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L. Bevezetés

A Lythrum salicaria L. (réti fiizény) Eurépaban és Azsidban honos
lagyszara, de napjainkra széles korben elterjedt Eszak-Amerikaban, Eszaknyugat-
Afrikaban és Eszakkelet-Ausztralidban is. Evszazadok ota széles korben ismert és
alkalmazott gyogyndvény. Szaritott fold feletti hajtasanak kivonatait
hagyomanyosan hasmenés, kronikus hurutok, gyomorfajas, aranyér, ekcéma,
visszerek és vérzd foginy kezelésére alkalmaztak. Jelenleg a réti flizény viragos
hajtasa Lythri herba néven hivatalos a VIII. Magyar Gyogyszerkonyvben (Ph. Hg.
VII1). Napjainkban hasznalata visszaszorult, de egyre t6bb in vitro és in vivo
farmakologiai vizsgalatban igazoljak népgyogyaszati megfigyelésekre alapozott
alkalmazasi lehetdségeit (pl. hasmenés-ellenes és vérzéscsillapito hatasait),
valamint 1) terapias lehetdségeket vetnek fel (pl. hiperkoleszterinémia és
ateroszklerdzis kezelésében lehet szerepe). Jelentek meg kozlemények 6sszehtizo,
hasmenés-ellenes, vércukorszint-csokkentd, antioxidans, gyulladascsokkentd,
fajdalomesillapito, valamint gomba- és baktériumellenes hatasair6l, amelyeket f6
hatéanyagainak, a cserzanyagoknak ¢és flavonoidoknak tulajdonitanak. A fiizény-
kivonatok in vitro human acil-KoA-koleszterin aciltranszferdz-gatld hatast
mutattak (triterpén-tartalmanak koszonhetGen), ezért potencialisan alkalmasak
lehetnek hiperkoleszterinémia és ateroszklerdzis megel6zésére és kezelésére is.
Ezen kiviil poliszacharid-polifenol  konjugatumai  kohogéscsillapito  és
bronchustagitd hatasunak bizonyultak tengerimalac kisérletekben.

A réti flizény szamos népi gyogyaszatban megfigyelt hatasat bizonyitottak
az elmult évtizedek soran. Az 1uj gydgynovények felkutatdsa és a régota
alkalmazott gyogynovénykincs hatékonysaganak bizonyitasa napjainkban fontos
feladatunk. Szamos gyogyszer-hatdoanyag névényi eredetli, vagy ndvényekbdl
izolalt vegyiiletek ihlették. A mar meglévd és az Gjonnan felmeriild problémak,
kihivasok (pl. az antibiotikum-rezisztencia) miatt folyamatosan sziikség van Uj
potencidlis gyogyszer-hatoanyagként alkalmazhatd6 molekuldk keresésére a
természetben.

1. Célkitiizés
A fent emlitett gyogyndvény-kutatasban jelenleg jellemzd iranyvonalak
alapjan a munka célkitiizései a kovetkezok voltak:
e novénymintdk gylijtése és vizsgalata kiilonbdz6 magyarorszagi
réti flizény populaciokbol (arokpartok, nedves rétek és topartok)
e a kivalasztott populaciok egyedeinek levél, virag ¢és szar
részeibol szovettani vizsgalat elvégzése, valamint a kiilonbozo
éléhelyeken el6forduld egyedek morfologiai paramétereinek
Osszehasonlitasa
e apopulaciok kozotti fitokémiai variabilitas elemzése
e a kiilonb6z6 novényi részek (levél, virdg, szar) polifenol-
tartalmanak 6sszehasonlitasa
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e réti flizény kivonatok polifenol-komponenseinek mindségi és
mennyiségi meghatarozasa UHPLC-MS segitségével

e réti flizény kivonatok antimikrobas hatasanak vizsgalata tobb
baktérium- és gombafaj esetében, valamint kiilonb6z6
mikrobioldgiai tesztrendszerek segitségével

e réti fiizény kivonatok farmakoldgiai hatasanak vizsgalata
tengerimalac  ileumon, valamint a kivonat polifenolos
komponenseinek lehet-e szerepe a hatas kialakulasaban.

