaktivitas 87,03 U/ml-re ndvekedett. Az antocianinok hatasara, a kezelt
csoportban 58,67 U/ml-re csokken a nyal amildzaktivitds értéke, 30 perces
vizsgalati 1d6 alatt, megkozelitve a nyugalmi nyal amilazaktivitas értékét. Az
biofilmhez, a kezelt csoportban a 30 perces vizsgalati id6 alatt a kezdeti 2876-
1178 TKE/0,1ml Streptococcus mutans szam, atlagosan 35 TKE/0,1ml-re
csokken a nyalban, valamennyi korcsoport esetében.
A kisérleteinkhez valasztott hord6zoanyag, az olvasztdsos technikaval késziilt
ragogumi képes megdrizni a meggykivonatban 1€évdé antocianinok biologiai
hatasat. A ragégumi antocianin tartalma 45%-ban oldodott ki 15 perces vizsgalati
1d6 alatt. Vizsgalati eredményeinkkel igazoltuk, hogy a ragdégumi alkalmas maés a
természetben el6fordulé inhibitor vegyiiletek hordozojanak. Rdadasul a ragégumi
nagyon népszerl élelmiszeripari termék, melyre jellemzd, hogy a tarsadalom altal
széles korben elfogadott, tulajdonképpen annak rutinszerii alkalmazéasarol
beszEliink. A szajiireg- és fogapolasi eszkozok rendszeres hasznalata mellett, a
0,1 g *"VN1’ meggykivonatot tartalmazo6 ragégumi, melynek antocianin tartalma
11,87 mg/100mg egy olyan prototipus, amely konnyli és gyors hasznalattal
jelentds szerepet tolthet be a fogszuvasodas megeldzésében, hisz mindenki ismer
olyan koriilményeket (iskola, munkahely, hosszan tart6 utazas) amikor az
étkezések utani fogmosas nem lehetséges.
Ezen kiviil egyéb fejlesztésekkel megoldhatd, hogy mas, a szajapolasbol mar jol
ismert termék (fogkrém, szdjviz, fogselyem) szintén eldallithatdé meggykivonat

felhasznalasaval.
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9. OSSZEFOGLALAS

A meggykivonat vizsgalataval kapcsolatos eredmények:

Megvizsgaltuk az egyes meggyfajtak szarazanyag-tartalmat ¢s megéllapitottuk,
hogy a ‘VNI’ fajtanak a legmagasabb 19,32% mig ‘Ciganymeggy 59’ rendelkezik a
legalacsonyabb szarazanyag-tartalommal melynek értéke 14,12% volt.

Ezt kovetéen meghatdroztuk ezen meggyfajtakra jellemzd Osszes antocianin
koncentraciot, pH-differencidlis moédszer és szilard fazist extrakcioval (SPE) torténd
izolalassal. Mérési eredményeink alapjan elmondhato, hogy a ‘Ciganymeggy 59’ fajtanak
szignifikansan nagyobb volt az antocianin koncentracidja (p<0,05).

A meggyfajtak antocianin profiljat UHPLC-vel hatiroztuk meg, alkalmazhat6
kromatografids eljarast dolgoztunk ki az egyes antocianin komponensek kvalitativ és
kvantitativ meghatdrozasara. Az altalunk tanulmanyozott valamennyi fajtanak a cianidin-
3-rutinozid koncentracioja volt a legnagyobb. A *VN1’ fajtdnak szignifikdnsan nagyobb
volt az antocianin koncentracidja (p<0,05). A meggy f6 komponenseinek azonositasa
MALDI-TOF tomegspektrométerrel valdsult meg, mellyel sikeriilt igazolni, hogy a
csucsok egy anyagot tartalmaznak, azaz mas hasonld kromatografias tulajdonsagokkal
rendelkezé molekuldak nem talalhatoak az egyes csucsokban. Harom {6 komponenst
azonositottunk m/z értékiik alapjan: cianidin-3-gliikozil-rutinozid 757,5 Da, cianidin-3-
glilkkozidot 449,1 Da, cianidin 3-rutinozidot 595,6 Da. Ezen kiviil szdmos kisebb
antocianin 0sszetevot is azonositottunk a meggykivonatok HPLC-frakcidkbol.

Ezek utdn megvizsgaltuk az egyes antocianin standardok antioxidans kapacitasat
is. A vizsgalt antocianin standardok zsiroldékony antioxidans kapacitds eredményeinkrol
elmondhat6, hogy az eltérés egymashoz képest nem volt szignifikdns (p<0,05). A
standardok vizoldékony antioxidans kapacitdsa minden esetben sokkal alacsonyabb volt,
mint a zsiroldékony antioxidans kapacitdsa, ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy az
antocianin standardok jobban oldddnak alkoholba, mint vizben. Megvizsgaltuk az &t
magyarorszagi  meggyfajta  zsir- ¢és  vizoldékony antioxiddans kapacitasat
fotokemiluminescens modszerrel. A vizsgalt fajtdk koziil kiemelkedden magas viz-

(ACW) és zsiroldékony antioxidans kapacitds (ACL) jellemzd a “VN1’fajtéra.
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Antocianinok és meggykivonat hatasanak a humadn nyal amilazaktivitasra:

