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1. Roviditések listaja

10, - Szinglett oxigén

ABTS™" - 2,2-azino-bisz-3-etilbenzotiazolin-6-szulfonsav kation gyok
AICl3 - Aluminium-klorid

ASA - Aszkorbinsav

CA - Kaftarsav

CAT - Katekin

DMACA - 4-dimetilamino-fahéjaldehid
DNPH - 2,4-dinitro-fenil-hidrazin
DPBF - 1,3-difenil-izobenzofuran
DPPH’- 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil gyok
ET - Elektron transzfer

EtOH - Etil-alkohol

FCR - Folin-Ciocalteu reaktivitas
FRAP - Vasredukalo6 képességen alapul6 antioxidans kapacitast méré modszer
GAA- Galluszsav

GAL - Galangin

H,0O; - Hidrogén-peroxid

HAT - Hidrogénatom transzfer

HO’ - Hidroxil gyok

ISO - Izoramnetin

KAE - Kaempferol

MeOH - Metil-alkohol

MYR - Miricetin

Myr-glc - Miricetin-3-O-gliikozid

NAR - Naringenin

O, - Szuperoxid anion gyok

OH - Hidroxilcsoport

QUE - Kvercetin

QUE-glc - Kvercetin-3-O-gliikozid
ROS - Reaktiv oxigén szarmazékok
SOD - Szuperoxid dizmutaz

TAC - Teljes antioxidans kapacitas



TEAC - ABTS ™ semlegesitésen alapulé antioxidans kapacitis mérés
Trolox - 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboxilsav

TPTZ - 2,4,6-tripiridil-S-triazin

UV - Ultraibolya sugarzas

UV-A - 315-400 nm

UV-B - 280-315 nm



2. Bevezetés

A napfénynek rendkiviil fontos szerepe van a novények novekedésében,
felépitését tekintve a lathato tartomany (380-780 nm) detektalasara alkalmas, mig a ndvények
és allatok az ultraibolya sugarzas (UV) érzékelésére is képesek. A nagy energiaju ibolyantuli
sugarzasnak jelentés részét (UV-C 100-280 nm) az 6zonréteg teljes mértékben kisziiri,
azonban az UV-A (315-400 nm) illetve UV-B (280-315 nm) sugarzast atengedi, melyek ez
altal elérik a fold felszinét. Az 6zonréteg elvékonyodésa arra 6sztondzte a kutatokat, hogy
fokozottabban tanulmanyozzak ezeket a karos sugarzasokat, kiilonds figyelmet forditva az
UV-B tartomanyra, mely serkent6leg hat a reaktiv oxigén szarmazékok (ROS) keletkezésére,
sejtkarosodast, sejtelhalast okozva. Annak ellenére, hogy ezek karos hatasok, a legtobb
novény jol alkalmazkodott a napfényhez és egyéb stressz koriilményekhez. Ennek az
alkalmazkodasnak egyik legfébb komponensei a fenolos vegyiiletek, melyek ROS
semlegesitd antioxidans tulajdonsagtak, valamint csokkentik a sejtekbe jutd UV sugarzast,
egyfajta szlir6ként funkcionalva. Ezek a védo szerepek azonban jelentésen fiiggnek az egyes
vegyitiletek fizikai, kémiai tulajdonsagaitol, valamint elhelyezkedésiiktdl a sejtekben.

Munkank sordn a lathaté fényt és ibolyantuli sugarzast is egyarant tartalmazo,
természetes napfényhez felettébb jol adaptalodott ndvényt, a sz616t (Vitis vinifera) hasznaltuk,
melynek antioxidans tulajdonsagli vegyiileteit vizsgalva atfogd képet kaptunk a fenolos
tulajdonsagu vegyiiletek napfényhez torténd alkalmazkodast tamogatd szerepér6l.

A PhD tanulmany soran megvizsgaltuk az irodalombol jol ismert flavonoid tartalom,
illetve antioxidans kapacitas mérésére alkalmas modszerek érzékenységét. A teljes flavonoid
tartalom meghatarozasat aluminium-kloriddal, illetve 2,4-dinitro-fenil-hidrazinnal, mig a
flavan-3-olokat 4-dimetilamino-fahéjaldehid segitségével mértiik. A teljes antioxidans
kapacitas mérésére a Folin-Ciocalteu reaktivitast, a vasredukald képességen alapulo, a 2,2-
azino-bisz-3-etilbenzotiazolin-6-szulfonsav kation gyok megkotésén alapul6, valamint az 1,1-
difenil-2-pikrilhidrazil gyok semlegesitésén alapuld antioxidans kapacitast méré modszereket
hasznaltuk, mig a specifikus antioxidans tulajdonsag mérésére a hidrogén-peroxid és szinglett
oxigén semlegesitésén alapuld modszereket. Munkéank az ultraibolya sugéarzast abszorbeéalo
pigment mennyiség meghatarozasara is kitér. A vizsgalatainkat az adott flavonoid csoportra
legjellemzObb tesztvegylilettel végeztilk, mely soran sikeriilt meghatdrozni szdmos, a

levelekben megtalalhatd fenolos jellegli vegyiilet specifikus és nem specifikus antioxidans



tulajdonsagat, képet kapva eltéré specifitasukrol, kiilonféle szerkezet-hatas Osszefiiggéseket
megallapitva.

A tesztvegyliletek méréseinek eredményeib6l szarmazo ismereteket felhasznaltuk a
levélkivonatok Vizsgalata soran, melyre egy nemzetkozi kutatohalézat, a COST Action
UV4growth biztositott lehetdséget, melynek keretében sikeriilt eltéré kornyezeti koriilmények
kozott nevelkedett Pinot noir levélmintakat gyijteni tobb eurdpai orszagbol. A novénymintak
antioxidans tulajdonsagainak meghatarozasa mellett UV abszorbeald képességet és metabolit
tartalmat mértiink HPLC-s eljarassal, beazonositva a Vitis vinifera legfontosabb fenolos

vegyiileteit.



3. Irodalmi attekintés

3.1 Fenoloidok

A fenoloidok a ndvényi metabolizmus olyan specialis termékei, melyek a
fenilpropanoid uton keresztiil szintetizalodnak és halmozodnak fel a mezofil sejtek
vakuolumaiban, a sejtfalban (Beckman, 2000; Bengoechea és mtsai.,, 1997) és a
kloroplasztiszban (Saunders és McClure, 1976). A sejtfal fenoloidjai, ugymint a ligninek vagy
hidroxi-fahéjsavak, kiilonboz6 sejtkomponensekhez kapcsolddva, elésegithetik  azok
mechanikai stabilitasat (Wallace és Fry, 1994; Baucher és mtsai., 1998). Egyik legnagyobb
csoportjukat a flavonoidok alkotjak, melyek altalanosan fordulnak el6 gyiimolcsokben,
z0ldségekben és kiilonboz6 gyogynovényekben (Karakaya és Nehir, 1999). Fontos szerepet
toltenek be az emberi egészség megdrzésében, mint gyulladascsokkentok vagy antioxidansok
(Havsteen, 2002), valamint a sziv és érrendszeri megbetegedések kialakulasanak kockazatat is
csokkenthetik (Rice-Evans és mtsai., 1995; Arts és Hollman, 2005).

A flavonoidok a novények életében is nélkiilozhetetlen szerepet jatszanak, ugyanis a
legjelentdsebb UV abszorbealo és antioxidans tulajdonsagu vegyiiletek. Részt vesznek az UV
generalta ROS termékek semlegesitésében (Pietta, 2000), kelatképzéek (Rice-Evans és mtsai.,
1997; Brown és mtsai., 1998; Mira és mtsai., 2002), védelmet nyujtanak a kartékony rovarok
ellen (fanyar-keserii iz), segitik a megporzast (attraktiv szinek) és az auxinhoz hasonléan

novekedésszabalyozoként is funkciondlnak (Agati és mtsai., 2012).

3.1.1 A fenoloidok bioszintézise

Szent-Gyorgyi Albert és munkatarsai az 1930-as években egy addig ismeretlen
anyagot izolaltak citrusfélékbdl. Az 0 vegyiilet csokkentette a hajszalerek torékenységét és
atjarhatosagat, ezért P-vitaminnak (P-permeabilis) nevezték el a vitaminokhoz vald
analogiajuk miatt. Evekkel kés6bb valt csak nyilvanvalova, hogy az akkor felfedezett anyag
(rutin) egy flavonoid volt (kvercetin-3-O-rutinozid), melybdél napjainkra mar tobb ezret
azonositottak (Middleton, 1998) és humén egészségiigyi szempontbdl is a legnagyobb és
legdominansabb vegyiiletcsoport (Irakli és mtsai., 2015).

A fent megnevezett fenolos tulajdonsagti vegyliletek olyan specialis novényi
anyagcseretermékek, melyek a sikimisav Gtvonalon keresztiil, aromas aminosavakbol (fenil-

alanin, tirozin) képzddnek. A szintézis soran a fahéjsavak koenzim A (CoA) észtereihez
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(CeCs) acetat egységek (C,) kapcsolodnak, létrehozva a triketid cinnamoidok alosztalyat,
melynek két nagy csoportja a ciklizacidval keletkezd kalkonok és a veliik egyenstlyban levo,

mar O-heterociklust is tartalmazo flavonoidok (Lang, 2007), melyek bioszintézise az 1. abran

lathato.
H
=<
o CH, oH
Fenilalanin
v
HO. (0]
=
Fahéjsav Oy OH
OH
P o
-\ /N
H N/ ()
Hidroxi-benzoésavak

Hidroxi-fah¢jsavak

Flavanonok

CH

Antocianinok

Flavonolok

1. abra
Flavonoidok biszintézisének sémaja

10



Alapvazuk ez altal a difenil-propan vaz (2. abra), mely 15 szénatombol, 2 aromas és 1
piran gytrtibol all. Ezek kozil a B gytri, valamint a C gytlirinek 3 szénatomja a fahéjsav
vazabol szarmazik, azonban az A gytrt felépité szénatomok poliketid eredetiiek és az acetat
egységek Osszekapcsoldodasaval jonnek 1étre. A flavonoid csoportok oxidacios szintjiikben és
a C gylr(i szubsztiticios csoportjaiban kiilonboznek egymastol (flavon, flavonol, flavanon,
stb.), mig a csoportokon beliili valtozatossagot az A és B gylirli szubsztitiiciés mintazata
biztositja (apigenin, kvercetin, heszperetin) (Pietta, 2000). Rendkiviili kémiai sokszintiségiiket
a B gytirii lehetséges kapcsolodasi helyei csak tovabb novelik. A C gylirti 3. szénatomjahoz
kapcsolodva izoflavonoidok, mig a 4. szénatomjahoz kapcsolodva neoflavonoidok johetnek
1étre.

A konkrétan vizsgalt vegyliletek listaja és szerkezeti felépitéseik késobb szerepelnek

az eredmények és megvitatasuk cimi fejezetben.

2. abra
Difenil-propan vaz

3.1.2 A fenoloidok csoportositasa

A leggyakoribb flavonok (3. ébra) a luteolin és az apigenin nagy szamban talalhatoak
meg  gabonafélékben, zoldségekben  (petrezselyem, rozmaring,  kakukkfll) és
gyogynovényekben (Pietta, 1995), mig hidrogénezett analogjaik a flavanonok (4. abra)
kizardlagosan a citrusfélékre jellemzdek, Gigymint naringenin, heszperetin és eriodiktiol,
melyeknek magas antioxidans értékeirdl is beszamol az irodalom (Rocco és mtsai., 2014).
Aglikonjaik mellett altalaban 7-O-gliikozidokként fordulnak elé (Del Rio és mtsai., 2013;

Crozier és mtsai., 2009).
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3. 4bra 4. dbra
Flavonok Flavanonok

A flavanonolok vagy dihidroflavan-gliikozidok (5. abra) fungisztatikus és gombadlé
hatasukrol a legismeretesebbek. Legfontosabb képviseldik a dihidro-kaempferol, dihidro-

kvercetin és a dihidro-miricetin (Hegediis és Stefanovitsné, 2012).

OH
O

5. dbra
Flavanonolok

A flavanolok (6. abra) vagy mas néven flavan-3-olok, mint a katekin vagy epikatekin,

crer

Monomerjeik mellett dimér €s trimér polimerjeik forméjaban fordulnak eld. Megtalalhatoak

kiilonb6z6 gylimolesokben és a zold, illetve a fekete teaban (Hegediis és Stefanovitsné, 2012).

OH

6. abra
Flavanolok
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A flavonolok azon kiviil, hogy az egyik legsokoldaliibb csoportja a flavonoidoknak, a
legnagyobb csoportjat is alkotjak egyben (7. abra). Altalanosan fordulnak elé a ndvények
kiilonb6z6 részeiben, igymint a gylimolcsokben, valamint a levelek kiils6bb szoveteiben
(Herrmann, 1976; Pérez-llzarbe és mtsai., 1992), igy ezek antioxidans paraméterei erésen
kutatottak (Re és mtsai., 1999; Pannala és mtsai., 2001; Agati és mtsai., 2012; Firuzi és
mtsai., 2005). A kvercetin az egyik legnagyobb mennyiségben eléfordulo flavonol vegyiilet a
novényekben (Kéhkonen és mtsai., 1999), feltételezett egészségre gyakorolt pozitiv hatasaival
(Formica és Regelson, 1995). A névényi szervezetekben leggyakrabban 3-O-gliikozidokként
fordulnak el6, mely altal a flavonol alapmolekuldhoz cukorkomponensek kapcsolodhatnak
egy -OH csoporton keresztiil éterkotéssel, vagy C-C kovalens kotéssel. A leggyakrabban

eléforduld cukorszarmazékok a gliikdz, ramnoz és gliikuronsav.

OH

HQO 0

OH
OH O

7. abra
Flavonolok

Az antocianidinek (8. abra) els6ésorban pigmentként funkcionaldé molekulak, melyek
szerkezete a C gy(iri oxidacios fokaban tér el a flavonok alapszerkezetét6l. Glikozidjaik az
antocianok, elsdsorban indikator tulajdonsaggal rendelkeznek, ugyanis savas kozegben
pirosas, mig lugos kdzegben kékes szintiek. A ndvényi sejtekben ezt az utdbbi szint nem a
magas pH, hanem az antocianidinek bonyolult észterezési-glikkozidalasi viszonyai, valamint
fémionokkal vagy makromolekuldkkal alkotott komplexei hozzdk létre (Lang, 2007). Az
antocianidinekrdl kimutattak, hogy antioxidans kapacitas értékeik hasonldéak a jol ismert
antioxidansokéhoz, az aszkorbinsavhoz vagy Troloxhoz (Kdhkonen és mtsai., 1999; Frankel
¢és Meyer, 2000).

Az izoflavonoidok a hiivelyesekre (szo0ja, feketebab, csicseriborso), valamint szamos

here fajra a jellemzoek.
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OH

HQO 0.
0®
/

OH

OH

OH

8. dbra
Antocianidinek

3.1.3 Flavonoidok a sz6l6novény leveleiben

A Vitis vinifera L., mint bortermd sz616 kivald kisérleti novény, ugyanis leveleinek
polifenol tartalma magas és a szOlGiiltetvények klimatikus paraméterei jol nyomon
kovethetdek. Szamos sz6lofajtat termesztenek a vildgon, melyek sok helyen eléfordulnak,
azonban csak néhany akad koziiliik, melyek az egész vilagon megtalalhatoak. Kisérleteinkhez
ezek koziil a Pinot noir-t valasztottuk, mely egy tradicionalis, klasszikus bortermd sz616 és
Eurodpa szinte minden borvidékén eléfordul a mediterrantdl a hiivés kontinentélis éghajlatig.

A Vitis vinifera L. cv. Pinot noir leveleinek dsszetett flavonoid profiljat a kvercetin és
kaempferol vegyiiletek kiilonboz6 cukor szarmazékai hozzak létre, tigymint kvercetin-3-O-
gliikozid, kvercetin-3-O-rutinozid, kvercetin-3-O-gliikuronsav, kaempferol-3-O-gliikozid,
kaempferol-3-O-rutinozid és  kaempferol-3-O-gliikuronsav. ~ Azonban a felsorolt
cukorvegyiiletek mellett a fenolos savak (kaftarsav, ferulasav) is jelentds szerepet jatszanak a
levelek fenolos Osszetételének kialakitasaban (Doshi és mitsai., 2006; Katalinic és mtsai.,
2009; Csepregi ¢és mtsai., 2016). A magban a flavan-3-olok (katekin, epikatekin), mig a
bogyoban az antocianok talalhatbak meg nagyobb mennyiségben. Utdbbiak antioxidans
tulajdonsagukon kiviil a kéksz616 bogydjanak pirosas szinét eredményezik (Castillo-Munoz
¢és mtsai., 2007).
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3.1.4 Reaktiv oxigén szarmazékok

A valtozatos ndvényi stresszhatdsok reaktiv oxigén szarmazékok (ROS)
keletkezéséhez vezethetnek, tigymint nagy fényintenzitas (Miiller-Xing és mtsai., 2014),
szarazsag (Sanchez-Rodrigez és mtsai., 2010), so stressz (Mittova és mtsai., 2003), alacsony
hémérséklet (Krol és mtsai., 2015), nehézfém felhalmozddas (Schiitzendiibel és Polle, 2002),
valamint UV sugarzas (Hideg és mtsai., 2013). A ROS-ok egy része szabad gyok, melyek
kiils6 elektronhéjan egy parositatlan elektron tartézkodik. Ezeknek a parositatlan
elektronoknak koszonhetéen kémiai reaktivitdsuk széles skalan valtozik. Képzddésiiket
tekintve elektron vesztés (kation gyok), illetve elektron nyerés (anion gyok) soran johetnek
létre, valamint a kovalens kotés felbomlasakor, amikor toltés nélkiili szabad gyokok
keletkezhetnek (Halliwell és Gutteridge, 2007).

Az oxidativ stressz sordn képzodd reaktiv vegyiiletek nem mindegyike gyokds
tulajdonsagu, azonban 0sszefoglaldo néven reaktiv oxigén szdrmazékoknak hivjuk oket. Az
€16 szervezetben leggyakrabban el6fordulé ROS-ok a szuperoxid (O,"), peroxil (ROO),
alkoxil (RO"), hidroxil (HO"), valamint a nem gydkos tulajdonsaga szinglett oxigén (*Oy),
hipoklorsav (HOCI), 6zon (O3) vagy hidrogén-peroxid (H20;). A H0; sejten beliili
lokalizaciojatol vagy koncentraciojatol fliggden képes az oxidativ karosodas eldidézésére
(Halliwell ¢és Gutteridge, 2007), kovetkezésképpen sejten beliili koncentracidjanak
szabalyozasaért az antioxidansok a feleldsek, melyek nagyon fontos szerepet jatszanak a
novények (Neill és mtsai.; 2002), vagy mas ¢letformak életfolyamataiban (Halliwell €s
Gutteridge, 2007). A novényi szervezetekben a H,O, semlegesitésében az aszkorbinsav,
glutation (Noctor és Foyer, 1998), valamint a fenolos savak is részt vehetnek (Ké@hkonen és
mtsai., 1999).

Szabad gyokok a normadlis é€letmiikddés soran a kloroplasztiszokban ¢€s a
mitokondriumokban jonnek létre az elektrontranszport lanc mitikddése kozben (Chance és
mtsai., 1979; Foyer és mtsai., 1994), valamint a fotorespiracié folyaman a peroxiszémakban
(Moller, 2001). Ennek ellenére a novények a reaktiv oxigén szarmazékok mennyiségét
kiilonb6z6 semlegesitési folyamatok segitségével képesek alacsony szinten tartani (Larson,
1988). Termelddésiik az ¢él6 szervezetben Osszefiiggésben all a sejtnovekedés
szabalyozasaval, az intracellularis jelatvitellel és biologiailag fontos vegyiiletek szintézisével
(Halliwell, 1997, Biczak és mtsai., 2016).

Bizonyos kornyezeti koriilmények hatasdra a szabad gyokok mennyiségének

megemelkedése oxidativ stressz kialakuldsahoz vezethet, karositva a novények életfunkcioit,
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oxidaciot eldidézve a sejtmembranban, szovetek enzimeiben, valamint a DNS-ben. Tovabbi
negativ tulajdonsagaik kozé tartozik, hogy az aminosavak oxidalasa altal gatoljak az enzimek
miikodését, lipidperoxidaciot idéznek el6, extrém esetben sejthalalt okoznak (Pietta, 2000,
Rosalie €s mtsai., 2015).

A specialis anyagcseretermékek mas védelmi utakban is fontos szerepet jatszhatnak az
oxidativ stressz elleni védelemben, kedvezdtlen kornyezeti koriilmények kozott. A ndvények
torzsfejlodésiik soran folyamatosan ki voltak téve kiilonb6z6 kedvez6tlen hatast stressz
faktoroknak, melyek kivédésére morfologiai, anatomiai és fiziologiai valtozasokkal
alkalmazkodtak (Kenny és Harrison, 1992; Jenkins, 2009). A nagy fényintenzitas, illetve
ultraibolya sugarzas hatasara bekovetkezd leggyakoribb stresszvalasz az UV abszorbeald
pigment tartalom (Liu és mtsai., 1995; Garcia Macias és mtsai., 2007), valamint az
antioxidans tulajdonsagt flavonoidok megvaltozasa (Agati és Tattini, 2010; Majer és mtsai.,

2014).

3.2 Antioxidans rendszerek

crer

nélkiilozhetetlen. Altalanossagban elmondhatd, hogy minden olyan anyag, mely késlelteti
vagy gatolja az adott molekula oxidativ karosodasat, antioxidansnak tekinthetjiik. A névények
szamos ilyen vegyiilet birtokaban képesek az oxidativ stressz okozta karosodasok kivédésére.
Ezeket a vegyiileteket két nagy csoportba sorolhatjuk, mint enzimatikus és nem enzimatikus

antioxidansok.

3.2.1 Nem enzimatikus antioxidansok

A ndvények szamos, relative alacsony molekulatomeggel rendelkezd vegyiiletet
szintetizalnak, melyek a védelmi rendszer egyik f6 részét képezik. Mikodésiik soran gyakran
alakulnak 4t gyokos vegyliletekké, mint a koenzim Q (CoQ), mely a mitokondrialis
elektrontranszport esszencialis eleme. Redoxi kémiai folyamatok soran alakul at gyokos
természetil ubiszemikinonna (CoQH’), melyek egyéb sejtmembranokban és lipoproteinekben
is megtalalhatoak. A ndvényi anyagcsere folyaman képzédo intermedierek, mint példaul a
ketosavak (piruvat, glioxalat, o-ketoglutarsav), H,O, semlegesitéként viselkedhetnek

megvilagitott zold levelek peroxiszémaiban (Halliwell és Gutteridge, 2007).
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Az aszkorbinsav (ASA) egy erésen vizoldékony, tisztitott formaban fehér kristalyos
vegytilet, mely kulcsfontossagi szerepet tolt be az aszkorbat-glutation ciklusban, mint
antioxidans enzimek kofaktora (Foyer ¢és Noctor, 2011). A gydksemlegesitésen kiviil jelentds
reakciokban az ASA oxidacidja révén képes regeneralni a flavonoid-gyokoket, ez altal
enzimatikus vagy nem enzimatikus reakciokban allitddva helyre (Pérez és mtsai., 2002).