III. A mintavételi helyek jellemzése
Ebben a fejezetben a kivalasztott élohelyek iddjarasi €s talajviszonyainak
jellemzése keriil ismertetésre.

III. 1. Anyagok és modszerek

11. 1. 1. Az élohelyek jellemzése; a réti fiizény okologiai és conologiai
paramétereinek vizsgdlata

Dél-Nyugat Magyarorszag teriiletérél 12 élohelyrdl gylijtottiink be réti
fiizény mintakat (Baranya és Somogy megyékben) 2010 és 2011 juliusaban és
augusztusaban: arokpartok: SzentlGrine, Szigetvar, Kaposvar, Cserénfa; nedves
rétek: Csebény, Kacséta, Almamellék, Szentlaszlo, és topartok: Almamellék,
Deseda, Malomvolgy és Sikonda. A novényeket 3 hétig szaritottuk
szobahémérsékleten, ledaraltuk, majd s6tétben taroltuk. A GPS koordinatakat és a
tengerszint feletti magassagot a gy(jtési helyeken VayteQ N720BT GPS
navigacios rendszer segitségével hataroztuk meg.

A conologiai vizsgalatokat 2011. szeptemberében végeztiik Dr. Pal Robert
conologus segitségével 1 m’-es kvadratokban.

11. 1. 2. Az élohelyek iddjardsi koriilményei

A szentlaszl6i havi csapadékmennyiség-adatok sajat mérés eredményei.
Az Orszagos Meteorologiai Szolgalat csupan néhany esetben (Szigetvar, Kaposvar,
Pécs) tudott szamunkra adatokat szolgaltatni a havi csapadékmennyiséget, atlagos
hémérsékletet és a napsiitéses orak szamat tekintve.

1. 1. 3. Talajvizsgalatok

A talajmintakat (0,5 kg/élohely) a talaj felsé 10 cm-es rétegébdl
gyijtottik, lehetdség szerint minél kozelebb a gyiijtott novényhez (2010. jalius,
2011. jalius és augusztus). A mintakbdl eltavolitottuk a névényi, allati és asvanyi
eredetii idegen anyagokat, majd szobahdmérsékleten szaritottuk és dérzsmozsarban
poritottuk. A talajmintakbol készitett kivonatok pH-értékét DZS-708 Multi-
parameter Analyzer késziilékkel és WTW SenTix 60 kombinalt elektroddal
hataroztuk meg; a nitrat, nitrit, szulfat, foszfat, kalium és ammoénium ionok
hozzavetéleges mennyiségét Quantofix tesztcsikok (Macherey  Nagel,
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Németorszag) segitségével becsiiltiik meg. A ,;szabad” viztartalmat gravimetrias
modszerrel mértikk és m/m%-ban fejeztik ki (a gy(jtott talajminta tomegét
lemértilk, 3 hétig szaritottuk szobahémérsékleten, majd a tomegét ujra
visszamértiik). A talaj ,,k6tott” viztartalmat nem vizsgaltuk.

I11. 2. Eredmények és megbeszélésiik

. 2. 1. Az éléhelyek jellemzése; a réti fiizény okologiai és
fitoszociologiai karakterének meghatdrozdsa

A legalacsonyabb tengerszint feletti magassagot Szigetvaron mértiik
(120 m), a legmagasabbat Sikondan a Mecsekben (185 m). A réti fiizény szoros
kornyezetében €16 novények szama 9 (Szigetvar) és 28 (Cserénfa) kozott valtozott.
A leggyakoribb fajok a kovetkezOk voltak: Calystegia sepium (L) R. BRr.
(8 éldhelyen), Ranunculus repens L. (6 élohelyen), Carex acutiformis EHRH.,
Elymus repens (L.) GouLb, Solidago gigantea AITON, Symphytum officinale L.
(5 éldhelyen), Carex riparia CURTIS, Epilobium hirsutum L., Equisetum arvense
L., Erigeron annuus (L.) Pers., Galium mollugo L., Glechoma hederacea L.,
Lycopus europeus L., Potentilla reptans L., Taraxacum officinale WEBER ex
WIGGERS és Urtica dioica L. (4 éléhelyen).