Tanulmanyoztuk a meggykivonatok és egyes antocianinok gétlo aktivitasat
human nyélamilaz (EC 3.2.1.1) jelenlétében GalG2-CNP szubsztraton.
Els6ként igazoltuk, hogy a meggykivonatok ¢és az egyes antocianinok pM
koncentracioban képesek gatolni a human nyal amilazaktivitast. Meghataroztuk a gatlés
tipusat, melyre jellemzd, hogy tisztdn kompetitiv modon gatol. Az egyes meggy
extraktumok, illetve tiszta antocianin struktardk jellemzésére meghataroztuk az ICso
érteket. Ezek alapjan megéllapitottuk, hogy a legnagyobb inhibicios aktivitassal a
malvidin-3,5-digliikozid rendelkezik. Ezt kdveti a cianidin-3-gliikozid, cianidin-3-
rutinozid és végiil a malvidin-3-gliikozidnak volt a legkisebb az inhibiciés aktivitasa.
Hasonloképpen megvizsgaltuk az egyes meggykivonatok ICsg értékét. A ‘Cigadnymeggy
59’ és a ‘Debreceni bétermd’ jobb inhibitorok, mint a vizsgalatban szerepld egyéb
meggykivonatok. A ‘Ciganymeggy 59’ jo inhibitor tulajdonsdga korreldl a magas
antocianin tartalmaval, mig a ‘Debreceni bdtermd’ fajtanal jobb gatlasi aktivitast
mértiink, mint ahogy azt antocianin tartalmabdl szdmoltuk, ami mas olyan vegyiiletek
jelenlétére utal, amelyek gétld hatassal rendelkeznek.

In silico modellezték az altalunk tanulmanyozott antocianin struktarak HSA aktiv
centrumahoz valo kotddését.
Mint ismeretes a human nyalamilaz enzim -1, -2, -3 alhelyeinek betoltottsége kdzponti
szerepet jatszik a katalitikus aktivitasban. Az eredmények igazoljak, hogy az altalunk
vizsgalt antocianinok az o.-amilaz enzim -1, -2, -3 alhelyeire bekotédnek, biztositva ezzel
az inhibicids aktivitast. A malvidin-3,5-digliikozid, szemben a cianidin-glikozidokkal
rendkiviil stabilan képes kotddni az enzim aktiv centrumahoz. Minél jobb egy inhibitor
molekula kotddése az enzim aktiv helyén, anndl nehezebb a szubsztratnak kiszoritani a
versengés soran. Ezzel magyardzhatd, hogy a malvidin-3,5-digliikozidnak jobb az
inhibicios aktivitdsa, mint a tobbi standardnak, valamint, hogy a *’Ciganymeggy 59’ jobb

inhibitora a humén nyalamildz enzimnek, mint a "VN1’ meggyfajta.
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Meggykivonatot tartalmazo ragogumi hatasanak vizsgalata a nyal amilazaktivitasra és a
Streptococcus mutans szam valtozasara pilot clinical study-ban:

A klinikai vizsgalat soran el6szor meghataroztuk a nyugalmi nyal amilézaktivitast
a kontroll és kezelt csoportokban. Az eredmények, statisztikai kiértékelése kor és nem
szerint tortént. A harom korcsoport nyugalmi nyal amildzaktivitisa nem mutatott
szignifikans kiilonbséget. Tovabba a harom korcsoportban megvizsgalt nyugalmi nyal
amildzaktivitasok nem, mutattak szignifikansan kiilonbséget a férfiak és ndk kozott.

30 percen at vizsgaltuk a meggykivonatot tartalmazd ragdgumi hatastat a nyal
amilazaktivitasra. Eredményeinket a kontroll csoport eredményeivel hasonlitottuk dssze.
A kontroll és kezelt csoportokndl az els§ mintavétel soran vett nyalmintdk
amilazaktivitdsa alacsony volt mindkét csoportban. Ennek az a magyardzata, hogy a
mely nem teszi lehetdvé a szubsztrat kotodését. A masodik (rdgas utdni) mintavételnél
lathatd, hogy az intenziv ragas hatasara szignifikdnsan nodtt a nyal amildzaktivitas mindkét
csoportban. Ennek az a magyarazata, hogy ragas hatdsara kialakult az inger nyal. Az inger
nyal iondsszetétele jelentsen kiilonbozik a nyugalmi nyaltol. Az inger nyalban n6 a Na*,
K*, Ca*", HCO3, és a CI, koncentracidja. Mint ismeretes az a-amilaz egy allosztérikus
enzim, amely azt jelenti, hogy egy allosztérikus aktivatornak kotddnie kell az enzimhez
ahhoz, hogy az enzimre jellemz0 negyedleges szerkezete kialakuljon. Az enzim
allosztérikus aktivatora a Cl ion. Az intenziv ragas hatasara, kialakult az inger nyal, mely
az enzim szamara, megfeleld kornyezetet biztositott a konformécio valtozashoz. Azaz
kialakult a nyalamilazra jellemzd negyedleges szerkezet. Igy a mésodik mintavételi
idépontban gyiijtott nydlmintdkra jellemzd amildzaktivitds szignifikdnsan né mindkét
csoportban. Az egytényezds ismételt méréses ANOVA szignifikdns id6hatast mutatott
(p<0,05). A harmadik mintavételnél az lathatd, hogy a ragas utdni 10 percben vett
nyalmintdk amildzaktivitdsa a kezelt (meggykivonatot tartalmazé ragd) csoportban
szignifikansan csokkent a kontroll csoporthoz képest. Ez azt jelenti, hogy a
meggykivonatban 1év0 antocianinok bekotddtek az enzim aktiv centrumaba. A negyedik
¢és 0todik mintavételi ponton gylijtétt nydlmintak enzimakativitasararol az mondhato el,
hogy a kezelt csoportndl tovabb csokken az aktivitds, megkdzeliti a nyugalmi nyalra
jellemzd aktivitds értéket. Ebbdl kovetkezik, hogy az antocianinban diis meggykivonatot
tartalmaz6 ragdgumi ragasa kozben felszabadult antocianinok, a vizsgalati id6 alatt, azaz

harminc percen keresztiil gatoltdk a keményité bontasat a szijliregben. Ezen
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eredményekkel igazoltuk, hogy az antocianinban dis meggykivonatnak jelentds szerepe
lehet a fogszuvasodas prevencidjaban, azaz a szdjiiregi egészség megdrzésében.

