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1. A KUTATAS ELOZMENYEI ES CELKITUZESEI

Az Egészségligyi Vilagszervezet (WHO) 1969-ben mutatta be az elsé globalis térképet,
amely a 12 évesek cariologiai statuszra vonatkozéd dmf-t szadmot tartalmazta. Ezen
eredmények azt igazoltak, hogy az iparosodott orszagokban nagyfokl a fogszuvasodas
prevalenciaja, mig a fejlodo orszagokban a caries eléfordulasi gyakorisdga alacsonyabb
értéket mutatott. Néhany évvel ezel6tt a WHO kifejlesztette a szajbetegség feliigyeleti
rendszert, kiilondsen a gyermekek fogszuvasodasaval kapcsolatosan. A jelentések szerint
Européban a 6 éves gyermekeknek 20-90%-anak van szuvas foga, és a felndttek kozel
100% -a tapasztalta a betegséget. A fogszuvasodas egy, a fogak kemény szovetének
lokalizalt pusztulasdval jar6 multifaktoridlis, civilizaciés népbetegség, melyet a
taplalkozasbol szdrmazd szénhidratok bakteridlis fermentaciojabol szarmazod savas
melléktermékek okoznak (Marsh és mts., 1999; Fejerskov és mts., 2003). Az elmult
évtizedben a gydgyndvényekbdl szarmazd gyogyszerek iranti érdeklédés jelentdsen
megn6tt. Jol dokumentalt, hogy a gydgyndvények €s a természetes vegyiiletek jelentds
antibakterialis hatast fejtenek ki kiilonb6zé mikroorganizmusok ellen, beleértve a
kariogén és periodontalis korokozokat is. A természetes fitokemikalidk hatékony
alternativakat kinalhatnak az antibiotikumok helyett, és igéretes megkdzelitést jelentenek
a fogszuvasodas és egyéb szajliregi fertézések megeldzésére és kezelésére (Yamanaka €s
mts., 2004.; Hevesi és mts., 2012.; Zhou és mts., 2016.; Balci Yuce ¢és mts., 2016).
Szamos irodalom foglalkozik a meggy gyiimodlcs biologiailag aktiv komponenseinek
megismerésével. Ezen kozleményekbdl ismerjiik az antocianinok (Silva és mts., 2002) és
a melatonin pontos szerkezetét mely igazolja a szabadgyokok elimindlasdban betoltott
szerepiiket (Martin és mts., 2000.; Galano és mts., 2013.; Reiter és mts., 2014). A
szerkezet pontos megismerésébdl kovetkezik, hogy ezen antocianin struktarak
farmakologiai szempontbol rendkiviil aktiv molekuldk. Nagyszamu irodalom részletesen
beszdmol az antocianinok enzimekre gyakorolt hatdsairol (Wang ¢és mits., 1999;
Jayaprakasam ¢€s mts., 2005; Akkarachiyasit és mts., 2010). Ezért célul tiiztiik ki, hogy
megvizsgaljuk a magyarorszagi meggyfajtdkban felhalmoz6do6 antocianinok humén nyal
amildz aktivitasra gyakorolt hatdsat, valamint, hogy az antocianinok milyen hatast
gyakorolhatnak a szajliregben megtaldlhaté Streptococcus mutans szémra és ezzel

meghatarozni az antocianinok szerepét a fogszuvasodas prevencidjaban.



2. ANYAG ES MODSZER

2.1 AZ IN VITRO VIZSGALAT SORAN ALKALMAZOTT MERESI
MODSZEREK

2.1.1 Minta elokészités szarazanyagtartalom mérésre

A meggy gylimodlesot 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 szdrazanyagtartalmat.

2.1.2 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 végeztiikk. 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
szétvalasztasa érdekében a meggy extraktumok frakcionalasat, el6kondicionaldsat
Supelclean ENVI-18 SPE oszlopokkal végeztiik el (Kim és mts., 2005). Tisztitds utan az
antocianinban dus frakciot beparoltuk.