Irodalmi  adatokkal valo Gsszevetés alapjan az alabbi  fajok
Magyarorszagon és Eszak-Amerikaban (ahol a réti fiizény invaziv fajnak szamit)
egyarant el6fordulnak a réti fiizény kozvetlen kornyezetében: Carex spp., Solidago
spp., Urtica dioica, Typha latifolia, Phalaris arundinacea, Salix spp., Alisma
plantago-aquatica, Rubus spp., Convolvulus arvensis, Solanum dulcamara és
Cirsium arvense.

1. 2. 2. Az élohelyek iddjardsi koriilményei

A rendelkezésre all6 adatok koziil a legkevesebb csapadékot 2010-ben és
2011-ben is Pécsen mérték. Ha Gsszesitjiik az egyes mérési pontok eredményeit, a
legtobb csapadék 2011. juliusaban, a legkevesebb 2010. jalius és 2011. augusztus
honapokban esett. A legnagyobb atlagos homérsékletet minden esetben Pécsen
mérték. A havi napsiitéses orak szama csak Pécsen allt rendelkezésiinkre, amely
2011-ben magasabb volt, mint 2010-ben.

1. 2. 3. Talajvizsgalatok

Az irodalmi adatokkal Gsszhangban a réti fiizény populaciok tobbnyire
bazikus (kivéve Cserénfan, ahol semleges) és nedves talajon fordultak el6; egyik
éléhelyen sem voltak tapanyaghianynak kitéve a novények. A legmagasabb pH-
értéket Szigetvaron mértiik (8,03), a legalacsonyabbat Cserénfan (6,95). Az atlagos
»szabad” viztartalom minden talajmintdban magas volt. A sikondai és a
malomvolgyi tavaknal mélységiik miatt nem tudtunk kézvetlenil a to6 fenekérdl
mintat gyijteni.



IV. Morfolégia és szovettan

A réti fiizény morfoldgiai és hisztologiai paraméterei valtozhatnak az
¢lohelyi koriilmények fliggvényében. Ez a fejezet a 12 él6helyrdl gytijtott
novények kiilonb6zo szerveinek szovettani vizsgalata soran kapott eredményeket
mutatja be.

IV. 1. Anyagok és modszerek

Szovettani metszetek készitése. Minden egyes populacié esetében a
mintakat (szar, levél, fellevél, virag) kozvetlenill a gylijtés utan 96%-0s etanol :
glicerin : desztillalt viz 1:1:1 aranyu elegyében fixaltuk, felszallo etanol-sorozatban
viztelenitettiik, majd miigyantaba (Technovit 7100) agyaztuk. 10-15 um
vastagsagl hossz- és keresztmetszeteket készitettiink rotaciés mikrotom (Anglia
Scientific 0325) segitségével, végil a metszeteket 0,02%-os toluidinkékkel
festettiik.

Deritett preparatumok. A levélszorok felépitése (alak, sejtszam)
leginkabb a deritett preparatumokon vizsgalhaté. A fixalt mintakat 72 orara 5%-0S
kalium-hidroxidba helyeztiik, majd 5%-os natrium-hipokloritba, amig el nem
szintelenedtek. Desztillalt vizzel tortént oOblitést kovetéen felszallo etanol-
sorozatban viztelenitettiink, majd kanadabalzsam segitségével targylemezekre
ragasztottuk a mintékat.

Ertékelés. A metszetekr6l Nikon Eclipse 80i és Opton Anxiovert 35
mikroszkopok, Olympus 12 MP digitalis kamera, SPOT BASIC 4.0 és Olympus
Cell D programok segitségével készitettiink fényképeket, amelyeken Image Tool
3.00 program segitségével végeztiink méréseket. Az adatok feldolgozasa Microsoft
Excel 2010, a statisztikai kiértékelés SPSS 13.0 for Windows (SPSS Inc., Chicago,
Mllinois, USA) szoftverekkel tortént.

