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1. A DOKTORI ERTEKEZES ELOZMENYEI ES CELKITUZESEI

A rlgykészitmények hatdanyagai terapias potenciallal rendelkezhetnek, hozzajarulva
egyes betegségek megelézéséhez és kezeléséhez. Erdemes vizsgalni ezeket a készitményeket,
mivel a hatdsmechanizmusuk megismerése kozelebb vihet bizonyos koéros allapotok
megelézéséhez és terapias befolyasolasahoz. A riigykészitményekben talalhatd makro- és
mikrotapanyagok befolyasoljak a sejtes anyagcserét és a stresszvalaszokat. Alacsony kaloria-
és zsirtartalmuk miatt emberi és allati felhasznélasra egyarant alkalmasak, valamint gazdagok
fitonutriensekben, amelyek fokozhatjak a cellularis folyamatok hatékonysagat. Tekintettel a
novényi eredetli bioaktiv hatdanyagok (NEBH) el6fordulasi jellemzdire, ezeket gyakran a
mikronutriens kategoridba soroljak (CICERO és COLLETTI, 2016). Egyre tobb Kisérletes
bizonyiték utal a NEBH-k kedvezé élettani hatasaira, ugyanakkor a sejtszintli (GULDIKEN és
mtsai., 2018; RESCIGNO és mtsai., 2018) és antimikrobialis (BANDERIA és mtsai., 2018;
JODAA HOLM és mtsai., 2016) hatasmechanizmusok kevésbé ismertek. Mindez indokolja a
kutatas szlikségességét, hiszen a NEBH-ok vizsgalata el6feltételét jelenti az egészségorientalt
taplalkozasnak és a mindségi allati takarmanyozasnak.

A NEBH-kat lehetdség van egyenként, koncentracidfliiggden vizsgalni, illetve komplex
extraktumok forméajaban is, ahol kiegészitd élettani hatdsok és szinergidk vérhatok, melyek
gyakran inkabb sztochasztikus, mint determinisztikus jelleglick. A NEBH-ok fogyasztokra
gyakorolt hatdsaihoz gyakran tarsul dézisfliggd hormézis jelenség is (CALABRESE és mtsai.,
2012). Masfeldl, az antimikrobialis hatdsokkal ellentétben, viszonylag kevés informacid all
rendelkezésre a vizsgalt novényfajokban jelenlévd bioaktiv anyagokrol és ezek Drosophila
melanogaster w™" modellben megfigyelheté élettani hatésairél. Annak érdekében, hogy
mélyebb ismereteket szerezzek a vizsgalt ndvények hatéanyagainak élettani sajatossagairol és
hatdsmechanizmusairdl, az ecetmuslica és a ponty modellfajokat kapcsoltam &ssze. A
Drosophila melanogaster w™" életszakaszaira jellemzd taplalkozasi feltételek jol ismertek
(PIPER és mtsai., 2014; BASS és mtsai., 2007), hasonléan a Cyprinus carpio esetében is
(TAKEUCHI és mtsai., 2002). Kutatdsomhoz e két modellt valasztottam, mivel a kapcsolt
rendszer biztositja a taplalkozas, génexpresszid-szabalyozas és fejlodés kozotti oksagi
Osszefliggesek inter- és multidiszciplinaris értelmezését. Ez egy Ujfajta transzlacios
megkozelités, amelynek alapjat a cellularis mechanizmusok evolucios konzervaltsaga

biztositja.



CELKITUZESEK

1. Fitokémiai célkitiizések

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

Az UHPLC-ESI-MS mddszer alkalmazésaval a kivonatok novényi eredetli bioaktiv
hatéanyag-profiljanak meghatarozésa, valamint a teljes polifenol- és flavonoid-tartalom
merése.

A Kkapott hatéanyag-profilok 6sszehasonlitdsa, valamint szakirodalmi attekintes
készitése a komponensek ismert bioldgiai hatésairol.

Prediktiv becslések megfogalmazasa a kivonatok feltételezhetd élettani hatésaira,

amelyek tovabbi kutatési irdnyokat jelolhetnek Ki.

2. Antimikrobidlis hatasvizsgalatok

A GTE-k antimikrobialis hatasanak vizsgalata olyan mikroorganizmusok esetében,
amelyek takarmanyokban és élelmiszerekben fordulhatnak elo, és allati, illetve emberi
fogyasztok megbetegedését okozhatjak.

A mikrobialis gatlo hatas vizsgalata agar-diffazios modszerrel, majd a minimalis gatlé
koncentracié (MIC) és a minimalis baktericid koncentraciéo (MBC) meghatarozasa.

A kapott eredmények alapjan a GTE-k antimikrobidlis hatasanak értékelése a

fogyasztokra jellemzd mikrobiota kapcsan.

3. Nutritiv hatasok és anyagcsere-értékelés

A normal és magas szénhidrattartalmu taptalajon tenyésztett muslica-populaciok teljes
transzkriptomjanak elemzése, kulonds tekintettel a hemolimfa/hormonok és a
citoszkeletalis gének expressziojara.

A GTE-k taplalkozastani hatasainak vizsgalata Drosophila melanogaster alapl
nutriciés modellben, haromféle étrendi 6sszeallitas alkalmazésaval.

A GTE-k hatasainak vizsgalata taplalkozé pontylarvakban: életképességi paraméterek

mérése és az ATP-termelés mennyiségi analizise.

4. Modellrendszerek és transzlacios alkalmazas

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

fejlesztesének tudomanyos megalapozasara.
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2. ANYAG ES MODSZEREK
2.1.  Vizsgélt ndveényi kivonatok elékészitése és extrakcioja

Munkdm soran harom kiilonb6z0 ndévényi riigyhajtast vizsgaltam: a fekete afonyat
(Vaccinium myrtillus L. - Vm), a fekete ribizlit (Ribes nigrum L. - Rn) és a szedret (Rubus
fruticosus L. - Rf). A novényi riigytermések ¢léhelye Romania. A kivonatok a frissen
betakaritott novényi rigymintakbol késziltek el, amelyeket 96%-0s (v/v) etanol és glicerin 1:1

aranyu keverekben, és 1:2 névény-oldoszer arany mellett tartésitottam (EDQM, 2023).

2.2.  Novényi GTE 0Osszetétel vizsgalata UHPLC-ESI-MS modszerrel

A kivonatok azonositaséra ultranagyhatékonysagu folyadékkromatografids (UHPLC)
Dionex Ultimate 3000RS késziiléket hasznaltam. A Kkivalasztott polifenolok kvantitativ
elemzését egy csucskategorids Shimadzu Nexera | LC/MS-8045 UHPLC rendszerrel

azonositottam be.

2.3. Ariigykivonatok varhaté élettani hatasainak eléjelzése

Az ¢élettani hatés vizsgalata soran a komponens analizist kovetden, a GTE-ban el6fordulo
minden egyes komponensre rakerestem az irodalomban, ahol az egészségre gyakorolt jotékony
hatasokrol szamoltak be. fgy a kapott kiilonbozé élettani hatasokat csoportositottam és %-

formaban kifejeztem az adott GTE-ra vonatkozdan.

2.4. A rugykivonatok in vitro antioxidans sajatossagainak vizsgalata
A GTE-k teljes polifenol-tartalmat és a teljes antioxidans kapacitast (FRAP), valamint a
DPPH gyok megkotésére épiild antioxidans képességét megvizsgaltam a Sapientia Erdélyi

Magyar Tudoményegyetem Csikszeredai Elelmiszertudomanyi Tanszék laboratériumaban.

2.5. A GTE-k antimikrobidlis hatdsanak vizsgalata

A vizsgalatban hasznalt kiilonbozé referencia baktérium- és mikroszkopikus
gombatdrzsek a Mezbgazdasagi és Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gyljteményébdl
(NCAIM) szarmaznak. A GTE-k antimikrobidlis aktivitisanak meghatarozasara nyolc
baktériumtorzset és hat mikroszkopikus gombak vizsgaltam meg.

A vizsgalt baktériumtorzseket Nutrient tapagaron tenyésztettem, az inkuléalas 37 °C-on
24 6raig tortént, a penészgombakat és az élesztégombat pedig, komplex taptalajon, az inkulalas
28 °C-on 72 0raig tortént.



A novényi GTE antimikrobidlis hatdsdnak kimutatasa agardiffizios madszerrel tortént. A
gatlasi zondk atmérdjét (a lyukkal egyiitt, milliméterben kifejezve) digitdlis tolomérdvel
mértem (BAUER és mtsai, 1996).

A mikrohigitasos modszer folyékony tapkdzegben valosult meg. Az antimikrobialis
mikrohigitasi vizsgalatot 96 lyukd taplevest tartalmazé mikrotiterlemezekben végeztem. A
torzsoldatban koncentrélt GTE mintakat sorozatosan higitottam a mikrolemez lyukaiban, hogy
100 pl kevert oldatot kapjak. Igy ennek eredményeként 10 és 100% kozotti
koncentraciotartomanyt értem el.