A tokoferolok lipidoldékony, membranhoz ko&tott E-vitamin analdogok, melyek
karakterisztikajat a hidrofob tulajdonsagti kromén gyuri, illetve az izoprén oldallancok
alakitjak ki. Magasabb rendli névények plasztiszaiban, valamint néhény cianobaktériumban
talalhatdbak meg, védelmet biztositva a lipidperoxidacié ellen. A kroman gylirii oxidacidja
révén képes tokoferoxil-gyokké alakulni, ezaltal gatolva a lipidperoxidéciot, a lipidperoxil-
gyokok semlegesitésével (Smirnoft, 2007).

A karotinoidok a fotoszintetizal6 szervezetekben megtalalhatdo kisérd pigmentek,
melyek sargak, pirosak vagy narancssargak lehetnek. 40 C-atomos poliizoprének, melyek
konjugalt kettds kotéseket tartalmaznak. Szerkezetiikbdl adoddan hidrofobok, vizben teljesen
oldhatatlanok. Kozvetlen médon képesek reakcioba 1épni az O, -al és mas szabad gyokokkel
(Krinsky és Yeum, 2003), hatastalanitva azokat. Védo szerepiik a xantofill ciklus révén is
érvényesiilhet (Lang, 2007).

A nem enzimatikus antioxidansok legnagyobb csoportjdt a novényi fenoloidok
alkotjak, melyek legalabb egy benzol gylirthoz kapcsolodo hidroxil (-OH) csoportot
tartalmaznak. A meglévé aromas gylrithoz kapcsolédd -OH csoportok szamatdl fliggden
megkiilonboztetiink mono-, di- és polifenolokat. Antioxidansokként miikédve gatoljak a
lipidperoxidaciot és semlegesitik a gyokds tulajdonsagi vegyiileteket (HO', NO,', O,"),
valamint egyéb reaktiv szdrmazékokat, igymint ONOOH, vagy HOCI. A fenolok tobbsége
két szomszédos -OH csoporttal, vagy kelatképzddéssel képes atmeneti fémionok (vas, réz)

megkotésére is (Rice-Evans és mtsai., 1997; Brown és mtsai., 1998; Mira és mtsai., 2002).

3.2.2 Enzimatikus antioxidansok

Az oxidativ karosodast megel6z0 védelmi vonal maésik részét az enzimatikus
antioxidansok képezik.

A szuperoxid-dizmutaz (SOD) attdl fiiggden, hogy hol fordul elé és milyen fémet
tartalmaz, megkiilonboztetiink réz/cink, mangan ¢és vas tartalma SOD-ot. Néhany

cianobaktériumban azonban nikkel tartalmu SOD taldlhatd, melynek szerkezete kiilonbozik a
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fent emlitett enzimatikus antioxidansokétol. Legfontosabb feladatuk, hogy katalizaljak az O,"
semlegesitését  (Fridovich, 1986). Elofordulasukat tekintve a  kloroplasztiszban,
mitokondriumban, glioxiszOmaban, peroxiszomaban és az apoplasztban talalhatoéak (Alscher
¢és mtsai., 2002).

Az O," semlegesitése az oxidalé enzimek miikodése soran H,O,-t termel, melynek
hatastalanitasa kiilonboz6 reakcioutakon mehet végbe, kiillonféle enzimek segitségével. A
katalazok elektron donor nélkiil, direkt médon képesek a H,O,-t alapallapoti oxigénre és
vizre bontani, (2H,O, - 2H,0+0;). Olyan altalanosan el6fordulé ndévényi antioxidans
tulajdonsdgu enzimek, melyek négy alegységbdl épiilnek fel, altalaban vas tartalmuak és
foként a peroxiszémakban fordulnak el6 (Mhamdi és mtsai., 2012).

A peroxidazok olyan hem prosztetikus csoportot tartalmazd enzimek, melyek fontos
szerepet jatszanak fejlodés-, illetve novényélettani folyamatokban (Bela és mtsai., 2015).
Részt vesznek a keletkezett H,O, lebontasaban, melyet egy oxidald szubsztrat segitségével
redukalnak vizzé (SH,+H,0, - S+2H,0). El6fordulasukat tekintve az 6sszes olyan ndvényi
kompartmentben megtalalhatéak, ahol H,O, Kkeletkezhet. Napsugarzas hatasara a
legjellemzébb H,0, keletkezési hely a kloroplasztisz (Cheeseman, 2006), ahol egyéb
peroxidazok mellett az aszkorbat-peroxidaz végzi a semlegesitést, az aszkorbat-glutation
ciklusban (Foyer és Halliwell, 1976; Asada, 1992).

A peroxidazoknak egy csoportjat fenolos peroxidazoknak nevezziik, ugyanis fenolos
vegyiileteket, flavonoidokat hasznalnak szubsztratként a HpO, szintjének csokkentésére
(Pérez és mtsai., 2002; Van Doorn és Ketsa, 2014), fontos szerepet jatszva az UV védelemben

(Jansen és mtsai., 2001).

3.3 Antioxidans kapacitasok vizsgalata

Az eloz6 fejezetekben targyaltak szerint, az antioxidans kapacitds megvaltozasa
jellemezheti a novény stressz valaszat, a sikeres alkalmazkodast vagy a karositd oxidativ
stressz kialakulasat. Az egy fajta ROS semlegesitésére alkalmas enzimek mellett a nem
enzimatikus, teljes antioxidans kapacitisok (TAC) mérése is Ilehetséges, melyek
meghatarozasa viszonylag gyorsan kivitelezhetd. A TAC modszerek az antiradikalis
tulajdonsagot mérik szintetikus szabad gydkoket vagy fém ionokat hasznalva, gymint Fe®*
vagy Cu** komplexeket. A médszerek gyoksemlegesité reakcioi a fenolos vegyiiletek hidroxil
csoportjaibol torténd hidrogén (HAT), illetve elektron transzferen (ET) alapulnak (Huang és
mtsai., 2005).
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Az antioxidans mérésekhez leggyakrabban alkalmazott szabad gyokok az 1,1-difenil-
2-pikrilhidrazil gyok (DPPH’) és a 2,2-azino-bisz-3-etilbenzotiazolin-6-szulfonsav gyok
(ABTS™) (Re és mtsai., 1999). A vasredukald képességen alapulé modszer alapjait a
vérplazma antioxidans kapacitdsinak mérésére tervezték (Benzie és Strain, 1996), azonban
ndvényi kivonatokra is sikeriilt adaptalni (Sz6116si és Sz6118si-Varga, 2002). Mig az ABTS™
kioltasan és a vasredukald képességen alapuld modszerek ET reakciokként ismeretesek, addig
a DPPH’ semlegesitd eljaras ennél 1ényegesen komplexebb. Kisérleti eredmények tamasztjak
ala a HAT (Goupy és mtsai., 2003) és az ET reakcioutakat polifenolok és a DPPH’ kozott
(Foti és mtsai., 2004), mely altal a leginkabb elfogadott leiras a lejatsz6do reakcidra a proton-
kapcsolt elektron transzfer (Foti, 2015).

A TAC mddszerek nem csak szubsztratjaikban kiilonboznek egymastdl, hanem a
reakcio koriilményeinek ¢és kvantifikaciojanak modjaban is. Ezért sziikségszerli a
standardizalasuk mind az élelmiszertudomanyokban (Frankel ¢és Meyer, 2000), a
farmakologidban (Clarke és mitsai., 2013) és az orvosi kémidban (Huang és mtsai., 2005)
egyarant. A probléma megolddsdhoz a teljes fenolok mérésének modszerét javasoljak
(Singleton ¢és Rossi, 1965; Singleton és mtsai.,, 1999) a polifenolok elektron transzferén
alapulo Folin-Ciocalteu moddszerrel (Folin és Ciocalteu, 1927), ugyanis ez az eljaras
viszonylag konnyen és gyorsan elvégezheté (Huang és mtsai., 2005). Kiilonboz6 vizsgalatok
tropusi novények eltérd antioxidans aktivitasat értékelték €s arra a kdvetkeztetésre jutottak,
hogy a TAC értékek erésen redundansak, ezért elegendonek tartottak egyetlen modszer, a
DPPH" semlegesitésén alapuld eljarast alkalmazni limitalt mintamennyiségii kisérletekben
(Clarke és mtsai., 2013).

A fenoloid profil megallapitasara a HPLC-MS (Neugart és mtsai., 2012) mellett
kiilonb6z6 spektrofotométeres modszerek is léteznek, melyek azonban kémiailag kevésbé
specifikusak, viszont gyorsan kivitelezhetéek és jol reprodukalhatéak. Altalanos, hogy ezek
az eljasarok az irodalomban rendkiviil elterjedtek, viszont nem szabad Oket flavonoid
specifikus modszerként kezelni. A vizsgalt levelek HPLC profilja mellett spektrofotométeres
fenoloid csoportokat azonositd, specifikus mérési eljarasokat is megvizsgaltunk, melyekrdl

megallapitottuk, hogy tobbségiik az altalanosan leirtakhoz képest korrekciora szorul.
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4. Célkitiizések

Munkank soran a bortermd sz6lé napfényhez valdé alkalmazkodasat vizsgaltuk,
melyhez a levelek fenoloid és antioxidans profiljanak ismerete nélkiilozhetetlen. Ehhez célul
tliztiik ki, hogy

- gyors, konnyen reprodukalhato analitikai modszereket talaljunk, melyekkel

mérhetévé és értékelhetévé tessziik levélmintaink flavonoid csoportjait

- a tesztvegyliletek mérései soran kapott eredmények segitségével tanulmanyozzuk

kiilonb6z6é fenoloidok antioxidans tulajdonsagait, tobbféle teljes €s specifikus
kapacitast méré modszerekkel

- megvizsgaljuk szdldlevelek specialis anyagcsere termékeinek Osszetételét HPLC-

MS modszerrel, és az eredményeket Gsszehasonlithassuk az antioxidans kapacitas
értekekkel

A fenoloidok szerkezete, mint ahogyan az irodalmi bevezetdben olvashattuk,
rendkiviil valtozatos. Ezért azt terveztiik, hogy

- megvizsgaljuk a flavonoidok szerkezet-hatas Gsszefliggéseit: hogyan befolyasolja

szerkezetlik az antioxidans tulajdonsagokat

- a flavonoidokkal parhuzamosan a fenolos savak (hidroxi-benzoésavak, hidroxi-

fahéjsavak) paramétereit is megmérjiik, hasonld Gsszefliggéseket keresve, mint a
flavonoidoknal

A napsugarzas a levelekben mind a '0,, mind a H,0, mennyiségének megemelésével
oxidativ stresszt indukalhat, melynek kivédésében fontos szerep jut az UV abszorbeald és a
specifikus szabad gyok kioltd vegyiileteknek. Munkank soran szerettiik volna megallapitani,
hogy

- akiilonbozo flavonoidok, illetve fenolos savak kozott melyek lehetnek feleldsek a

levelek specifikus ROS semlegesitéséért, vagy az UV abszorbealasaért

- ezeknek a vegyiileteknek a szerkezete hogyan befolyasolja a semlegesités vagy

abszorbealas tulajdonsagat

A dolgozat kitér az eltér6 klimatikus koriilmények k6zott nevelkedett sz616 leveleinek
a tanulmanyozasara, hogy megtudjuk

- hogyan befolyésolja a novényeket ért fotoszintetikusan aktiv fény, UV sugarzas,

homérséklet és csapadékosszeg a levelek antioxidans, illetve UV abszorbeald

képességét
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- hogyan befolyasoljak a fenoloidok a sz6londvény napfényhez torténd
alkalmazkodasat
- a kornyezeti valtozasokhoz alkalmazkodas soran van-e kapcsolat a levelek UV
(UV-A, UV-B) abszorbealod képességének ¢és antioxidans kapacitasanak valtozasa
kozott
A munkank sordn haszndlt tesztvegyiiletek és a szdldlevél kivonatok mérései
feltételezhetden lehetové teszik az irodalombol ismert spektrofotométeres flavonoid mérd
modszerek és a HPLC-MS kozti Osszefliggések vizsgalatat, hogy feliilvizsgaljuk az

egyszerlibb ¢és kevésbé koltséges fotométeres eljardsok szelektivitasat.
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5. Anyag és modszer

5.1 Szololevél mintak

A Vitis vinifera L., vagyis a bortermé sz616 idealis teszt névény, ugyanis leveleinek
polifenoltartalma magas ¢és a szoldiiltetvények klimatikus paraméterei jol nyomon
kovethetdek. Szamos szolofajtat termesztenek a vildgon, azonban csak néhany akad kozottiik,
mely a mediterran éghajlattol a hiivos kontinentalis éghajlatig el6fordul. Kisérleteinkhez ezért
a Vitis vinifera L. cv. Pinot noirt valasztottuk, mely azon kiviil, hogy egy tradicionalis,
klasszikus bortermé sz616, a sz61észek és boraszok kozott is nagyon népszerii magas hozama,
korai sziiretelhetdsége, jo alkalmazkodoképessége, valamint széles korben vald elterjedtsége
miatt.

A leveleket Pécsett a PTE Sz6lészeti és Boraszati Kutatointézetében gytijtottiik, ezen
feliill egy nemzetkozi kooperacié (COST Action UV4growth) keretében tovabbi 11 eurdpai
sz6lészetbdl is kaptunk leveleket. A levelek begylijtése valamennyi helyszinen egy élettani
szempontbol jol meghatarozott idépontban, a zsendiiléskor tortént (Bényei ¢s mtsai., 1999),
teljes napsiitésben, délben. A zsendiilés id6szaka pontosan meghatarozhato, tobb napos
idészakra korlatozodik. Annak alapjan allapithaté meg, mikor a sz6ldbogyok mar elérik a
fajtara jellemzé nagysagot, elkezdenek puhulni és szinesedni a filirtzarodds fenofézist
kovetden, de még nem teljesen érettek.

Minden sz6lészetb6l 3 minta szdrmazott. A tobbi helyszinhez hasonléan, a pécsi
mintavétel folyaman is 3 kiilonbozo tokérdl gyijtottiink 15 db levélmintat tigy, hogy minden
tokérdl 5 db-ot szedtliink. A minta el6készités folyaman az ugyanazon tékérdl szdrmazd 5
levelet egylittesen dolgoztuk fel. Ez biztositott elegendd mennyiségli anyagot ahhoz, hogy
valamennyi (HPLC, antioxidans és UV abszorbeald kapacitds) mérést el lehessen végezni
ugyanazon a mintan. Egy adott mérési eljaras esetében a 3 kiilonbozd tékérdl szdrmazd mérés
atlaga jellemezte az adott teriiletrdl szdrmazd leveleket, igy egy vizsgalt paraméter
vonatkozasaban a 12 sz6lészetbdl ugyanabban az évben 12 adatpontunk volt, valamennyi 3
biologiai ismétlés atlaga. A begyljtés utan a levelek azonnal cseppfolyods nitrogénbe keriiltek,
laboratoriumunkba pedig liofilizalt formaban érkeztek. A mintagyiijtést két egymast kovetd

évben megismételtiik.
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5.2 Minta elokészités

A sz010 leveleit a liofilizalas (fagyasztva szaritds) utan finom porra 6rdlve, a mérés
kezdetéig szobahdmérsékleten, fénytdl védve, sotét helyen taroltuk. A spektrofotométeres
mérések levélkivonataihoz etil-alkoholt (EtOH), mig a HPLC-MS mérések levélkivonataihoz
metil-alkoholt (MeOH) hasznaltunk a jobb clvalasztas érdekében.

Az antioxidans mérések soran alkalmazott tesztvegyiileteket (Extrasynthase, Lyon,
France), abszolut EtOH-al elegyitettiik. A fenolos tulajdonsagii vegyiiletek tobbsége jol
oldédik abszolut EtOH-ban, azonban a nehezen vagy rosszul elegyedéket (heszperidin,
izoramnetin, hiperozid, miricetin-3-O-gliikozid) abszolut EtOH és dimetil-szulfoxid (DMSO)
hozzéadasaval oldottuk fel, ugyanis ez a szerves oldoszer Oonmagaban nem reagdl az
antioxidans modszerek reagenseivel, a kiértékelést nem befolyasolta. A tesztvegyiiletek és a
levél extraktumok méréseihez hasznalt kivonatokat egyarant a vizsgalatok megkezdéséig

fagyaszto szekrényben, -20°C-on taroltuk.

5.3 HPLC-MS analizis

A Pinot noir levelek HPLC-MS analizisét Németorszagban, a grossbeereni Leibniz
Institute-ban végeztiik a COST Action UV4growth nemzetkdzi egylittmiikddés keretében. Az
analizishez sziikséges kivonat készités soran 20 mg szaraz anyagot oldottunk fel 600 pL
MeOH-ban (60%). Ez az els6 extrakcié 30 percig tartott, melyet 10 perc (12100 x @)
centrifugéalds kovetett. A csapadék frakciok tovabbi masodik (20 perc+centrifugélds) és
harmadik (10 perc+centrifugalas) extrakcioja 400 uL és 200 unL MeOH hozzédadésaval tortént.
Az 6sszegylyjtott feliiluszot beparoltuk, majd 200 pL desztillalt vizben ujra feloldottuk, végiil
PTFE filteren (0.20 um) atszirtiik.

A vizsgalt fenolos tulajdonsagl vegyiiletek analizise az eredeti procedurahoz képest
modositasokkal valosult meg. A szétvalasztas Supelco Ascentis Express F5 (150 mm x 4.6
mm, 5 um) oszlopon, illetve egy C18 (4mm X 4.6 mm, 5 pm, 100 A) elététoszlopon ment
végbe, egy Agilent 1100 HPLC-DAD-ESI-MS késziilék segitségével. A vegyliletek
szétvalasztasa 30 °C-on, két fajta eluens ((A: viz (99.5% viz és 0.5% ecetsav), B: acetonitril))
segitségével tortént 0.85 mL perc™ aramlasi sebesség mellett, az alabbi gradienst alkalmazva.
B eluens 5-12% (0-3 perc), 12-25% (3-46 perc), 25-90% (46-49.5 perc), 90% izokratikus
(49.5-52), 90-5% (52-52.7 perc) végill 5% izokratikus (52.7-59 perc). A detektornak a
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pasztazd hulldmhosszai 320, 330 és 370 nm-re voltak beallitva. A mennyiségi vizsgalat
negativ ionizéciés modban, ESI ionforras segitségével tortént. A tOmeg spektrométer ion

optikaja pedig kvercetinre volt kalibralva (Neugart és mtsai., 2012).

5.4 Antioxidans kapacitas vizsgalatok

5.4.1. Vasredukal6 képességen alapulé antioxidans kapacitas mérés
(FRAP, Ferric Reducing Antioxidant Power)

A mérési elv a mintdban 1évdé antioxidansok vasredukald képességén alapszik,
melyben a vas (IlIl) ionok vas (II) ionokka redukalodnak az antioxidans tulajdonsaga
vegyiiletek hatdsara, kékes szinli terméket eredményezve (Benzie és Strain, 1996). A
vizsgalatokat az eredeti modszer modositasaival végeztikk el (Sz6llési és Szoll6si-Varga,
2002), ami alapjan a FRAP reagens 25 mL acetat puffer (300 mM, pH 3.6), 2.5 mL 2,4,6-
tripiridil-S-triazin (TPTZ) oldat (10mM TPTZ feloldva 40 mM HCl-ben) és 2.5 mL FeCl; (20
mM FeCl; feloldva desztillalt vizben) oldat hozzaadasaval késziilt. 190 pL FRAP reagenshez
hozaadtuk a 10 uL megfelelden kihigitott kivonatot. A mérés 620 nm hullamhosszisagon
(Multiskan FC plate reader, Thermo Fischer Scientific, Shanghai, China) tortént, 30 perces

szobahdmérsékletii inkubacio utan. A modszer tradicionalis kalibralasat ASA-al végeztiik.

5.4.2. ABTS™ semlegesitésen alapulé antioxidians kapacitds mérés
(TEAC, Trolox Equivalent Antioxidant Capacity)

A mobdszer a 2,2-azino-bisz-3-etilbenzotiazolin-6-szulfonsav kation gyok (ABTS™)
oxidacidjan alapszik (Re és mtsai., 1999). Elsé 1épésként ezt a szintetikus kation gyokot
hoztuk létre 19.4 mL foszfat pufferben (50 mM, pH 6), 200uL ABTS (10 mM ABTS feloldva
EtOH-ban), 200 uL peroxidaz enzim (HRP) (0.0125 mU HRP feloldva 50 mM foszfat
pufferben) és 200 puL H,O, (100 mM) hozzaadasaval. A 15 perces szobahémérsékletii
inkubécié soran az ABTS™ kialakulasat annak kékeszold szine jelezte. Az igy elkészitett
TEAC reagenshez adott levélkivonat vagy mdas antioxidans a kation gyok oxidaciojaval
csokkenti az oldat abszorpciojat. A mérendd kivonatok és a kékeszdld szinti TEAC reagens
elegyitését kovetéen meghatdroztuk az ABTS™ csokkenését, 651 nm hullamhosszon torténd

abszorpcidé méréssel. A kalibracio 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboxilsav (Trolox)

24



segitségével torténik, mely az E vitamin vizoldékony analdgja és antioxidans kapacités

mérések széles korben elterjedt kalibraloszere.
5.4.3. DPPH’ semlegesitésen alapulé antioxidans kapacitas mérés

Az 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil gyok (DPPH’) ibolyakék szinii oldatanak
elszintelenedésén alapuld mérése az egyik legrégebbi antioxidans kapacitast méré modszerek
kozé sorolhatdo (Blois, 1958). Reakciokinetikajat tekintve sokaig vitatott volt
elektrontranszferen alapuldé miikodése, mostanra viszont széles korben elterjedt tedria a
reakcié mechanizmusara a proton-kapcsolt elektrontranszfer (Foti, 2015). A mérés soran 0.75
mM DPPH’-t MeOH-ban feloldottunk, melyet acetat pufferben tovabb higitottunk (100 mM,
pH 55). A 20 pL kivonathoz hozzaadott 180 uL DPPH’ oldatot 30 percig 37°C
hémérsékleten inkubaltuk majd annak szinvaltozasat figyeltiik 517 nm hullamhosszon. A

kalibracio a FRAP modszerhez hasonléan, hagyomanyosan ASA-val tortént.
5.4.4. H,0, semlegesito képesség

A modszer a kalium-jodid (KI) oxidaciojan alapszik, azonban a jod (I) abszorpcios
maximuma helyett (Junglee és mtsai., 2014) a reakciot 405 nm hullamhosszon értékeljiik,
ugyanis ebben a tartomanyban a vegyiiletek magas UV abszorpcidja kevésbé zavard
(Csepregi és mtsai., 2016). A KI oldat (0.85 M) elkészitése kalium-foszfat pufferben (100
mM, pH 7) torténik, melynek 140 uL-éhez 10 uL mintat, végiil 50 pL. H,0,-t adunk. A H,0,
(25 uM) hozzdadasa utdn narancssarga szinreakciot figyelhetiink meg, amit egy 405 nm-en
torténd abszorpcido kétszeri (0 és 3 perc) mérésével jellemezhetiink, ezaltal az
abszorpciocsokkenés aranyaibol kovetkeztethetiink az antioxidans aktivitas mértékére. A

crer

koncentracidja (ICsp), melyet Trolox ekvivalensben fejeztiink ki.