IV. 2. Eredmények és megbeszélésiik

Az altalunk vizsgalt példanyok magassaga 80 és 185 cm kozott valtozott
2010-ben (az Osszes populacié atlaga: 135 cm), valamint 60 és 155 cm kozott
2011-ben (az Osszes populéacio atlaga: 100 cm). 2010-ben minden él6helyen
magasabbra néttek a novények, mint 2011-ben (p< 0,005), valésziniileg az eltérd
iddjarasi koriilményeknek koszonhetéen, ami ezaltal kisebb biomassza-produkciot
eredményezett.

Szar

A xilem és floem egymashoz viszonyitott aranya nagyjabol azonos volt
minden mintaban (xilem: 91,0-95,0% a vastag és 88,0-93,0% a vékony
szarrészekben), kivéve Kacsotan (74%), ami lehet a szuboptimalis élGhelyi
koriilmények kovetkezménye. Ezt a feltételezést alatamaszthatja az a tény is, hogy
2011-re a populacio ezen az éldhelyen kihalt. A vastag szarrészeken az
epidermiszsejtek hossziuak és lapitottak, a vékony szarrészeken kozel
izodiametrikusak. A Ca(COO), kristalydrizak méretében ¢és alakjaban nem
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talaltunk eltérést a vastag €s vékony hajtasok kozott.

Levél és fellevel

A levelek vastagsagat a levélcsticsnal, a levél kozepén és a levélalapnal is
megmértiik, a mért értékeket atlagoltuk. A levélvastagsag 112 um (Sikonda) és
195 um (Kacsota) kozott valtozott, mig ugyanezen értékek a fellevelek esetében
102 um (Kaposvar) és 159 um (Kacsota) kozott voltak. A szorképletek hosszusaga
157 pum (Cserénfa) és 384 um (Szentl6rinc) kozott valtozott a fellevelekben,
valamint 67 um (Cserénfa) és 224 pm (Malomvolgyi t0) kozott a levelekben. A
felleveleken a hosszabb sz6rok fontos szerepet toltenek be a viragok védelmében.
A sz0rok sejtszama altalaban 1-2 a levelekben és 1-3 a fellevelekben, de a
malomvolgyi és szigetvari mintdkban 3-4, a szentl6rinci mintdkban pedig 4-5
sejtes szOroket is talaltunk. Az epidermiszsejtek mérete nagy valtozatossagot
mutatott, de minden mintaban nagyobb volt a szini, mint a fondki oldalon. A
levelekben a paliszad sejtek magassaga 37 és 71 um (Sikonda és Kaposvar) és
szélessége 13 és 17 pm (Kacsota és Szentlaszlo) kozott valtozott; a szivacsos sejtek
magassaga 16 és 23 pum (Szigetvar és Szentlaszlo), valamint szélessége 16 és
25 um (Szigetvar és Malomvolgyi t6) kozotti volt. A fellevelekben a paliszad
sejtek mérete (atlag: 36 x 14 um) nem mutatott nagy eltérést a populaciok kozott,
kivéve Sikondan, ahol ehhez képest magasak voltak a paliszad sejtek (53 pm x
16 um). A fellevelek szivacsos sejtjeinek magassaga Cserénfan volt a legnagyobb
(19 pum) és Szigetvaron a legkisebb (14 pum). A Ca(COO), kristalyok mérete
hasonlé volt az Osszes populdcidban a levelekben, fellevelekben és a szarban is,
azzal a kiilonbséggel, hogy a szarban és a levelekben a kristalyok lapitottak voltak,
mig a fellevelekben kozel izodiametrikusak. A szarban a kristalyok atlagos
magassaga és szélessége 23 x 31 pum volt, a levelekben 28 x 30 pm, és a
fellevelekben 23 x 25 pum.

Viragok

Irodalmi adatok szerint a réti fiizény juniustol szeptemberig viragzik, de a
mintagy(ijtés soran megfigyeltiik, hogy egyes példanyok 2011-ben késdbb kezdtek
viragozni, mint 2010-ben. A mintagyijtést mindkét évben azonos naptari héten
(a27. és 34. héten) végeztiik, ennek ellenére 2011. juliusaban tobb él6helyrl még
nem tudtunk viragzatot gyljteni. Ez az eltérés valosziniileg az eltér$ iddjarasi
koriilményeknek kdszonhetd.