Az antimikrobialis szerek rezisztenciajat és bakteriosztatikus hatékonysaganak
Kimutattatdsa minimalis gatlo koncentréacié (MIC) vizsgélattal tértént, mig az antimikrobiélis
szer kozvetlen halalos hatasa kimutatas a minimalis baktericid koncentracio (MBC) vizsgalattal

valdsult meg.

2.6.  Transzlaciés modellrendszer vizsgalata
2.6.1. Drosophila melanogaster: tenyésztése, életképessége és transzkriptomikai
vizsgalata

A GTE hatastani vizsgélatai soran a Drosophila melanogaster modell rendszert
alkalmaztam, amelyet a Bloomington Stock Centertdl szarmazott. A Drosophila melanogaster
életképességi vizsgalataban megtermékenyitett petéket gyiijtéttem him és ndstény egyedek
keresztezésébdl. A peték tobbsegében 0-2 oras embrioknak feleltek meg, majd ezt kdvetden az
embriokat a megfeleld NM ¢s HS tartalmu téptalajt tartalmazé fiolakba helyeztem, amelyek
figyelemmel kovettem az embrid-larva stadiumok vandorld/befejezé szakaszat, ezt kovetéen
az el6bab majd a babba alakulast és a kifejlett imagok kikelésének iddintervallumat. A
folyamatos keltetést 30 napig kovettem.

Az ecetmuslica teljes genomjara vonatkoz6 génexpresszios vizsgalat soran, a 120 6réas 3-
ik stadiumos larvalis egyedeket 0sszegyljtottem. Az ecetmuslica larvak teljes transzkriptomi
vizsgalatat, amely magaba foglalta a RNS izolalast és szekvenalast megbizasi alapon a bécsi

székhelyti Tamirna nevii cég végezte.

2.6.2. A zsenge ponty (Cyprinus carpio) eléallitasa és életképességi vizsgalata
A zsenge ponttyal végzett kisérletek a Debreceni Egyetem Allattudomanyi,
Biotechnoldgiai és Természetvédelmi Intézet Hallaboratériumaban végeztem. A mesterséges

szaporitast kdvetden a megtermékenyitett petéket recirkulacios rendszerti Zuger edényekbe
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helyeztem. Az életképes, de még nem taplalkozé larvak atkerlltek egy 6nalld recirkulécids
rendszerbe, ahol 48 6ran beliil leveg6t vettek és feltoltotték uszoholyagjukat. Ezt kovetden egy
moduléris akvariumrendszer egységeibe helyeztem Oket, amelyek a kisérlet helyszinéiil
szolgéaltak. A Kisérlet soran az ivadékokat ad libitum taplaltam. Négy kiilonboz6 kezelésen
alapuld kisérletet haromszoros ismétlésben végeztem el, ahol a kontrollcsoportok sorakot
(Artemia salina) kaptak, mig a tobbi csoport taplalékdt GTE-specifikus 0Osszetevével
egészitettem ki. A ndvenyi GTE megkotésére maltodextrin alapu Fibersol-2 vizoldhato élelemi
rost hasznéltam. A kisérlet soran megadott idépontokban elemeztem a zsenge pontyok
méretének valtozasat és ATP-tartalmat. A Kisérlet befejeztével megszamoltam az életképes

egyedeket és kiszamitottam a tulélési aranyt.

2.7.  Statisztikai elemzés

Minden vizsgalatot haromszoros ismétlésben végeztem, az adatokat atlagértékben és +
szorasban (SD) fejeztem ki. A statisztikai elemzésekhez az IBM SPSS Statistics 26 programét
hasznaltam. Az antimikrobialis aktivitast One-way ANOVA és Tukey-féle HSD-teszttel
értékeltem a kiilonb6z6 koncentraciok és kivonatok kozotti szignifikans kiilonbségeket (p <
0,05). A Drosophila melanogaster életképességi adatait szintén One-way ANOVA-val
elemeztem, a sz6radsok homogenitasat Levene-teszttel vizsgaltam. Mivel minden esetben p >
0,05 volt, a csoportok 6sszehasonlitdsara Tukey-féle HSD tesztet alkalmaztam. A
pontyivadekok ATP-mérésénél a modszer id6igénye miatt mintanként 10 egyed vizsgalatara

volt lehet6ség, amit az adatok értelmezésénél figyelembe vettem.



3. EREDMENYEK
3.1.  Fitonutriens profil meghatarozidsa a fekete ribizli, szeder és fekete afonya
rugykivonatok estében

Kutatasom sordn UHPLC-ESI-MS moddszerrel vizsgaltam az elballitott haromféle
alkoholos riigykivonat fitonutriens 6sszetételét. A fekete ribizli (Ribes nigrum) gemmoterapias
extraktumbdl (Rn-GTE) 139, a szeder (Rubus fruticosus) gemmoterapias extraktumbodl (Rf-
GTE) 95, mig a fekete afonya (Vaccinium myrtillus) gemmoterapias extraktumbol (Vm-GTE)
85 fitokémiai Osszetevét (1. abra) sikeriilt beazonositanom, amelyek polifenolok, flavonoidok,

iridoidok, alkaloidok, aminosavak, karbonsavak, észterek, terpének, vitaminok és egyéb

szarmazékok.
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1. abra: A GTE-kban 1évé fitotapanyagok megoszlasa
A vizsgalt GTE-k kozul mennyiségileg a Rn-GTE bizonyult a leggazdagabbnak, mivel
84 kiilonboz6 flavonoidot és 23 polifenolt tartalmazott. Ezzel szemben a Rf-GTE 0sszetétele
szerényebb volt: 36 flavonoidot és 24 polifenolt sikerilt azonositanom. A Vm-GTE-ban a
flavonoid komponensek szama kiemelked6 volt (47), mig a polifenolok alacsonyabb aranyban
(8) voltak jelen, mint a Rf-GTE-ban vagy a Rn-GTE-ban.

3.1.1. A GTE-ok bioaktiv hatéanyag 0sszetételének azonositasa

Az UHPLC-ESI-MS elemzés soran a fekete ribizli rigykivonataban (Rn-GTE) els6ként
sikerllt beazonositanom olyan, a szakirodalomban bioaktivként szamon tartott flavonoidokat
és polifenolokat, mint az ampelopsin, a dihidroxi-dimetoxi-izoflavan, a myricetin-O-xilozid, a

naringenin-6,8-di-C-gliikkozid és a pentahidroxiflavon. Az Gsszetevok 73%-a eddig nem volt
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iIsmert a Ribes fajban, jelentdsen bévitve e faj bioaktiv spektrumat. A szeder riigykivonatban
(Rf-GTE) els6ként sikeriilt azonositanom pinocembrint, pentahidroxiflavont, ducheside A-t,
kaempferol-3-O-rutinozidot  (nikotiflorin) és naringenin-6,8-di-C-glikozidot is. A
komponensek mintegy 60%-a Uj Rubus fajban; 18 polifenolt, 22 flavonoidot és 17 tovabbi 0]
vegylletet sikerult kimutathom. A fekete &fonya kivonataban (Vm-GTE) az azonositott
vegylletek 40%-a korabban nem szerepelt szakirodalomban, illetve harom jellemzd
fitokemikalia (cinnamtannin B1, cinnamtannin D1, kvercetin-3-O-galaktozid) eddig csak mas
fajokbol volt ismert. A riigyhajtasbol 17 flavonoidot, 6 polifenolt és 11 egyéb Uj vegyiletet
azonositottam, amelyek most el6szor kertiltek leirasra Vaccinium fajban.

Vizsgélatom eredményei megerésitik, hogy a bioaktiv vegylilettartalom a fajtatol, a
tengerszint feletti magassagtol, az él6hely tipusatol és a termdhelyi viszonyoktdl is jelentdsen

fligg (SKROVANKOVA és mtsai., 2015; LASLO és KOBOLKUTI, 2017).

3.1.2. Azonositott fitonutriensek élettani hatasainak szakirodalmi attekintése

A kvalitativ elemzés sordn beazonositott fitonutriensek kozil az aldbbiakban ismertetem
a legjelentdsebbeket, amelyek az ¢élettani hatdsaik alapjan a legnagyobb szézalékban
szerepelnek. A kordiagramok szeletei egy bizonyos élettani hatassal biro fitonutrienseket jeloli
és ezen részesedések alapjan lehet kdvetkeztetni az adott GTE feltételezett élettani hatasaira.

7% 5% Anti-inflamator protektiv
S Antioxidans
34% Antidiabetikus
24% Tumor megel6z6

= Neuroprotektiv
25% £ Sziv-, és érrendszer protektiv

Elhizés elleni

2. arba: A Rn-GTE o6sszetevok élettani hatasainak megoszlasai

A Rn-GTE-ben az anti-inflammatorikus fitonutriensek ardnya mintegy 34%, mig az
antioxidansoké 32%. E vegyiiletek f0 €lettani hatasai koz¢é tartozik a szervezetben kialakulo
oxidativ folyamatok gatlasa (2. abra), amit kozvetlenll és/vagy kdzvetve is kifejthetnek. Az
antidiabetikus komponensek aranya 25%, mig a tumorprefenciét tamogatd fitonutriensek a Rn-
GTE 24%-at teszik ki.