5.4.5. 'O, semlegesit6 képesség

A 'O, semlegesitd antioxidans tulajdonsag mérése az 1,3-difenil-izobenzofuran
(DPBF) oxidacidjan alapszik (Zhang és Li., 2011). A modszer egyik legfontosabb része a

MeOH ¢és desztillalt viz aranyanak (70: 30) megtartdsa az egész reakcid soran. A mérést
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sziikitett kiivettdban végeztiikk desztillalt viz, MeOH ¢és az elére elkészitett metilénkék,
valamint DPBF torzsoldatokkal, ahol a DPBF 100 puM, mig a metilénkéknek 20 uM a
végkoncentracioja. A DPBF optikai denzitasanak mérése 410 nm hulldmhosszon (Shimadzu
UV-1800, Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan) torténik megvilagitas nélkiil, majd a
metilénkékbdl fotodinamids uton szinglett oxigént kelté 50 umol m? s foton fluxus siirtiségii
voros fénnyel (Schott KL 1500 LCD, Fehraltorf, Switzerland). A DPBF oxidacidjanak
mértéke kiszamithatd az abszorpcid csokkenésének mértékébdl. Amennyiben a mérdelegy
mas, 10, reaktiv anyagot is tartalmaz (névényi mintat vagy mas antioxidans vegyiiletet), az
csokkenti a DPBF oxidacidjanak mértékét. A vizsgalt minta koncentraciosorozataval
kiszamithaté annak 50%-os gatld koncentracidja (ICsp), melyet a Trolox ICsy értékéhez

viszonyitottunk.

5.5 Flavonoid meghatarozas spektrofotométerrel

Szamos modszer 1étezik az irodalomban kiilonb6z6 flavonoid csoportok vagy éppen
teljes flavonoid tartalom meghatarozasara. Munkank soran tobb mérési eljarassal dolgoztunk,
azonban néhol elengedhetetlen volt a modositasok elvégzése a novénymintak értékelhetdsége
szempontjabol. A kapott adatok tajékoztatd jelleglick, megbizhatésaguk nem vethetd Ossze a
HPLC analizissel, azonban egyszeri ¢s olcsé modszerekrél van szd, melyek jol
reprodukélhaté eredményeket adnak, ezaltal tdmpontot szolgéltatva a vizsgdlni kivant

mintarol.

5.5.1 Folin-Ciocalteu reaktivitas (FCR, Folin - Ciocalteu Reactivity)

A teljes polifenol tartalom meghatarozas Folin-Ciocalteu (FC) reagenssel torténik
(Folin ¢és Ciocalteu, 1927) az eredeti modszer (Singleton és Rossi, 1965) modositasaval
(Csepregi és mtsai., 2013). A 20 uL mintadhoz 90 uL (1:10 aranyban desztillalt vizzel higitott)
FC reagenst adunk, majd 5 perc mulva hozzaadunk tovabbi 90 uL Na,CO3 (6% w/v) oldatot.
A szobahOmérsékleten torténé 90 perces inkubaciot kovetéen megmérjilk az oldat
abszorbanciajat 651 nm hullamhosszon. A reakcidoban az FC reagens molibdén (V1) ionja a
kivonatban eléforduld antioxidans tulajdonsagu vegyiiletektdl elektront vesz fel, 1étrehozva a
kékes szinli molibdén (V) iont. Ez altal egy elektrontranszferen alapuld antioxidans kapacités

mérés valik lehetévé, mely nem csak a polifenolok, hanem az 0&sszes, a FC-nak
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elektronatadasra képes antioxidans tulajdonsagu vegyiilet vizsgalatara alkalmas. A kalibracios
gorbét galluszsav (GAA) oldataval készitettiik, a fenti modszert alkalmazva. A koncentraciot

galluszsav ekvivalens egységben kifejezve adtuk meg (Velioglu és mtsai., 1998).

5.5.2 Flavanol tartalom meghatarozas

A 4-dimetilamino-fahéjaldehid (DMACA) reagens segitségével szines kondenzacios
termékek jonnek létre flavan-3-olok jelenlétében. Kiilonb6zd indolok vagy terpének is
képesek reagalni a DMACA vegyiilettel, azonban gyenge reaktivitast mutatnak (Treutter,
1989; Di Stefano és mtsai., 1989). A DMACA oldodasat elésegitve savas EtOH-0s olddszert
hasznaltunk (EtOH: H,O: HCI 70:29:1 v:v:v) a mérésekhez, melyben 930 uL. DMACA (0,1
% wil/v) oldatot elegyitettiink 70 pL kivonattal. A 30 perc és 30°C-0s vizfiirdon torténd
inkubalés utan, a reakcid soran keletkezd szines kondenzaciés termékek abszorbancidjat 640
nm hullamhosszon olvastuk le. A DMACA-val vizsgalt mintak reaktivitasat katekin

ekvivalens egységben fejeztiik Ki.

5.5.3 Teljes flavonoid tartalom meghatarozas aluminium-kloriddal

Magas polifenoltartalmi mintadk (pl. bor, szdéldlevél kivonatok) teljes flavonoid
tartalmanak meghatarozasara a legelterjedtebb eljaras az AlICl; modszer, mely egy stabil
komplex kialakuldsan alapuld szinreakcié (Ivanova és mtsai., 2010). A reakcioelegy 300 pL
NaNO, oldat (5% w/v), 400 pL desztillalt viz és 100 pL vizsgalni kivant minta keverékébdl
all, melyet 5 percig inkubaltunk szobahémérsékleten. Ezutan 30 pL AlICl; oldatot (10% wi/v)
adtunk hozza, majd Gjra inkubaltuk 5 percig és hozzaadtunk 200 pL NaOH oldatot (1M) és
240 pL desztillalt vizet. Végiil a minta abszorpcigjat 510 nm hullamhosszon olvastuk le
(Zhishen és mtsai., 1999) és a minta reaktivitasat kvercetin ekvivalens egységben hataroztuk

meg.

5.5.4 Teljes flavonoid tartalom meghatarozas 2,4-dinitro-fenil-
hidrazinnal

Annak érdekében, hogy ez a modszer alkalmazhaté legyen a mintdinkra és
Osszehasonlithato legyen a mar felsorolt mérési technikakkal, az eredeti mdodszerhez képest

(Chang és mtsai., 2002; Nagy és Grancai, 1996) valtoztatast kellett alkalmaznunk a DNPH
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olddszereinek aranyaban, ugyanis a DNPH oldhatésaga EtOH-ban sokkal gyengébb, mint
MeOH-ban. A 100 pL tesztelni kivant mintat &sszekevertik 200 uL. DNPH (0,2% w/v
MeOH-ban) és 200uL EtOH: H,O (70:30 w/v) oldészer elegyével, majd pontosan 50 percig
50°C-on inkubaltuk vizfiirdében. Ezt kovetden hozzdadtunk 500 uL. KOH (1% w/v) oldatot és
10 percig centrifugaltuk, mar az eredeti modszer szerint. A keletkezé szines termék
abszorpcids spektrumanak maximuma 430 nm, igy ezen a hullamhosszon tortént a mérés,

naringenin ekvivalens egységre kalibralva.

5.5.5 UV abszorbealé pigment mennyiség meghatarozas

A szakirodalom az UV abszorbeald tulajdonsagot elészeretettel hasznalja a fenolos
tulajdonsagt anyagok jellemzésére kiilonféle oldoszerekben, ugymint savas EtOH (Arnous és
mtsai., 2001; Poudel és mtsai., 2008), aceton (Ivanova és mtsai., 2010) vagy desztillalt viz
(Kosar és mtsai, 2007). Munkank soran a vizsgalni kivant mintakat savas EtOH elegyével
higitottuk és mértilk meg abszorpcids spektrumukat 280-400 nm kozott. Reagenst nem
hasznaltunk a mérésnél, csak a minta sajat abszorpcidjat mértiik. A spektrofotométerrel
megmért gorbe alatti tertiletet az UV-A (315-400 nm) és UV-B (280-315 nm) tartomanyban
kiilon-kiilon hataroztuk meg és az intergralt abszorpcids értékeket a tartomanyok
szélességével (85, illetve 35 nm) elosztva jellemeztiik a minta UV abszorbeald képességét. A
vizsgalt tesztvegyiileteket ennek megfelelden az integralt UV-A vagy UV-B abszorpcio mM™
nm™ adatokkal jellemeztiik. A levélkivonatok abszorpcidjat kvercetin ekvivalens egységben

kifejezve adtuk meg, szaraz tomegiikre viszonyitva.

5.6 Statisztikai modszerek

A dolgozatban szerepld tiszta hatdanyagokat vizsgdldo méréseket haromszori
(technikai) ismétlésben végeztiik el. Ezekben a vizsgalatokban az egyes vegylileteket jellemzd
atlagos értékek Osszehasonlitdsdra nem keriilt sor, az ezeket tartalmazo teljes adatsorokat
hasonlitottuk Ossze a moddszerek illetve a szerkezet-hatas vizsgéalatok soran. A levélmintdk
esetében az 5.1-5.2 fejezetben leirtak szerint harom biologiai ismétlésben gytijtottiink
mintakat. Egy bioldgiai minta 5 levelet tartalmazott, ezeket egybegytijtve dolgoztuk fel és egy

mérési adat tartozott hozzajuk. A sz6l6levél mintakat a harom bioldgiai minta adatainak

.....
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kétmintas t-probaval, mig a normal eloszlast nem kovetdk esetében Mann-Whitney teszttel
hasonlitottuk 0ssze. A normalitas ellendrzésére Shapiro-Wilk probat hasznaltunk.

Az antioxidans kapacitas vizsgalatok eredményei kozotti Osszefiiggések vizsgalatara a
Pearson féle korrelacios koefficienst (R) hasznaltuk, és azokat a korrelacios koefficienseket
tekintettlik szignifikansnak, melyeknél a hipotézis vizsgalat sordn kapott p érték kisebb volt,
mint 0.05. A TAC modszerek eredményeinek paronkénti Osszehasonlitdsdhoz lineéris
regresszid analizist alkalmaztunk, ahol a lineéris illeszkedés josagat a determinacids
egylitthato (RZ) ¢és a t-teszt p értéke mutatta. A TAC moddszerek 6sszehasonlitdsara a Bland-
Altman ¢és Passing-Bablok ecljarasokat hasznaltunk (részletek a Fiiggelékben). A Bland-
Altman proba azokat a moddszereket tekinti hasonlonak, melyek esetében a két kiilonbozo
modszerrel ugyanazon mintan mért adatok kiilonbségeinek atlaga nem tér el jelentdsen
nullatdl (Bland és Altman, 1986). Az ezt a kritériumot p > 0.05 szinten teljesitd TAC modszer
parokat Passing-Bablok eljarassal is megvizsgaltuk. Itt a moddszerek azonossaganak
kritériuma, hogy a két kiilonb6zé moddszerrel mért adatparokra illesztett regresszids egyenes
meredekségének konfidencia intervalluma tartalmazza az 1-et, tengelymetszetének
konfidencia intervalluma pedig a 0-t (Passing és Bablok, 1983).

A szerkezet-hatas 0Osszefliggések vizsgalatait TAC modszerenként kiilon-kiilon
végeztik el egyfaktoros ANOVA segitségével, faktorként az egyes szerkezeti elemek
meglétét vagy hidnyat hasznalva. Az 0Osszehasonlitas elvégezheté ugy is, hogy a
tesztvegyiileteket két csoportba osztjuk aszerint, hogy tartalmaztdk vagy sem a vizsgalt
szerkezeti elemet, és a két csoportra jellemzd tulajdonsag (pl. antioxidans kapacitéas értékek)
atlagait hasonlitjuk 0ssze kétmintés t-probaval vagy Mann-Whitney teszttel. A szignifikans p
érték (p< 0.05) azt mutatta, hogy az adott szerkezeti elem hatassal van a vizsgalt
tulajdonsagra.

A szamitasokat Microsoft Excel és PAST programokkal, a Bland-Altman és Passing-

Bablok eljarasokat MedCalc programmal végeztiik.

29



6. Eredmények és megvitatasuk

6.1 Flavonoid mennyiséget méro eljarasok szelektivitasanak vizsgalata

6.1.1 Kromoférok abszorpciéjan alapulé eljarasok

A fenolos tulajdonsagu vegyliletek nélkiilozhetetlen 6sszetevoi a ndvényi sejteknek.
Lényeges fizikai, kémiai, illetve biokémiai tulajdonsagokkal rendelkeznek, melyek ko6zé
tartozik a védelem a nagy intenzitasi napsugarzassal szemben (UV és lathatd tartomany),
illetve a keletkezett ROS-ok semlegesitése (Berli és mtsai., 2008; Berli és mtsai., 2011; Pietta,
2000; Torel és mtsai., 1986). Az antioxidans tulajdonsag kutatasai joval tulmutatnak a
novényélettan témakorén, magiba foglalva az élelmiszer kémidt és taplalkozastudomanyt
(Hollman és Arts, 2000; Iacopini és mtsai., 2008; Leifert és Abeywardena, 2008; Monagas és
mtsai., 2006).

A fenolos vegyiiletek stresszvalaszokban betoltott szerepe, valamint egyéb
tulajdonsagainak vizsgdlata igazdn érdekes. A szerkezetileg hasonld felépitésii fenoloidok
tartalom meghatarozasa spektrofotométeres eljardsokkal, minden bizonnyal értékes
kiegészitése lehet mas novényfizioldgiai paramétereknek. A novényi fenoloidok egy
rendkiviil gazdag csoportja a névényi specialis anyagcseretermékeknek, mely azonositasa a
nagyfoku szerkezeti hasonlosag miatt kiilonféle folyadékkromatografias eljarasokkal a
legcélszerlibb. Az azonos kémiai alapszerkezettel rendelkezd vegyiiletek 1-1 csoportjanak
teljes mennyisége olcsobb €s egyszerlibb modszerekkel, példaul kiillonféle spektrofotométeres
eljarasokkal is  meghatarozhato, azonban ezek mérési eredményei  gyakran
félreértelmezhetdek. A probléma f6 forrdsa a vizsgalatok eredményeinek a talértékelése és
hozzarendelése egyes vegyliletekhez, vegyiilet csoportok helyett. Masik hibaforras a
kiilonbozd fotométeres eljarasok eredményeinek Osszehasonlitasakor a kiilonboz6 szerves
oldoszerek hasznalata, figyelmen kiviil hagyva a fenolos vegyiiletek oldhatosagat névényi
anyagbol (Ivanova és mtsai., 2010).

Munkéank egyik célja a fenolos vegyiiletek kiilonféle csoportjainak azonositasara
alkalmazott spektrofotométeres eljarasok Osszehasonlitasa, ezek keresztreaktivitasainak
vizsgélata, valamint optimalizalasa. Annak érdekében, hogy ezek az 0Osszehasonlitdsok

megvalosithatoak legyenek, minden vizsgalatban ugyanazt az olddszert hasznaltuk.
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A legismertebb biologiai eljarasok kozé tartozik a témaban a Folin-Denis vagy mas
néven Folin-Ciocalteu modszer (Folin és Denis, 1912), mellyel a minta teljes fenol tartalmat
lehet detektalni (Singleton, 1974). Alkalmazasukat tekintve sz6l6levél (Dani és mtsai., 2010;
Kosar és mtsai., 2007), bogyohéj és mag (lacopini és mtsai., 2008) extraktumbol torténtek
meghatarozasok ezzel az eljarassal, melynek kalibralasa tradicionalisan galluszsavval
torténik. Egy masik modszerrel, mely nem alkalmaz indikator vegyiiletet a mérés folyaman,
15 perc szobahémérsékleten torténd inkubacid utan mérhetéek az EtOH-al kivonatolt mintak
kiilonboz6é hulldmhosszokon (280, 320, 360 és 520 nm). Ebben a munkdban az egyes
hullamhosszakon mért abszorbancia értékeket hasznaltak a fenolos tartalom (280 nm), a
borkésav észtereinek (320 nm), a flavonol tartalom (360 nm) és az antocianinok (520 nm)
becslésére. Ezen vizsgalati eljarast késébb modositottak és attértek a galluszsav hasznalatara a
kalibralas soran (Mazza és mtsai., 1999).

A fenolos vegyiileteken beliil egy nagy ¢és fiziologiailag jelentds csoport a
flavonoidoké, melyek tobb szerkezetileg markansan elkiiloniilé csoportot alkotnak, ugyancsak
mérhetdek spektrofotométer segitségével. Tobb {6 kategoridba sorolhatdak, legjellegzetesebb
képvisel6ik a kvercetin (QUE), naringenin (NAR) és katekin (CAT). Savas alkoholban
Kivonatolt must, bor és bogyohéj mintdkat 360 nm hullamhosszon megmértek, hogy
mennyiségileg megbecsiiljék a flavonolok mennyiségét, referencianak kvercetint hasznalva,
mely taldn a legegyszerlibb és legkorabbi flavonoid méréd moddszer volt (Mazza és mitsai.,
1999). A szélesebb korben alkalmazott flavonoid méré modszer (Ivanova és mtsai., 2010;
Kosar és mtsai., 2007) az AICl; szinvaltozasan alapszik (Nikolovska-Coleska és mtsai.,
1994). Az AICI; a komplexkéz6dés soran jobban reagal flavonokkal és flavonolokkal, mint
mas polifenolokkal (Chang és mtsai., 2002; Marghitas és mtsai., 2007).
tamogatja DNPH-t hasznalva a mérés folyaman (Nagy és Grancai, 1996). A flavanolok, mint
példaul a CAT, kizar6lagosan mérhet6 a DMACA reagens segitségével végbemend
szinreakcidval (Chacon és mtsai., 2009; Di Stefano és mtsai., 1989).

Az 1. tablazat a kiilonbozd fenolos vegyiiletcsoportok azonositasara hasznalt
legelterjedtebb fotométeres eljarasok szelektivitasat vizsgalja, a kiilonboz6 vegyiilet
csoportokat képvisel6 kalibrald szerek segitségével. A kiilonb6z6 fenolos vegyiiletcsoportokat
képviseld6 GAA (fenolos sav), CAT (flavan-3-ol), QUE (flavonol), NAR (flavanon) mellett a
levelekben nagy mennyiségben megtalalhatdé nem fenoloid antioxiddns, az aszkorbinsav
(ASA) reaktivitasat is megvizsgaltuk valamennyi modszerrel. Amennyiben a vizsgalt

vegytiletek ugyanolyan mértékben reagaltak az adott tesztben, mint a kalibrald vegyiilet, a
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relativ reaktivitas értéke 1. Ha az érték kisebb, mint 1, akkor kevésbé reaktiv a vizsgalt
vegyiilet a kalibralo szerhez képest. Ha a modszer érzékenyebb a vizsgalt vegyiiletre, mint a
kalibralo szer, a reaktivitas nagyobb, mint 1.

Az elsé sor (1. tablazat) a Folin-Ciocalteu moddszer (Singleton és Rossi, 1965)
eredményeit mutatja. Megfigyelhetd, hogy a kiilonféle tesztvegyiiletek kiilonb6z6 mértékben
reagaltak, nagy résziik nagyobb mértékben, mint a GAA. Ez azért érdekes, mert példaul két
azonos fenol tartalmu, de GAA-t és QUE-t kiilonboz6 aranyokban tartalmazé minta FCR
modszerrel becsiilt eredménye nem lesz azonos. Az ASA egy nem fenolos jellegli vegyiilet,
mely mM koncentracioban minden ndvényi mintaban eléfordul. A Folin-Ciocalteu reagens
ASA ¢érzékenységét mar régota ismerik (Singleton, 1974), ennek ellenére az FCR modszer
hasznalata igen elterjedt. Novényélettani szempontbol fontos hangstlyozni, hogy az ASA

A tablazatban szereplé tesztvegyiiletek reaktivitasat az adott modszer tradicionalisan
hasznalt tesztvegyiiletéhez képest adtuk meg, az ezeknél nagyobb (1<) reaktivitasokat dolt és

félkovér szamokkal jeloltiik.

1. tablazat: Spektrofotométeres flavonoid tartalmat méré modszerek 6sszehasonlitasa
tesztvegyliletek segitségével.

Alka!mazott GAA CAT QUE NAR ASA
eljarés
Folin-Ciocalteu
(GAA ekvivalens 1 2.15 1.90 1.35 0.30
egységekben)
AICl; mddszer
(QUE ekv. egys) | %2 4.66 1 0.22 <0.01
DMACA modszer
(CAT ekv.egys) | 0% 1 <001 <0.01 <0.01
DNPH modszer
(NAR ekv. egys.) 0.30 0.42 0.48 1 <0.01
Absz. 280 nm
(QUE ekv. egys.) 1.52 1.60 1 2.58 0.06
Absz. 360 nm
(QUE ekv. egys.) <0.01 <0.01 1 0.32 <0.01
Absz. 280-400 nm
(QUE ekv. egys.) 0.09 0.02 1 0.89 <0.01

GAA: galluszsav; CAT: katekin; QUE: kvercetin; NAR: naringenin; ASA: aszkorbinsav. A
tablazatban szerepld értékek a vegyliletek relativ reaktivitasat mutatjak a kalibrald
tesztvegylilethez képest.
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A kiilonbozo flavonoid csoportok legismertebb képviseldi eltérd reaktivitasokat
mutatnak a tesztvegyliletekkel a modszerek érzékenysége alapjan. Az AICl; modszer képes
kiilonbséget tenni kiilonféle flavonoid csoportok kozott (Chang és mtsai., 2002; Marghitas és
mtsai., 2007), melyet a tobbszorés kiilonbség (5x) a QUE és NAR kozott még jobban
megerdsit (1. tablazat). Adataink azt mutatjak, hogy a moddszer nem csak a flavonolokra
szelektiv. A flavanonok és mas fenolok szintén mutatnak reaktivitast az AlCls-dal, mint a
GAA vagy NAR, azonban a modszer a CAT-re kimondottan érzékeny. Tobb publikacioban is
alkalmaztak az AlCl3 reaktivitasan alapuld modszert flavonoidok mennyiségi meghatarozasra,
példaul eperfa levelében (Zhishen és mtsai., 1999), valamint sz6l6 esetében (Ivanova és
mtsai., 2010; Kosar és mtsai., 2007). Mindazonaltal az AICl3; CAT-nel és mas flavonoidokkal
valo er6s reaktivitasa torzitott a mintakban talalhatd CAT szarmazékok és mas flavonoidok
magas koncentracidja miatt. Ellentétben az AICl; modszer szelektivitas hianyaval, a
DMACA-t alkalmazo eljarasok (Di Stefano és mtsai., 1989) CAT szelektivnek bizonyultak,
amint az 1. tablazat is mutatja, gyakorlatilag nem reagal masik tesztvegyiilet az adott
modszerrel.