A mintakat CromasterUltraRs ultra nagynyomasu folyadékkromatografiaval, diédasoros
detektorral, automata mintavevdvel és Agillent OpenLAB softwarrel vizsgaltuk, ahol az
allotazis: Phenomenex Kinetex 2,6 pu, 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 elicidt alkalmaztunk O perc: 15:85, 25 perc: 30:70, 30
perc: 40:60, 40 perc: 50:50. Az egyes komponensek azonositasa HPLC tisztasagi
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 mintdk 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 keverével (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 kanal szaritott magnézium-szulfatot adagoltunk. A szerves
fazist beparoltuk, Biichi Rotavapor R-210/215 (Switzerland) vakuumbeparloval 40°C —
os vizflirddn, az extraktumot szadrazra paroltuk. A mintdkat Hitachi LaChrom
nagynyomdasu folyadékkromatografiaval diddasoros detektorral L-7455 analizéltuk,
automata mintavevével L-7250, interface L-7000, pumpa L-7100 és HPLC rendszert
Manager szoftverrel vizsgaltuk, ahol az all6fazis: Chromolith RP-18e 100 x 4,6 mm ¢és a
mozg6 fazis: A pumpan 18% acetonitril, a B pumpén 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

2.1.3 MALDI-TOF MS

A ‘Bosnydk’ fajtakorhoz tartozd VN1’ meggyfajta kivonat ¢s 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
késziiléket antocianinok és melatonin [M+Na] * ionjainak m/z értékeire (449,26 g/mol;

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



2.1.4 Antocianinok meghatarozasa pH differencial modszerrel

A homogenizalt mintakbdl 2 g-nyi mennyiséget 10 ml 2% (V/V) -os HCIl-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 kovetkez6é mddon készitettiik: 1,49
g KCl-ot 100 ml desztillalt vizben oldottunk. A HCI oldat a kovetkezékbdl 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 ul 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 /100 g 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)
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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)

2.1.5 Antioxidans kapacitas mérése

Az egyes mintdk antioxidans kapacitdsat fotokemilumineszcens (PCL)
modszerrel hataroztuk meg. A méréseket a Photochem (Analytik Jena, Németorszag)
késziilékkel végeztilk. A mérések sordn a kapott gorbét a PCLsoft (Analytik Jena AG,

Jena, Germany) szoftverrel értékeltiik ki.

2.1.6 Klinikai vizsgalatban részvevok meghatarozasa
Ha a fogszuvasodas el6forduldsat szeretnénk vizsgalni, akkor kvantitativ mérészamokra

van sziikséglink. Ezt fejezi ki a caries index. A fogszuvasodas, bizonyos idé utan



iiregképzodéssel jar6 folyamat, mely maradandé nyomot hagy a fogazaton és ezen
elvaltozas a fogszuvasodas lefolyasat tekintve irrevezibilis. Ha ez az llapot tartés, akkor
regisztralhato kezeletlen fogszuvasodasi 1€zi6 alakul ki, tomések, korondzott 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 6nkéntesnél 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 fogszuvasoddson kiviil, mas lathatd oralis
infekcio, illetve szisztémas betegség nem volt jellemz6 az 6nkéntesekre.

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

étkezési, valamint a fogapolasi szokdsairol gyiijtott informaciot.

2.2 AZ KLINIKAI VIZSGALAT SORAN ALKALMAZOTT MODSZEREK
2.2.1 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.



2.2.2 Ragogumi készités meggy extraktummal és anélkiil

A ragégumit olvasztasos eljarassal allitotta el6 a DE GYTK Gyogyszertechnoldgiai
Tansz¢krdl 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 és vizfiirddben megolvasztottdk. Az iz-
maszkiroz6 szereket, az izesitOszereket (citromsav, glicerin, szacharin) és 0,1 g VNI’
fajta meggykivonatot, melynek antocianin koncentracidja 11,87 mg/100mg tisztitott
vizben feloldottak. A kontroll ragogumi termékek esetében a meggykivonatot nem adtak
a vizes fazisba. A vizes fazist emulgedltdk az olvasztott gumi alapfazisban 60°C-on.
Végiil a borsmenta illoolajat 40°C-on adtdk hozza. Az egyenletes keveréket 2,5 g-os
darabokra osztottak fel és gomb alaki termékeket készitettek. Szobahdmérsékleten

rrrrrr

milanyag edényben, amig alkalmazasra nem keriiltek.

2.2.3 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 dorzsmozsarhoz tartozo
dorzsolével (pisztillus) modellezték, melyet 1 nyomohatds/mésodperc frekvenciaval
mindig ugyanaz az ember végezte. A kioldokdzeg, mely a nyalat szimbolizalta pH=6,00
volt, a VIII. Magyar Gyogyszerkonyv ajanlasa szerint. A vizsgéalat sordn 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
feliratoztak 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 tartalmazé
ragogumi abszorbancidjanak a kiilonbsége megadja a meggykivonatra vonatkozé
abszorbanciat. Ezen eredményekbdl megallapitottak a ragégumibdl kioldodott
meggykivonat szdzalékos kioldodasat az id6 fliggvényében.