A szeder specifikus Rf-GTE esetében is érdekes fitonutriens-profil rajzolodik ki (3. abra):
az anti-inflammatorikus hatéanyagok részaranya 26,7%-kal dominal. Az antioxidans élettani

hatasu fitonutriensek aranya 20%, mig az antidiabetikus tulajdonsagtaké 15%.
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3. &bra: Az Rf-GTE osszetevok élettani hatasainak megoszlasai
A Vm-GTE legjelentdsebb fitonutriensei az antioxiddnsok, amelyek mintegy 34%-0S
részaranyt képviselnek (4. abra). A kivonat 6sszetételének 28%-at az anti-inflammatorikus
fitonutriensek alkotjak. A Vm-GTE hatéanyagainak 22%-a antidiabetikus tulajdonsagokkal

rendelkezik.

5% = Antioxidans

7% . .
= Anti-inflamator protektiv

\ Antidiabetikus
Tumor megel6z6
= Neuroprotektiv

Elhizas elleni

0,
s m Sziv-, és érrendszer protektiv

m Antibakterialis
4. é&bra: AVm-GTE osszetevok élettani hatasainak megoszlasai

3.1.3. Avizsgalt GTE-k dsszes polifenol- és flavonoid tartalmanak meghatarozasa

A vizsgalataim sordn meghataroztam a GTE-k 6sszpolifenol-tartalmat TPC maodszerrel,
és az eredményeket galluszsav (GAE) egyenértékben fejeztem ki. A harom GTE kozil a Vm-
GTE esetében mértem a legnagyobb dsszpolifenol-tartalmat, (1. tdblazat), amely 300,35 + 3,5
mg GAE/100 ml volt. Tovabba, a Rf-GTE antioxidans tartalma kisebb potenciallal (237,56 +
5,57 mg GAE/100 ml) rendelkezik, mint a Vm-GTE. A legalacsonyabb 6sszpolifenol-tartalmat
pedig a Rn-GTE esetében mértem, amelynek értéke 83,8 + 1,2 mg GAE/100 ml volt.

A FRAP moddszerrel meghataroztam a vas redukaloképességen alapul6d antioxidans
kapacitast a vizsgalt GTE-k esetében. A Rn-GTE rendkivil alacsony antioxidans potencialt
mutatott a Rf- és Vm-GTE-khez képest. Az elébbi két kivonat kozil a Vm-GTE antioxidans
kapacitasa volt a legkiemelked6bb, 162,61 + 3,13 mg ASA/100 ml, mig a Rf-GTE értéke
alacsonyabbnak bizonyult, 133,73 £ 0,92 mg ASA/100 ml. Az elemzés soran kiderlt, hogy a
GTE-k jelent6s mennyiségben tartalmaznak flavonoidokat, amelyek szintén erés antioxidans

hatassal rendelkeznek.
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1. téblazat: A GTE-kK jellegzetes antioxidans kapacitasdnak értékelésé

GTE minta Osszes polifenol-TPC | Osszes flavonoid - FRAP DPPH antioxidans
(mg GAE/ 100 ml) (mg ASA/100 ml) aktivitas, %
Ribes nigrum 838+12 40,11 + 4,36 80,29 + 0,81
Rubus fruticosus 237,56 £ 5,57 133,73+ 0,92 88,83 + 0,47
Vaccinium myrtillus 300,35 + 3,5 162,61 + 3,13 87,91+ 0,24

Az eredmények az atlag + SD.

A GTE-k antioxidans aktivitdsat a DPPH szabadgyokfogo proba alapjan hataroztam meg.
A Kkapott antioxidans aktivitasi értékek az elemzett GTE-k 0Osszes polifenol és
flavonoidtartalmaval kdzel azonos tartomanyban helyezkedtek el, és csekely kulonbségek
voltak kozottik (1. tablazat). Ez azt jelenti, hogy a legmagasabb aktivitassal rendelkez6 kivonat
a Rf-GTE volt, majd ezt kovette a Vm-GTE. A legalacsonyabb antioxidans tartalommal, pedig
a Rn-GTE rendelkezik. Az eredmeények tukrében Ggy a TPC, mint a FRAP és a DPPH

antioxidans kepesség felmérésere soran a Rf-, és Vm-GTE értékek voltak a kimagaslok.

3.1.4. Szelektélt polifenolok kvantitativ elemzése a tanulméanyozott GTE-k kapcsan

Az analitikai vizsgalatok soran szdmos polifenol jelenléte volt megfigyelheté tgy a
fenolsavosztalybol, mint a flavonoidokbol. Altalaban a f6 azonositott vegyiiletek a kavésav,
illetve a klorogénsav, valamint a kvercetin és szadrmazékai a hiperozid és a rutin. Természetesen
minden GTE-nak sajat jellemz6i vannak, amelyek meghatarozzak specifikus dsszetételiiket.

A GTE-k mennyiségi meghatarozasa (2. tablazat) soran a polifenolok kozil 6t nem
flavonoid (kéavé-, klorogén-, ferulin-, gallusz-, és a szalicilsav), tiz pedig flavonoid (apigenin,
katechin, krizin, hiperozid, kaempferol, luteolin, luteolin-7-O-gliikozid, naringenin, kvercetin
és rutin) kategoriaba sorolhatd.

2. tablazat: A GTE-k szelektalt polifenol tartalma

Tanulmanyozott komponensek| Ribes nigrum GTE | Rubus fruticosus GTE | Vaccinium myrtillus GTE

Fenolsavak

Kéavésav 1,693 £ 0,0101 - 1,693 £ 0,0188
Klorogénsav 0,227 + 00,0057 0,157 + 0,0057 7,552 +0,0217
Ferulinsav 0,109 + 0,0086 - -
Galluszsav 0,049 + 0,0008 0,049 + 0,0010 -
Szalicilsav 0,071 +0,0017 0,895 + 0,0202 0,066 + 0,0009
Flavonoidok

Apigenin 0,043 + 00,0011 0,330 + 00,0108 -
Katechin 0,028 + 0,0009 - 0,044 +0,0018
Krizin 0,114 + 0,0027 0,101 + 0,0022 0,117 + 0,0085
Hiperozid 0,547 +0,0187 0,172 + 00,0089 0,392 + 0,0102
Kaempferol - - 0,033 + 0,0009
Luteolin - 0,013 + 0,0008 -
Luteolin-7-O-glukozid 0,074 + 0,0021 0,078 £ 0,0012 -
Naringenin - 0,043 + 0,0009 0,036 + 0,0005
Kvercetin 0,210 £ 0,0100 - 0,989 +£0,0118
Rutin 1,662 + 0,0198 0,278 + 0,0047 0,105 + 0,0028

A koncentraciokat mg/ml-ben fejeztem ki, atlag + SD.
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Az &ltalam vizsgalt harom GTE-k koziil a legjelentdsebb Osszetevd, mely a beazonositott
fenolsav komponensek kozil a legnagyobb koncentracidban volt jelen, a klorogénsav (7,552 +
0,0217 mg/ml), amely a Vm-GTE-ban volt jelen. Ugy a Vm-GTE, mint a Rn-GTE-ban nagy
mennyiségii kavésavat (1,693 = 0,0101 mg/ml) sikerult azonositani. A flavonoidok kézil
kiemelten magas volt a kvercetin (0,989 *+ 0,0118 mg/ml) és a hiperozid komponens
mennyisége a Vm-GTE-ban. A Rf-GTE-ban a fenolsavak koziil jelentésebb mennyiségben a
szalicilsav volt jelen (0,895 £ 0,0202 mg/ml), a flavonoidok kozil pedig az apigenin (0,330 +
0,0108 mg/ml) és a rutin (0,278 + 0,0047 mg/ml). A Rn-GTE-ben a flavonoidok kozul a rutin
(1,662 £0,0198 mg/ml) volt a legkiemelkeddbb dsszetevd, amelyet a hiperozid (0,547 £ 0,0187
mg/ml) kdvetett. A nem flavonoidok kozul a kdvésav (1,693 + 0,0101 mg/ml) mellett jelen volt
a klorogénsav, valamint egyeduli azonositott vegyuletként a ferulinsav is, bar alacsonyabb

mennyiségben.

3.2.  Arugykivonatok antimikrobialis hatdsanak eredményei
3.2.1. Az agardiffaziés modszer alkalmazasa soran kapott eredmények

A rugykivonatok hatasara kialakult gatlasi zondk mérete valtozé volt a vizsgalt
mikroorganizmusok esetében. A Gram-pozitiv baktériumok kdzul a L. monocytogenes mutatott
nagyobb mértéki érzékenységet a Rf-GTE szemben, majd ezt kbvette a Rn-GTE, viszonta Vm-
GTE esetében nem volt megfigyelhet6 gatlo hatas (3. tablazat). A szeder rugykivonat
hatékonysagara utal, hogy 20%-0s koncentracioban is gatlé hatdsa volt a L. monocytogenes
baktériumra. A S. aureus esetében az Rf-GTE hatasara alakultak ki gatlasi zonak, 100-40%-
0s koncentracio tartomanyban. Megfigyelhet6 a dozis-fliggd hormézis jelensége is a S. aureus
baktériummal szemben, ahol az 50-70%-0s koncentracid gatld hatasa joval nagyobb, mint a 80-
100% kozottiek esetekben. A B. cereus és az E. faecalis baktériumokat csak a Vm-GTE gatolta,
a toményebb kivonatok hatasara alakultak ki mérhetd gatlasi zonak. A vizsgalt Gram-negativ
bakteriumok kozil csak a P. vulgaris esetében volt kimutathat6 gatlas a Vm-GTE és a Rf-GTE
hataséra. (3. tablazat). A Vm-GTE 30%-0s koncentricidban is gatolja a novekedést, ezzel
szemben, a Rf-GTE hatasara csak 80%-0s koncentracioban alakult ki gatlasi zéna.