A viragzati tengelyben megfigyelhet6 egy kdzponti szallitonyalab, amely
a viragok aljanal elagazik és a virag teljes hosszaban végighuzodik. A
csészelevelek 4-6 sejtrétegbdl  épiilnek  fel, abaxialis oldalukon lapitott
epidermiszsejtek és egysejtii fed0sz6rok figyelhetok meg. A csészelevelek az alapi
és a csticsi részen kizardlag szivacsos sejtekbol épiilnek fel, mig a kdzépsd részben
paliszad sejtek és intracellularis terek is megfigyelheték. Az altalunk vizsgalt
mintakban a sziromlevelek csak 1 vagy 2 sejtrétegbdl alltak. A porzdlevél
kozepénkollateralis zart nyalab talalhaté. A maghdz kozepén hizodo
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szeptummindkét oldalan magkezdemények iilnek (axialis placentacid). A szeptum
szallitonyalabja kizarolag szivacsos sejtekkel van koriilvéve az alapnal €s a csticsi
részen. A gyiiri alak(l mézfejt6 a vacok és a maghaz kozotti hajlatban helyezkedik
el. Szoérképletek és intracellularis terek nem voltak megfigyelhetok a maghaz
szerkezetén. A maghaz fala atlagosan 4-5 sejtrétegbdl épiile fel.

V. A réti fiizény fitokémiai jellemzése

A Ph. Hg VIIL elGirasai szerint az Gsszes populacidban mértiink
Osszpolifenol-, Osszcserzbanyag- ¢és  Osszflavonoid-tartalmat, elvégeztik a
vékonyréteg-kromatografias analizist, valamint néhany mintaban UHPLC-MS
segitségével vizsgaltuk tobb polifenol jelenlétét és mennyiségét.

V. 1. Anyagok és mdédszerek

V. 1. 1. Osszcserz6anyag-tartalom meghatdirozds

A Ph. Hg. VIIL el6irasa szerint a Lythri herba 6sszcserzGanyag-tartalma
nem lehet kevesebb, mint 5,0% (pirogallolra vonatkoztatva és m/m%-ban
kifejezve). Az adatok statisztikai értékelése Past 2.17 programmal egyutas
ANOVA elemzés segitségével tortént.

V. 1. 2. Osszflavonoid-tartalom meghatdrozds

A Ph. Hg. VIII. két kiilonb6z6 spektrofotometrias modszert ir el
Osszflavonoid-tartalom meghatarozasara O- (1. modszer) és C-glikozidokat (2.
modszer) tartalmazo drogok esetén. Habar a réti fiizény irodalmi adatok alapjan
tobbnyire C-glikozidokat tartalmaz, de a gyogyszerkonyv nem irja el esetében az
Osszflavonoid-meghatarozast; el6zetes mérések soran mindkét modszert
kiprobaltuk, hogy melyik ad pontosabb eredményt.

V. 1. 3. Vékonyréteg-kromatogrifia (VRK)

A Ph. Hg. VIIL. a legtobb drog esetén eldirja a VRK-val torténd
azonositast és mindség-elemzést, igy a Lythri herba esetén is. Az el6irasokban
csak a klorogénsav, hiperozid és rutin alkalmazasa szerepel, de emellett a
vizsgalatok soran vitexint és orientint is hasznaltunk. A vizsgalat célja az volt,
hogy megallapitsuk, van-e kvalitativ eltérés a levél, viragzat és szar, valamint a
kiilonboz6 €16helyrdl gylijtott mintak flavonoid-mintazata kozott.

V. 1. 4. A réti fiizény kivonatok folyadékkromatogrdfidas analizise

UHPLC-MS-sel elvégeztiik a novény néhany polifenol-komponensének
azonositasat a farmakologiai (hexanos, kloroformos, etil-acetatos és vizes-etanolos
kivonat), valamint mikrobiologiai (vizes-etanolos kivonat) vizsgalatok soran
alkalmazott kivonatok esetén. Arra voltunk kivancsiak, hogy mely hatéanyagok
lehetnek felelések a réti fiizény hatasaiért.