Ezen vizsgalattal igazoltdk, hogy a rdgdégumi antocianin tartalma 45%-ban

oldédik ki 15 perces vizsgalati id6 alatt. Az idéegység alatt kioldodd antocianinok



koncentraciodja az elsd 2-3 percben volt a legintenzivebb, mely idedlis a caries prevencidja

szempontjabol.

2.2.4 A nyalmintak o-amilazaktivitasainak 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 hasznéltunk. 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, Svdjc). A kinetikai méréseket Jasco V550 tipusu kétsugaras
spektrofotométerrel végeztiik, mely termosztalhatd. Reakcid elegy végtérfogata 500 ul
volt melyb6él 200 pul 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 inkubdltunk. A nyélmintdkat (10 ul) 1:200
aranyban higitottuk. A reakciot 15 pl higitott nyal hozzaadasaval inditottuk és mértiik a
kezdeti reakcidsebességet. Az abszorbancia-valtozast, melyet a felszabaduldé kromofor
csoport valtott ki, 120 masodpercig 400 nm puffer vakkal szemben mértiikk (Gyémant és
mts., 2003). Jasco Spectra Manager szoftver Time course measurement funkcidjat
alkalmaztuk a kapott gorbe kezdeti szakasz meredekségének meghatarozasahoz.
Mindegyik kisérletet harom-négy alkalommal megismételtiik. A nyal a-amildzaktivitast

(sAA) (1 egység = umol/perc) a kiindulasi sebesség AA/min értékével szamoltuk.

2.2.5 Mikrobioldgiai mérések

Az ¢l6 B-hemolitikus Streptococcus mutans torzsek kimutatdsara 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 attetszod, 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 tartalmaz6 aerob

koriilmények kdzott 4 napig inkubaltuk. Ezutdn morfoldgiai azonositast végeztiink, végiil



pedig a B-hemolizalo S. mutans térzsek szamat megszamoltuk és 10*-gyel szoroztuk. A

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

2.2.6 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 amildzaktivitds és a Streptococcus mutans szam mérési
eredményeit. Az atlagértékeket és a szoérdst a nem stimulalt nyalbol minden egyes
idépontban kiszamoltuk. Az adatok normal eloszlasat Kolmogorov-Smirnov teszttel
vizsgaltuk.

A két fiiggetlen minta t-probait hasznaltuk, hogy 6sszehasonlitsuk a kategériadk és a
nyal-amilazaktivitas szintek kozotti kiilonbséget, az egyes paraméterek esetében. Pearson
korrelacios koefficiens (r) alkalmazéasaval elemeztiik a nyugalmi nyalban mért nyal
amilazaktivitas értéket és a fogstatusz (DMF-T) kozotti korrelaciot.

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
alkalmaztuk a tobbszords Osszehasonlitasra. Ha egyenld variancidkat feltételeztiink,
akkor a Bonferroni tesztet hasznaltuk, ha a csoportok kozotti variancia egyenldtlen, 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 kéttényezés 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.



3. EREDMENYEK

3.1 A meggyfajtak vizsgalataval kapcsolatos eredmények:

Megvizsgaltuk az egyes meggyfajtak szarazanyag-tartalmat ¢s megallapitottuk,
hogy a “VNI1’ fajtanak a legmagasabb a szdrazanyag-tartalma 19,32% mig ‘Cigdnymeggy
59’ rendelkezik a legalacsonyabb szdrazanyag-tartalommal melynek értéke 14,12% volt.
Ezt kovetden meghataroztuk ezen meggyfajtdkra jellemzé 0Gsszes antocianin
koncentraciot, pH-differencidlis moédszer és szilard fazist extrakcioval (SPE) torténd
izolalassal. Mérési eredményeink alapjan elmondhato, hogy a ‘Ciganymeggy 59’ fajtanak
szignifikansan a legnagyobb, mig az *A’ fajtdnak a legalacsonyabb volt az antocianin
koncentracioja (p<0,05).

Az altalunk vizsgalt 6t magyarorszagi meggyfajta antocianin profiljat ultra
nagynyomasu folyadék kromatografias technikaval hataroztuk meg. Vizsgalataink soran
azt tapasztaltuk, hogy valamennyi fajtara jellemzd, hogy a cianidin-3-rutinozid
koncentrécioja volt a legnagyobb.