3. tablazat: A vizsgalt GTE-k antimikrobialis aktivitasai (n = 3).

Tanulmanyozott Konc. Ribes nigrum Rubus fruticosus | Vaccinium myrtillus
mikroorganizmusok (%) GTE GTE GTE
Gram-pozitiv baktériumok
100 na na 10,45 + 0,55 ©¢
90 na na 10,70 + 0,85 odef
B. cereus 80 na na 10,56 + 0,65 cd¢
70 na na 9,91 + 0,57 ab¢
60 na na na
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50 na na na
40 na na na
30 na na na
100 na 12,2 +0,51 °d na
90 na 10,47 +0,40 2 na
80 na 10,79 + 1,06 ab¢ na
S aureus 70 na 13,95+ 0,63 f na
60 na 13,29 + 0,65 9 na
50 na 13,22 + 0,58 d¢ na
40 na 9,81+0,56¢ na
30 na na na
100 na na 10,91 + 0,46 %&f
90 na na 10,49 + 0,63 ¢
80 na na 9,97 + 0,18 abcd
70 na na 10,00 + 0,20 abcd
E. faecalis 60 na na 9,84 + 0,26 2P
50 na na 10,14 + 0,42 bed
40 na na na
30 na na na
20 na na na
100 10,81 +0,74° 19,20+ 0,87 na
90 10,77 +0,41° 18,71+ 0,60 M na
80 na 18,59 + 0,41 M na
70 na 17,84 + 0,71 ohi na
L. monocytogenes 60 na 17,37 £ 2,31 9h na
50 na 17,33+ 0,46 9" na
40 na 16,93 + 0,689 na
30 na 154+0,73F na
20 na 13,4 + 0,53 9¢ na
10 na na na
Gram-negativ baktériumok
100 na 12,77 + 0,64 9¢ 12,76 + 0,80 M
90 na 11,18 + 0,45 abe 13,55+ 0,75 "
80 na 10,99 + 0,30 &b¢ 15,04 + 1,03k
70 na na 14,24 + 0,86 i«
P. vulgaris 60 na na 11,91 + 0,48 oh
50 na na 10,59 + 0,38 cde
40 na na 11,64 + 0,57 f9
30 na na 10,15 + 0,45 bed
20 na na na
P. aeruginosa 100 na na na
E. coli 100 na na na
S. enterica 100 na na na
Elesztégomba
100 9,63+0,352 10,39+0,432 10,84 + 0,37 cdef
90 10,61 + 0,96 2P 11,97 + 0,64 bed 11,68 +0,9 79
S cerevisiae 80 10,90 +0,20° 10,43+0,42°2 11,52 + 0,56 &f9
' 70 9,78+0,382 10,56 + 0,55 &b 9,90 + 0,482b¢
60 na na na
50 na na na
Penészgombak
A. niger 100 na na na
100 na 10,4 £ 0,27 na
90 na 10,13 + 0,25 na
A. flavus 80 na 9,76 + 0,54 na
70 na 9,42 +0,25 na
60 na na na
A. ochraceus 100 na 10,47 £ 0,7 na
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90 na 10,07 £ 0,26 na
80 na 9,96 £ 0,22 na
70 na 9,56 + 0,19 na
60 na na na
100 na 14,02 £ 0,64 9,34+£0,25
90 na 13,22 £0,32 9,09+0,31
P. citrinum 80 na 12,81 +£0,36 8,83+£0,35
70 na 11,91+£0,24 9,00+0,18
60 na na na
100 na 9,09 + 0,07 na
90 na 8,87+0,19 na
P. expansum 80 na 8,90+ 0,22 na
70 na 8,83+0,14 na
60 na na na

Megjegyzés: na — nem azonosithatd. Az eredményeket az atlag mm + SD-ben fejeztem ki. Gatlasi zonak, beleértve a
lyuk atmérgjét, mely 8 mm. Az oszlopon beliili kiilonboz6 betlikkel (a—n) szerepld értékek statisztikailag eltéréek p
<0,05 értéknél, Tukey teszt alapjan.

A Saccharomyces cerevisiae esetében mindhdrom GTE antimikrobialis hatast mutatott
100-70%-o0s koncentracio tartomanyban. A mikroszkopikus penészgombaék vizsgalata soran az
Aspergillus niger ellenallo volt a vizsgalt riigykivonatokkal szemben. A szeder rligykivonat
hatasara alakultak ki gatlasi zénak az A. flavus, az A. ochraceus, a P. expansum és a P. citrinum
esetében. A voros &fonya rigykivonat a P. citrinum penészgombat gatolta 100-70%
koncentréacidban. A fekete ribizli rigykivonat nem fejtett ki gatlast a vizsgalt penészgombékra.

4. tablazat. Az agar diffazidés modszerrel vizsgalt GTE-k minimalis antimikrobialis
gatld koncentracidja (%0).

Tanulmanyozott Ribes nigrum Rubus fruticosus | Vaccinium myrtillus
mikroorganizmusok GTE GTE GTE

Gram-pozitiv baktériumok

B. cereus na na 70
S. aureus na 40 na
E. faecalis na na 50
L. monocytogenes 90 20 na
Gram-negativ baktériumok

P. vulgaris na 80 30
P. aeruginosa na na na
E. coli na na na
S. enterica na na na
Elesztégomba

S. cerevisiae 70 70 70
Penészgomba

A. niger na na na
A. flavus na 70 70
A. ochraceus na 70 na
P. citrinum na 70 na
P. expansum na 70 na

Megjegyzés: na — nem azonosithato.

A vizsgalt riigykivonatok kiilonb6z6 antimikrobidalis aktivitassal rendelkeznek a vizsgalt
torzsekkel szemben. A szeder rugykivonat harom baktériumfaj és 5 mikroszkopikus gomba

esetében fejtett ki antimikrobialis hatast. A vords afonya kivonat 3 vizsgalt baktérium és 2
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mikroszkopikus gombara fejtett ki gatlo hatast, mig a fekete ribizli kivonat a Listeria
monocytogenes és a Saccharomyces cerevisiae mikrobak névekedését gatolta (4. tablazat).

3.2.2. A rugykivonatok bakteriosztatikus hatdsanak a vizsgalata taplevesben torténé
tenyésztéses modszerrel

A MIC vizsgélat soran kapott eredmények alapjan a rugykivonatok tébbsége gatlo
hatassal rendelkezik az Osszes tesztelt mikroorganizmusra kiilonbdz6 koncentraciokban (5.
tablazat). A Vm-GTE esetében mar 20%-0s kivonat koncentracio is gatlé hatast mutatott a B.
cereus baktériumra, mig a S. aureus, az E. faecalis és a L. monocytogenes esetében a MIC érték
elérte a 30%-ot. A Gram-negativ baktériumok kozil a P. vulgaris volt a legérzékenyebb, mivel
20%-o0s koncentracional megfigyelhetd volt a gatlas. A S. enterica baktérium érzékenyebbnek
bizonyult, ez esetben a MIC értéke a 40%-0s koncentracidnak felelt meg. A legrezisztensebbek
a P. aeruginosa, az E. coli és a S. cerevisiae voltak. Csak a Vm-GTE 50% feletti
koncentracidnak van gatlo hatasa az emlitett két Gram-negativ baktérium szaporodésara, addig
az éleszt6 bizonyult a legellenallobbnak, a novekedés gatlashoz 60%-0s koncentraciora volt
szlikség.

5. tablazat: A vizsgalt rigykivonatok minimalis gatlé koncentracioi és minimalis
baktericid koncentracioi

) MIC MBC
Tanulmanyozott Ribes Rubus Vaccinium Ribes Rubus Vaccinium

mikroorganizmusok |  nigrum fruticosus myrtillus nigrum fruticosus myrtillus
GTE GTE GTE GTE GTE GTE

Gram-pozitiv baktériumok

B. cereus 40 20 20 - - -

S. aureus 70 60 30 - 60 80

E. faecalis - 60 30 - 70 30

L. monocytogenes 70 40 30 - 60 60

Gram-negativ baktériumok

P. vulgaris 20 10 20 - - -

P. aeruginosa 50 40 50 - - 70

E. coli 70 50 50 - - -

S. enterica 100 60 40 - - 80

Elesztégomba

S. cerevisiae | 80 | 60 | 60 | - | 100 | 100

A Rf-GTE szignifikans szaporodasgatlo hatast mutatott a Gram-negativ baktériumok
kozil a P. vulgaris esetében (10%-os kivonat) és a Gram-pozitiv baktériumok koziil a B. cereus
esetében (20%-0s kivonat). A L. monocytogenes esetében 40%-o0s koncentracidra volt sziikség
a MIC-hatas eléréséhez. A S. aureus és az E. faecalis baktériumok ellenallébbnak bizonyultak,
novekedésuk visszaszoritdsahoz 60%-o0s kivonatkoncentraciora volt szikség. A tobbi Gram-

negativ baktérium gatlasara magasabb koncentraciora volt sziikség, ezek az értékek 40-60%
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kozott vannak. A S. cerevisiae élesztdgomba esetében a MIC értéke 60%-0s szeder rigykivonat
koncentrécionak felelt.