A kérddivre adott valaszok statisztikai értékelése soran kideriilt, hogy a foginy
vérzés gyakorisaga és a fogselyem haszndlata novelte a nyugalmi nyal amilazaktivitést,
mely magyarazhat6 a gyulladds hatdsdval. Meglepd modon a rendszeres ragéogumi
hasznalat csokkentette a nyugalmi nyal amilazaktivitds szintjét, bar a hatds nem volt
szignifikans.

A széjliregi statust a harom kezelt csoportban is vizsgaltuk. Nem meglepd, hogy
a DMF-T értékek atlaga magasabb volt az idésebb pacienseknél. A felndttek nyal
amilazaktivitas értékei magasabbak voltak, azon Onkéntesek esetében, akiknek tobb
szuvas foga volt, a gyermekeknél nem tapasztaltuk ezt a hatast. A korrelacid szignifikans
volt a felndttek esetében, és pozitiv linedris Osszefliggést talaltunk mindkét felndtt
korcsoportban. Eredményeink azt mutatjdk, hogy a magasabb nyal amilazaktivitas
magasabb DMF-T-szintet eredményezett a 18 ¢és 20 év kozotti, valamint a 30 év feletti
korcsoportban.

Nincs szignifikansan kiilonbség a harom korcsoport k6zott a nyugalmi nyalban
mért S. mutans telepek szamara vonatkozoan és ezen értékeket nem befolyasolta a nem.
A S. mutans telepek szamat kiértékeltiik, a harom korcsoport, valamennyi kontroll és
kezelt onkénteseinél. A S mutans telepszam szignifikdnsan kiilonb6zott a korcsoportok
kozott a ragast kovetden.

30 percen at vizsgaltuk a meggykivonatot tartalmazo ragdgumi hatasat a Streptococcus
mutans szamra. Eredményeinket a kontroll csoport eredményeivel hasonlitottuk dssze.
A kontroll és a kezelt csoportoknal hasonloan alacsony kezdeti S. mutans szint lathato a
ragas elotti, a nyugalmi nyalmintdkban. Ennek az az oka, hogy a baktériumok a
biofilmhez kotétt, azaz szesszilis modon fordulnak eld. Igy a nyugalmi nyalmintak S
mutans szintje rendkiviil alacsony a kontroll és a kezelt csoportoknal egyarant.
Kozvetleniil a ragéas utani mintavételnél az lathato, hogy a S. mutans egyedszdm a kontroll
¢s a kezelt csoportoknal egyarant nd. A hatas szignifikans a kezelt csoport valamennyi
korcsoportjandl szemben a kontrollal. Ennek az a magyarazata, hogy az intenziv ragas
hatasara a biofilm egysége megbomlik és nagy mennyiségli S mutans keriil a szajiiregbe.
A harmadik mintavételbdl szarmazo6 nyalmintak S. mutans szintje jelentésen csokken a
kezelt csoport valamennyi korcsoportjanal, szemben a kontroll csoporttal. Ez azzal
magyarazhat6, hogy a meggykivonatban 1évé antocianinok gatoljak a S. mutans

kotddését a biofilmhez. Az intenziv ragés kovetkeztében nagy mennyiségben termelddik
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a nyal, mely a folyamatos nyelésnek koszonhetden az adhézidora nem képes
mikroorganizmusok kiiiriilését segiti a szajiiregbdl szemben a kontroll csoporttal. A
negyedi és 6todik mintavételnél az lathato, hogy a meggykivonatot tartalmazé ragdégumit
hasznaloknal a S. mutans telepszdm megkozeliti a nyugalmi nyal S mutans szintjét,
valamennyi korcsoportban, szemben a kontroll csoporttal. Ebbdl arra lehet kovetkeztetni,
hogy az antocianinban dus meggykivonatot tartalmaz6é ragégumi ragasa kozben
felszabaduld antocianinok, a vizsgalati id6 alatt, azaz 30 percig folyamatosan gatolt volt
a S. mutans baktériumok adhézidja a biofilmhez. A folyamatos ragas kovetkezménye,
hogy a keletkez0 nagymennyiségli nyal hatdsira az a szdjiiregb6l ezen
mikroorganizmusok ki is trtiltek.

Ezen eredményekkel igazoltuk, hogy az antocianinban dis meggykivonatnak jelentds
szerepe lehet a fogszuvasodas prevencidjaban, azaz a szajiiregi egészség megdrzésében.

A kérddivre adott valaszok statisztikai értékelésekor, harom esetben szignifikans

kiilonbség volt a kontroll és a kezelt csoportok kdzott.
Jelentds kiilonbség a kiindulési S. mutans szintben az allergids és nem allergias betegek
kozott volt. Ezenkiviil a mar korabban emlitett szijszarazsag és a foginy vérzés
gyakorisaga csokkentette, mig a fogselyem ¢és a szokasos ragdégumi hasznélata a S.
mutans sejtek szamat novelte.