A mikrobiologiai vizsgalatok soran felhasznalt mintakat 2010.
augusztusaban gyiijtottilk Kaposvaron, a farmakologiai vizsgalat soran hasznalt
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drogot 2011. augusztusaban Szigetvaron.

A mikrobioldgiai vizsgalatokhoz 3,0 g drogbol 30 ml 50%-0s vizes
etanollal 40°C-os ultrahangos vizfiirddben késziilt kivonat, amelyet szlirtiink,
beparoltunk, a koncentraciét 10 mg szarazanyag/l ml 50%-0s vizes etanolra
allitottuk be.

A farmakologiai vizsgalatok soran alkalmazott kivonatok készitése: 0,5 g
drogbol 10 ml kivonoszerrel (hexan, kloroform, etil-acetat, 50%-0s vizes etanol)
40°C-os ultrahangos vizfiirdében; a kivonatot szlirtiik, szarazra paroltuk és 10 ml
oldészerben vettiik fel (a vizes-etanolos kivonatot vizes etanolban, a tobbi
kivonatot pedig DMSO-ban, hogy a szervfiirdével valo elegyedést biztositsuk). A
kvalitativ-kvantitativ analizist ezekkel a kivonatokkal végeztikk. A vegyiileteket
részben retencios idejiik, UV-spektrumuk és foként deprotonalt molekulatomegiik
(IM-H]) alapjan azonositottuk, Osszehasonlitva standardokkal és irodalmi
adatokkal.

V. 2. Eredmények és megbeszélésiik

V. 2. 1. Osszcserzéanyag-tartalom meghatdrozds

A Ph. Hg. VIIL el6irasainak minden minta megfelelt. A statisztikai
analizis szerint a populaciok Osszpolifenol-tartalma szignifikansan nagyobb volt
2011-ben, mint 2010-ben (p= 0,012), ami valdszinlileg az eltér6 id6jarasi
koriilményeknek koszonhetd. Nem volt szignifikans kiilonbség 2010-ben a jaliusi
és augusztusi (p = 0,822), 2011-ben a jaliusi és augusztusi (p = 0,971), valamint a
2010. és 2011. juliusi (p = 0,063) és 2010. és 2011. augusztusi (p = 0,091) mintak
kozott. Az Osszpolifenol- és Osszcserzéanyag-tartalom a virdgzatban volt a
legmagasabb. 2010-ben az 6sszpolifenol-tartalom 1,2 és 27,3% kozotti volt (8,3-
27,3% a viragzatban, 5,3-23,3% a levelekben, 1,2-99% a szarban); az
Osszcserzbanyag-tartalom 1,0 és 21,9% kozott valtozott (6,6-21,9% a viragzatban,
3,9-20,9% a levelekben, 1,0-8,4% a szarban). 2011-ben az 6sszpolifenol-tartalom
4,7 és 36,8% kozotti volt (13,5-36,8% a viragzatban, 8,4-28,7% a levelekben, 4,7-
9,6% a szarban); az OsszcserzGanyag-tartalom 3,2 és 25,7% kozott valtozott (9,0-
25,7% a viragzatban, 6,1-22,0% a levelekben, 3,2-7,2% a szarban).

V. 2. 2. Osszflavonoid-tartalom meghatdrozds

Annak ellenére, hogy a réti fiizény dontéen C-glikozidokat tartalmaz, az
1. modszerrel magasabb flavonoid-tartalmat kaptunk (egy eset kivételével), ezért
ezt a modszert valasztottuk. A statisztikai értékelés azt mutatja, hogy az
Osszflavonoid-tartalom szignifikansan nagyobb volt juliusban 2011-ben (p = 0,007)
minden ndvényi részben (p = 0,027, 0,028, 0,006 a szarban, levélben, viragzatban),
ami valosziniileg az eltéré iddjarasi koriilményeknek koszonhet. A havi atlagos
csapadékmennyiség kozel haromszor annyi volt jaliusban 2011-ben, mint 2010-
ben, a hémérséklet azonban egy kicsit alacsonyabb volt. A 2010. augusztusaban
mért értékek magasabbak wvoltak, mint a juliusiak, de nem volt szignifikans
kiilonbség a 2011. juliusi és augusztusi dsszflavonoid-értékek kozott. A flavonoid-

8



tartalom a levelekben a legmagasabb minden minta esetében; ezt kovetik a
viragzat, majd a szar értékei. 2010-ben 0,0 és 2,7% kozotti értékeket mértiink (0,3-
2,7% a levelekben, 0,1-0,7% a viragzatban, 0,0-0,2% a szarban). 2011-ben a mért
értékek 0,1 és 2,9% kozott valtoztak (0,2-2,9% a levelekben, 0,2-0,9% a
viragzatban, 0,1-0,3% a szarban).