A VNI’ fajtdknak kiemelkedéen magas a cianidin-3-rutinozid koncentracidja (147
mg/100g). Tovabba, a ‘Cigdnymeggy 59’ és a “VN1~ fajtara jelentds cianidin-3-gliikozid
koncentrécio is jellemzé (58,3 mg/100g, 58,8 mg/100g) szemben a tobbi fajtaval.
Valamint, ugyanezen fajta rendkiviil kis koncentracioban tartalmaz cianidin-3-gliikozil-
rutinozidot/ malvidin-3,5-O digliikozidot. A *Kantorjanosi’ t4jfajtakdrhoz tartozo fajtak
koziil a *Debreceni bétermd’-nek a legmagasabb a cianidin-3-rutinozid koncentracioja
(64,3 mg/100g), a cianidin-3-gliikozid koncentraci6 jellemz6 (25,1 mg/100g). Valamint,
ugyanezen fajta 16,3 mg/100g koncentraciéban tartalmaz cianidin-3-gliikozil-
rutinozidot/ malvidin-3,5-O digliikozidot. Az egyszempontu varianciaanalizis alapjan
megallapithatd, hogy a ‘Bosnyak’ tajfajtakorhoz tartozo VN1’ fajta UHPLC modszerrel
mért f6 antocianin komponensek koncentraci6 atlagértéke szignifikdnsan nagyobb, mint
a ciganymeggy klonokhoz tartozé ‘Cigdnymeggy 59’ és a ‘Kantorjanosi’ tajfajtakorhoz
tartozo fajtak antocianin koncentracié értékei (p<0,05).

A meggy f6 komponenseinek azonositdsara MALDI-TOF vizsgalatot végeztiink. A
vizsgalat soran harom f6 komponenst azonositottunk m/z értékiik alapjan: cianidin-3-
gliikkozil-rutinozid 757,5 Da, cianidin-3-gliikkozidot 449,1 Da, cianidin 3-rutinozidot
595,6 Da. Ezen kivil szamos kisebb antocianin 0OsszetevOt is azonositottunk a

meggykivonatok HPLC-frakciokbdl.
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Ezek utdn megvizsgaltuk az egyes antocianin standardok antioxidans kapacitasat

is. A mérési eredményeink szerint az egyszempontt ANOVA alapjan azt tapasztaltuk,
hogy a cianidin-3-O monogliikozid és a cianidin-3-O-rutinozid vizoldékony antioxidans
kapacitas atlagértékei, valamint a malvidin-3,5-digliikkozid értékei szignifikans
kiilonbséget mutattak (p<0,05). A vizsgalt antocianin standardok zsiroldékony
antioxidans kapacitds eredményeinkrél elmondhato, hogy az eltérés egymashoz képest
nem volt szignifikans (p<0,05).
Megvizsgaltuk az Ot magyarorszagi meggyfajta zsir- és vizoldékony antioxidans
kapacitasat fotokemiluminescens modszerrel. A vizsgalt fajtak kozil kiemelkedden
magas viz- (ACW) ¢és zsiroldékony antioxidans kapacitds (ACL) jellemz6 a ‘“VNI1’,
‘Ciganymeggy 59’ fajtakra (p<0,05).

3.2 Antocianinok és meggykivonat hatasa a human nyal amilaz aktivitasra (in
vitro):

Tanulmanyoztuk a meggykivonatok és egyes antocianinok gétlo aktivitasat
huméan nyal amildz (EC 3.2.1.1) jelenlétében GalG2-CNP szubsztraton. Els6ként
igazoltuk, hogy a meggykivonatok és az egyes antocianinok uM koncentracioban képes
gatolni, meghataroztuk a gétlas tipusat, melyre jellemzd, hogy tisztan kompetitiv moédon
gatol. Az egyes meggy extraktumok, illetve tiszta antocianin strukturak jellemzésére
meghataroztuk az ICso értéket. Ezek alapjan megallapitottuk, hogy a legnagyobb
inhibicios aktivitdssal a malvidin-3,5-digliikozid rendelkezik. Ezt koveti a cianidin-3-
gliikkozid, cianidin-3-rutinozid. Hasonloképpen megvizsgaltuk az egyes meggykivonatok
ICso értékét. Azt tapasztaltuk, hogy a ‘Ciganymeggy 59° és a ‘Debreceni botermd’ jobb
inhibitorok, mint a vizsgalatban szerepld egyéb meggykivonatok. A ‘Ciganymeggy 59’
jO inhibitor tulajdonsaga korrelal a magas antocianin tartalmaval, mig a ‘Debreceni
bétermd’ fajtanal jobb gatlasi aktivitast mértiink, mint ahogy azt antocianin tartalmabol
szamoltuk, ami mdas olyan vegylletek jelenlétére utal, amelyek gatld6 hatassal
rendelkeznek.