Az egyszemponti ismételt méréses ANOVA harom esetben, (fogselyem
hasznalat, fogstatusz, szajszarazsag) szignifikans kiilonbséget mutatott a kontroll és a
kezelt csoportok kdzott
A kezelt csoportnal, akik meggykivonatot tartalmaz6 ragdgumit ragtak, a ragas utan 20
perccel a S. mutans szdm szignifikansan csokkent, akar hasznaltak rendszeresen
fogselymet, akar nem. Ennek a magyarazata az lehet, hogy a ragégumi haszndlat soran
kialakulo rago és szivattyuz6 mozgas kovetkeztében a stabil biofilm megvaltozik, melyet
a ragéban 1évé meggykivonat tovabb erdsitett, ami a S. mutans telep szamanak
szignifikans csokkenésében nyilvanult meg.

A fogstatusz esetén, a kezelt csoportban (akik meggykivonatot tartalmazo ragot ragtak) a
szuvasfoggal rendelkezokre (DS>0) és a szuvasfoggal nem rendelkezékre (DS=0)
egyarant jellemzd, hogy ragas utdni nyalmintdkban megnovekedett a S. mutans szam.
Mig a ragas utani 10. és 20. percbdl szdrmazd nyalmintdknal rendkiviil alacsony volt a
baktériumszam. A kezelt csoporton (DS>0 és DS=0) beliil a kiilonbségek teljesen
eltintek. Ezen hatés oka a meggykivonatban keresendd. /n vitro kisérletekkel korabban

igazoltak, hogy a meggy gylimdlcs a szdjliregi egészséget befolyasold baktericid hatassal
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rendelkezik (Hevesi és mts., 2012). A kiilonbség szignifikdnsan magasabb volt a stimulalt
nyalban. A szdjszdrazsagnal, a rdgas utdn a kontroll és kezelt csoportoknal egyarant
magas volt a S. mutans szdm, szemben azokkal, akik nem szenvednek szdjszarazsagban.
Ez azzal magyarazhat6, hogy a csokkent nyaltermelés hatdsara a pangd bomlas termékek
O taptalajt biztositanak a baktériumoknak. A kezelt csoportnal azt lathatjuk, hogy a 20

perctdl a kategoriak kozotti kiillonbségek teljesen eltiintek.

Melatonin eredmények:

crer

crer

azért talaltuk fontosnak mert a tanulmanyok szerint a melatonin képes csokkenteni a
kialakult biofilm ¢életképességét, gatolja a biofilm képzddést (Zhou és mts. 2016)
Munkénk soran alkalmazhat6é kromatografias eljarast dolgoztunk ki, a melatonin
kvalitativ és kvantitativ meghatarozasara. Eredményeink alapjan megallapitottuk, hogy a
magyarorszagi meggyfajtdknak magas a melatonin koncentracioja. A *Ciganymeggy 59’
¢s a 'Debreceni botermd’ fajtaknak szignifikdnsan nagyobb a melatonin koncentracioja
szemben a tobbi fajtaval (p<0,05). A meggy extraktumokat tovabb tisztitottuk preparativ
HPLC-s technikaval, é&s MALDI-TOF MS elemzéssel m/z érték alapjan azonositottuk a

melatonint, melynek molekula tomege: 232,29 Da.
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10. SUMMARY

Results of analysing sour cherry extract:

Dry-content of each sour cherry varieties was investigated and we found that “VN1’
variety has the highest dry-content (19,32%) and ‘Cigdnymeggy 59’ has the lowest dry-
content (14,12%). Then the total anthocyanin concentration of these sour cherry varieties
was determined by isolation with pH differential method and solid phase extraction
(SPE).

According to our results, ‘Ciganymeggy 59’ has significantly higher anthocyanin
concentration (p<0,05).

Anthocyanin profiles of the sour cherry varieties were determined by UHPLC, a
suitable chromatographic method was developed for qualitative and quantitative analysis
of the components. In case of all studied varieties, the concentration of cianidin-3-
rutinoside was the highest. The anthocyanin concentration of ‘VNI’ variety was
significantly the highest. The major components of sour cherry were determined by
MALDI-TOF mass spectrometer and we proved that the peaks contain one substance,
other molecules with similar chromatographic features cannot be found in each peak.
According to the m/z values, three major components were identified: cianidin-3-
glucosil-rutinoside 757,5 Da, cianidin-3-glucoside 449,1 Da, cianidin-3- rutinoside 595,6
Da. Several smaller nathocyanin components were determined in sour cherry extracts
with HPLC.

Anthocyanin concentration of “VN1’ in the ‘Bosnydk’ landraces group is 295
mg/100g fresh wight. On the basis of one-variable ANOVA, VNI has significantly the
anthocyanin concentration mean values for fresh and dry weight in connection with
cigdnymeggy varieties in the ‘Ciganymeggy 59’ and the ‘Kéntorjanosi’ kind of circle
(p<0,05). Varieties of the ‘Kantorjanosi’ kind of circle have lower anthocyanin
concentration, ‘Debreceni bétermd’: 171 mg/100g; ‘Kéntorjanosi’: 121 mg/100g; ‘A’:
112 mg/100g for fresh weight. For our surprise, ‘Ciganymeggy 59’ has a very high
anthocyanin concentration: 342 mg/100g for fresh weight.