A Rn-GTE hatasara kiilonb6zé eredményeket kaptunk a vizsgalt mikroorganizmusok
esetében (5. tablazat), példaul a P. vulgaris baktériumot gatolta a 20%-os kivonat, az E. faecalis
baktériumra nem fejtett ki antimikrobialis hatast. A S. aureus és L. monocytogenes Gram-
pozitiv baktériumok nagyobb mértéki rezisztenciat mutattak a fekete ribizli riigykivonattal
szemben, ezzel ellentétben a B. cereus baktérium érzékenyebb a MIC érték 40%. A Gram-
negativ baktériumok kozul a S. enterica eseteben 100%-0s koncentraciora volt sziikség a
gatlashoz. A vizsgalt élesztégomba ellenallobb volt a Rn-GTE szemben, a minimalis gatlé
koncentréciod ez esetben 80%.

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

-7 =7

Az MBC vizsgalat soran a GTE-k kozil, leginkabb hatékony kivonatnak bizonyult a Vm-
GTE, amely jelentés hatékonysagot mutatott hat baktériummal szemben (5 tablazat). Ugy a Rf-
GTE, minta Vm-GTE baktericid hatast mutatott ugyanazokkal a Gram-pozitiv baktériumokkal
szemben, kivétel a B. cereus. A Vm-GTE 30%-0s koncentraciojanal sikeriilt a legalacsonyabb
minimalis baktériumol6é koncentraciot (MBC) elérni az E. faecalis baktériumokkal szemben.
Ezt koveti a L. monocytogenes baktériumok 60%-0s és a S. aureus baktériumok 80%-o0s

A Gram-negativ baktériumok kozil a Vm-GTE 70%-0s MBC-t mutatott a P. aeruginosa
és 80%-ost MBC-t a S. enterica szemben. A Rf-GTE kimondottan a Gram-pozitiv
baktériumokra fejtett ki baktericid hatast. A kapott MBC értékek koziil a 60% Rf-GTE-vel
szemben a L. monocytogenes és a S. aureus esetében mutatkozotak a kedvezébb eredmények.
A 70% Rf-GTE joval gyengébbnek bizonyult az E. faecalis ellen a Vm-GTE-hez képest. A
Gram-negativ baktériumokkal szemben a Rf-GTE nem rendelkezik gatlassal. Az Rf-GTE és a
Vm-GTE igen magas (100%) koncentracioban bizonyult hatékonynak a S. cerevisiae ellen.

Ezzel szemben, a Rn-GTE nem mutatott baktericid hatast a vizsgalt mikroorganizmusokra.
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3.3. A rigykivonatok nutritiv hatasadnak vizsgdlata a Drosophila melanogaster
egyedfejlodésére
3.3.1. Normal- és magas szénhidrat tartalmu étrend hatasa a Drosophila melanogaster w
mah egyedfejlodésére
Azért, hogy megvizsgaljam, miként befolyasolhatja a kétfele étrend (NM és HS) az
ecetmuslica egyedfejlédését a w™" genotipusi és 0-2 6ras korai embriokat helyeztem
taptalajokra és 25 °C, normoxias kdrnyezetben monitoroztam egyedfejlédésiiket naponta. Ez
egy Osszehasonlito jellegli vizsgalat, amely soran tekintettel az egyedek azonos genotipusara,
¢letkordra és az eltérd tapanyag ellatottsdgara amennyiben jelentkeznek eltérések az
egyedfejlédés id6tartamaban, ugy azok az étrenddel hozhatok Gsszefiiggésbe. A Kisérletben azt
figyeltem meg, hogy a HS tartalmu tapkdzegen a w™" genotipusu larva stadiumok viszonyitva
a NM étrendiiekhez kitolddik harom nappal (5. abra). A bebabozddas és a felnbtté valas

id6tartama megegyez6 (4-4 nap) volt.

‘D
2 HS
@ > .
2 ® Embrid-larva
g £
p= i Bebabozodas
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2 NM i Feln6tt
S T T T
0 5 10 15 20
Nap
5. abra: Az ecetmuslica életciklus hossza a tdpanyag szénhidrat tartalmanak
flggvényében

Ennek az 6sszehasonlitd és in vivo jellegli kisérletnek az eredményei arra engednek
kovetkeztetni, hogy a HS tartalmi tapkdzeg mintegy 3 nappal meghosszabbitja az
egyedfejlodés idOtartamat, mikozben ez az eltolodas kimondottan csak a larvalis idészakot
érinti és a baballapot id6tartama nem fog valtozni. Hasonld megfigyelést tettek MUSSELMAN
és mtsai (2011) is, a normalis genotipusi ecetmuslica esetében. Tehat, a larvalis allapot
kitolddasa dsszefliggésbe hozhatd hiperglikémiaval, inzulin rezisztenciaval, inflammacioval és

obezitassal.

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

A w™n ecetmuslica teljes transzkriptom vizsgélata soran 15.113 gént azonositottam be.

A Kkisérlet célja volt, hogy 0ssze tudjam hasonlitani a NM és HSz étrendii ecetmuslica larvak

génexpresszidos mintazatat ¢és identifikdljam azokat a géneket, amelyeknek jelentdsen
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megvaltozik az expresszidja az alkalmazott étrend kovetkezteében. A szignifikans transzkripcios
kilonbségeket mutatd géneket funkcidjuk szerint csoportositottam, és ilyenképpen 19
funkciondlis génklasztert hoztam létre. Az egyes gének besorolasa egy bizonyos klaszterbe a
Flybase adatbazis géenekre vonatkozé informécidinak attekintése révén tortént. A Flybase-ben
minden Drosophila génre vonatkozd tudoményos eredmény rogzitve van, ami azt jelenti, hogy
a genomidlis poziciotdl, a gén — transzkriptom — fehérje szerkezeteken és funkciokon at, a
szOvet — szerv és életciklus specifikus expresszids mintazatokon keresztul, valamint az adott
génre vonatkozé interaktom elemzésekig ugy, hogy az ecetmuslica teljes interaktoma ismert
minden lényegi informacio tanulméanyozhat6 a publikélt bibliografiai forrasok alapjan is. E
kutatdsaim soran két funkcionalis génklaszterre a hemolimfa/hormon (6. téblazat) és
citoszkeleton (7. tAblazat) funkcidju génekre fokuszaltam. A relevans gének kivalasztasakor, az
altalam kritikusnak tartott 5000 egységnyi expresszids értéket vettem alapul, és amennyiben
egy gén expresszidja meghaladta a fenti értéket a NM vagy HS kisérleti minta esetében, Ugy az

ismert vagy feltételezett funkcidja alapjan a megfeleld klaszter csoportba illesztettem.

HEMOLIMFA génklaszter

Az alabbi 6. tablazatban feltlintetett gének funkcidja a hemolimfaval kapcsolatos és az
NM és HS étrenddel 6sszefiiggd 3-ik larva stadiumu (120 6ras) transzkriptomok vizsgéalata
soran a hemolimfa/hormonok klaszterbe 25 gén kerilt bele, amelyek kdzil 5 gén funkciojat
ismertetném részletesebben az alabbiakban.

6. tablazat: Az ecetmuslica hemolimfa funkciéju génklaszter néhany relevans

képviseldje
. N NM étrend HS étrend
Gének

FeriHCH 62,868 23,153 l
Ferritin 1 nehéz lanc homoldg Cellularis vas ion-homeosztazis
FeroLCH 66,770 25,596 l
Ferritin 2 konnyii lanc homoldg Cellularis vas ion-homeosztazis |

I
Lspla 297,054 . | : : 316,442
Larvalis szérum fehérje lo A metamorfozis soran energia- és aminosavellatas

|
LspIp 395,386 I 728,257
Lérvalis szérum fehérje 1B A metamorfézis soran energia- és aminosavellatas
Lsp2 508,909 | 570,206
Lérvalis szérum fehérje 2 A metamorfozis sorén energia- és aminosavellatas

Megjegyzés: NM = normal szénhidréattartalma étrend; HS = magas szénhidréattartalmu étrend.
Jelmagyarazat: pirost = ndvekvé génexpresszid; kékl = csokkend génexpresszio.
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A HS étrend hatasara a vas-homeosztazisban kulcsszerepet jatsz6 FerlIHCH (—37%) és
Fer2LCH (—38%) gének expresszidja szignifikansan csokkent a kontroll (NM) tenyészethez
képest, ami a ferritin komplex miikddésének gatlasara €s a cellularis vasraktarozas zavarara
utal. Ez a magas szénhidratbevitel kdvetkeztében fokozott oxidativ stressz kockazatat jelzi a
fejlédo larvakban. Ezzel szemben a hemolimfatikus funkcidju Lsp géncsalad tagjainak (Lspla:
+107%, Lsplp: +184%, Lsp2: +112%) expresszidja a HS étrend hatdsara emelkedett. A
legmarkansabb valtozas az Lsp 1 esetében mutatkozott (kozel kétszeres névekedes az NM-hez
képest), ami a gén kulcsszerepére utal a szénhidratbevitelhez kapcsol6dd anyagcsere-
atalakitasban. Az Lsp2 expresszidja viszont stabil maradt, jelezve, hogy a larvak fejlodési
stadiumat a kiilonboz6 étrendek nem befolyasoltak jelentésen. A HS étrend hatdsara az Lsplo
és Lsp2 expresszidja kozel azonos szinten maradt, jelezve a hasonld fejlédési stadiumot az NM
és HS larvak kozott. Ezzel szemben az Lsplf expresszidja jelentésen emelkedett, ami a gén
potencidlis szerepére utal a szénhidratbevitelhez kapcsol6dd anyagcsere-atalakitasban,
valamint arra, hogy a HS étrend hemolimfatikus gének szélesebb korli szabalyozasi zavarat

idézheti elo.