A Dberlini Freie University, Gyogyszerészeti Intézet, Gyodgyszerészeti ¢és
Gyogyaszati Kémia Tanszékrdl Dr. Jérémie Mortier és Dr. Gerhard Wolber modellezték
az altalunk tanulméanyozott antocianin struktirdk HSA aktiv centrumahoz val6 kotddését.
Mint ismeretes a human nyalamilaz enzim -1, -2, -3 alhelyeinek betoltottsége kozponti

szerepet jatszik a katalitikus aktivitadsban. Az eredmények igazoltak, hogy az altalunk
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vizsgalt antocianinok az ai-amildz enzim -1, -2, -3 alhelyeire bekotddnek, biztositva ezzel
az inhibicids aktivitast. A malvidin-3,5-digliikozid, szemben a cianidinekkel rendkiviil
stabilan képes kotddni az enzim aktiv centrumdhoz. Minél jobb egy inhibitor molekula
kotddése az enzim aktiv helyén, anndal nehezebb a szubsztratnak kiszoritani a versengés
sordn. Ezzel magyarazhat6, hogy a malvidin-3,5-digliikozidnak jobb az inhibicios
aktivitasa, mint a tobbi standardnak, valamint, hogy a *’Ciganymeggy 59’ jobb inhibitora

a humén nyalamildz enzimnek, mint a "VN1’ meggyfajta.

3.3 A meggykivonatot tartalmazo ragéogumi nyal amilazaktivitasra gyakorolt
hatasanak vizsgalata

A klinikai vizsgalat soran eldszor meghataroztuk a nyugalmi nyal amildzaktivitast 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 tartalmazé ragdégumi hatastat a nyal
amilazaktivitdsra. Eredményeinket az 1. &dbran mutatjuk be és a kontroll csoport
eredményeivel hasonlitottuk Gssze.

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*", HCO, és a ClI, 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. Tehat az intenziv ragas hatasara, kialakult inger nyal,
mely biztositotta az enzim szamdra a megfeleld kornyezetet a konformacié valtozasra, és
kialakult a nyal amilézra jellemzé negyedleges szerkezet. gy a masodik 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 ragds utani 10 percben vett
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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
¢és 6todik mintavételi ponton gylijtdtt nydlmintak enzimaktivitdsararol az mondhato el,
hogy a kezelt csoportndl tovabb csokken az aktivitds, megkdzeliti a nyugalmi nyalra
jellemzd aktivitas értéket. Ebbdl kovetkezik, hogy az antocianinban diis meggykivonatot
tartalmaz6 ragdgumi ragasa kozben felszabadult antocianinok, a vizsgalati id6 alatt, azaz
harminc percen keresztiil gatoltdk a keményitd bontasat a szajliregben. Ezen
eredményekkel igazoltuk, hogy az antocianinban dis meggykivonatnak jelentds szerepe

lehet a fogszuvasodas prevencidjaban, azaz a szajiiregi egészség megdrzésében.
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1 abra: A nyal amilazaktivitas szintje a kontroll (n = 34) és a kezelt (n = 36) csoportban a stimulacio elott
¢és utan. Az adatokat, atlag + standard hiba (SE) formajaban adjuk meg (p<0,05).

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 korrelacié szignifikans
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volt a felndttek esetében, és pozitiv linedris Osszefiiggést talaltunk mindkét felndtt
korcsoportban. Eredményeink azt mutatjdk, hogy a magasabb nyél amilazaktivitas
magasabb DMF-T-szintet eredményezett a 18 és 20 év kozotti, valamint a 30 év feletti

korcsoportban.

3.4 A meggykivonatot tartalmazo ragogumi hatasanak vizsgalata Streptococcus
mutans egyedszamra

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

30 percen at vizsgaltuk a meggykivonatot tartalmazé ragogumi hatéstat a Streptococcus
mutans szémra. Eredményeinket a 2. &brdn mutatjuk be és a kontroll csoport
eredményeivel hasonlitottuk Gssze.