Antioxidant capacity of each anthocyanin standard was determined. The difference
among the results of fat-soluble antioxidant capacity of the studied anthocyanin standards
was not significant (p<0,05). Water-soluble antioxidant capacity of standards was more

lower than fat-soluble capacity in every case, so we can conclude that anthocyanin
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standards soluble in alcohol better than in water. We studied the fat- and water-soluble
anioxidant capacity of the five Hungarian sour cherry varieties with
photochemiluminescent method. “VN1’ variety has significantly high water- (ACW) and
lipid- soluble (ACL) antioxidant capacity.

Effect of anthocyanins and sour cherry extract on the activity of human saliva amylase:

Inhibitory activity of sour cherry extract and some anthocyanins was studied in

the presence of human saliva amylase on GalG>-CNP substrate (EC 3.2.1.1). We firstly
proved that sour cherry extracts and some anthocyanins can inhibit in M concentration,
we determined the type of inhibitory, which inhibits in a purely competitive way.
ICso was determined for characterising sour cherry extracts and pure anthocyanin
structures. So malvidin-3,5-diglucoside has the highest inhibitory activity. Then cianidin-
3-glucoside, cianidin-3-rutinoside follow and finally malvidin-3-glucoside has the lowest
inhibitory activity. ICso values of each sour cherry extract were determined. We found
that ‘Ciganymeggy 59’ and ‘Debreceni bétermd’ are better inhibitors than the other sour
cherry extracts. Good inhibitory feature of ‘Cigdnymeggy 59’ correlates with its high
anthocyanin content, while ‘Debreceni bétermd’ has better inhibitory activity than we
calculated from its anthocyanin content which refers to the presence of other inhibitory
compounds.

Bonding of our studied anthocyanin structures to the active center of HSA was
modelled in silico. As we know, the occupancy of -1, -2, -3 subplaces of the human saliva
amylase enzyme play a central role in the catalytic activity. Our results show that the
studied anthocyanins bond into the -1, -2, -3 subplaces of a-amylase enzyme providing
inhibition activity. Opposite the cianidin-glucosides, malvidin-3,5-diglucoside can stable
bond into the active center of the enzyme. The better the bonding of an inhibitor molecule
is in the active place of the enzyme, the more difficult the substrate can supersede it during
the competition. This can explain that malvidin-3,5-diglucoside has better inhibitory
activity than the other standards and ’Cigdnymeggy 59’ is better inhibitor of the human

saliva amylase enzyme than VN1’ sour cherry variety.
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Investigation of the effect of chewing gum with sour cherry extract on the activity of saliva
amylase and change of the number of Streptococcus mutans in pilot clinical study:

At first, in clinical investigation the rest saliva amylase activity was determined
in control and treated groups. The statistic analysis of the results was made according to
age and sex. We found that the rest saliva amylase activity of the three age groups did not
show significant difference. Furthermore, the rest saliva amylase activity of the three age
groups did not show significant difference between women and men.

The effect of chewing gum with sour cherry extract was investigated during 30
minutes and the results were compared with the control group. In control and treated
groups amylase activity of the first taken saliva samples was low. This can be explained,
that the conformation of the a-amylase enzyme characterizes tercier structure which
cannot allow the substrate to bond. In the second sample taking (after chewing) it can be
seen that saliva amylase activity significantly increased in both groups because of
intensive chewing. The stimulus salive was formed by chewing. lon composition of the
stimulus saliva significantly differ from the rest saliva. In the stimulus saliva the
concentration of Na*, K*, Ca?*, HCO, és a CI” increases. As we know, a-amylase is an
allosteric enzyme, which means that one allosteric activator must bond to the enzyme in
order to its quaternary structure formation. The allosteric activator of the enzyme is CI°
ion. Stimulus saliva formed because of the intensive chewing which provided the right
conditions to the enzyme for conformation change and the quaternary structure of the
saliva amylase formed. In the second sample taking time, saliva amylase activity
significantly increased in both groups. Repeated measuring ANOVA with one factor
showed significant time effect (p<0,05).

In the third smaple taking we can see that in the 10. minute after chewing the amylase
activity significantly decreased in the treated group (chewing gum with sour cherry
extract) in connection with the control group. This means that anthocyanins of the sour
cherry extract bonded into the active center of the enzyme. In the 4. and 5. sample taking,
the enzyme activity of the saliva decreased further in the treated group, it was near the
activity of the rest saliva.

During chewing chewing gum which contains sour cherry extract rich in anthocyanin,
anthocyanins released inhibited the demolition of the starch in the oral cavity in the
exaperimental time (30 minutes). We verified that sour cherry extract rich in anthocyanins

has a significant role in the prevention of caries and the preservation of oral health.
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We statistically evaluated the answers of the questionnare and found that the frequency
of gum blooding and the use of dental floss increased the rest saliva amylase activity
which can explain the effect of inflammation. Surprisingly, the regular use of chewing
gum decreased the level of the rest saliva amylase activity, but not significantly.

The oral condition was studied in the three treated groups. DMF-T values were higher by
the elderly patients. Saliva amylase activity of adult patients was higher than those
volunteers who have more decayed teeth, we did not experienced this effect by children.
The correlation was significant by adults, and we found positive linear correlation in both
adult age groups. Our results show that the higher saliva amylase activity resulted in
higher DMF-T level in the groups between 18-20 years and over 30 years.

There was not significantly difference among the number of S. mutans colonies
of the rest saliva in the three age groups and these values were not influenced by the sex.
We evaluated the number of S. mutans colonies in the control and treated groups of the
three age groups and it significantly differed among the age groups after chewing.