CITOSZKELETON - AKTINOK, MICROTUBULUSOK

A NM ¢és HS tartalmu tapkdzegen vald tenyésztést kovetéen vizsgaltam harmadik
stddiumll ecetmuslica larvak génexpresszids valtozasait, de ez alkalommal a jelentdsebb
citoszkeletalis funkcidja génekre fokuszaltam. A 7. tablazatban szerepld gének olyan fehérjéket
kdédolnak, amelyek az aktin mikrofilamentumok és mikrotubulusok funkciojat befolyasoljak. A
teljes genom expresszids vizsgalata soran ¢és az erdteljes transzkripcids értékvaltozas kritériuma
alapjan az un. citoszkeletélis klaszterbe 126 gén keriilt bele, és ezek kozil is 10 génnek
szemléltem a funkcioit az aldbbiakban.

A citoszkeletalis gének expresszidjanak vizsgalata sordn a HS étrend szignifikans
valtozasokat idézett el6. Tobb aktin- €s tubulingén expresszidja csokkent (Act42A: —75%,
Act5C: —60%, Act87E: —24%, aTub84B: —19%, fTub60D: —65%), mig mas géneké emelkedett
(Act57B: +181%, STub56D: +16%, Mic2: +19%, MIp60A: +242%, Mp20: +13%). Az
eredmények arra utalnak, hogy a magas szénhidratbevitel egyes aktinfilamentumok
stabilitasanak csokkenését, ugyanakkor az izomhoz kot6do citoszkeletalis gének talzott
aktivacidjat eredményezi. Ez az egyensulyeltolodas a sejtdinamika, az izommikodés és a
neuromuszkularis integritds zavardhoz vezethet. A transzkriptom alapu 06sszehasonlitas

megerdsiti, hogy a HS étrend komplex modon befolyasolja a fejlédési programokat, ami
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tulmutat a klasszikus hiperglikémias anyagcsere-defektusokon, és Uj kutatasi perspektivakat vet
fel a diabéteszhez kapcsoldédo komplikécidk és az antidiabetikus hatasok tanulmanyozéséban.

7. tablazat: Az ecetmuslica citoszkeletalis funkcioju génklaszter néhany relevans

képviseldje
Kornyezet
NM étrend HS étrend
Gének
Act42A 28,692 7075 |
Act57B 167,899 471,939 1
Act5C 180,010 72459 |
Act87E 20,286 15,450 ﬂ
aTub84B 26,584 21616 ||
BTub56D 27,143 31,494 1
STub60D 3,107 1,073 ﬂ
Mic2 127,046 150,575 ¢
MIp60A Izom LIM fehérje a 60A 45,691 156,228 ¢
Mp20 Izom fehérje 20 53,785 60,692 ¢

Megjegyzés: NM = normal szénhidrattartalmu étrend; HS = magas szénhidrattartalmu étrend.
Jelmagyarazat: piros = novekvd génexpresszio; kék ! = csokkend génexpresszio.

3.3.3. Rugykivonatok hatasainak vizsgélata a Drosophila egyedfejlodésére
A w™" ecetmuslica élettani hatasainak vizsgalatat in vivo koriilmények kozott figyeltem
meg. Az alabbi 8. tblazatban a NM és HS tartalmd taptalaju tenyésztés (25 °C-on) eredményei

crer

8. tablazat: A Rn-GTE hatasa a w™" Drosophila melanogaster egyedfejlodésére

Bebabozddas Metamorfozis
Ribes nigrum Egyed- Egyed-
GTE fejlédési | Egyedszam % fejlédési | Egyedszam %
napok napok
NM/Kontroll 4-8 248+24 50 9-13 23934 48
NM/0,5 ml 5-15 2784122 564 9-16 18,0 10,8 36y
NM/1 ml 5-9 235+75 47 4 9-14 23,6+6,7 474
NM/L,5 ml 6-7 26,6+ 45 84| ga7 25,6+ 6,1 Sl o
NM/2 ml 6-10 28,8+7,7 58 4 9-13 19,0+9,7 38
NM/3 m 59 18+7,2 64| o914 17,8+ 6,0 36 v
HS/Kontroll 8-11 21,6+7,0 43 11-16 15,5+ 10,3 31
HS/0,5 ml 8-13 234+51 474 | 12-18 22,3+50 454
HS /1 ml 10-19 26,3+7,9 53 4 14-20 25,9+98 524
HS /1,5 ml 9-13 234+ 3,4 a7t | 138 20,7+7,6 414
HS /2 ml 10-17 18,3 +13,7 37 ¢ 14-21 16,4 + 12,1 334
HS /3 ml 14-22 21+18 43| 1824 47+20 94

Magyarazat: NM = normal szénhidrattartalmi tapkozeg; HS = magas szénhidrattartalmu tapkozeg.
Jelmagyarazat: zéldf: novekedés; piros}: csokkenés az egyedszamban.
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A vizsgalatok soran a NM és HS tartalmu tapkozegen, a 3-ik stadiumu larvak bebabozasi
idépontjat (egyedfejlodési napokra vonatkoztatva) és az imagok kikelési idOpontjat
monitoroztuk, mivel ezek a vizsgalt egyedek életképességét is jelzik.

Rn-GTE koncentraciok jelentés hatassal vannak a larva allapotokra, és fontos szerepiik
van a populécidk szabalyozdsdban. A magasabb koncentraciok &ltalaban negativ hatéssal
vannak a larvak fejlodésére, mig az alacsonyabb koncentraciok esetén novekedést lehetett
tapasztalni. Ezen kiviil, a kiilonb6z6 koncentraciok eltér6 hatasokat valtanak ki az ecetmuslica
fejlédési ciklusaira mintegy jelezve a Rn-GTE koncentracid-dependes hatasat. Kedvezébb
eredménnyel a NM kozegen az 1,5 ml volt a bebabozddasnal és a metamorfdzisnal, de az utobbi
esetben hosszabb volt az egyedfejlédés id6. Ezzel szemben a HS kézegben az 1 ml GTE volt
eredményesebb hatasa a bebabozodéasra és a kikelt imagok esetében, de mindkét folyamat soran
novekedett az egyedfejlédés id6. Fontos tovabba megjegyezni, hogy a 3 ml Rn-GTE a HS
tartalmu taptalajon a w™" ecetmuslica egyedfejlédés nem érte el a korai baballapotot, igy ennek
a kivonat koncentracionak életképességére gatlé hatdsa van. Mindezek alapjan kijelentheto,
hogy a Rn-GTE feltehetbleg bifazisos hatassal bir a muslica életképességét illetden.

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

Bebaboz6das Metamorfozis
Rubus fruticosus Egyed- Egyed-
GTE fejlédési | Egyedszam % fejlédési Egyedszam %
napok napok
NM/Kontroll 7-12 28,7+1,2 57 10-15 23,3+33 47
NM /0,5 ml 4-9 271+05 54 § 8-14 233+1,8 47
NM /1 ml 5-11 238+15 48 § 8-15 241+34 48 4
NM /2 ml 5-9 332+38 66 4 9-13 32,7+28 65 4
NM /3 ml 5-9 345+37 69 4 8-13 26,1+3,4 52 4
HS/Kontroll 7-11 246+13 49 10-16 22,8+2 46
HS /0,5 ml 7-11 275+15 541 1015 26,6 +2,6 53 ¢
HS /1 ml 7-12 287+1,2 57 4| 1015 233+33 47 ¢
HS /2 mi 7-12 28,1+0,7 56 4| 1115 27,1+33 54 4
HS /3 ml 7-12 251402 50 4| 1116 235+ 1,0 47 4

Magyarazat: NM = normdl szénhidrattartalmi tapkozeg; HS = magas szénhidrattartalmu tapkozeg.
Jelmagyarazat: zold f: ndvekedés; piros*: csokkenés az egyedszamban.