A DNPH eljarast flavanon és flavanonol csoportokat tartalmazé fenoloidok
mennnyiségi meghatarozasara alkalmazzak (Nagy és Grancai, 1996), és szelektivitasat
vizsgalva Chang ¢s mtsai., (2002) szerint mas flavonoidokkal nem mutat reaktivitast.
Eredményeink azonban ennek ellent mondanak. Kisérleteinkben a QUE, a flavonolok
képviseldjének reaktivitaisa nem volt elhanyagolhatd, csaknem a fele volt a NAR
flavanonének. A GAA és CAT is reagalt a DNPH-val, a QUE reaktivitasait megkozelité
mértékben (1. tablazat). A kiilonbség mas szerzOk eredményeihez képest a kiillonbozd
hullamhosszon torténé mérésbodl fakadhat, ugyanis a 495 nm (Chang és mtsai., 2002) vagy a
486 nm (Marghitas és mtsai., 2007) a kromoforok spektralis maximumatol tavol talalhatoak.
Viszont az adataink tisztan mutatjak, hogy a DNPH moddszer nem csak a flavanon illetve

flavanonol tartalmat képes mérni (Csepregi és mtsai., 2013).

6.1.2 UV abszorpcion alapulé eljarasok

A fenolos tulajdonsagu vegyiiletek antioxidans tulajdonsagukon kiviil, csokkentik a
szovetekbe jutdé UV sugirzas mértékét, azonban a ndvények tobb mas UV abszorpcioval
rendelkezd metabolitot is tartalmaznak. Az UV abszorbeald tulajdonsagot eldszeretettel
alkalmazzak fenolos anyagok tartalmanak mérésére (Sisa és mtsai., 2010; Ivanova és mtsai.,

2010). Ezek az eljarasok altalaban egyetlen hullamhosszon hatarozzak meg a minta UV
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abszorpcidjat és ennek alapjan kovetkeztetnek a fenoloid tartalomra. Egy pontosabb
eljarassal, kiilonbozd fenoloid reprezentdns vegyliletek abszorpciés spektrumainak
Osszehasonlitasaval vizsgaltuk meg, mennyire egyenletesen képviseltek az egy hullamhosszas
eljarasokban az egyes vegyliletcsoportok, melyet a 9. abran lathatunk. Ezek a normalizalt
adatok jol illusztraljak a spektralis valtozatossagot és a mennyiségi Osszehasonlitasokat,
melyek a 2. tablazatban szerepelnek. Az ASA spektruma az abran (9. abra) azt mutatja, hogy

nem rendelkezik jelentés UV-A, illetve UV-B abszorpcidval.

2. tablazat: Spektrofotométeres flavonoid tartalmat méro eljarasokban hasznalt
tesztvegyliletek UV abszorbcidinak 6sszehasonlitésa.

Alkalmazott eljaras GAA CAT QUE NAR ASA

Absz. 280-400 nm
(QUE ekv. egys.)

0.09 0.02 1 0.89 <0.01

GAA: galluszsav; CAT: katekin; QUE: kvercetin; NAR: naringenin; ASA: aszkorbinsav.

Osszehasonlitva a spektrumokat azt lathatjuk, hogy kizarélag a 280 nm hulldmhosszra
tamaszkodva, a mintak fenol tartalma megbecsiilheté (Mazza és mtsai., 1999), ugyanis ezen a
hulldmhossz tartomanyon szdmos flavonoidnak van elnyelése. A CAT abszorpcidjanak
maximuma 280 nm koril van Ggy, mint a GAA-nak és a NAR-nek. A QUE relativ
abszorpcidja 280 nm-en Kisebb, ezért a vizsgalatok soran hasznalt ndvényi kivonatokban 1év6
csekély flavonoid tartalom kiilonbségek az egyes értékek tal- vagy alabecslését jelenthetik.
Az abszorpcids spektrumok Osszehasonlitdsa alapjan, a 360 nm-en torténd méréssel a
spektrumok alapjan a flavanonok (NAR) és flavonolok (QUE) mérhetéek (9. abra). A NAR
abszorpcidja 360 nm hullamhosszon harmada a QUE-nek (1. tablazat), mely jobban
aldtdmasztja, hogy az egyetlen hulldmhosszon vald6 méréssel inkabb a flavonolok becslését
segitjik el6. A QUE és NAR példaja azt mutatja, hogy a flavonolok és flavanonok
abszorpcidja fedésben van az UV tartomanyban, ezaltal nem lehet Oket egyértelmiien
elvalasztani egymastol egyetlen hullamhosszon.

Mindazonaltal az UV abszorpcidhoz a flavonolok vagy flavanolok hozzajarulasa
sokkal pontosabb &sszképet ad a mintankrol, amennyiben a teljes UV tartomanyban (280-400
nm) felvett spektrum alatti teriiletet integraljuk és értékeljiik. Az UV abszorbeald spektrumok
jol mutatjak, hogy a fenolos tulajdonsagu vegyiileteknek kiilonb6z6 hulldmhosszon van az
elnyelési maximumuk, ezért nem adhat megbizhato eredményeket a flavonoidoknak az egy

hullamhosszon valo mérése.
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9. dbra
Noveényi fenoloidok UV abszorpcids spektrumai.
GAA: Galluszsav (2.35 uM), NAR: Naringenin (1.47 uM), QUE: Kvercetin (1.65 uM),
ASA: Aszkorbinsav (227.1 uM), CAT: Katekin (68.9 uM).

Osszefoglalasként elmondhatjuk, hogy a spektrofotométeres eljarasok jo becslést,
tampontot adnak flavonoid csoportokra, de sosem szabad Oket flavonoid specifikus

modszerként kezelni (Csepregi és mtsai., 2013)

6.2 Novényi polifenolok antioxidans tulajdonsagainak elemzése

6.2.1 Teljes antioxidans kapacitas

A novényi polifenolok olyan erds antioxidans tulajdonsaggal rendelkezd specialis
anyagcseretermékek, melyek a ndvényi szervezetben a stressz elleni védelmet szolgaljak
(Michalak, 2006; Grace és Logan, 2000). Ezek a vegyiiletek a novényekbdl késziilt
kivonatokban is megtartjak antioxidans képességiiket, ezaltal hozzajarulva a gyogyszerészeti
¢és élelmiszeripari termékek jotékony hatasaihoz (Havsteen, 2002). Ebbdl kifolydlag a
polifenolok nem csak a ndvényi szervezetben hasznosak, mint antioxiddnsok, hanem az
emberi taplalkozasban is esszencialisak. A flavonoidok, hasonléan mas ndvényi

polifenolokhoz, olyan kémiai szerkezettel rendelkeznek, mely segiti a szabad gyokok
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hatastalanitasat (Rice-Evans és mtsai., 1996). Antioxidans tulajdonsaguk kozé tartozik a
kiilonb6z6 ROS-0k kozvetlen semlegesitése (Robak és Gryglewski, 1988; Aust és mtsai.,
1985; Bergman és mtsai., 2003; Majer és mtsai., 2014), kelatképzés bizonyos fémekkel (Rice-
Evans és mtsai., 1997; Brown és mtsai., 1998; Mira és mtsai., 2002), tovabba egyes peroxidaz
enzimek miikodését is tamogathatjak elektron forrasként (Pérez és mtsai., 2002; Van Doorn és
Ketsa, 2014). Ezeknek a vegyiileteknek a TAC paraméterei jol jellemzik antioxidans
tulajdonsagukat.

Munkénk soran megvizsgaltuk és Osszehasonlitottuk kiilonb6z6 TAC méro eljarasok
eredményeit, hogy megallapitsuk, a modszerek koziil melyik jellemzi a legpontosabban az
adott minta antioxidans kapacitasat. Kisérleteinkben antioxidans mérések kalibraloszereit
(ASA, Trolox) és 37 fenolos tulajdonsagu tesztvegyiilet négy kiilonb6z6 ET modszerrel
vizsgalt eredményeit hasonlitottuk Ossze: TEAC, FRAP, DPPH és FCR. A modszerek
valtozatossaga azt feltételezi, hogy a kiillonb6zé mérési eljarasok nagy kiilonbségeket
eredményeznek ugyanabban a fenoloid csoportban, ugyanis a vizsgalt fenoloidok szerkezete
is rendkiviil valtozatos. Ebbdl kifolyolag megvizsgaltuk, hogyan befolyasolja a vegyiiletek
kémiai szerkezete a mdodszerek eredményét.

A szerkezet-hatas Osszefiiggésekkel foglalkozé Kutatasok altalaban csak egy-egy TAC
modszert alkalmaznak, példaul TEAC (Pannala és mtsai., 2001; Kéhkonen és mtsai., 1999;
Agati ¢és mtsai., 2012), vagy FRAP (Firuzi és mtsai., 2005), és viszonylag kevés vegyiiletet
vizsgalnak. Modszerek paronkénti dsszehasonlitasat csak néhany vegyiiletcsoport esetében
végezték el, pl. antocianok (FRAP és TEAC, Muselik és mtsai., 2007) és flavonolok (DPPH
¢s TEAC, Nanjo és mtsai., 1996).

Munkank soran fenolos savakat és tobbféle flavonoid osztalyba tartozd vegyiiletet is
megvizsgaltunk. A négy TAC eljaras Osszehasonlitasan tal kutatasaink Gjdonsaga trendek
megfigyelése helyett az adatok statisztikai analizise volt. A kutatasi cél kittizésével felmertil a
kérdés, hogy a tesztvegyiiletek TAC értékei mennyire relevansak az ezeket a vegyiileteket
tartalmazé novényi kivonatok antioxiddns kapacitds értékeivel. Az ebben a témaban levd
irodalmak ellentmondasosak, beleértve az antioxidansok antagonista illetve szinergista
hatasait (Samra ¢és mtsai.,, 2011; Prieto és mtsai., 2015). Ennek ellendrzésére szoldlevél
kivonatokat hasznaltunk, melyek kiilonboz6 polifenol profillal rendelkeztek. A levélkivonatok
TAC értékeinek Osszehasonlitasa mellett készitettlink olyan modell mintakat is, melyek a
levélkivonat f6 fenoloid komponenseit a levelekben mérttel megegyez6 molaris aranyban
tartalmaztak. Ez lehetdséget adott arra, hogy megvizsgaljuk, hogyan befolyasoljak a fenoloid

Osszetétel kismertékii valtozasai a kiilonboz6 TAC mérések eredményeit.
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Az egyedi vegyliletek tulajdonsagait 6sszehasonlito kutatasaink kivitelezésében a 3. és

a 4. tablazatban 1évo fenolos vegyiileteket hasznaltuk. Az 5. tablazat tartalmazza a fenoloidok

két legnagyobb csoportjanak, a flavonoidoknak és a fenolos savaknak antioxidans

paramétereit. A hidroxi-benzoésavak és hidroxi-fahéjsavak a fenolos savak két legnagyobb

crer

novények leveleiben (Larson, 1988) taldlhat6ak és nagyon jé antioxidansok (Razzaghi-Asl €s

mtsai., 2013).

3. tablazat: A TAC mddszerek 6sszehasonlitdsakor vizsgalt fenolos savak szerkezeti

jellemz6i.
5 6
3 2
1 2 3 4 5 6

Hidroxi-benzoésavak
2,3-dihidroxi-benzoésav COOH OH OH H H H
4-hidroxi-benzoésav COOH H H OH H H
Galluszsav COOH H OH OH OH H
Sziringsav COOH H OMe OH OMe H
Vanillinsav COOH H OMe OH H H
Hidroxi-fahéjsavak
Kavésav Acr H OH OH H H
Kaftarsav AcrTa H OH OH H H
p-kumarsav Acr H H OH H H
transz-3-hidroxi-fahéjsav Acr H OH H H H
transz-ferulasav Acr H OMe OH H H
0-kumarsav Acr H H H H OH

Acr: akrilsav; Gal: galaktoz; Glc, gliikkoz; Glu, gliikuronsav; Me: metilcsoport; Rut: rutinéz;
Ta: borkdsav; s: egyes kotés; d: kettds kotés.
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4. tablazat: A TAC moédszerek dsszehasonlitasakor vizsgalt flavonoidok szerkezeti

jellemz6i.
Py
&
7 0 5
C 2
3
4
OH

23 | 3 | 4 | 7 | 3 | 4 | s
Antocianinok
Cianidin S H OH OH OH H OH
Delfinidin S H OH OH OH OH OH
Malvidin S H OH OMe | OH OMe | OH
Pelargonidin S H OH H OH H OH
Flavanonolok
Dihidro-kaempferol S 2H = OH H OH H
Dihidro-miricetin S 2H = OH OH OH OH
Dihidro-kvercetin S 2H = OH OH OH H
Flavanolok
Katekin S OH 2H OH OH OH H
Epikatekin S OH 2H OH OH OH H
Flavanonok
Heszperetin S 2H = OH OH OMe H
Heszperidin S 2H = ORut | OH OMe H
Naringenin S 2H = OH H OH H
Flavonok
Apigenin d | H | =0]OH]|] H |OH]| H
Flavonolok
Galangin d OH = OH H H H
Izoramnetin d OH = OH OMe | OH H
Kaempferol d OH = OH H OH H
Kaempferol-3-O-gliikozid d OGlc | = OH H OH H
Kaempferol-3-O-gliikuronsav d OGIn | = OH H OH H
Kaempferol-3-O-rutinozid d ORut | = OH H OH H
Miricetin d OH = OH OH OH OH
Miricetin-3-O-gliikozid d OGlc | = OH OH OH OH
Kvercetin d OH = OH OH OH H
Kercetin-3-O-galaktozid d OGal = OH OH OH H
Kvercetin-3-O-gliikozid d OGlc | = OH OH OH H
Kvercetin-3-O-gliikuronsav d OGlIn = OH OH OH H
Kvercetin-3-O-rutinozid d ORut | = OH OH OH H

Acr: akrilsav; Gal: galaktoz; Glc, gliikkoz; Glu, gliikuronsav; Me: metilcsoport; Rut: rutinz;
Ta: borkdsav; s: egyes kotés; d: kettds kotés.
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A TEAC eredményeit Trolox, a FRAP ¢s DPPH eredményeit altalaban ASA, mig az
FCR modszert tradiciondlisan GAA ekvivalens egységben adjak meg. A kalibralo vegyiilet
valasztasa fontos a kiilonb6z6 modszerek 6sszehasonlithatésaga szempontjabol (Nenadis €s
mtsai., 2007), ezért munkank soran célul tliztik ki a leguniverzalisabb kalibralé vegyiilet
megtalalasat. Fontos szempontok voltak a TAC eredmények Osszehasonlitasainal, hogy a
kozos kalibraloszer természetben eléforduld vegyiilet legyen, magas antioxidans kapacitast
mutasson az Osszes modszerrel és hasonld reaktivitast mutasson mindegyik eljaras soran.
Ezek alapjan sem az ASA, sem a Trolox nem felelt meg a tdmasztott kdvetelményeinknek,
helyettiik a miricetin-3-O-gliikkozid (Myr-glc) volt a legalkalmasabb tesztvegyiilet, mely
eleget tett a fenti feltételeknek. Az 5. tablazatban szereplé eredmények a miricetin-3-O-
gliikozidhoz, mint referencia vegyiilethez képest meghatarozott relativ TAC értékek. A tiszta
hatéanyagok mérései jol reprodukélhatéoak voltak, az egyes adatok (3 technikai ismétlés

atlaga) relativ szazalékos hibaja 0.1%-nal kisebb volt.

5. tablazat: Fenoloidok kiilonbozd modszerekkel mért TAC értékei.

TEAC FRAP DPPH FCR
Antocianinok
Cianidin 1.267 2.136 1.445 1.245
Delfinidin 2.030 2.043 1.585 1.173
Malvidin 1.402 1.066 0.714 0.942
Pelargonidin 0.998 1.155 0.577 0.597
Flavanonolok
Dihidro-kaempferol 0.307 0.092 0.029 0.741
Dihidro-miricetin 1.256 0.747 1.003 0.603
Dihidro-kvercetin 0.598 0.962 0.741 0.785
Flavanolok
Katekin 1.888 1.255 1.146 1.040
Epikatekin 2.081 1.082 0.178 0.987
Flavanonok
Heszperetin 0.659 0.057 0.079 0.869
Heszperidin 0.769 0.031 0.016 0.856
Naringenin 0.326 0.000 0.000 0.760
Flavonok
Apigenin 0.576 0.000 0.000 0.650
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5. tablazat-folytatas

TEAC | FRAP | DPPH | FCR
Flavonolok
Galangin 0.801 0.161 0.255 0.586
Izoramnetin 0.718 0.783 0.423 1.145
Kaempferol 0.778 0.852 0.427 0.702
Kaempferol-3-O-gliikkozid 0.598 0.031 0.000 0.491
Kaempferol-3-O-gliikkuronsav 0.535 0.021 0.000 0.516
Kaempferol-3-O-rutinozid 0.285 0.026 0.000 0.455
Miricetin 2.170 2.105 1.349 1.100
Miricetin-3-O-gliikozid 1 1 1 1
Kvercetin 1.743 2.945 1.470 1.496
Kvercetin-3-O-galaktozid 0.794 1.332 1.130 0.993
Kvercetin-3-O-gliikkozid 0.702 1.425 1.067 1.124
Kvercetin-3-O-gliikuronsav 0.654 1.281 1.092 1.088
Kvercetin-3-O-rutinozid 0.688 1.188 1.050 1.132
Hidroxi-benzoésavak
2,3-dihidroxi-benzoésav 0.744 1.875 0.784 0.528
4-hidroxi-benzoésav 0.021 0.000 0.000 0.197
Galluszsav 1.903 1.503 1.098 0.535
Sziringsav 0.875 0.853 0.462 0.278
Vanillinsav 0.511 0.026 0.246 0.391
Hidroxi-fahéjsavak
Kavésav 0.628 1.813 0.763 0.596
Kaftarsav 0.617 1.792 0.852 0.537
p-kumarsav 0.335 0.000 0.011 0.380
transz-3-hidroxi-fahéjsav 0.383 0.000 0.000 0.312
transz-ferulasav 0.759 0.419 0.370 0.508
0-kumarsav 0.574 0.000 0.008 0.397
Egyéb
Aszkorbat 0.629 0.666 0.457 0.234
Trolox 0.661 0.903 0.438 0.231

A tablazatban szerepl$ eredmények a miricetin-3-O-gliikkozidhoz, mint referencia vegyiilethez
képest meghatarozott relativ TAC értékek.

Kiilonbozd vegyiiletek TAC reaktivitasat grafikusan is szemléltettiik a 10. és 11.
abrakon, melyek koziil a 10. 4bran a kiilonboz6é vegyiiletek TEAC és FRAP értékeit
hasonlitottuk Ossze. Az egyenes vonal azt mutatja, hol lennének az abran azok a pontok,
melyek azonos TEAC és FRAP értékkel rendelkez6 vegyiiletekhez tartoznanak. A vonal alatt
és felett FRAP > TEAC, illetve FRAP < TEAC tulajdonsagli anyagok értékei talalhatoak.
Hasonl6 grafikon szemlélteti a vizsgalt vegyiiletek DPPH és FCR értékeinek kapcsolatat a 11.
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abran. Az ugyanahhoz a vegyiiletcsoporthoz tartozo fenolos vegyliletek TAC értékei

ugyanolyan szinnel vannak megjelenitve az abrakon.

3 ..
o & Antocianinok

¢ Flavanonolok

¢ Flavanolok

¢ Flavanonok

FRAP (Myr-glc pM/uM ekvivalens)
[=Y
(6]

¢ Flavonok
1r & Flavonolok
05 | A Flavonol-gliikozidok
¢ Hidroxi-benzoésavak
° 0 0.5 1 1.5 2 2.5 & Hidroxi-fahéjsavak

TEAC (Myr-glc nM/uM ekvivalens) TEAC=FRAP

10. dbra
Kiilonbozo fenoloidok TEAC és FRAP értékei.
A folytonos vonal a kétféle TAC mddszerrel mért azonos értékek helyét jeloli az abran.
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[a
% 0.2 ¢ Hidroxi-benzoésavak
0 ¢ Hidroxi-fahéjsavak
0 0.5 1 15
FCR (Myr-glc pM/pM ekvivalens) —DPPH=FC
11. abra

Kiilonb6z0 fenoloidok DPPH és FC értekei.
A folytonos vonal a kétféle TAC modszerrel mért azonos értékek helyét jeloli az dbran.
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Altaldnossagban elmondhaté, hogy egy vegyiiletcsoporton beliil is valtozatos TAC
értekek fordultak eld. Példaul egyes flavonol gliikozidok nagyon alacsony DPPH és FRAP
értéket mutatnak, mig masok sokkal nagyobb értéket adtak ezekkel a modszerekkel mérve. A
valamennyi vegylilet adatait tartalmaz6 TAC adatsorok 6sszehasonlitasai azt mutatjak, hogy a
kiilonboz6 eljarassal kapott eredmények paronként linedris korrelacioban vannak egymassal
(6. tablazat). A novénybioldgiaban kevésbé alkalmazott, azonban a klinikai diagnosztikaban
rendkiviil elterjedt Bland-Altman és Passing-Bablok eljarasokkal is hasonlé eredményt

kaptunk, hogy a TAC modszerek nem felcserélhetdek (részletek a Fiiggelékben).

6. tablazat: A 3. és 4. tdblazatokban felsorolt vegyiiletek kiilonb6z6 modszerekkel mért
TAC adatainak paronkénti 6sszehasonlitasa.

TEAC FRAP DPPH
0.4321

FRAP 0 < 10 - -
0.4314 0.8137

DPPH 1 hc10* |p<10* B

FCR 0.3068 0.3951 0.4499
p=3.76 10" | p<10™ p<10*

Linearis regresszio analizis determinacios egyiitthato (R?)
értékei. A p<0.05 értékek szignifikansan linearis
kapcsolatot mutatnak.

A moédszerek eredményei kozott jelentds a redundancia, ami azzal magyarazhato, hogy
valamennyi eljaras ET-on alapszik. A 6. tablazat jol szemlélteti, hogy bar a kiilonbozo
modszerekkel mért TAC értékek kapcsolatat néhany parositasban relative alacsony
determinacids egyiitthato jellemzi (R?), az osszes linedris regresszid statisztikailag
szignifikans volt (p <0.001).

A kovetkezOkben a flavonoidokra és fenolos savakra Osszpontositunk, melyek a
fenoloidok két legnagyobb mennyiségben jelenlévo csoportjai a novények leveleiben. A
flavonoidok TAC értékek szerinti rangsorolasaval tobb munka is foglalkozott mar, azonban
egyetlen szempont alapjan. Ezek egyféle TAC moddszer eredményeinek megfigyelésével
torténtek, mint TEAC (Montoro és mtsai., 2005; Re és mtsai., 1999; Rice-Evans és mtsai.,
1996) vagy DPPH (Burda és Oleszek, 2001; Das és mtsai., 2014), valamint statisztikai
Osszefiiggéseket sem allitottak fel. Az igy megallapitott trendek szerint az antioxidans
kapacitas értékeket a kovetkezd szerkezeti elemek befolyasoljak: katekol (3°-4’-dihidroxi)

szerkezet a B gyiirliben, 0xocsoport vagy kettds kotés a C gyiiriiben, illetve -OH csoport vagy
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cukorrészek kapcsolodasa az alapvazhoz (Williams és mtsai., 2004). A tovabbiakban ezek
szerepét vizsgaltuk meg mind a négy TAC modszer vonatkozasaban.