We studied the effect of the chewing gum with sour cherry extract ont he number
of Streptococcus mutans during 30 minutes. The results were compared to the control
group. In control and treated groups there was similar beginning S. mutans level before
chewing in the rest saliva samples. This is caused by bacteria bonding to the biofilm in a
sessile way. So the S. mutans level of the rest saliva samples is very low in both the
control and the treated groups.

In the samples right after chewing the number of S. mutans increased in both control and
treated groups. The effect is significant in every treated age group opposite the control.

The unit of the biofilm splits up for the effect of intensive chewing and large amount of
S mutans gets into the oral cavity. In the third sample taking saliva the level of S. mutans
significantly decreased in every treated age group opposite the control groups. So
anthocyanins of sour cherry extract inhibit bonding of S. mutans to the biofilm. Because
of the intensive chewing large amount of saliva is producted which helps with emptying
the microorganisms unable to adhesion from the oral cavity because of the continuous
swallow opposite the control groups. In the 4. and 5. sample taking we can see the number
of S. mutans colonies of those who use the chewing gum with sour cherry extract is near
the level of S. mutans in the rast saliva in every age group opposite the control group. We
can conclude that releasing anthocyanins during chewing chewing gum rich in sour
cherry in the studied time (30 minutes) inhibit adhesion of S. mutans bacteria to the

biofilm.
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Because of the continuous chewing, the large amount of saliva empties the
microorganisms from the oral cavity.

These results show that sour cherry extract rich in anthocyanin plays a significant role in
prevention of caries and preserving the health of oral cavity.

Statistic evaluation of the answers to the questionnare showed significant difference in
three cases between control and treated groups.

Significant difference in the beginning level of S. mutans was between allergic and non-
allergic patients. The frequency of the former mentioned dry mouth and bleeding gum
decreased the number of S. mutans cells while dental floss and chewing gum increased it.
One-variable ANOVA test showed significant difference in three cases (dental floss,
tooth status, dry mouth) between control and treated groups.

In the treated group who chew chewing gum with sour cherry extract in the 20th minutes
of chewing the number of S. mutans significantly decreased regardless of using dental
floss. Because of chewing and pumping the stable biofilm changes, which was
strengthened by the sour cherry extract in the chewing gum, so the number of S. mutans
colonies significantly decreased.

In case of tooth status, in the treated group (chewing chewing gum with sour cherry
extract) patients with caries (DS>0) and patients without caries (DS=0) had more S.
mutans cells in their saliva after chewing. The samples from the saliva in the 10th and
20th minutes after chewing had very low bacteria number.

The differences in the treated group (DS>0 és DS=0) completely vanished. This was
caused by sour cherry extract. In vitro experiments showed that sour cherry has bactericid
effect which influences the health of oral cavity (Hevesi et al., 2012). The difference was
significantly higher in the stimulated saliva. In case of dry mouth, the number of S. mutans
cells was high in both control and treated groups opposite the patients who do not suffer
from dry mouth. Because of the decreased saliva production the metabolites provide good
broth to bacteria. In treated groups from the 20th minutes the differences between the

categories completely vanished.
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Melatonin results:

We studied the concentration of another biologically active compound, melatonin in the
mentioned sour cherry varieties. Measuring the concentration of this molecule is
important because former studies wrote that melatonin could decrease tha viability of the
biofilm and block biofilm formation (Zhou és mts. 2016).

We developed a chromatographic method to identify melatonin by qualitative and
quantitative methods. According to our results we found that Hungarian sour cherry
varieties have significantly high melatonin concentration. ‘Ciganymeggy 59° and
‘Debreceni bétermd’ have significantly higher melatonin concentration than the other
varieties (p<0,05).

Sour cherry extracts were further pured with preparative HPLC technique and identified
with MALDI-TOF MS analysis on the basis of m/z value: molecule weight of melatonin
is 232,29 Da.
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ezen hibakbol tanulhattam. K&sz6ndm az itt toltott éveket.

Koszonettel tartozom Dr. Gyémant Gyongyi egyetemi docensnek mert erejét nem
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nevetést.

162



Koszonettel tartozom Prof. Dr. Balogh Péter egyetemi tanarnak a méréseinkhez
kapcsolodo staiszikai elemzések elvégzéséért és hogy a dolgozatirds sordn tanacsaival
észrevételével folyamatosan segitette munkamat.

Koszonom Elelmiszertechnologiai Intézet timogatasat. Halaval tartozom a
munkacsoport valamennyi tagjanak, akik az elmult években az értekezésben megjelend
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kiemelni Bironé Molnar Piroska éaldozatkész, Onzetlen segitségét. Kdszondm PhD
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14. MELLEKLET

1. melléklet: Meggykivonat mikrobioldgiai vizsgélat eredménye:

Mikrobiolégiai vizsgalatok eredménye
Minta megnevezése: meggypempd

Minta mikrobiologiai vizsgalatanak eredményei:
Mezofil aerob mikrobaszdm (MSZ EN ISO 4833:2003 szabvény szerint): 0 TKE/g
Eleszté- és penészgombaszdm (MSZ ISO 7954 szabvény szerint): 0 TKE/g

Hatarértékek:

4/1998. (XI. 11.) EiM rendelet alapjan a ’gyiimélcs koncentratum, szorp” elnevezésii
termékcsoportra vonatkozo kotelezé vizsgalatok és hatdrértékek.

Mezofil aerob mikrobaszam: m: 10' TKE/g, M: 10° TKE/g

Penészgombaszdmra nem ad meg hatdrértéket.