A mésodik vizsgalatban alkalmazott Rf-GTE koncentraciok jelentds hatassal vannak az
ecetmuslica bebabozddasara és a kikeld imagok életképességére (9. tdblazat). Szamottevd
eredményt a NM etrend mellett a 2 és 3 ml, mig a HS étrendnél 1 ml volt hatassal a
bebabozoddasra, és 2 ml a kikelt imagok szamara. Fontos megemliteni, hogy az el6bb emlitett
kivonat koncentraciok rendelkeznek a legjobb egyedfejlodési idével. A Rf-GTE pozitivan
tdmogatja a muslica életképességét, mindezek alapjan megallapithatd, hogy a kivonat tamogatd
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hatassal van az egyedek fejlodésére, azon tilmenden, hogy jelentés gyulladascsokkentd,
antioxidans és antidiabetikus fitonutrienseket tartalmaz.

Ugy a NM, mint a HS tartalmi taptalajon a kiilonboz6 Vm-GTE koncentraciok
alkalmazasa nincs szamottevoen pozitiv hatdssal a bebabozodasra és a kikelt imagok egyedeire
(10. t&blazat). Megfigyelhetd, hogy a 3 ml kivonat eredményes hatassal van a NM tartalmua
tapkozegen a tenyésztett imagok életképességére, mig a bebabozodasnal ez a hatas megegyezd
a kontrollal. Mindezen tul, a HS tapkozegen viszont mindkét életszakaszban enyhe
¢letképességnovelod hatast figyelhetd meg az 1 ml kivonat kapcsan.

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

. Bebabozddas Metamorfoézis
Vaccinium
myrtillus Egyed- Egyed-
GTE fejlodési | Egyedszam % fejlédési Egyedszam %
napok napok
NM/Kontroll 4-10 281+15 56 8-13 19,8+ 3,0 40
NM /0,5 mi nt nt nt nt nt nt
NM /1 ml 4-8 24,9+29 50 ¢ 8-12 21,9+3,0 44 4
NM /2 ml 4-11 27,1+1,2 Sl 8-13 22,1+1,7 44 4
NM/3 ml 5-10 278+1,8 56 9-13 24,3+2,6 49 4
HS/Kontroll 7-15 229+17 46 11-19 234+21 47
HS /0,5 ml nt nt nt nt nt nt
HS /1 ml 6-16 251+29 50 4 11-18 242+19 48 4
HS /2 mi 7-14 18,9+2,3 38 { 12-19 209+24 42 *
HS /3 ml 8-16 19,5+29 39 ¢ 11-20 16,0 £ 4,2 32 ¢

Magyarazat: NM = normdl szénhidrattartalm( tapkozeg; HS = magas szénhidrattartalmu tdpkdzeg; nt = nem tesztelt.
Jelmagyarazat: zﬁldf: ndvekedés; piros*z csokkenés az egyedszamban.

Az ecetmuslica életképesség vizsgalatok tikrében megallapithatd, hogy a
leghatékonyabb kivonat a Rf-GTE volt, majd ezt kdvette a Rn-GTE és a Vm-GTE. Ugy a NM,
mint a HS tartalm0 tapkozegen az ecetmuslicak bebabozodéasat a Rf-GTE befolyasolta
szamottevOen. A kikelt imagok életképességét hasonloan novelte a Rf- és Rn-GTE egyes
koncentracidi, mig a Vm-GTE esetében e hatds elmaradt minkét szenhidrat tartalmd
tenyészetek eseteiben. A vizsgalati eredmény aldtamasztja, hogy a Rf-GTE-ban jelenlévd
fitonutriensek hatassal vannak az altalunk eldidézett diabetikus tiinetek kezelésére. Az
analitikai- és irodalmi adatok alatdmasztjak, hogy a HS tartalmu étrend mellett a tenyésztett
ecetmuslicak, melyek Rf-GTE-vel voltak kiegészitve erés antidiabetikus élettani hatast képesek
gyakorolni az ecetmuslicak egyedfejlédésben. Tovabba, a kivonatra jellemzd a magas
antioxidans tartalom ugyancsak hozzajarulhat a kivaltott életképességi paraméterek eléréséhez

az ecetmuslica egyedfejlodése soran.
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3.4.  Arugykivonatok nutritiv hatasanak vizsgélata a zsenge pontyok kiegészitétappal
torténo etetésében

A vizsgélat célja az volt, hogy dsszehasonlitsam a sérak taplalkozasi hatékonysagat a
GTE-kkel kiegészitett tappal. A kisérlet soran parhuzam allithat6 fel, a termel6dott ATP és a
larvakkénti testhossz-novekedés értékelésé kozott a harmadik naptol kezd6déen. Az adatok
elemzese sordn megallapitast nyert, hogy a megtermékenyitett ikrak és a nem taplalkozo
larvakat érintd szakaszokban a testhossz a magas ATP szint mellett megkétszerezodik. A
kikelés utan 3 nappal a taplalkozo larva szakaszaban jelentds kiillonbségek mutatkoztak az ATP-
hozamok tekintetében a csoportok kozott. Mivel az ATP mérésekre pontosan 1 draval etetés
utdn kellett sor keriilnie a mintdk 6sszehasonlithatdsaga és a kisérlet reprodukélhatésaga
érdekében (figyelembe véve az ATP stabilitasat és a napszakos etetési ciklusok altal befolyasolt
ATP-szintvaltozasokat), a mintavételezés valamint a mérési folyamat idéigénye miatt,
mintanként 10 egyed vizsgalatara volt lehetdségem. A hal-laboratorium és az ATP mérés
helyének kozelsége, illetve tobb személy bevonasa a mintavételbe a jovoben jelentdsen
megkonnyitheti a modszer tobbszords replikalasat és szélesebb korti alkalmazasat. Bar a larvak
testméretei Osszehasonlithatoak voltak, az ATP-hozamokban jelentés eltérések voltak (11.
tablazat). Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy az ATP-termelés hatékonyabb lehet a tplalék
valtozatossagaval, és ezéltal befolyasolhatja a larvak novekedését és fejlédését. Fontos tehat
figyelembe venni a taplalék tipusat és valtozatossagat a larvak optimalis fejlédése érdekében.

11. tablazat: A GTE-ok taplalkozasi hatasa a ponty larvakra

Kiegészitotap
Larvafejlodés e s Ribes Rubus Vaccinium -
napokjban Bl ekl nigrum fruticosus myrtillus Artf_mla
GTE GTE GTE e
. Testméret (mm) 1,95 £0,05
krak (0.nap) 275" 19/10 egyed) 77,29
Nem taplalkozo Testméret (mm) 5,84 +0,10
larvéak (1. nap) ATP (pg/10 egyed) 51,71
Larvak etetése Testméret (mm) 7,21 0,09
(3. nap) ATP (pg/10 egyed) 128,02 | 16832 | 24716 | 156,92
Larvak etetése Testméret (mm) 7,21 0,09
(5. nap) ATP (pg/10 egyed) 292,03 | 3752 | 28519 99,37
Larvak etetése Testméret (mm) 7,77 0,16 8,74 +0,09
(7. nap) ATP (pg/10 egyed) 24412 | 18911 | 173,14 240,83

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

A fenti eredmények azt mutatjak, hogy a kiikelés utani harmadik nappal az Vm-GTE
Kivalo ATP-termel6(58%) képességgel rendelkezik, hasonléan a kontroll sorékkal taplalt
larvakhoz (11. tablazat). Az 6todik napon azonban csak az Rn-GTE (194%) és a Vm-GTE-vel
(187%) taplalt larvakban volt megfigyelhetd az ATP novekedése, és a kontrollcsoporton belil
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ATP tartalom kritikusan lecskken a tobbihez képest, ugyanakkor a larvak testmérete jéforman
valtozatlan maradt. A hetedik napon pedig csak a Rn-GTE-vel taplalt larvakban volt enyhe az
ATP-tartalom emelkedése, mely megegyez6 volt a kontrollcsoporttal.

Osszesitve az eredményeket, elmondhat6, hogy a GTE-nak pozitiv hatasa van az ATP
koncentracié novelésére a larvafejlédés soran, ami kozvetleniil bizonyitja a GTE-K nutritiv
kvalitdsat. Azonban minden életciklusban a larvak érzékenysége megerdsitést nyert. Mivel,
hogy az ATP a sejtek energiajanak f6 forrasa, és elengedhetetlen a sejtek normalis
milkodéséhez. A vizsgalat soran kideriilt, hogy a kiilonb6zé GTE-k standard sérakkal vald
helyettesitése novelte az ATP-szinteket a pontylarvakban. Ez azt sugallja, hogy a GTE-k
taplalo tulajdonsdgokkal rendelkeznek az embriokbol kikelt pontylarvdk szamara. Amely
megerdsiti, azt a tényt, hogy a haltakarmanyban talalhato tdpanyagok hatékonyan hasznosulnak
a sejtek energiatermelésében. A kutatas eredményei alapjan tehat megallapithato, hogy ezek a
GTE-k potencialis alternativ taplalékforrast jelenthetnek a pontyok korai fejlodési szakaszaban.
Ez a felfedezés fontos lehet a haltenyésztésben, mivel segithet optimaliz&lni a haltakarméany
Osszetételét és mennyiségét a pontyok egészségének és ndvekedésenek javitasa érdekében.