A katekol szerkezet fontossagat mutatja, hogy jo antioxidans képességgel ruhazza fel a
vegyiileteket TEAC (Rice-Evans és mtsai., 1997) illetve DPPH (Burda és Oleszek, 2001)
modszerekkel mérve, valamint, hogy a katekol csoport az egyetlen szerkezeti elem, ami
pozitivan befolyasolja a FRAP értékek eredményeit (DeGraft és mtsai., 2007). DeGraft és
mtsai. (2007) tanulmanyaban sokkal kevesebb (17) fenolos tulajdonsagu vegyiilet antioxidans
értékeit vizsgaltak. A mi elemzésiinkben 26 flavonoidot vizsgaltunk, melybdl 13 tartalmazott
kett6 -OH csoportot a B gytirin. Flavonoidokon kiviil tanulmanyunkban tovéabbi 11 fenolos
savat vizsgaltunk, valamint statisztikai Osszefiiggések alapjan probaltunk ujabb trendeket
megallapitani.

A katekol szerkezet szignifikdns Osszefiiggést mutat a magas TAC értékekkel mind az
Osszes altalunk vizsgalt modszerrel (7. tablazat), ezaltal egy tujdonsagot megallapitva,

miszerint az FCR médszernek jo a kapcsolata a katekol szerkezettel.

7. tablazat: A kiilonb6z0 flavonoid szerkezeti elemek és az egyes TAC-értékek kozti
kapcsolatot vizsgalo egyfaktoros ANOVA eredménytablazata (n=26).

TEAC | FRAP | DPPH | FCR

Flavonoidok

3’-OH ¢és 4’-OH
egylittes jelenléte a B
gyliriin (katekol szerkezet)

F=10.967 F=30.006 | F=54.202 | F=14.935
p=2.9310° |p<10* p<10* |p<10*

2,3 kettds kotés és 4-oxo | F=1.504 F=0.028 F=0.0026 | F=0.006
jelenléte a C gytiriben p=0.232 p=0.868 p=0.874 | p=0.932
3-OH jelenléte a C F=23.464 F=10.279 |F=3.458 |F=3.836

gyliriiben p<10* p=3.7810° | p=0.075 | p=0.062

A félkovér bettikkel kiemelt esetekben a szignifikans p érték (p< 0.05) azt mutatta, hogy az
adott szerkezeti elem hatassal van az adott TAC-érték alakulasara.

A C gylriiben talalhato kettds kotés és az oxocsoport TEAC értékeket befolyasold
hatasarol sz6ld korabbi publikdciok ellentétes kovetkeztetésekre jutottak. Bors és mitsai.
(1990) 17 flavonoid gyok semlgesité hatékonysagat vizsgaltak és arra a kovetkeztetésre
jutottak, hogy az oxocsoport jelenléte fokozza az antioxidans kapacitast. Egy masik, 31
polifenolos vegyiileten alapul6 tanulmany megerdsiti ezt, tovabba megallapitja, hogy a kettds
kotés kevésbé fontos a magas antioxidans érték kialakitasaban, mint a katekol szerkezet

(Rice-Evans és mtsai.,, 1996). Sajat adatbazisunkban mind a négy TAC modszer
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eredményeinek segitségével megvizsgaltuk, hogy a C gylri kettds kotés és oxocsoport
egyiittese korrelacioban van-e a TAC értékekkel, de nem talaltunk szignifikans Osszefliggést
egyik modszer esetében sem (7. tablazat). Az adataink k6zott voltak olyan vegyiiletek, melyek
csak az egyik szerkezeti tulajdonsaggal rendelkeztek (26 flavonoidbol 18-nak volt kettds
kotése, mig 20-nak oxocsoportja és 14 tartalmazta mindkét szerkezeti elemet egyszerre).

A flavonoidok a ndvényekben altalaban gliikkozidokként fordulnak el6 (Manach és
mtsai., 2004), melyeken a C gylrii harmadik szénatomja cukor csoportot és nem -OH
csoportot tartalmaz. Mivel ezek a vegyiiletek kiemelt fontossagiiak a levelek kornyezeti
hatasokra adott valaszaiban, a 10. és 11. abrakon szerepld adatok egy részét kiemelve az
egyes vegyiiletek megnevezésével abrazoltuk a TAC értékparokat (12. és 13. 4dbra). A korabbi
irodalommal egybehangzoan a gliikozilalt flavonoidoknal alacsonyabb TEAC (Rice-Evans és
mtsai., 1996) és DPPH (Burda és Oleszek, 2001; Fukumoto és Mazza, 2000) értékeket
talaltunk, mint aglikonjaiknal. A kaempferol, illetve a kaempferol-gliikozidok DPPH
modszerrel mért antioxidans kapacitasa kozti jelentds kiilonbséget mar leirtdk (Fukumoto ¢€s

Mazza, 2000), mi azonositottuk ezt a kiilonbséget a kvercetin és miricetin esetében is.
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TEAC (Myr-glc pM/uM ekvivalens)

12. abra
Flavonol aglikonok és gliikozidjaik TEAC és FRAP értékei.
A folytonos vonal a kétféle TAC modszerrel mért azonos értékek helyét jeloli az dbran.
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13. abra
Flavonol aglikonok és gliikkozidjaik DPPH és FC értékei.
A folytonos vonal a kétféle TAC modszerrel mért azonos értékek helyét jeloli az abran.

A B gylirli -OH csoportjai, illetve a C gyliri -OH csoportja kozotti hidrogénkdtés
befolyasolja a molekula térszerkezetét, a C gyiiriin 1évé -OH csoport eltavolitasaval csokken a
molekula planaritasa és ezzel az elektron delokalizacios képessége (Van Acker és mtsai.,
1996), igy az elektron transzferen alapuldé TAC moddszerekkel mérhetd antioxidans
kapacitasok értéke (Heim és mtsai., 2002). A C gyiiri harmadik szénatomjan lévé -OH
csoport, melynek jelenléte pozitiv korrelaciot mutatott a TEAC és FRAP értékekkel p<1%-nal
(7. tablazat), a DPPH és FCR értékekkel nem mutatott statisztikailag szignifikans kapcsolatot.

A lipofil flavonoid aglikonok, valamint azok szarmazékai a novényekben sokkal
ritkabbak, mint a vizoldékony gliikozidok (Olszewszka, 2008; Wollenweber és Dietz, 1981).
Nincsen allasfoglalas annak tekintetében, hogy vajon az aglikonoknak a felhalmozodasat a
bioszintézis leallasa okozza a gliikkozid-aglikon raktarak atalakitasaval, de annyi bizonyos,
hogy az aglikonok jelenléte altalaban magyarazza a megemelkedett antioxidans védelem
szlikségességét, példaul a riigyfakadas soran Picea abies és Abies alba novények esetében
(Lee és mtsai., 2014). Adataink alapjan a TEAC 50%-kal mutat kevesebb értéket kvercetin és
kaempferol-3-O-gliikozidnal, mint aglikonjaik esetében (5. tablazat). Ugyanez a helyzet a
kvercetin gliikozidja és aglikonja k6zott a FRAP vagy DPPH esetében is, azonban ezekkel a
modszerekkel mérve a kvercetin-3-O-gliikozidok TAC értékei elhanyagolhatoak (5. tablazat).
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Az egyetlen kivétel a vizsgélataink soran, amikor a gliikkozilaltsdg nem adott csokkent
TAC értékeket a TEAC esetében a heszperetin és heszperidin kozott volt. Itt a gliikozilalt
formanak csaknem 10%-kal magasabb antioxidans értéke volt, mint az aglikonnak. A tobbi
modszernél a gliikozilalt szarmazékokra kapott eredmények alacsonyabbak voltak. A
gliikozilaltsagbeli kiilonbségeket a TEAC eredményekben a heszperetin vaz szerkezete
magyarazhatja, ugyanis ennek a vegyliletnek a cukorrésze nem a C gylrithoz kapcsolodik,
hanem az A gylr( hetedik szénatomjahoz. A heszperetin és heszperidin voltak az egyetlen
nem flavonol aglikon és gliikozid paros a munkank soran, igy trendet nem tudtunk
megallapitani. Ehhez tovabbi, tobb A-7 pozicioban gliikkozilalt és aglikon vegyiiletpar
elemzésére lenne sziikség, ezek azonban csak nehezen, vagy egyaltalan nem érhetéek el
kereskedelmi forgalomban.

Eredményeink azt mutatjadk, hogy sokféle flavonoidot tartalmaz6é ndvényi mintak
vizsgalatakor ugyanaz a tartalmi valtozas a polifenol kompozicioban (példaul kvercetin —
kaempferol aranyban) kiilonboz6é mértékben jelenhet meg kiilonbozé TAC eljarasokkal
vizsgalva. Ezeknek a vegylileteknek a mennyisége kiilonféle abiotikus tényezok, példaul
hémérséklet vagy fény altal szabalyozott, természtesen kiilonb6zé mértékben (Neugart és
mtsai., 2013). Az UV erételjesebb novekedést okoz a levelek kvercetin szarmazékaiban, mint
kiilonféle kaempferol szarmazékokban (Hofmann és mtsai., 2000; Jaakola és mtsai., 2004;
Reifenrath és Miiller, 2007; Winter és Rostas, 2008). A kiilonb6z6 TAC modszerekkel az
ilyen metabolit valtozasok nagyon jol nyomon kovethetéek lennének, azonban a kaempferol-
glitkozidok gyakorlatilag lathatatlanok a DPPH és FRAP modszerekkel (4. tablazat), melyek
azonban a kvercetinhez hasonléoan nagy mennyiségben talalhatbak meg zoldségek,
gylimolcsok és gyogyndvények kiilonféle szoveteiben (Sultana és Anwar, 2008; Calderon-
Montano és mtsai., 2011; Devi és mtsai., 2015). Ez a két modszer csak a megndvekedett
kvercetin szintet képes értékelni, mig a TEAC a kvercetin és kaempferol szarmazékokat is
képes kimutatni. Eredményeink ez altal ellent mondanak Clarke ¢és mtsai. (2013)
megfigyeléseinek, miszerint a DPPH legyen az elsddlegesen alkalmazott antioxiddns
kapacitast méré modszer.

A legtobb irodalmi adat a flavonoidokra koncentral, mint nvényi antioxidansokra,
azonban a fenolos savak is hozzajarulnak az antioxidans kapacitas kialakitasahoz. Hidroxi-
fahéjsavak antioxidans vizsgalatai alatimasztjak az -OH csoportok fontossagat az antioxidans
kapacitas értékében (Razzaghi-Asl és mitsai., 2013). Tizenegy fenolos sav (5 hidroxi-
benzoésav ¢és 6 hidroxi-fahéjsav) adatait megvizsgalva tobb esetben mértink a

flavonoidokéhoz hasonld mértékii antioxidans kapacitast (5. tablazat).
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Megallapitottuk, hogy a két csoportot elkiilonitd oldallanc szerkezeti kiillonbsége nem
befolyasolta a TAC eredményeket szignifikansan egyik modszer esetében sem. A tovabbi
szerkezet-hatas vizsgalatokhoz a 11 fenolos savat egy adathalmazként kezeltik. A
szubsztituensek eloszlasa azonban a legtobb tulajdonsag tekintetében til egyenlétlen volt a
statisztikai analizishez, kivéve a harmadik szénatomhoz kapcsolodd -OH csoportot, mely
jelen volt 5 vegyiiletben és hianyzott 6-bol. Megallapitottuk, hogy a 3-OH struktira hianya
negativ korrelacioban volt a FRAP és DPPH modszerrel mért antioxidans értékekkel, mig a
TEAC ¢s FCR eredményeket nem befolyasolta szignifikansan (8. tablazat). Munkank
ujdonsaga annak megallapitasa, miszerint a FRAP és DPPH modszer a masik két eljarassal

ellentétben alacsony TAC értéket ad a mono hidroxi-benzoésavakra és a kumarsavra.

8. tablazat: A fenolos savak 3-OH csoportjanak jelenléte és az egyes TAC-értékek kozti
kapcsolatot vizsgalo egyfaktoros ANOVA eredménytablazata (n=11).

Fenolos savak TEAC FRAP DPPH FCR

F=1.511 F=10.875 F=7.339 F=4.761

3-OH jelenléte p =0.250 p=9.26 107 | p=0.024 p =0.057

A félkovér betlikkel kiemelt esetekben a szignifikans p érték (p< 0.05) azt mutatta, hogy a
vizsgalt szerkezeti elem hatdssal van az adott TAC-érték alakulasara.

A 14. abra Osszefoglalja a szerkezet - TAC vizsgalataink eredményét. A kiilonb6z6
szinekkel kiemelt hidroxilcsoportok jarulnak hozza szignifikansan a megfelel6 szinnel jelzett
TAC modszerrel mérhetd magas antioxidans értékekhez. Ugyanannak a szerkezetnek
kiilonb6z6é antioxidans tulajdonsagait altalaban kiilonféle TAC-ok mutatjdk meg. Ebbdl
kifolyolag a fenoloidokban gazdag mintdk karakterizalhatosdga érdekében sziikségszerli a
tobb szempontos megkdzelités. Alapvetden kiilonbozé fenoloid profila és kiilonféle
levélmintak egy szempontos, egyféle eljarast (pl. csak TEAC-ot) alkalmazo Gsszehasonlitasa
nem ajanlott, nem alkalmas az antioxidans trendek megallapitasara (Csepregi és mtsai., 2016).

Eredményeink statisztikailag is alatdmasztottak azt az irodalomban kordbban felmeriilt
javaslatot (Huang és mtsai., 2005), mely szerint az FCR modszert inkabb ET-en alapulo
antioxidans kapacitast méré modszernek tekinthetjiik, mint a mintak fenoloid tartalmat mérd
eljarasnak. Ennek alapjan félrevezet6 lehet az FCR és mas TAC moédszer eredményeinek
szoros kapcsolatabol arra kdvetkeztetni, hogy az antioxidans kapacitas foként a fenoloidoknak

tulajdonithat6é a ndvényi eredetli mintdkban.
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14. édbra
A 7. és 8. tdblazatban bemutatott fenoloid szerkezet-hatas 0sszefliggések grafikus dbrazolasa.
Az &bran 1év0 kordk szinei jelzik azokat az alapvazon taladlhato szubsztituenseket, melyek az
adott tulajdonsagot befolyasoljak

Tovabbi kisérleteinkben Pinot noir levélmintakat hasznaltunk, melyeket két egymast
kovetd évben gyiijtottiink nyar kdzepén, a bogyoérés kezdetekor (zsendiiléskor). Fenoloid
Osszetételét a kiilonbozoé kornyezeti hatdsok nagymértékben befolyasoljak (Jones és Davies,
2000). A fenolos komponenseket HPLC-MS-sel detektaltuk és szignifikans kiilonbségeket
talaltunk a 2012-ben és 2013-ban gyiijtott levelek kozott (9. tablazat). Ez feltehetéleg az

id6jaras kovetkezménye, ugyanis 2012 jelentésen szarazabb volt, mint 2013.

48



9. tablazat: A 2012 és 2013 évben gyijtott Pinot noir levelek fenoloid dsszetételének

Osszehasonlitasa.
Fenoloid osszetétel (mg/g szaraztomeg) | 2012 2013 (2012-es adat %-aban)
Kaftarsav 1.39 +0.0511 1.60 +0.0073 (113% p=0.0173)
Kaempferol-3-O-gliikozid 0.03 £0.0006 | 0.03 +0.0046 (100% p=0.2341)
Kaempferol-3-O-gliikuronsav 0.04 £0.0022 | 0.05 +0.0066 (120% p=0.0786)
Kvercetin-3-O-gliikozid 0.98 £0.0272 1.38 +£0.3712 (129% p=0.1995)
Kvercetin-3-O-gliikuronsav 3.57 £0.2952 4.23 +0.1352 (115% p=0.0234)
Kvercetin-3-O-rutinozid 0.23+0.0113 0.22 £0.0756 (96% p=0.7826)

A tablazat az atlagos értékeket €s a szordsokat (SD) mutatja (n=3). A félkovér betiikkel
kiemelt esetekben a p érték (p < 0.05) azt mutatta, hogy a két évben gyiijtott mintak adatai
szignifikansan kiilonboztek egymastol.

A sz6l6levelek ebbdl a két évbol idealis modell alapot biztositanak a mindségi
Osszehasonlitashoz, ugyanis ugyanazon fenolos vegyliletek talalhatéak benniik, de kiilonb6z6
mennyiségekben.

Az egymast kdvetd két évben gylijtott Pinot noir levélmintak TAC eredményei kozott

szignifikans kiilonbségeket talaltunk valamennyi modszerrel mérve (10. tablazat).

10. tablazat: Két kiilonb6z6 évbol gytijtott Pinot noir levélmintak TAC eredményeinek
Osszehasonlito tablazata.

TEAC FRAP DPPH FCR
2013 atlag 0 0 0 0
(2012-es tlag %-dban) 120.12% 126.13% 111.50% 132.16%
2012 és 2013 év atlagait
dsszehasonlito <10 <10 1.5510° <10
kétmintds t-teszt p értékei

A 2013-as mintdkban a nagyobb fenoloid mennyiség nagyobb TAC értékeket
eredményezett az 6sszes antioxidans mérd modszerrel mérve. Azonban ezeknél az értékeknél
1s szembetlinik, hogy a kiilonb6z6 modszerek kiilonbozé mértékben értékelik a két minta
kiilonbségét.

Habar a fenolos vegyiiletek elég gyakoriak a sz6l6 levelében, ezek tobb mas
antioxidans tulajdonsaggal rendelkezé metabolitot is tartalmazhatnak, mint pl. ASA, o-
tokoferol vagy B-karotin, melyek szintén hozzajarulhatnak a TAC moédszerek eredményeinek
kialakitasahoz. Ehhez kapcsolodd kérdésiink az volt, milyen mértékben hatarozzak meg a
TAC kiilonbségekeket a fenoloidok. Ennek tesztelésére elkészitettiik a kétféle levélkivonat f6
fenoloid komponenseinek a levelekben mérttel (9. tablazat) megegyezé molaris aranya

keverékét (2012-mix és 2013-mix). Ennek a két modell mintanak a TAC paraméterei is
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szignifikansan kiilonbozbéek voltak (15. abra), hasonld kiilonbségeket mutatva, mint a levél
kivonatok (10. tablazat).

A modell mintdk azt is lehetévé tették, hogy egyetlen komponens mennyiségét
valtoztatva figyeljik meg, hogyan alakitja az antioxidans kapacitast, azaz hogy a Kkisebb
antioxidans kapacitast, 2012. évi levélmintanak megfeleld keverékben (2012-mix) csak
egyetlen komponens mennyiségének megnovelésével elérheté-e a 2013. év levelének
megfeleld antioxidans kapacitasa. Ezt Gigy végeztiik el, hogy a 2012-mix mintat kiegészitettiik
kaftarsavval (CA), kvercetin-3-O-gliikoziddal vagy kvercetin-3-O-gliikuronsavval gy, hogy

mennyiségileg a 2013-mix mintat jellemezze.
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15. abra
Kiilonbo6z6 fenoloid tartalmu keverékek antioxidans kapacitasai kiilonb6z6 TAC
modszerekkel mérve.
2012-mix és 2013-mix a 2012. és 2013. évben gyijtott levelek f6 komponenseinek megfeleld
molaris aranyu keveréke. Az egyes modszerek eredményeit a 2012-mix szazalékaban adtuk
meg. Az eltérd betiik az ettdl szignifikansan p<0.05 kiilonb6zo antioxidans értékeket jelolik.

A CA egyediili megnovelése a mintdban nem okozott valtozast a TEAC vagy DPPH
eredményekben, viszont szignifikans novekedést okozott a FRAP ¢s FCR modszereknél. Ez a
megfigyelés figyelemre méltd, ugyanis a CA TAC értéke nagyobb, mint a QUE-glc. Csak az

egyik kvercetin szarmazék mennyiségi megndvekedése a mintaban nem okozott TEAC érték
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valtozast, de megemelte az Osszes tobbi TAC értéket (15. abra). Kétféle kvercetinnel
kiegészitett mintak FRAP és DPPH eredményeiben szintén volt novekedés 2012. és 2013.
mesterséges levélkivonata kozott, sé6t az FCR szintje is megemelkedett a 2013. évi
levélmintaban. A 2012. évnek megfelelé mesterséges kivonatot mindkét Kkvercetin
szarmazékkal kiegészitve CA nélkiil is elegendd volt, hogy a TEAC, DPPH és FCR szintjei
elérjék a 2013. levélét, de a FRAP esetében nem (15. abra). Eredményeink is mutatjak, hogy
szamos tényezO befolydsolhatja a novények antioxiddns profiljat, és még az egyes
flavonoidok kismértéki mennyiségi valtozasa is képes valtozast okozni névények TAC
értékeiben.

Kiilonboz6 fenoloid profillal rendelkezé szdldlevelek segitségével megvizsgaltuk,
hogy a fenoloid tesztvegyiiletek egyedi antioxidans értékei mennyire vannak 6sszhangban az
ezeket a vegylileteket tartalmazé teljes ndvényi kivonatok tulajdonsdgaival. Megmutattuk,
hogy a komponensek mennyiségi aranyai az antioxidans kapacitasokban is tiikr6zodnek,
azonban a kiilonb6z6 modszerekkel mért kapacitdsokban a tesztvegyiiletek mérései soran
azonositott szerkezeti sajatossagai szerint eltérd mértékben.

A fenti levélkivonat vizsgéalataink megerdsitik a tobbféle modszer parhuzamos

alkalmazasanak, tesztvegyiiletek segitségével mar megallapitott sziikségességét (Csepregi €s
mtsai., 2016).

6.3 Specifikus antioxidans kapacitasok

A TAC mérések altalanos informacioin tul a stressz élettani vizsgalatokban fontos az
egyes reaktiv szarmazékokkal szembeni specifikus antioxidans kapacitdsok ismerete. Ezért a
fenolos vegyiiletek szerepét célz6 munkankat kiterjesztettiik két, az UV ¢és a lathatd fény
okozta oxidativ stressz kialakuldsdban kozponti szerepet jatszé6 ROS, a H;O; és a 102
semlegesitd antioxidans kapacitds vizsgalatira is. Elobbi esetében a magas sajat UV

abszorpcioju fenolos vegyiiletek vizsgalataihoz modszertani fejlesztésre is sziikség volt.