4/1998. (XI. 11.) EiiM rendelet alapjan a belsé mindségellendrzést szolgdlé mikrobioldgiai

vizsgélatok és ajanlott hatarértékek az édes- és cukraszipari termékek” esetében az

aldbbiak:
Mezofil aerob mikrobaszdm: m: 10* TKE/ g, M: 10° TKE/g
Penészgombaszam: m: 10> TKE/g, M: 10° TKE/g

~m”=megfelel6ség hatdrértéke; ,,M =visszautasitds hatarértéke
A minta mindsége megfeleld, ha a kapott érték az ,,m” értéket nem éri el.
Tiirhetd, ha eléri, vagy meghaladja az ,,m” értéket, de az ,,M” értéket nem éri el.

Nem megfeleld, ha az ,,M” értéket eléri, vagy meghaladja.

Debrecen, 2014. oktéber 14.

Dr. Peles Ferenc Arpad sk
DE MEK ETI
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. melléklet: Cianidin-3-gliikozid standard kromatogramja és kalibracios egyenese.
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. melléklet: Cianidin-3-rutinozid standard kromatogramja és kalibracids egyenese
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4. melléklet: Malvidin-3,5-digliikozid standard kromatogramja ¢€s kalibracios egyenese.

— -535 nm
St. Malvidin-3,5-digliikozid
9% tention Time 90
Afea
80- 80
70- 70
60 60

mAl
2
o
N/
s
g2 2
Py
2

13.176

[ 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34
Minutes

3. abra: Malvidin-3,5 digliikozid standard kromatogram

Malvidin-3,5-digliikozid kalibracio y =4426,5x + 2500,2
R?2=10,9978

3500000

3000000 —
2500000 B
52000000
S o
1000000 "
500000

0 Q-
0 100 200 300 400 500 600 700

Koncentracio (ug/ml)

167

mAU



5 melléklet: Vizsgalt meggyfajtadk UHPLC kromatogramja.
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1400 1400
1200 1200
1000 1000
Cianidin-3-glitkozid
800 800
600 600
400 400
200 Cianidin-3-gliikozil-rutinozid/ 200
Malvidin-3,5-digliikozid
o —) 0
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34
Minutes

5. abra: “VNI’ fajta kromatogramja
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mAU

—DAD-535.0 nm
A ©
900{  Retention Time = 900
Area A
Cianidin-3-rutinozid|
800 800
700 700
600- 600
500 500
400 400
Cianidin-3-glitkozid
300 300
200 200
o
100- g 100
Cianidin-3-gliikozil-rutinozid/a}
Malvidin-3,5-digliikozid G
0 0
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 2 24 26 28 30 32
Minutes
, CAS . .
6. abra: ‘A’ fajta kromatogramja
- -535.0 nm
450 ebreceni bétermé 450
tention Time
Area v
400 = 400
=
50 Cianidin-3-rutinozid 0
300 300
250 250
200 200
150 150
100 Cianidin-3-glitkozid 100
50 >3 50
Cianidin-3-gliikozil-rutinozid/ :
Malvidin-3,5-digliikozid —
0 0
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 2 26 28 30 32
Minutes

7. abra: ‘Debreceni botermé’ fajta kromatogramja
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900

800

700-

600

500

400

300

200

100

—DAD-535.0 nm
Klantorjanosi
Retention Time
Area

14.327

Cianidin-3-rutinozid

o
2
<t
Cianidin-3-glitkozil-rutinozid/ i
Malvidin-3,5-digliikozid

Cianidin-3-gliikozid

8. abra: ‘Kantorjanosi’ fajta kromatogramja

Minutes
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6. melléklet: “VN1’ fajta meggykivonatbdl azonositott antocianinok MALDI-TOF MS

spektrumai

4654

8000 ~

6000

4000 503.3

4874

s13.3 SUT-4 szag 531.6

Delphinidin-glilkozid mért M*465,4 Da, [M-H + Na]* 487,4 Da és [M-H + K] 503,3 Da és szamitott

rory
(465,38 Da) m/z értékei
Intens|
7574
20004 779.4
15001
1000
731.3
01,7 812.8
742.7
8s1.8 ges.8 60
897.8 810-1 o2y o
|
600 €0 700 750 800 250 500 /3

Cianidin-3-O-(2G-gliikozil) -rutinosid mért M* 757,5 Da, [M-H + Na]" 779,4 Da és [M-H + K]* és
szamitott (757,66 Da) m/z értékei
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8000

655.5

6000

4000 =

2000+

Malvidin-digliikozid mért M* 655,5 Da, [M-H + Na]* 677,5 Da és [M-H + K]* 693,5 Da és szamitott
(655,58 Da) m/z értékei

Intens
4499
30004
2000
4z3.
4148
10004
433.8
407.7
4638
431.2 s5.8
e 4778 s07.¢ 527.8
- 1.8 s12.8 27..
458, 4719 4818 4242 498.8 522.0 "
s32.1
420 440 460 20 soo 520 u/

Cianidin-gliikkozid mért M*450,3 Da, [M-H + Na]* 471,9 Da és [M-H + K]" és szamitott (449,38 Da) m/z
értékei
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4000+ 595.6
30004
20004
508.3
s15.4
575.4 617.5
483.3 533.4
. 2 757.8
1000 ss1.4 623.6
1; | 1" 1 I A €46.5  gea.s
| | i
I 1l | ] I | ( €81.6 708.5 721.6 131.€ o4 ¢ 7.6 787.3
LA [t T Y i ) ! I T ol B s15.6
3l . L \ ]
[ L

560 530 600 630 760 750 800 ./.]