A kisérlet soran megfigyelhet6 volt, hogy a kilencedik napra kizardlag a sorakkal taplalt
larvdk maradtak életben, ami aldhlzza a taplalék tipusénak kritikus szerepét a tulélésben.
Emellett a vizsgalatban alkalmazott ATP-tartalom meérési modszer (j, a szakirodalomban eddig
nem dokumentalt eljaras, amely lehetdséget kindl a sejtszintli energiaszint nyomon kovetésére
kiilonb6zd takarmanyozasi koriilmények kozott. Ez a megkdzelités hozzajarulhat az

akvakultdra takarmanyozasi stratégiainak tudomanyos alapu fejlesztéséhez.

3.5. A transzlaciés modellrendszerek jelentésége a GTE értékelésében

A Drosophila melanogaster és a Cyprinus carpio fajokon végzett vizsgalatok
eredményeinek 0sszekapcsolasaval sikeriilt egy 0 transzlacios modellrendszert kialakitani a
GTE-k nutritiv és potencialisan antidiabetikus hatasainak tanulmanyozasara. Az ecetmuslican
nyert alapkutatasi eredmények megerdsitették a GTE-k koncentracio- és étrendfliggd hatasat,
amelyet részben sikeriilt igazolni a pontylarvakon is. Ez a modell lehetdséget biztosit arra, hogy
az alapkutatasbol szarmazo ismereteket a gyakorlatban, a haltenyésztésben is hasznositani

lehessen.

3.5.1. Transzlaciés modellrendszer elényei és korlatai
A Drosophila melanogaster gyors fejlodési ciklusa lehet6vé tette a GTE-k koncentréacio-

és étrendfiiggd hatasainak vizsgalatat, mig a ponty (Cyprinus carpio) larvak kiserletei a
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gyakorlati takarmanyozasi potencialt tették értelmezhetévé. Az eredmények igazoltak, hogy a
GTE-k révid tavon tdmogatjak az energiatermelést és az életképesseget, ugyanakkor hosszl
tavon nem potoljak a komplex tapanyag-osszetételt. A két modell egymast kiegészitve biztosit
atfogd képet: a muslica a mechanizmusok és dozisfliggések, a ponty a taplalkozasi
alkalmazhatdsdg vizsgalatdban bizonyult hasznosnak. Az ATP-szint érzékeny markernek
mutatkozott a korai hatdsok kimutatésara, de a hosszu tavu értékeléshez névekedesi és tulelési

paraméterek is szilkségesek.

3.6.  Gyakorlati kdvetkeztetés

A GTE-k igéretes természetes adalékanyagok lehetnek a halgazdalkodasban, kiilénosen
a korai fejlddési szakaszokban, ahol energiatimogatd és immunerdsitd szerepiik érvényesiilhet.
Ugyanakkor beépitésiik technologiai kihivasokat vet fel (stabilitds, adagolds, izletesség), ezért

tovabbi fejlesztések, példaul mikroenkapszulalas és stabilitasi vizsgalatok sziikségesek.
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4, AZ ERTEKEZES UJ TUDOMANYOS EREDMENYEI

1. Jelen kutatds kiemelkedik Osszehasonlito megkdzelitésével, és részletes vizsgalatot

kinal a vizsgalt riigykivonatok komponens 6sszetételérdl, ahol:

e A Ribes nigrum (Rn-GTE) rlgykivonatban 139 bioaktiv komponenst azonositottam,
amelyek kozil 104 vegyulet ismeretlen volt a riigykivonatban. Ezek kdzil 72 flavonoid,
19 polifenol, 6 karbonsav, 2 alkaloid, 2 észter és 3 egyéb metabolit tartozik az jdonsag
korébe.

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

e A Vaccinium myrtillus (Vm-GTE) rlgyhajtasabol 85 bioaktiv komponens kozil
Osszesen 34 vegyilet ismeretlen volt a rigykivonatban. Ezek kozil 16 flavonoid, 6
polifenol, 1 terpenoid, 1 iridoid, 1 aminosav, 2 karbonsav, 1 lakton, 1 cukor es 4 egyéb

metabolit tartozik az Gjdonsag korébe.

2. A GTE-k komponens-0sszetétele pozitiv hatast mutatott a mikroorganizmusokkal
szemben, ami lehetdséget nyit az eddig nem vizsgalt gemmoterapias extraktumok jovébeni
alkalmazasara.
e Az antimikrobialis vizsgalatok soran, taplevesben torténd tenyésztés mellett, a
minimalis baktericid koncentraciok (MBC) az Rf-GTE esetében a kovetkezok voltak:
60% (30 mg/ml) — L. monocytogenes, S. aureus; 70% (35 mg/ml) — E. faecalis; 100%
(50 mg/ml) —S. cerevisiae.

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

enterica; 100% (50 mg/ml) — S. cerevisiae.

3. A transzlaciés modellrendszer keretében a Drosophila melanogaster és a Cyprinus
carpio larvakon végeztem &sszehasonlitdo vizsgalatokat a GTE-k bioldgiai hatasainak
értékelésére.

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

bebabozodasra és az imagok kikelesere: NM étrend mellett a bebabozodés 2 ml (66%)
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és 3 ml (69%), HS étrend mellett 1 ml (57%) és 2 ml (56%); a kikel6 imagok aranya 2
ml esetén NM (65%) és HS (54%) étrend mellett volt a legmagasabb. A fekete ribiszke
(Rn-GTE) kivonatok bifazisos valaszt eredményeztek, mig a fekete afonya (Vm-GTE)
kivonatok nem mutattak szdmottev6é pozitiv hatast. Egyik kivonat sem bizonyult
toxikusnak.

A pontylarvak esetében mindharom GTE nutritiv potencialt mutatott a korai fejlodési
szakaszban. Uj modszerfejlesztési eredményként elvégeztem ATP-tartalom kozvetlen
meghatarozasat taplalkozo pontylarvakban, amely direkt bizonyitékkal szolgélt a GTE-

k metabolikus aktivitasra és tapanyag-hasznosulasra gyakorolt hatasarol.
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5. AZ EREDMENYEK GYAKORLATI HASZNOSITHATOSAGA

1. Biologiai és taplalkozas-élettani hatasok

e A GTE-k jelent6s hatast gyakoroltak a larvak és babok életképességére, ami szoros
Osszefliggést mutatott a taplalkozasi feltételekkel (normal vs. magas szénhidratszint).

e Normdl szénhidratszint mellett az Rf-GTE és Rn-GTE kiilonb6z6 mértéki
életképesseg-novekedest eredményezett, ami a fitonutriensek  Osszetételbeli
diverzitasanak szerepére utal.

e Magas szénhidrattartalma kornyezetben a GTE-k életképesseg-novelé hatasa még
erételjesebb  volt, ami potencidlis tdmogatd szerepet jelez —metabolikus
stresszhelyzetekben.

e A Vm-GTE magas polifenol- és flavonoidtartalma a larvék és babok életképessegének
csokkenésével jart egyutt, ugyanakkor a pontylarvak ATP-szintjét novelte, ami

metabolikus aktivaciora utal.

2. Antimikrobialis és egészségvédo potencial
e A Vm-GTE tobb mikrobafaj ellen gatld hatast mutatott, mig az Rf-GTE esetében volt
megfigyelhetd a legerésebb antimikrobidlis aktivitas.
e FEzek az eredmények természetes alternativat kinalhatnak a fertézések megelézésében
vagy kiegészitd kezelésében, ugyanakkor tovabbi vizsgalatok sziikségesek a gyakorlati

bevezetéshez.

3. Mddszertani és technoldgiai innovacio
o Kidolgozéasra kerllt egy 0j, egyedileg fejlesztett ATP-mérési eljaras, amely lehet6vé
tette a taplalkozo pontylarvak ATP-tartalmanak pontos és kdzvetlen meghatarozasat.
e Ez a modszer mérfoldkd a halnevelésben, mivel:
« objektiv, kvantitativ értékelést biztosit az ¢él6lények metabolikus aktivitasarol,
o alkalmas a kiilonbozd kiegészitotapok hatékonysdganak gyors és biokémiailag
megalapozott értékelésére,
« kozvetlenil hozzéjarulhat az optimalis startertapok fejlesztéséhez és a halak
egészsegi allapotanak javitasahoz.
e A mbdszer kutatasi és gyakorlati programokban egyarant alkalmazhatd, ami Uj

standardot teremthet a tapanyag-hasznositas biokemiai ertékelésében.
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4. Transzlacios kutatasi modell és alkalmazasi lehetéségek
e A Drosophila melanogaster és Cyprinus carpio fejlédési modelljeinek Osszevetése
transzlacios keretet biztositott, amely dsszekapcsolja az alapkutatési eredményeket a
gyakorlati halneveléssel.
modositasa javithatja a halnevelés hatékonysagat, és tdmogathatja fenntarthatobb

taplalkozasi stratégiak kidolgozasat.

A kutatas tudomanyosan megalapozott kiindulopontot biztosit a GTE-k biztonsagos és

hatékony alkalmazasahoz az akvakultaraban.
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