A kontroll és a kezelt csoportoknal hasonldan alacsony kezdeti S. mutans szint jellemzd
a ragas el6tti, a nyugalmi nyalmintakban. Ennek az az oka, hogy a baktériumok a
biofilmhez kotétt, azaz szesszilis modon fordulnak elé. gy a nyugalmi nyalmintak S
mutans szintje rendkiviil alacsony a kontroll és a kezelt csoportoknal egyarant.
Kozvetleniil a ragas utani mintavételnél az lathato, hogy a S. mutans egyedszdm a kontroll
¢s a kezelt csoportoknal egyarant nd. A hatas szignifikans a kezelt csoport valamennyi
korcsoportjanal 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
magyarazhat6é, hogy a meggykivonatban 1évé antocianinok gatoljdk a S. mutans
kotddését a biofilmhez. Az intenziv ragés kovetkeztében nagy mennyiségben termelddik
a nyal, mely a folyamatos nyelésnek koszonhetéen 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
hasznalokndl a S. mutans telepszam megkozeliti a nyugalmi nyal S mutans szintjét,
valamennyi korcsoportban, szemben a kontroll csoporttal. Ebbdl arra lehet kovetkeztetni,

hogy az antocianinban dis meggykivonatot tartalmaz6 ragoégumi ragésa kozben
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felszabaduld antocianinok, a vizsgélati id6 alatt, azaz 30 percig folyamatosan gatolt volt
a S. mutans baktériumok adhézidja a biofilmhez. A folyamatos ragas kovetkezménye,
hogy a keletkez0 nagymennyiségii nyal hatasara a szajiiregb6l ezen mikroorganizmusok
ki is trtiltek.

Ezen eredményekkel igazoltuk, hogy az antocianinban dis meggykivonatnak jelentds

szerepe lehet a fogszuvasodas prevencidjaban, azaz a szajiiregi egészség megdrzésében.
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2. 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 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
gyakorisdga csokkentette, mig a fogselyem és a szokédsos ragégumi hasznalata a S.

mutans sejtek szamat novelte.
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Az egyszempontu ismételt méréses ANOVA, harom esetben, (fogselyem
hasznalat, fogstatusz, szajszarazsag) szignifikans kiilonbséget mutatott a kontroll és a
kezelt csoportok kdzott
A kezelt csoportnal, akik meggykivonatot tartalmazo ragdégumit 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 ragodban 1évé meggykivonat tovabb erOsitett, ami a S. mutans telepszamanak
szignifikans csokkenésében nyilvanult meg.

A fogstatusz esetén, a kezelt csoportban (akik meggykivonatot tartalmazo6 ragot ragtak) a
szuvasfoggal rendelkezékre (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
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 bomlés termékek
jO taptalajt biztositanak a baktériumoknak. A kezelt csoportnal azt lathatjuk, hogy a 20

perctdl a kategoriak kozotti kiillonbségek teljesen eltiintek.

3.5 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. A ‘Ciganymeggy 59’ és a ‘Debreceni bétermd’
fajtaknak volt a legmagasabb a melatonin koncentracioja (423 ng/100g; 424 ng/100g friss
tomegre vonatkoztatva), majd ezt kdveti a ‘Kéntorjanosi’ és az ‘A’ fajta melyek kozel

azonos melatonin koncentracioval jellemezhetdk (279 ng/100g; 323 ng/100g friss
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tomegre vonatkoztatva). Eredményeink szerint a ‘Bosnyak’ tajfajtakorhoz tartozo “VN1°
fajta kisebb koncentracioban tartalmaz melatonint (255 ng/100g), mint a korabban
felsoroltak. Osszefoglalva a magyarorszagi meggyfajtdknak magas a melatonin
koncentraciodja. A ,,Cigdnymeggy 59 és a ,,Debreceni bétermd” 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 témege: 232,29 Da.
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4. 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 koncentracidban tisztan
kompetitiv médon képesek gatolni a human nyal amilazaktivitasat. 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-digliikozid: 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 kotddnek a nydlamilaz 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 id6 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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5. GYAKORLATBAN ALAKALMAZHATO EREDMENYEK

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

Az antocianinok kotddnek a nyalamilaz enzim aktiv centrumahoz, gatolva
ezzel a keményité bontést a szdjiiregben. A kezelt csoportban a ragas hatasara a
nyal amilazaktivitas 87,03 U/ml-re ndvekedett. Az antocianinok hatdsara, 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 hord6zoéanyag, 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 mas a
természetben el6fordulé inhibitor vegyiiletek hordozojanak. Rdadasul a ragégumi
nagyon népszerl élelmiszeripari termék, melyre jellemz6, 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 konnyll és gyors hasznalattal
jelentds szerepet tolthet be a fogszuvasodas megelézésében, 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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