Cianidin-rutinozid mért M* 595,9 Da, [M-H + Na]" 617,5 Da és [M-H + K]" és szamitott (595,52 Da) m/z

értékei

£ 4794
000+

1000-]

5013 s45.2
ss3.2
s37.2
) s2e.3
e sio

550 -/.|

Petunidin-gliikozid mért M*479,4 Da, [M-H + Na]" 501,3 Da és [M-H + K]" 517,3 Da és szamitott
(479,41 Da) m/z értékei
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4933

€000~

5154

4000+

2000

[ il Ll b
a0 s50

Malvidin-gliikozid mért M*493,3 Da, [M-H + Na]" 515,4 Da és [M-H + K]* 531,3 Da és szamitott
(493,44 Da) m/z értékei

609.2

4000+

30004

685.4

€52.1 663.3

2.3 25 5 gp5 5 745.3 goy o 7812 785.4

Peonidin-rutinozid mért M* 609,2 Da, [M-H + Na]" 631,2 Da és [M-H + K]" és szamitott (609,55 Da) m/z
értékei
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Intens

2000~

2000

1000

6613

Malvidin-rutinozid mért M* 639,3 Da, [M-H + Na]" 661,3 Da és [M-H + K]* 677,4 Da és szamitott
(639,57 Da) m/z értékei
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7. melléklet: Melatonin standard kromatogramja és kalibracids egyenese.

0,08

0,07 =3

"3 St Melatonin

RJ tention Time

0,06

0,05

o
0,04 Y

0,03 3 (
0,02 3 |

Absorbance (AU)
1

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Retention Time (min)

y =9098,5x-1008,3

Melatonin kalibracio R = 0.9994

600000
R g
500000

400000

let

TU

300000

Te

200000

100000

0 10 20 30 40

Koncentracio (ng/ml)

50 60 70
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8. melléklet: Vizsgalt meggyfajtakbol detektalt melatonin HPLC kromatogramja.

23 ] Ciganymeggy 59
1 Retention Time
20 3
o~ -
% 154
g 3
i a1
= 3
R
0.5
3 Melatonin §
—._J _,--'-"'\-__'
003
LRARI RARRS RAREE RARAS| T T T T T T LARREE RARRE T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 s 10 11
Retention Time (min)
8. abra: ‘Ciganymeggy 59’ fajta kromatogramja
23w
7] Reteption Time
20
o~ 7
- .
3 1.5 .
8 =
8 3
€ ]
4 ]
8 -
- 1.0—
0,5
— o
1 o
J L Melatom'n//\
00—+ I

(=]
]
]
.
-
.
=
J
=]
o
>
:

Retention Time (min)

9. abra: ‘“VN1’ fajta kromatogramja
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Absorbance (AU)

Absorbance (AU)

0.0

20

1.0

0.0

»
u.
[ |

A
Rein.:tm'on Time

1

Lovoria

Ll

Melatonin §

[T BRI P

UAARN MR RS IAARS IAME RALAE RAARS MRS LAS LA AR IUURAS AULAE RAARN RAALS LULLE MAUMME MARSE RAAAE RALLE MULLE LRMAY UAARE LR

1 2 3 4 5 6 7 ) 9 10 11 12

=]

Retention Time (min)

10. abra: ‘A’ fajta kromatogramja

Debreceni botermé
Rezfmion Time

N

Lttt

2
J Melatonin =~

[AAARLARRAI AARREEARR] RAMRARARRY RAARLEARAN RARALEARA] RARALEARAN NARMLAMARS RARREARARY NARARMRAAS NARALRARAN RAARLARAR] RRAREMARE

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

T T P TR I

Retention Time (min)

11. abra: ,,.Debreceni béternd” fajta kromatogramja
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Absorbance (AU)

2.5 -] Kantorjanosi
T Retention Time
2.0
1.5
1,0 -
05—
] Melatonin A
=] Ual
°~°1—J|ﬂ
L R I I I R I I Y I IS I RS A RS N BN AR AN RN AR RN AR
0 1 2 3 4 5 6 7 8 ] 10 11 12

Retention Time (min)

12. abra: ‘Kantorjanosi’ fajta kromatogramja
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9. melléklet: Meggykivonatbol azonositott melatonin MALDI-TOF MS spektrumai

ad

12000

10000

6000 -

4000

2000

AL J

220 240 260
DeGY2014MIMNalich P2 1SRethdata/l wuser FriJun 6 12:3247 2014

- A

Melatonin mért M* 232,29 Da, [M-H + Na]" 255,30 Da és [M-H + K]* 273,214 Da m/z értékei
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15. NYILATKOZAT

Ezen értekezést a Debreceni Egyetem Kerpely Kélman Doktori Iskola keretében

készitettem, a Debreceni Egyetem doktori (Ph.D.) fokozatanak elnyerése céljabol.

Debrecen, 2020.

............................. a jelolt alairasa

NYILATKOZAT

Tanusitom, hogy Homoki Judit Rita doktorjeldlt 2010-2019 kozott a fent megnevezett
Doktori Iskola keretében iranyitasunkkal végezte munkajat. Az értekezésben foglalt
eredményekhez a jelolt 6nallo alkotd tevékenységével meghatarozdan hozzajarult, az

értekezeEs a jelolt onallo munkdja. Az értekezés elfogadasat javaslom.

Debrecen, 2020.

............................... a témavezet( alairasa
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