6.3.1 Nem enzimatikus H,O, semlegesité kapacitas méré médszer
fejlesztése novényi mintak analiziséhez

A novényi polifenolok olyan specialis anyagcseretermékek, melyek kiilonbozo
funkciokkal birnak, beleértve a ROS semlegesitést is. Ezért kiilondsen érdemes lehet a ROS

specifikus antioxidans kapacitasok tanulmanyozasa, mely nem csak a ndvényi
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stresszfiziologiaban, hanem az élelmiszertudomanyokban is hasznos tapasztalatokat hozhat.
Munkank soran egy olyan fotometrias modszer kifejlesztésén dolgoztunk, mely a
fenoloidokban gazdag mintdk H>0O, semlegesitésének aktivitdsat egyszerlien ¢&s
koltséghatékonyan értékeli. Tovabbi szempont volt, hogy a mérés ne kovetelje meg
peroxidaz enzimek jelenlétét, igy a fenoloidok kivonéasara hasznalt oldészerek (pl. alkoholok)
ne gatoljak a kivitelezhetdségét, valamint az alkalmazott kromofér abszorpcid valtozasat,
tovabba ne legyen sziikséges az UV tartomanyban mérni, ahol a detektalast a magas
polifenoltartalmi mintak sajat UV abszorpcidja hatraltathatja.

A specifikus H,O, semlegesité képesség egyik lehetséges mérése a H,0;
(Keser és mtsai.,, 2012). Ezek a modszerek nehezen alkalmazhatéak ndvényi mintakon,
ugyanis az enzim katalizalt H,O, meghataroz6 modszerrel (Fernando és mtsai., 2015) az a
probléma, hogy a szerves oldoszerek, melyeket a novénykivonatok elkészitésekor hasznalunk,
gatolhatjak a mikodésiiket. Kovetkezésképpen, a fenti modszer nem alkalmazhaté ezekben a
kutatasokban és mas H,O, + peroxidaz + kromofor reakcion alapuld rendszerekben sem. Ezen
kiviil a H,0, réz oxidalo képességén alapuldo (CUPRAC) antioxidans kapacitast méré modszer
tovabbfejlesztett valtozata lehet alkalmas a magas polifenoltartalmii mintak vizsgalatara
(Ozyiirek és mtsai., 2010), azonban ennél egyszeriibb eljarast kerestiink.

Médszeriink a Kl H,0, altali oxidacidjan alapszik, ahol a jod (Iz) 350-360 nm
maximummal rendelkezd (Junglee és mtsai., 2014) abszorpcidjat a maximumtol tavolabb, 405
nm hullamhosszon mérjiik, ahol a kromofor abszorpcidja nem fed at jelentésen a fenoloid
vegytletekével (16. és 17. abra). A mérés elvét illusztrald 16. abran a z6ld vonal az
antioxidanst, vagyis esetiinkben a Trolox spektrumat mutatja, mig a piros gorbék a KI-ot
tartalmazé mérdoldat spektrumait az antioxiddns hozzdadasa eldtt és utan, kiilonbozd
idépontokban. A kék gbrbe egy antioxidans nélkiili spektrumot abrazol 3 perces inkubacid
utan. A Trolox nem képes megakadalyozni a Kl H,0O, altali oxidacidjat, melyet az oxidalt
terme€k abszorpciojdnak a ndvekedése jol mutat. A Trolox nem abszorbeal 300 nm-nél
nagyobb hullamhosszakon, ezért jelenléte nem befolyasolja a kromofor abszorpcios
spektrumanak alakjat. A referencia molekula jelenlétében az abszorpciok 350 és 405 nm
hullamhosszakon, 3 perc szobahémérsékleten valo inkubalas utan csaknem 40%-kal voltak
kisebbek, mint antioxidans tulajdonsagi vegyiiletek hianyaban. A 16. abra jol mutatja a
modszer mitkddését, miszerint a vegyiiletek H»O, semlegesitd képességét jol jellemzi a

kromofor abszorpcid kiilonbsége az antioxidansok jelenlétében, illetve hidnyéaban.
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16. abra
A KI abszorpci6 valtozason alapulé H,O; antioxidans tulajdonsagot meghatarozo modszer
mikodésének illusztralasa 300 uM Troloxszal (5.4.4 fejezet).

A 17. abra egy masik kisérletet is szemléltet, melyben Trolox helyett kvercetint
hasznaltunk tesztvegyiiletként. A Troloxszéval ellentétben, a Kkvercetin abszorpcios
maximuma (370 nm) atfed a KI oxidalt szines termékének abszorpcios spektrumaval. Ennek
eredményeként a KI + kvercetin + H,0, méréelegy abszorpciés maximuma a kvercetin H,O,
altali oxidacigja kozben eltolodik. Ez a spektralis eltolddas azonban nem befolyasolja a 405
nm hulldmhosszon valé mérést, amint azt a 17. abra mutatja. Nagyszamu mintak antioxidans
kapacitasainak analizise soran tulsdgosan iddigényes lenne a teljes abszorpcids spektrum
vizsgalata (spektralis maximumok eltolodasara torténé korrekcid céljabol), a gyors
mérésmenet érdekében célszeriibb egyetlen hulliamhosszon nyomon kovetni az abszorpcid

valtozast.
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17. dbra
A KI abszorpci6 valtozason alapuldé H,O, antioxidans tulajdonsagot meghatarozé méodszer
mikodésének illusztralasa 30 uM kvercetinnel (részletek 5.4.4 fejezet).

A fentebb bemutatott abrak (16. és 17. abra) jol szemléltetik a 405 nm
hullamhosszsagon torténé mérés elényeit, ami alkalmas a plate reader hasznalatara is, mert
az egyszerlibb késziilékek is a legtobb esetben gyari beallitasként tartalmazzak a 405 nm-nek
megfeleld sziirét (Csepregi és Hideg, 2016).

A HyO, antioxidans tulajdonsagot meghatdroz6 modszer fenti fejlesztése jol
kiegészitette az irodalombol ismert, fenoloidokra is alkalmazhaté 'O, antioxidans kapacitas

mérést (5.4.5 fejezet).

6.3.2 UV abszorbeald és specifikus ROS semlegesité antioxidans
tulajdonsagok

A polifenolos vegyliletek rendkiviil fontos szerepet jatszanak a ndvények életében.
Bioszintézisiik kiilonbozo stresszhatdsokra fokozddik, altalanos antioxidans szerepiik mellett
abszorbealhatjak a napfény UV tartomanyat (3.1 és 3.2.1 fejezetek).

A fenolos vegyliletek szerkezeti sajatossagai és TAC tulajdonsdgaik kozotti
Osszefliggések vizsgalata utan (Csepregi €s mtsai., 2016) felvetddott az a kérdés is, hogyan

befolyasolhatja a szerkezet az UV abszorbedl6 és ROS semlegesitd képességiiket. A legtdbb
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fenolos tulajdonsagu vegyiiletnek széles UV abszorpcids spektruma van, érintve az UV-A ¢és
UV-B hullamhossz tartoményt, ezaltal j6 UV-szlir6ként funkcionalva a novények kiilonb6zo
részeiben. A flavonoidokon kiviil nem szabad elfeledkezniink a fenolos savak csoportjarol
sem, melyek koziil a novényekben leggyakrabban el6forduloak a ferula-, kumar-, kaftar- és
kavésav (Clifford, 2000). A fenolos savak UV abszorpcidja magasabb, mint a flavonoidoknak
(Promkatkaew és mtsai., 2014), viszont az elnyelésiik az UV-B tartomanyban jobb, mint az
UV-A tartomanyban (Zhang és Li, 2011).

A nem enzimatikus ROS semlegesitd tulajdonsadgok koziil a H,O; és 102 antioxidans
kapacitasokat tanulmanyoztuk, ugyanis a 'O, részt vesz a nagy intenzitasu lathato fény okozta
fotoinhibicioban (Fischer és mtsai., 2013) és UV-A hatasara is keletkezik a levelekben (Barta
¢s mtsai., 2004), mig a H,O, az UV-B stresszvalaszok kulcsfaktora (Czégény és mtsai.,
2016).

A ROS specifikus antioxidans és UV abszorbeald tulajdonsagok vizsgalatdhoz
ugyanazokat a vegyiileteket hasznaltuk, mint a kordbban targyalt TAC vizsgélatoknal (6.2.1
fejezet). Ilyen jellegli vizsgalatok eredményeir6l mar tdbben is beszamoltak, azonban joval
kevesebb vegyiilet bevonasaval és statisztikai értékelés nélkiil. Munkank tovabbi Gjdonsaga az
antioxidans és UV abszorbedl6 képesség parhuzamos vizsgalata.

A vizsgalt fenolos vegyiiletek UV abszorbealo, 102 ¢s HyO, semlegesitd antioxidans
tuladonsagait méré modszerek eredményeit a 11. tdblazat mutatja. Sajat, TAC szerkezet-
hatas Gsszefiiggés eredményeink és Tournaire és mtsai. (1993) 'O, semlegesitésen alapuld
szerkezet-hatas vizsgalatai alapjan a kovetkez6 szubsztituensek befolyasolasat vizsgaltuk: (i)
az A és B gytiri katekol strukturaja, a B gytrt elektron delokalizacidjaért felelés C gytriin
elhelyezked6 (ii) kett6s kotés és (iii) oxocsoport, valamint (iv) tovabbi -OH csoportok,
melyek megléte kritikus is lehet a molekula redukalé képességének szempontjabol (Lotito és
Frei, 2006). A harom -OH csoporttal rendelkezé pirogallol gyliri magasabb antioxidans
aktivitast mutat a *O, semlegesitésében, mint a ketté -OH csoporttal rendelkezd katekol gytirti

(Mukai €s mtsai., 2005), mely az UV abszorbealdsat is tdimogatja (Agati és mtsai., 2012).
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11. tablazat: Fenolos vegyliletek UV abszorbeald és ROS semlegesit6 tulajdonsagainak

adatai.
'o H,O
UV-A UV-B semlegésités semlezgeiités

Antocianinok
Cianidin 9.7 26.0 1.770 1.745
Delfinidin 6.4 21.6 1.956 2.628
Malvidin 6.4 22.9 1.742 1.381
Pelargonidin 8.5 20.1 2.040 1.880
Flavanonolok
Dihidro-kaempferol 7.0 55.7 0.000 0.819
Dihidro-miricetin 9.9 74.0 0.235 2.594
Dihidro-kvercetin 9.1 66.4 0.040 1.677
Flavanolok
Katekin 0.4 4.2 0.136 2.046
Epikatekin 0.7 6.2 0.214 2.188
Flavanonok
Heszperetin 20.5 154.7 0.0 1.319
Heszperidin 13.3 60.5 0.0 0.0
Naringenin 12.7 95.6 0.0 1.219
Flavonok
Apigenin 136.2 144.3 0.119 0.0
Flavonolok
Galangin 48.8 51.7 0.395 1.543
Izoramnetin 166.8 88.2 2.026 1.644
Kaempferol 177.3 111.1 1.231 2.619
Kaempferol-3-O-gliikkozid 63.4 57.6 0.379 0.0
Kaempferol-3-O-gliikuronsav 53.2 48.7 0.384 0.0
Kaempferol-3-O-rutinozid 64.3 58.8 0.359 0.0
Miricetin 161.0 82.3 2.655 2.594
Miricetin-3-O-gliikozid 70.9 42.6 1.224 1.621
Kvercetin 194.8 104.6 1.607 3.157
Kvercetin-3-O-galaktozid 71.6 47.7 0.777 2.174
Kvercetin-3-O-gliikozid 66.7 45.4 0.761 2.032
Kvercetin-3-O-gliikkuronsav 66.6 45.5 0.925 1.575
Kvercetin-3-O-rutinozid 67.3 46.5 0.831 1.632
Hidroxi-benzoésavak
2,3-dihidroxi-benzoésav 5.3 10.5 0.326 0.266
4-hidroxi-benzoésav 0.4 3.8 0.000 0.000
Galluszsav 0.7 26.1 0.165 1.958
Sziringsav 1.0 30.0 0.000 0.000
Vanillinsav 0.7 24.2 0.000 0.000
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11. tdblazat - folytatas

Hidroxi-fahéjsavak

Kavésav 138.4 272.3 0.195 0.634
Kaftarsav 47.0 63.9 0.251 0.462
p-kumarsav 102.2 433.6 0.000 0.000
transz-3-hidroxi-fahéjsav 41.6 273.0 0.000 0.000
transz-ferulasav 117.8 233.1 0.112 0.000
0-kumarsav 61.0 152.7 0.000 0.000
Egyéb

Trolox 02 | 59 | 1000 | 1.000

Az UV abszorbeal6 tulajdonsagot mM™ nm™ egységekben (5.5.5 fejezet), mig a specifikus
ROS semlegesitést uM Trolox ekvivalens egységekben hataroztuk meg.

Az UV-A és UV-B abszorpcidt dsszehasonlitdé 18. abra a 11. tablazat adatait
abrazolja, és bemutatja, hogy a fahéjsav szarmazékok rendkiviil j6 UV-B abszorbealod

tulajdonsagot mutatnak a benzoésavakkal és az antocianinokkal szemben.
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18. 4bra
Fenolos vegyiiletek UV-A (315-400 nm) és UV-B (280-315 nm) tartomanyokra atlagolt
molaris abszorpcids koefficienseinek dsszehasonlito grafikonja.
A vonal az egyenlé UV-A és UV-B abszorbeald képességnek felel meg.
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A flavanonok és flavanonolok szintén az UV-B abszorbealasaban vehetnek részt,
ellenben a flavonoidok legnagyobb csoportjat képviselé flavonolokkal és gliikozidjaikkal,
melyek sokkal jobb UV-A mint UV-B abszorbealok (18. abra). Az -OH ¢és az -OCHj3
szubsztituensek egy batokromikus -eltolodashoz, mig a gliikozilaltsdg hipszokromikus
eltolédashoz vezet a vegyiiletek abszorpcios spektrumaban, melyet Harborne és mtsai. (1975)
figyeltek meg, kvantumkémiai szamitasokkal viszont Anouar és mtsai. (2011) tdmasztottak
ald. A B gylri katekol csoportja és az UV-B abszorbeald tulajdonsag kozti negativ
kapcsolatot sikeriilt statisztikai analizissel is alatimasztanunk (12. tablazat). Eredményeink
arra is utalnak, hogy a kapcsolat ennél dsszetettebb, az -OH csoportok mennyiségén tul, azok
elhelyezkedése is fontos, a flavonoidok UV-B abszorpcidja példaul GAL < ISO, MYR <
KAE < QUE sorrendet kovet (11. tdblazat). A -OCHg; csoportok befolyasanak vizsgalatdhoz
nem rendelkeztiink megfeleld tesztvegyiilet parokkal.

Az UV-A abszorbeald képességet a C gylrii szubsztituensei befolyasoltak.
Megmutattuk, hogy mind a 4-oxocsoport, mind a 2,3 kettds kotés jelenléte erdsitette ezt a
tulajdonsagot (12. tablazat). Méréseink szerint a flavonolok novényekben elsdsorban
el6forduldé (Manach és mtsai., 2004) cukorszdrmazékai sokkal rosszabb UV abszorbealod
tulajdonsagot mutattak aglikonjaikhoz képest (11. tablazat), a gliikkozid csoport helyett a C-3
pozicidban jelen levd -OH csoport jelenléte és az UV abszorpci6 kozott azonban nem sikeriilt
szignifikans kapcsolatot talalnunk (12. tablazat).

A vizsgalt vegyiiletcsoportok H,0, és *0, semlegesitd képességeit a 11. tablazat adatai
alapjan a 19. abra szemlélteti. A 'O, reakcidja antioxidans tulajdonsagi vegyiiletekkel fizikai
kioltdson vagy kémiai reaktivitdson alapulhat, a flavonoidok reakcidi viszont alapvetden
fizikai kioltas jellegiiek, kémiai kioltdsukat az irodalomban sokkal kisebbnek (Tournaire és
mtsai., 1993) illetve elhanyagolhatonak (Mukai és mtsai., 2005) tartjak. Ennek megfelel6en az
altalunk alkalmazott, fizikai és kémiai kioltast egyiittesen mérd eljaras eredményei az elébbire

vonatkoznak.
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19. abra
Fenolos vegyiiletek H,0, és 'O, semlegesité képességeinek sszehasonlitd grafikonja.
A vonal az egyenld H,0, és 0, semlegesitd képességnek felel meg.

A két kiilonb6zd ROS semlegesitd kapacitasokat Osszehasonlitva megallapitottuk,
hogy a fahéjsavak a kavésav és kaftarsav kivételével nem rendelkeztek a H,O, és 'O,
semlegesitd tulajdonsaggal. Utdbbiak nagy mennyiségben talalhatbak meg ndvények
kiilonb6z6 szoveteiben (Clifford, 2000), példaul méréseink szerint a Pinot noir levelek fenolos
vegyiileteinek kb. 20%-a kaftarsav (9. tablazat). Igy ezek a vegyiiletek szerepet jatszhatnak az
antioxidans védelemben is. Az antocianinok alacsony UV abszorbealdo képeségiikkel
ellentétben (18. dbra) kimagasldéan j6 ROS semlegesitd antioxidansok, kozelitdéleg azonos
mértékben reagalnak mindkét vizsgalt ROS-al (19. abra). Ez a tulajdonsag dsszhangban van
azzal a megfigyeléssel, hogy a levelek stresszvalaszai tobbféle ndvényfajban is magukban
foglaljak az antocian tartalom novekedését (Chalker-Scott, 1999) . A flavonolok kivételével a
flavonoidok tobbsége nagyobb mértékii H,0, mint 10, semlegesitésre volt képes. A flavonol
csoprtot megvizsgalva azt talaltuk, hogy az aglikonok sokkal jobb H,0, és 0, semlegesitok,
mint a gliikozidjaik (11. tablazat). A kaempferol cukorszarmazékai példaul egyaltalan nem

mutattak H,0; semlegesitd képességet, és "0, kioltd képességiik is csak kb. harmada volt az
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aglikonénak. Ez ) megfigyelés, a flavonolokat legjobb tudomasunk szerint H,O, antioxidans
tulajdonsag tekintetében még nem vizsgaltak, 'O, reaktivitisuk vizsgalata is a kvercetin,
kvercetin-rutinozid és miricetin mérésére korlatozodott (Tournaire és mtsai., 1993; Mukai és
mtsai., 2005; Morales és mtsai., 2012).

Munkank soran a kvercetin-rutin par vizsgalatan tal tovabbi méréseket végeztiink
MYR, KAE ¢s QUE gliikkozidokkal, és statisztikai analizissel is megerdsitettiik a korabban
megfigyelteket: a C gytari -OH csoportja pozitivan befolyasolja a '0, antioxidéans
tulajdonsagot (12. tablazat). Uj eredményiink, hogy ugyanez a szerkezet a H,O, semlegesitést
is elésegit. A H,O, antioxidans tulajdonsagot adataink alapjan a katekol szerkezet is pozitivan
befolyasolja (12. tablazat). Ezt a szerkezetet Tournaire és mtsai. (1993) a O, semlegesitd
képességgel hoztdk kapcsolatba 13 flavonoid (koztik 6 flavonol) mérése alapjan.
Vizsgalataink soran egy ennél nagyobb adatbazisban (26 flavonoid, koztiik 13 flavonol)

statisztikai elemzéssel nem talaltunk szignifikans kapcsolatot.

12. tablazat: Flavonoidok UV abszorbeald és ROS semlegesit6 antioxidans értékeinek
statisztikai 6sszefiiggései (n=26).

UV-B UV-A '0, H.0,
abszorpcio abszorpcid semlegesités | semlegesités
3-OH jelenléte a C -4
o 0.114 0.955 (+) 0.020 (+) 6.68 10
gyliriben
4-oxo jeleniéte a C (+) 1.46 10° | (+)5.9210° 0.082 0.154
gyliriben
3’-OH és 4’-OH egyiittes
jelenléte a B gytir(in (-) 0.036 0.970 0.213 (+) 1.92 10"
(katekol szerkezet)
2,3 kettds kdtés a C 0.245 (+)415105 | 0.178 0.607
gyliriiben

Az adott szerkezeti tulajdonsdg befolyasat a vele rendelkezd, illetve nem rendelkezd
vegyiiletek két csoportjdnak Osszehasonlitdsaval vizsgaltuk. A tablazat a p értékeket
tartalmazza (részletek az 5.6 fejezetben) p<<0.05 szignifikans hatasok esetében azok iranyat (+,
-) is jeloltiik.

Korabbi megfigyelések alapjan a C gytiri szubsztituensei €s kettds kotése megndveli a
10, kiolto képességet (Tournaire és mtsai., 1993; Morales és mtsai., 2012). Adataink alapjan
ezek koziil a C gytirti 3-OH jelenlétének pozitiv hatdsat igazoltuk, az oxocsoport jelentdségére
azonban nem talaltunk bizonyitékot. A magyarazat az lehet, hogy Tournaire és mtsai. (1993)
ezt a szerkezeti elemet csak a kémiai 'O, kioltasban talaltak fontosnak, a fizikai kioltasban

nem, igy az utobbi tulajdonsag altal dominalt teljes kioltdsban ez nem érvényestil.
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A 20. abra a 12. tdblazatban bemutatott statisztikai elemzés eredményei alapjan a

flavonoidok szerkezet-hatas dsszefiiggéseit szemlélteti.

UV-A
abszorpcié

+

OH

UV-B
abszorpcié

-1

OH

HO O

H,0, semlegesités

—
Flavonoidok v

10, semlegesités

20. abra
A 12. tablazatban bemutatott flavonoid szerkezet-hatas dsszefiiggések grafikus abrazolasa.
Az 4bran 1év0 korok szinei jelzik azokat az alapvazon taldlhato szubsztituenseket, amelyek az
adott tulajdonsagot befolyasoljak.

A fenti szerkezet-hatas Osszefliggések a vizsgalt vegyiiletek Ilehetséges UV
abszorpcios és specifikus ROS semlegesitését mutatjak, ezek megvalosulasa a novényekben a
fenoloidok lokalizaciojatol fiigg: az UV sziirésben jatszott szerep attol, mennyire a felszin
kozeli rétegekben lokalizaltak a potencialisan j6 UV abszorbensek, az antioxidans hatas pedig
a ROS képzés helyéhez viszonyitott elhelyezkedéstdl.

Tobbféle novényfajban is megfigyelték, hogy az UV-B sugarzds hatasara
megndvekedik a flavonoidok, elsésorban a flavonolok mennyisége, méghozza a kvercetin-
gliikozidoké jobban, mint a kaempferol-glikozidoké (Ryan és mtsai., 1998; Hofmann és
mtsai., 2000; Reifenrath és Miiller, 2007). Amennyiben a stressz valaszban ezek a vegyiiletek
antioxidansként vesznek részt, az a valtozas a TAC ndvekedés mellett ROS semlegesitésben

is novekedést eredményez. Utobbi sokkal nagyobb mértékii H,O, mint 'O, antioxidans
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kapacitas novekedést tesz lehetévé (5. és 11. tablazatok), ami Osszhangban van a H,O;
kozponti szerepével az UV-B karositd hatasaiban (Czégény és mtsai., 2014). Erdekes, hogy
bar a megfigyelt kvercetin/kaempferol szarmazékok mennyiségi arany novekedése UV-B
indukalhat6, ez a valtozas az UV-A abszorbeal6 képességet noveli.

A napfény UV komponensének hatdsara a hidroxi-fahéjsavak mennyisége égerfa és
nyirfa levelén végzett kisérletek alapjan megemelkedik (Kotilainen és mtsai., 2008), melyek
jobb UV-B, mint UV-A abszorbealok. Antioxidans tulajdonsagaikat nézve azonban
csekélyebbek, mint a flavonoidoknak. Az UV-B valaszok két aspektusa, a flavonol ¢és a
hidroxi-fahéjsav mennyiségi novekedése a bioszintézis Utban kompeticioba keriilhet. A
fokozott hidroxi-fahéjsav szintézis csokkentheti a flavonoid képzédés prekurzorainak
mennyiségét, ezaltal timogatva az UV abszorpcion alapulé védekezést. Amennyiben ez a
védelmi Ut nem sikeres, és az UV eléri a mélyebben fekvd, fotoszintetizald szoveteket, a ROS
(elsésorban H,0,) semlegesité flavonoidok szerepe keriil el6térbe. Ehhez a flavonoid
bioszintézis fokozodasa sziikséges, ami a hidroxi-fahéjsavak szintézisétél von el

prekurzorokat.

6.4 Pinot noir leveleinek specialis metabolit vizsgalatai

A levelekben eléforduld fenoloidok potencidlis, tesztvegyiiletek vizsgalatai soran
megismert stressz ellen védé tulajdonsagainak realizalodasat szoldlevél kisérletekben
vizsgaltuk meg. A 6.2 fejezetben mar bemutattuk két kiilonb6zd évben ugyanabban a fejlodési
stadiumban (zsendiiléskor) gylijtott mintak Osszehasonlitdsat. Ebben a fejezetben egy
atfogobb tanulmany eredményeit mutatjuk be. Munkéank célja az volt, hogy megvizsgaljuk,
vajon a napsugarzas UV tartoménya, amely riigyfakadastol a zsendiilésig éri a leveleket,
erdsebb fenoloid tartalmat szabalyozé szereppel rendelkezik, mint egyéb kdrnyezeti tényezok,
ugymint fotoszintetikusan aktiv fény, csapadék vagy hémérséklet. Utdbbiakrol ismert, hogy
szintén befolyasolhatjak a levelek fenolid tartalmat (Fallovo és mtsai., 2011; Neugart és
mtsai., 2013; Krol ¢és mtsai,, 2015). PhD tanulmanyaim soran egy nemzetkdzi
egyiittmikodésben (COST Action UV4growth) vettem részt, melynek keretében vizsgaltuk a
Pinot noir szO616, kiilonb6zd intenzitast €s UV tartalmt, napfényhez alkalmazkodott
leveleiben el6forduld specialis anyagcseretermékek Osszetétel mintazatat. A levélmintakat
kiilonboz6 foldrajzi szélességli helyekrdl gyiijtottiik egymast kovetd két évben (13. tablazat).
A mintavételi helyeket a 21. abra mutatja, ahol a legdélebbi mintavételi helyszin

Spanyolorszag, Jerez varosa, mig a legészakibb Németorszag, Geisenheim telepiilése volt. A
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kisérlet soran meghataroztuk a Pinot noir levelének polifenol Osszetételét, melyet nem
enzimatikus antioxidans kapacitas és UV abszorbedldé pigment mérésekkel egészitettiink ki,

kolcsonhatasokat keresve kiilonb6z6 metabolit csoportok és azok antioxidans tulajdonsagai

kozott.
g
21. 4bra
A dolgozatban vizsgalt Pinot noir levelek mintavételi helyei.
13. tablazat: A 21. abran megjelolt Pinot noir mintavételi helyek adatai.
Mintavételi hely Foldrajzi szélesség (°N) Mintavételi évek
Jerez, Spanyolorszag 36.69 2013
Cabanez, Spanyolorszag 42.24 2013
La Rioja, Spanyolorszag 42.29 2012, 2013
Girona, Spanyolorszag 42.47 2012, 2013
Villenave, Franciaorszag 43.36 2012, 2013
Firenze, Olaszorszag 43.77 2012, 2013
Potoce, Szlovénia 45.88 2013
Bilje, Szlovénia 45.89 2013
Pécs, Magyarorszag 46.07 2012, 2013
Retz, Ausztria 48.76 2012, 2013
Lednice, Csehorszag 48.80 2012, 2013
Geisenheim, Németorszag 49.99 2013
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A riigyfakadds ¢és a levélmintdk begylijtése (zsendiilés) kozti legrovidebb
levélfejlodési id6 a gironai mintakhoz tartozott (98 nap és 93 nap 2012-ben és 2013-ban), mig
a leghosszabb 2012-ben a bordeaux-i (133 nap) és 2013-ban a bécsi (146 nap) mintakra volt a
jellemzo.

A kisérlethez meteorologiai adatokat is hasznaltunk, melyeket a levelek fejlodési
iddszakaira hatdroztak meg. A homérséklet és csapadékdsszeg adatokat részben a mintavételi
helyekrdl gyijtottikk, mig az UV és globalis napsugarzas adatokat a Firenzei Egyetemen
szamitottdk ki az European Space Agency’ Tropospheric Emission Monitoring Internet
Service (TEMIS) miiholdas adatai alapjan. A teljes levélfejlodésre szamitott globalis sugarzas
értéke 2012-ben atlagosan 12.78 MJ m™ (Retz) és 23.51 MJ m (Firenze), mig 2013-ban
18.34 MJ m™ (Geisenheim) és 23.78 MJ m™ (Jerez) kozott valtozott. A csokkend foldrajzi
szélességgel a leveleket ért globalis sugarzas és az UV sugarzas értéke is csokkent. A levelek
specialis anyagcseretermékei jol korrelaltak az UV sugarzassal, sot jobban, mint a globalis
sugarzassal, melyek részletesebb eredményei a kovetkezo fejezetekben keriilnek bemutatasra.
Elképzelhetd, hogy nem az Osszes lehetséges kornyezeti tényezd6t vizsgaltuk, azonban a
metabolikus valaszokbol kovetkeztethetiink azon akklimatizacios stratégiakra, mint az UV
abszorbeald és antioxidans vegyiiletek mennyiségi megemelkedésére.

A levelek fenolos vegyiileteinek analizisét HPLC-MS vizsgalatokkal Németorszagban
végeztiik, az UV abszorbeald pigment tartalom és antioxidans kapacitas méréseket, valamint
az adatmatrix analizisét Magyarorszagon, a PTE Novénybiologiai Tanszékén. A kutatohalozat
vizsgalatai a fentiek mellett mas metabolitok (antioxiddnsok ¢és xantifillok) elemzésére is
kiterjedtek, a dolgozatban azonban csak azokat a paramétereket targyalom, melyek mérésében
¢s értékelésében részt vettem.

A fébb polifenolos csoportok ugyanazok voltak az 6sszes Pinot noir levélmintaban,
mennyiségi aranyaik és teljes mennyiségiik azonban az egyes mintavételi helyekrdl szarmazo
mintdkban kiilonb6zd volt. A dominans fenolos sav valamennyi mintdban a kaftarsav volt,
mig a legjelentésebb flavonoidok a kvercetin kiilonféle cukorszarmazékai (glikozid és

glitkuronsav), melyet a Pécsr6l szarmaz6 minta példaja mutat be (22. abra).
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OKaftarsav

0 Kaempferol-3-O-glc.
m Kaempferol-3-O-gin.
B Kvercetin-3-O-glc.

m Kvercetin-3-O-gln.

m Kvercetin-3-O-rut.

22. abra
A pécsi Szolészeti és Boraszati Kutatointézet szentmiklosi mintavételi teriiletérol,
zsendiiléskor gylijtott Pinot noir levélminték fenoloid dsszetétele a 2012-es €vbol.

6.4.1 Kornyezeti tényezok és a Pinot noir levelében megtalalhato

specialis metabolitok osszefiiggései

A 14. tablazat a levelek fejlddése sordn az egyes mintavételi helyeken mért atlagos
hémeérsékletet, a riigyfakadas és zsendiilés kozti idoszakra szamitott integralt UV illetve
globalis sugarzas mennyiségének 0Osszefliggéseit mutatja a levelek fenolos vegyiilet
tartalmaval, UV abszorpcidos képességével ¢és antioxidans kapacitasaval. Az adatok
vizsgalata alapjan a dominans korrelator egyértelmiien az UV sugarzas volt, mely
pozitivan befolyasolta az UV abszorbeal6, flavonoid, fenolos sav, valamint teljes fenol
tartalom mennyiségét ¢s a FRAP moddszerrel mért antioxidans kapacitast. A foldrajzi
sz¢élességgel szintén valtozd globalis napsugarzas valtozasa (amit részben a napsugarzas
erdsségének, részben a napok hosszisaganak kiilonbsége okozott) nem befolyasolta
szignifikdnsan a vizsgalt metabolikus jellemzOket. A napi atlaghdmérséklet pozitiv
korrelacidoban csak az UV-B abszorbedlo képességel volt, a tobbi paraméterrel nem volt
szignifikdns kapcsolatban. A csapadékosszeggel ¢és a rigyfakadastdl zsendiilésig
(mintavételig) eltelt teljes napok szamaval nem talaltunk korrelaciot (ezek az adatok nem
szerepelnek a tablazatban). Eredményeink alapjdn a napfény magasabb UV tartalma
befolyasolta a sz6ldlevelek UV abszorbedld pigment tartalmat, a levelekben eléfordulod
fenolos tulajdonsagi vegyliletek mennyiségét, valamint a levelek teljes antioxidans

kapacitasat.
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14. tablazat: Kapcsolat a mintavételi helyek néhany meteorologiai jellemzdje €s a Pinot
noir levelek metabolit osszetétele, UV abszorpcids képessége és antioxidans
kapacitasa kozott.

Globalis sugarzas Teljes UV sugarzas
(riigyfakadastol a (riigyfakadastol a Napi atlaghémérséklet
mintavételig) mintavételig)

0.3983 0.5667 0.4726

UV-B ab ic
abszotpelo (0.1017) (0.0141) (0.0476)
0.3857 0.50637 0.4227

UV-A ab ic
abszorpe1d (0.1139) (0.0320) (0.0806)
UV absrorneis 0.3910 0.52677 0.4396
P (0.1086) (0.0247) (0.0679)
0.3678 0.42447 -0.0155
TEAC (0.1332) (0.0792) (0.9513)
0.3434 0.51357 -0.0064

FRAP

(0.1630) (0.0293) (0.9800)
Telies fenol tartalom 0.3763 0.54157 0.2007
J (0.1238) (0.0203) (0.4246)
cenolos sav tartalom 0.1848 0.51037 -0.0423
(0.4629) (0.0305) (0.8676)
Flavonoid tartalom 0.4001 0.49557 0.2270
(0.0999) (0.0365) (0.3651)
. 0.3951 0.49647 0.2234

K -3-O-gln.
vercetin-3-O-gin (0.1047) (0.0361) (0.3726)

A tablazatban szerepld értékek a Pearson-féle korrelacios analizis R értékei, mig a zardjelben
1év6 szamok hipotézisvizsgalat p értékei (5.6 fejezet), ahol a szignifikans korrelaciokat

(p<0.05) félkdvér szamokkal jelsltiik (n=18).

Uveghaz kisérletek soran szélélevelek UV abszorbeald kapacitdsa UV-B hatdsara

megemelkedik (Martinez-Liischer és mtsai., 2013), azonban ebben a kisérletben a szerzék

napfénynél alacsonyabb intenzitdsu lathatd fénnyel (igy globélis sugarzas dozissal) egyiitt

alkalmaztak az UV-B kezelést. Az itt targyalt szabadfoldi kisérleteink ujdonsaga, hogy teljes

napfényben fejlodott levelek eredményeivel bizonyitottuk, hogy a kdrnyezeti tényezok koziil

a teljes UV sugarzasnak volt szignifikans hatasa a levelek UV abszorbeald és antioxidans

kapacitasara.

A levélkivonatok UV-B és UV-A abszorpciodja pozitiv korrelaciét mutatott a teljes UV

sugarzassal, melyek az UV-B és UV-A iltali polifenol bioszintézis szabalyozasaval (Morales
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¢s mtsai., 2010) és a polifenolok erds UV abszorbeéld tulajdonsdgaval (Hernandez és mtsai.,
2009) magyarazhatéak. Az analizis soran pozitiv korrelaciot talaltunk az atlaghémérséklet és
a levélkivonatok UV-B abszorpcidja kozott, azonban nem talaltunk szignifikans Osszefiiggést
a hémérséklet és az UV-A és a teljes UV abszorbeald képesség kozott, melynek mogottes
bioldgiai kapcsolatat még érdemes vizsgalni. A teljes antioxidans kapacitdst FRAP és TEAC
modszerekkel vizsgaltuk, melyek koziil csak a FRAP mutatott szignifikans Osszefiiggést a
leveleket fejlédésiik soran ért UV sugarzassal. Ezt a 6.2.1 fejezetben leirtak magyarazhatjak,
ami alapjan a fenoloid komponensek, a kaftarsav és a kiilonféle kvercetin-gliikozidok
magasabb TAC értékeket adnak a FRAP, mint a TEAC modszerrel (Csepregi €s mitsai.,
2016), ezért az UV indukalta valtozasokat ezekben a fenolos vegyliletekben gazdag
levélmintakban jobban tiikrozi a FRAP, mint a TEAC (14. tablazat).

6.4.2 A specialis metabolitok ésszefiiggései a levelek UV abszorbealo
és antioxidans tulajdonsagaival

Amellett, hogy kapcsolatokat azonositsunk a fejlédésiik soran a leveleket ért teljes UV
sugarzas ¢s levelek metabolikus jellemz6i kozott, adataink lehet6séget biztositottak arra is,
hogy Osszefiiggéseket taldljunk a fenolos vegyiiletek mennyisége és az antioxidans kapacitas,
illetve a levelek UV abszorpcidja kozott. Eredményeink alapjan a sz616levél teljes polifenol
tartalma erds pozitiv korrelacidot mutat a levélkivonatok UV-A és UV-B abszorpcidjaval. Ez
Osszhangban van azzal, hogy a polifenolos vegyiiletek egy része a levelek felszini szoveteiben
az UV sugarzast elnyelve a mélyebb rétegeket védo pajzsként funkcionalnak (Bidel és mtsai.,
2015). A kvercetin-3-O-gliikuronsav, ami énmagaban tesztvegyiiletként kb. masfélszer jobb
UV-A mint UV-B abszorbealo volt (11. tablazat), a levelek {6 flavonol gliikkozidjaként erés
pozitiv korrelaciot mutatott a teljes levélkivonat UV-A, és UV-B abszorpcios tulajdonsagéaval
is. A tesztvegyiiletek mérései soran a magas UV-B abszorpciot mutatd fenolos savak (11.
tablazat) mennyisége a levelekben az UV-B abszorpciéval mutatnak Korrelaciot, az UV-A
abszorpcidval nem (15. tablazat). A sz6lélevelekben a fenoloidok kérnyezeti tényezok okozta
mennyiségi  valtozasainak ¢és a levélkivonatok UV abszorbeild tulajdonsagainak
Osszefliggései ezzel megerdsitik a tesztvegyiiletek vizsgalatainak alapjan megallapitottakat.

A levelek fenoloidjai UV abszorbeald képességiik mellett jo antioxidansokként is
ismeretesek (Larson, 1988). Ezt a tulajdonsagot a 6.2.1 és 6.3.2 fejezetekben ismertetett
vizsgélataink is alatdmasztottdk. Bar a levelekben nem kizéarélag a fenoloidok rendelkeznek

antioxidans tulajdonséaggal, sz616levél kisérletiinkben a HPLC-val mért teljes fenoltartalom és
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antioxidans kapacitas kozotti pozitiv korrelacié azt mutatja, hogy ez a funkcidé a sz6l6

levelében is dominans. Ezt mind a FRAP, mind a TEAC mddszerrel igazoltuk (15. tablazat).

15. tablazat: Kapcsolatok a Pinot noir levelek HPLC-vel mért fenoloid 6sszetétel, TAC
modszerekkel mért antioxidans kapacitas €s fotométeres eljarassal mért UV
abszorbeald pigment tartalma kozott.

Teljes Fenolos | Teljes
gk\l/s _zB gB/S_ZA albjs\; TEAC FRAP fenol sav | flavonoid
' ) ' tartalom | tartalom | tartalom
UV-A 0.982
absz. (4.7 1013
0.9914 0.998
UViabsz. | ' 510%) | 28107
0.470 0.385 0.412
TEAC (0.0490) | (0.1140) | (0.0885)
0.698 0.648 0.666 0.914
FRAP (0.0013) | (0.0036) | (0.0025) | (1.1107)
Teljes fenol 0.902 0.916 0.915 0.522 0.738
tartalom | (3.0107) | (8.910% | (9.610%) | (0.0261) | (4.6 10
Fenolossav | 0.523 0.438 0.466 0.750 0.783 0.622
tartalom (0.0259) | (0.0688) | (0.0513) | (3.310%) | (1.210%) | (0.0058)
ﬂ;\f;]neji q 0.894 0.927 0.921 0.439 0.665 0.986 0.488
5.4 10" 2.910%) | (5.910%) | (0.0683 0.0026 6.510™) | (0.0399
tartalom | ¢ ) | ( ) | ( ) | ( ) | ( ) | ( ) | ( )
K,;,’_ e | osso | o0ss7 | oss2 | 0422 | 0629 | o070 | 0472 | 09855
tartal%m (4.810° | (9.2107) | (1.310°) | (0.0803) | (0.0051) | (2.510™) | (0.0478) | (9.210™)

A tablazatban szerepld értékek a Pearson-féle korrelacios analizis R értékei, mig a zardjelben
1év6 szamok hipotézisvizsgalat p értékei (5.6 fejezet), ahol a szignifikans korrelacidkat
(p<0.05) félkovér szamokkal jeloltiik (n=18).

A tesztvegyiiletek korabbi példaja (6.2 fejezet) azt mutatta, hogy a kiillonb6zé TAC-ot

méré modszerek eredményei hasonloak lehetnek, de nem teljesen redundansak. A levélmintak

vizsgalata ezt igazolta (15. tablazat). A flavonoid Osszetételeik valtozasa hasonldan

befolyasolta mindkét TAC mérés eredményét, és a fenolos sav tartalom pozitiv korrelacioban

volt a TEAC és FRAP eredményekkel is. A levelek flavonoid és kvercetin-3-O-gliikuronsav

tartalmai azonban csak a FRAP modszer eredményeivel mutattak szignifikans dsszefliggést. A

kapcsolat a TEAC eredményekkel marginalis (p=0,07 illetve 0,08), a szignifikancia hatar

crer

levelében dominéns fenolos sav, a kaftarsav magas TEAC ¢és FRAP antioxidans kapacitésa (5.
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tablazat) (Csepregi és mtsai., 2016). A Pinot noir levelekben a kvercetin-3-O-gliikkuronsav a
legnagyobb mennyiségben el6fordulo flavonoid, tesztvegyiilet vizsgalataink alapjan kb.
kétszer nagyobb FRAP mint TEAC antioxidans kapacitassal rendelkezik (5. tablazat), ami
magyarazhatja a levélkivonatokban a megfigyelt kiilonbségeket.

A két TAC mér6é modszer (TEAC és FRAP) eredményei pozitiv korreldcioban voltak,
alatdmasztva a 6.2 fejezetben leirt kovetkeztetéseinket. Az antioxidans kapacitds (mind a
TEAC mind a FRAP moédszerrel mérve) pozitiv korrelaciot mutattak a levelek teljes fenolos
vegylilet tartalméaval.

A fenolos savak ¢és flavonoidok mennyiségi 6sszehasonlitdsa sordn pozitiv korrelaciot
talaltunk, ezért a kordbbi tesztvegyliletekkel végzett kisérleteink soran megfigyelt lehetséges
UV alkalmazkodasi stratégidkat most a Pinot noir sz6lé leveleiben is megvizsgaltuk. A
sz6l6levelek legjellemzobb fenolos savja a kaftarsav, mig a flavonoidok koziil a kvercetin-
glilkozidok a jellemzobbek. A 6.3.2 fejezet eredményei alapjan a hidroxi-fahéjsavak kivalo
UV abszorbeal6 tulajdonsaggal, mig a kvercetin-gliikozidok jobb specifikus ROS semlegesitd
antioxidans tulajdonsaggal rendelkeznek. A legkisebb (Bécs, Geisenheim) és legnagyobb
(Girona, La Rioja) teljes UV besugarzassal jellemzett teriileteken fejlodott levelek fenoloid
profiljat 6sszehasonlitva megallapithatjuk, hogy a fenolos savak és flavonoidok mennyisége
csaknem egyenlé mértékben novekedett (20%), a fenti pozitiv korrelacionak megfeleléen (15.
tablazat). A két féle feltételezett védelmi ttvonal (UV abszorpcion alapuld és antioxidans

védelem) a sz6l6levelek alkalmazkodasahoz egyarant hozzéjarul.

6.4.3 Flavonoid tartalmat becslo spektrofotométeres eljarasok
hatékonysaganak vizsgalata Pinot noir levélkivonatok
segitségével

A kiilonb6z6 természetes UV dozisok alatt novekedett, kiillonb6z6 metabolit tartalmu
levelek alkalmat adnak arra, hogy az 5.4 és 5.5 fejezetekben bemutatott fotométeres fenoloid
tartalmat becsld modszerek pontossagat ismert Osszetételd levélmintakon is megvizsgaljuk.
Vizsgalataink folyamédn a Pinot noir leveleit spektrofotométeres méréseknek is alavetettiik,
Osszehasonlitva a HPLC ¢és antioxidans eredményekkel. Az eredményeket a 16. tablazat
mutatja. Megvizsgaltuk a fenolos vegyiiletcsoportok mennyiségi adatainak kapcsolatat az
AICl; és DNPH teljes flavonoid meghatarozé moddszer, valamint a flavan-3-olokat mér6
DMACA és a teljes fenol tartalmat hagyomanyosan méré FCR mérési eljarassal, melyeknek

statisztikai korrelacioit a 16. tablazat mutatja. Az eredmények azt mutatjak, hogy a két (AICl3
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¢s DNPH-alapu) teljes flavonoid tartalmat méré fotométeres modszer eredményei pozitiv
korrelacioban alltak egymassal, ami nem meglepd, ugyanis mindkettével flavonoid tartalmat
mériink, azonban eltéré flavonoid csoportokat tudunk spektrofotometridasan meghatarozni

(6.1.1 fejezet).

16. tablazat: Pinot noir levelének HPLC-vel mért 6sszetétel és fotométeres eljarasokkal
becsiilt flavonoid tartalom 6sszehasonlitasa.

Teljes Fenolos Teljes QUE-3-
fenol sav flavonoid gln FCR AICI; | DNPH
tartalom | tartalom | tartalom | tartalom
ECR 0.711 0.747 0.644 0.625
(0.0009) (0.0003) (0.0039) (0.0055)
AlC 0.787 0.735 0.718 0.705 0.906
3 (0.0001) (0.0005) (0.0007) (0.0010) | (2.27107)
DNPH 0.927 0.646 0.898 0.883 0.846 0.895
(3.3310% | (0.0038) (427107 | (1.210% | (9.4910°) | (5.2107)
DMACA 0.446 0.706 0.361 0.313 0.746 0.566 0.502
(0.0632) (0.0010) (0.1416) (0.2065) (0.0003) | (0.0143) | (0.0336)

A tablazatban szerepld értékek a Pearson-féle korrelacids analizis R értékei, mig a zardjelben
1év6 szamok hipotézisvizsgalat p értékei (5.6 fejezet), ahol a szignifikans korrelaciokat
(p<0.05) félkovér szamokkal jeloltiik (n=18).

Osszehasonlitva a HPLC eljaras eredményivel, azt tapasztaltuk, hogy a két flavonoid
mérd eljaras eredményei pozitiv korrelacioban vannak a teljes flavonoid tartalommal,
Osszhangban az eljarasok flavonoid kimutatdé képességével. Ezen feliill eredményeink
korrelacioban voltak a teljes fenol tartalommal is, ami magyarazhat6 azzal, hogy a sz616levél
mintak 70-80%-at flavonoidok adtak. A fenolos savak mennyiségével mutatott pozitiv
korrelaci6 azonban azt mutatja, hogy a mddszerek nem flavonoid specifikusak, ahogy ezt
tesztvegyiiletek segitségével igazoltuk (6.1.1 fejezet). A DMACA eljaras eredménye szintén
pozitiv korrelaciot mutatott a levelek fenolos sav tartalmaval (16. tablazat), bar gallusz savval
végzett Vizsgalataink sordn a modszer nem mutatott reaktivitast. Ennek alapjan a kordbban
feltételezett flavan-3-olok specificitasat (6.1.1 fejezet) el kell vetniink.

Osszefoglalva, a 6.1.1 fejezet péld4jan til az itt bemutatott levélminta elemzések is
alatamasztjak, hogy ezek a spektrofotométeres mérések annak ellenére, hogy jo becslést
adnak flavonoid csoportokra, esetleg teljes flavonoid tartalomra, sosem szabad specifikus

flavonoid tartalmat meghataroz6 modszernek tekinteniink.
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7. Osszefoglalas

Munkank soran a természetes napfényhez alkalmazkodott sz616 levelekben eléfordulod

fenolos vegyiiletek fénystressz kivédésében jatszott lehetséges szerepeit vizsgaltuk

antioxidans és UV abszorbedld képességiik alapjan, tiszta hatoanyagok ¢€s szoldlevél

kivonatok segitségével.

37 szintetikus tesztvegyiilet antioxidans tulajdonsagait tanulmanyoztuk négyféle teljes

(TAC) és kétféele ROS specifikus antioxidans kapacitast mérd eljarassal. Az eredményeink azt

mutattak, hogy

az alapvazhoz kapcsolddd funkcids csoportok jobban befolyasoljak a TAC
értékeket, mint maga az alapvaz szerkezet

a hagyomanyos Folin-Ciocalteu reagens hasznalatan alapuld modszert célszeriibb
az antioxidans tulajdonsag mérésére alkalmazni, mint a teljes fenol tartalom
meghatarozasara

a kiilonboz6 TAC eljarasok a fenolos vegyiileteket hasonléan, de teljesen nem
azonos modon értékelik, ami kiemeli a tobbféle mérési eljaras parhuzamos
alkalmazasanak sziikségességét bioldgiai kisérletekben. Ezt szdldlevelek HPLC-
MS moédszerrel meghatarozott fenoloid Gsszetételének és TAC tulajdonsadgainak

Osszehasonlitasa is meger6siti

Tanulmanyunk az elsé olyan munka, amely négy kiilonb6z6 TAC mérési eljarast

hasonlit Ossze a lehetséges redundanciakat és kiilonbségeket vizsgalva. A tapasztalt

kiilonbségek  magyarazataként — elvégzett  szerkezet-hatds  Osszefiiggés  vizsgalatok

megmutattak, hogy

a flavonoidok katekol szerkezete magas antioxidans értékeket eredményez az
Osszes vizsgalt modszerrel

a flavonoidok C-3 gliikozilaltsaga csokkenti az antioxidans kapacitasukat

tobbféle fenolos sav mutat a flavonoidokéhoz hasonlé mértékii antioxidans
kapacitast, amit alapvetéen a 3-OH csoport megléte befolyasol, fliggetleniil a

hidroxi-fahéjsavakat és a hidroxi-benzoésavakat elkiilonit6 oldallanc jelenlététdl

A levelek napfényhez torténd alkalmazkodasat potencidlisan eldsegitd tulajdonsagok

kozott megvizsgaltuk az UV-vélaszhoz hozzdjarulé H,O, semlegesitd képesség és UV

abszorbeald képességet, tovabba a lathatdé fény okozta stressz (fotoinhibicid) mérséklését
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segité 10, semlegesitd képességet. Elgbbihez elvégeztik a nem enzimatikus H,O, kioltast
méré eljaras optimalizalasat is magas UV abszorpcidji mintdk elemzésére. A tiszta
hatoanyagok Vizsgalata soran megallapitottuk, hogy
- ahidroxi-benzoésavak fontos szerepet jatszhatnak a H,O, semlegesitésében, mig a
hidroxi-fahéjsavak sem a H,O,, sem a o, semlegesitésében nem mutattak jelentds
aktivitast, ellenben j6 UV-B abszorbealok
- aflavonoidok altalaban jobb UV-A, mint UV-B abszorbealok
A megfigyelt tulajdonsagokat az alabbi, statisztikai modszerekkel alatamasztott
szerkezet-hatas Osszefiiggések indokoljak
- a flavonol aglikonok éltalaban jobb H,0; és 'O, semlegesiték, mint gliikozidjaik,
viszont gliikozilaltsaguk nem befolyasolja szignifikdnsan az UV abszorbealo
képességiiket sem az UV-B sem az UV-A tartoméanyban
- a katekol csoport jelenléte pozitiv korrelacidban all a H,O, semlegesitd
képességgel, azonban csokkenti az UV-B abszorpciot
- a 4-oxocsoport jelenléte megnovelte mind az UV-B mind az UV-A abszorbeald

képességet, de nem volt szignifikans befolyassal a ROS semlegesitd képességre

Tizenkettdé europai szOlészetbdl szarmazod, eltéré kornyezeti paraméterek mellett
fejlodott szoldlevél minta dsszehasonlitd vizsgalata soran megallapitottuk, hogy

- a vizsgalatban regisztralt kornyezeti tényezok koziil a levelek fenoloid tartalmat,
TAC illetve UV abszorpcios képességét elsdsorban a fejlodésiik soran jelen levo
kumulativ UV sugarzas hatdrozta meg

- az egyes tesztvegyiiletek megallapitott tulajdonsagai a sokféle fenoloidot
tartalmazo levélkivonatokban is érvényre jutnak: a fenolos sav tartalom csak az
UV-B abszorbeald képességgel, mig a flavonoid tartalom az UV-A és az UV-B
abszorpcios képességgel is pozitiv korrelacioban volt

- levelek antioxidans kapacitasa, az UV abszorpcids képessége és fenolos vegyiilet

tartalma szoros 0sszefiiggést mutatott

A tesztvegyiiletek, valamint a HPLC-MS segitségével azonositott fenoloid profilt
sz6l6levél kivonatok vizsgalata lehetdséget biztositott arra is, hogy ellendrizziik az
irodalomban elterjedt spektrofotométeres, egyes flavonoid vegyiiletcsoportok mennyiségi

meghatarozasara iranyul6 eljarasok szelektivitasat. Megallapitottuk, hogy

72



ezek az egyszeri, gyors és koltséghatékony eljarasok jo becslést, tampontot
adhatnak, azonban a célcsoportjukon kiviili vegyiiletekkel (példaul fenolos
savakkal) is mutatnak reaktivitast. Igy nem lehet ezeket preciz mennyiségi

meghatarozasara alkalmas specifikus modszerekként kezelni
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8. Summary

Due to their antioxidant and UV-absorbing capacities, phenolic compounds in leaves
are expected to play an important role in acclimation to a variety of stress conditions. The aim
of our work was to analyse these potentials using synthetic test compounds; and to study the
realization of potential protective functions in sun exposed grapevine leaves. In addition to
UV-A (315-400 nm) and UV-B (280-315 nm) absorbing abilities, we measured total
antioxidant capacities (TAC) and specific ROS (hydrogen peroxide and singlet oxygen)
detoxification.

Antioxidant activities of 37 standard compounds were studied using four TAC and two
ROS specific antioxidant capacity evaluating methods. Our results showed that:

- TAC was more influenced by functional groups than the backbone structure itself

- the classic Folin-Ciocalteu reagent method is more appropriate to measure
antioxidant activities than total phenolic content.

- different phenolic compound groups are evaluated by different TAC assays in a
similar but redundant way, highlighting the necessity of parallel application of
more than one TAC assays in biological experiments. This was confirmed by
comparing using TAC results of grapevine leaf samples with different phenolic
profiles characterized by HPLC-MS

To our best knowledge, our work is the first study comparing four different TAC

methods and examining redundancies and differences. The TAC data set also allowed
statistical analyses of structure-activity relationships, showing that:

- catechol structure of flavonoids results in high antioxidant capacities, manifesting
in all TAC methods

- the C-3 glycosylation reduces the antioxidant capacity

- phenolic acids showed similar antioxidant activities as flavonoids. This feature was
positively correlated to the presence of the 3-OH group, and was independent of
the presence of the side chain discriminating between hydroxycinnamic- and

hydroxybenzoic-acids.

In addition to TAC we examined ROS specific antioxidant capacities. In addition to
UV absorbtion, H,O, neutralizing is expected to contribute to defence against stress by solar

UV radiation. Evaluation of the latter required an adaptation of existing methodology in order
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to be suitable for studying H,O, reactivities of compound with high UV absorption, such as

phenoloids. We also measured *O, scavenging capacities, which may alleviate stress by the

photosynthetically active (400-700 nm) component of sunlight. Investigations of test

compounds showed that

hydroxybenzoic-acids are strong H,O, antioxidants, while hydroxycinnamic-acids
showed very low activities to both H,0, or 0,

hydroxycinnamic-acids are good UV-B absorbers, while flavonoids are better UV-
A than UV-B absorbers

These properties are explained by the following, structure-activity relationships:

the presence of -OH group of C ring (the absence of glycosylation at this position)
supported both H,0, and 'O, scavenging but had no significant effect on UV
absorbing properties in our data set.

the presence of the catechol group resulted in higher H,O, neutralization but in
lower UV-B absorbing capacity

the presence of 4-oxo group in C ring increased both UV-A and UV-B absorption,
but had no significant effect on ROS scavenging abilities.

In a study including grapevine leaf samples from 12 different European locations with

different environmental conditions such as global radiation, UV radiation, precipitation and

temperature during leaf development we confirmed the above potential protective features by
finding that:

among all registered environmental parameters, leaf phenolic contents, TAC
values and UV absorbing capacities were only correlated to cumulative UV
radiation

properties of leaf extracts correspond to the properties of their phenolic
compounds: phenolic-acid contents were positively correlated with UV-B
capacities of leaf extracts, while flavonoid contents were positively correlated with
both UV-B and UV-A absorbing properties

UV absorbing capacities (UV-A, UV-B), TAC and leaf phenolic contents were

correlated.

Using individual phenolic standards and leaf extracts with known (HPLC-MS

established) phenolic composition we investigated the selectivity and versatility of several
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photometric methods routinely applied to evaluate quantities of compound groups such as
flavonoids or catechols and found that
- spectrophotometric assays may give good estimates of flavonoid groups but lack

specificity and thus should be applied with caution.
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antioxidant capacities of plant polyphenols. Molecules. 2016, 21, 208. (IF=2.416)

(a kozlemény 16 oldalas, a folyoirat kézlemény azonositot hasznal oldalszamok helyett)

Csepregi, K.; Hideg. E. A novel procedure to assess the non-enzymatic hydrogen-peroxide
antioxidant capacity of metabolites with high UV absorption. Acta Biol Hung. 2016, 67. 447-
450. (IF=0.605)

10.1.2 Elbiralas alatt all6 kozlemények

Csepregi, K.; Hideg, E. Potential of flavonoids in leaf protection from stress by sunlight

(elbirdlas alatt)

Castagna, A.; Csepregi, K.; Neugart, S.; Vecerova, K.; Zipoli, G.; Jakab, G.; Jug, T.; Llorens,
L.; Martinez-Abaigar, J.; Martinez-Liischer, J.; Nunez-Olivera, E.; Ranieri, A.; Schodl-
Hummel, K.; Schreiner, M.; Teszldk, P.; Tittmann, S.; Urban, O.; Verdaguer, D.; Jansen,
M.A K.; Hideg, E. Environmental plasticity of Pinot noir grapevine leaves; a trans-European
study of morphological and biochemical change along a 1500 km latitudinal climatic gradient.

(elbiralas alatt)
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10.1.3 Konferencia kozlemények

Csepregi, K.; Kocsis, M.; Hideg, E. A comparative study of photometric assays measuring
total phenol and flavonoid content. Application to grapevine leaf studies, COST Action
FA0906, 2ndAnnual Network Meeting in Mikulov, Czech Republic 14-16 April, 2013

ISBN 978-80-904351-7-9

Csepregi, K.; Kocsis, M.; Hideg, E. Grapevine leaf phenolic compounds in various roles, 9th
Janos Szentagothai Interdisciplinary Conference ans Student Competition, Pécs, Hungary, 3-4
May, 2013

ISBN 978-963-642-519-7

Csepregi, K.; Czégény, Gy.; Hideg, E. Changes in grapevine leaf phenolics and antioxidants
in response to a decrease in solar UV — in situ experiments with UV filters in the vineyard,
COST Action FA0906, Final Network Meeting, Bled, Slovenia, 30 March — 2 April, 2014
ISBN 978-961-6822-18-3

Csepregi, K.; Czégény, Gy.; Kocsis, M.; Hideg, E. Flavonoids in plant leaves: first-aid and
versatile tool kit, 1% Innovation in Science 2014 — Doctoral Student Conference, Szeged,
Hungary, 2-3 May 2014

ISBN 978-963-9970-52-6

Csepregi, K.; Neugart, S.; Czégény, Gy.; Kocsis, M.; Jakab, G.; Hideg, E. In vivo and in
vitro research of flavonoids in grapevine leaves, A Magyar Novénybiologiai Tarsasag XI.

Kongresszusa, Szeged, Hungary, 27-29 August, 2014

Csepregi, K.; Hideg, E. Plant leaf polyphenols as antioxidants-versatilities of photometric
total antioxidant capacity assays in plant physiology, 9" World Congress on Polyphenols
Applications, St Julian’s, Malta, 3-5 June, 2015

ISBN 978-2-35609-073-7

Csepregi, K.; Kérosi, L.; Hideg, E.; Jakab, G. The role of various leaf polyphenol groups in
sunlight acclimation of grapevine, 1™ Network Meeting of UV4Plants, Pécs, Hungary, 30-31
May, 2016

ISBN 978-963-429-048-3
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Csepregi, K.; Hideg, E. ROS specific and general antioxidant capacities of grapevine leaf
phenolics, 10th World Congress on Polyphenols Applications, Porto, Portugal, 29 June - 1
July, 2016

10.2 Egyéb, a dolgozatban fel nem hasznalt kozlemények

Kocsis, M.; Abranko, L.; Ayaydin, F.; Csepregi, K.; Papp, N.; Teszlak, P.; Jakab, G. Main
leaf polyphenolic components of berry color variant grapevines and their acclimative
responses to sunlight exposure. Appl Sci. 2015, 5, 1955-1969. (IF=1.726)

Del-Castillo-Alonso, M.; Castagna, A.; Csepregi, K.; Hideg, E.; Jakab, G.; Jansen, M.A.K;
Jug, T.; Llorens, L.; Matai, A.; Martinez-Liischer, J.; Monforte, L.; Neugart, S.; Olejnickova,
J.; Ranieri, A.; Schodl-Hummel, K.; Schreiner, M.; Soriano, G.; Teszlak, P.; Tittmann, S.;
Urban, O.; Verdaguer, D.; Zipoli, G.; Martinez-Abaigar, J.; Ntnez-Olivera, E. Environmental
factors correlated with the metabolite profile of Vitis vinifera cv. Pinot noir berry skins along
European latitudinal gradient. J Agric Food Chem. 2016, 64, 8722-8734. (IF=2.857)
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11. Koészonetnyilvanitas

Szeretném hélamat és koszonetemet Kifejezni Dr. Hideg Eva témavezetdmnek, aki
tiirelmével, magas szinvonalu szakértelmével és hasznos tandcsaival hatalmas segitséget
nyujtott a dolgozatom megirasaban, valamint nélkiilozhetetlen szerepet jatszott a tudomany

vilaganak megismerésében.

Szeretnék koszonetet mondani Dr. Jakab Gébornak és Dr. Kocsis Marianndanak
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labormunkék soran.
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A levélmintak kivalasztasaban nyujtott segitségiikért kdszonettel tartozom Dr. Teszlak

Péternek, Gaal Krisztiannak és a PTE Szolészeti és Boraszati Kutato Intézet munkatarsainak.
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témaban kiemelked6 kutatoval talalkozhattam, koztik Dr. Monika Schreinerrel és Dr.
Susanne Neugarttal, akik lehetoséget biztositottak szamomra a levélmintak HPLC-MS

analizisére.

A nappali tagozatos PhD képzésem utdni kutatomunkdmat az OTKA K101430 és
K112309 palyazatok tamogattak, melyek lehetévé tették, hogy befelyezhessem dolgozatomat.

Koszonettel tartozom Edesanyélmnak, Mamamnak és Testvéremnek, akik nélkiil nem
lennék az, aki most vagyok. Koszonom nekik azt a sok szeretetet, tamogatast és tiirelmet
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koszonettel, amiért mindig vigyaz ram és erdt ad, hogy elérhessem az dlmaimat!
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Fiiggelék - Az értekezésben bemutatott TAC modszerek felcserélhetéségének

vizsgalata

Az értekezés 6.2 fejezetében megallapitottuk, hogy a teljes antioxidans kapacités
(TAC) vizsgalatara alkalmazhaté négyféle modszer eredményei hasonloak, de nem teljesen
redundansak. Az eredményeik 6sszehasonlitdsa alapjan vontuk le azt a kdvetkeztetést, hogy a
modszerek nem felcserélhetéek. Ezt kiegészitendd, klinikai diagnosztikaban laboratériumi
eljarasok Osszehasonlitasara alkalmazott Bland-Altman €s Passing-Bablok vizsgalatokat is
elvégeztiik. Ezek eredményei megerdsitik kovetkeztetésiinket: a négyféle TAC modszer nem
felcserélhetd. A vizsgalatok részleteit az alabbiakban mutatom be.

A Bland-Altman eljaras p<0.05 értékei alapjan egyenértékiiek lehetnek a TEAC-
FRAP, TEAC-FC és FRAP-FC eljaras parok (F1. tablazat). A Bland-Altman grafikonok
azonban az utobbi két esetben egyértelmiien szisztematikus, értékfiiggd eltérést mutatnak. A
TEAC-FRAP par esetében a vizualis eredmény nem egyértelmii (F1. abra). Ebben az esetben
van legkozelebb a bias érték az idealis 0-hoz. A Passing-Bablok teszt azonban nem erdsiti
meg a kapcsolatot, az ezzel az eljarassal illesztett egyenes meredeksége illetve
tengelymetszete is jelentdsen eltért 1-t6l, illetve 0-tol (F2. tablazat).

A Bland-Altman teszt szerint potencialisan egyenértékii TEAC-FC és FRAP-FC
eljaras parok koziil a Passing-Bablok teszt csak az eldbbi esetben azonositott kapcsolatot,
azonban bar a tengelymetszet konfidencia intervalluma tartalmazza a 0-t, a meredekség
jelentdsen eltér 1-tol, tehat a kapcsolat torzitott. Ugyanez a helyzet a FRAP-DPPH par
esetében, itt azonban a Bland-Altman teszt alacsony p értéke (0.0001) miatt kell elvetniink a

felcserélhetdséget.

F1. tablazat: A Bland-Altman teszt eredményei n=37 vegyiilet adatai alapjan.

Az értékek . 0 . .
TAC moédszerek kiilonbségeinek A blas 95% konflo’Ien‘ma p (HO: bias=0)

. ) intervallum hatarai

atlaga (bias)
TEAC-FRAP 0.0248 -0.1771 és 0.2266 0.8049
TEAC-DPPH 0.3136 0.1649 és 0.4622 0.0001
TEAC-FC 0.1415 -0.01258 és 0.2957 0.0707
FRAP-DPPH 0.2888 0.1545 és 0.4231 0.0001
FRAP-FC 0.1168 -0.1005 és 0.3340 0.2829
DPPH-FC -0.1720 -0.3006 ¢és -0.04350 0.0101

Félkovér betiik jelzik azokat a modszer parokat, melyek a teszt p>0.05 eredménye szerint
felcserélhetoek lehetnek.

94



1.5} 2.0}
., +1.96 SD 15}F +1.96 SD
1.0 1.05 1.39
1.0}
0.5} 0.5}
Mean Mean
0.0} 0.14 0.0F 0.12
o -0'5 |
0.5} o
-1.96 SD 10F -1.96 SD
-0.76 -1.16
1-0 ml 1 1 1 1 -1.5 C1 1 1 1 1 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5
Mean of TEAC and FC Mean of FRAP and FC
15
+1.96 SD
10k 1.21
o5 &
g
0.0 v Mean
T 0.02
-0.5F
-1.0F -1.96 SD
© 116
-1.5 C1 1 1 1 1 1 1
0.0 0.5 1.0 15 2.0 2.5 3.0
Mean of TEAC and FRAP

F1. abra: A Bland-Altman abrak a tesztben p>0.05 értékekkel jellemzett (F1. tablazat) TAC
modszer parok adatainak alapjan.

F2. tablazat: APassing-Bablok teszt eredményei n=37 vegyiilet adatai alapjan.

. Linearitas
A tengelymetszet A meredekség (HO:
TAC médszerek | Tengelymetszet 95% konfidencia | Meredekség | 95% konfidencia P .
. . illeszthetd
intervalluma intervalluma
egyenes)
TEAC-FRAP -0.508 -1.297 és -0.222 1.517 1.022 és 2.465 0.25
TEAC-DPPH -0.322 -0.721 és -0.203 0.988 0.760 és 1.474 0.74
TEAC-FC 0.187 -0.069 és 0.342 0.590 0.396 ¢s 0.996 0.46
FRAP-DPPH 0.011 -0.008 és 0.023 0.6669 0.511¢s0.774 0.57
FRAP-FC 0.446 0.380 és 0.546 0.3648 0.248 és 0.503 0.46
DPPH-FC 0.401 0.291 és 0.519 0.584 0.412 ¢s 0.786 0.74
A linearitast validaldo Cusum teszt p>0.05 eredménye szerint valamennyi esetben

alkalmazhat6 a Passing-Bablok egyenes

illesztése.

A Passing-Bablok teszt szerint

felcserélhetonek tekinthetOk azok a modszer parok, melyekre egyszerre igaz, hogy a
tengelymetszet konfidencia intervalluma tartalmazza a 0 értéket és a meredekség konfidencia
intervalluma az 1-et. Az ezt a feltételt részben teljesitd eseteket félkovér betiik jelzik.
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