V. 2. 3. Vékonyréteg-kromatografia (VRK)

A kromatogramok alapjan a kovetkezo flavonoidokat sikeriilt azonositani:
orientin (sarga, R¢ ~ 0,62), izoorientin (sarga, R¢ ~ 0,5), vitexin (z61d, R¢ ~ 0,72) és
izovitexin (z6ld, R¢ ~ 0,44). A ndvény minden része tartalmazta ezeket a
flavonoidokat, de eltéré mennyiségben. Az &sszflavonoid-mérésekkel 6sszhangban
itt is azt kaptuk, hogy a legnagyobb mennyisében a levélben vannak jelen
flavonoidok, ezt kdvetik a viragzat, majd a szar értékei. Az éléhelyek kozott sem
volt kvalitativ eltérés. Rutint, hiperozidot, klorogénsavat és kavésavat nem tudtunk
kimutatni ezzel a modszerrel.

V. 2. 4. A réti fiizény kivonatok folyadékkromatogrdfids analizise

A hexanos, kloroformos, etil-acetatos és 50%-0s vizes-etanolos kivonatok
szarazanyag-tartalma 11,1 mg/ml, 13,5 mg/ml, 28,2 mg/ml és 90,5 mg/ml volt.
Csak a vizes-etanolos kivonat tartalmazta az altalunk hasznalt Gsszes standard
vegyliletet. A legnagyobb mennyiségben ellagsavat, izoorientint és orientint
tudtunk kimutatni. Katechin, kdvésav, hiperozid és rutin nem volt kimutathat6 a
hexanos, kloroformos és etil-acetatos kivonatokbol.

V1. A réti fiizény kivonatok antimikrobas hatasanak vizsgalata

Az antimikrobas hatas vizsgalatara korong- és agar-diffuzids, valamint
csOhigitasos modszert alkalmaztunk. A kivonatok aktivitasa a diffizios
modszerekben a gatlasi zona atmérGjével aranyos. A mikrobioldgiai vizsgalatok
célja a réti flizénnyel kapcsolatos meglévd eredmények megerdsitése és a
kiilonb6z6 technikakkal kapott eredmények 6sszehasonlitisa volt.

VL 1. Anyagok és modszerek

Kivonatok készitése. Ld. a V. 1. 4. fejezetben.

Korong- és agardiffiizios modszer. Vizsgalataink soran Miiller-Hinton
agart (Oxoid, UK) hasznaltunk. A tesztbaktériumfajok a kovetkezok voltak:
Staphylococcus aureus ATCC 29213, Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, MRSA 4262, Staphylococcus epidermidis
122228, Bacillus subtilis, Micrococcus luteus, és egy multidrog-rezisztens
Pseudomonas aeruginosa, valamint egy gombafaj, a Candida albicans ATCC
90028, amelyeket a PTE AOK  Orvosi Mikrobiologiai és Immunitastani
Intézetében tartanak fenn. Minden baktériumbol >10° csiraszam/ml-t tartalmazd
baktérium-szuszpenziot készitettiink. A korongdiffuzios modszernél az 5 mm
atmér6jii sziirépapirkorongokra 20 ul kivonatot vittiink fel (kiilon-kiilon a levél,
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viragzat és szar esetében), majd egy 8 cm atmérdjii Petri-csészébe Ontott agar
felszinén (amelyre elézbleg kioltottuk az adott tesztbaktériumot) egyenletesen
elrendeztiik. Az agardiffuzios modszernél 50 és 100 pl levélbdl vagy viragzatbol
készitett vizes-etanolos kivonatot pipettaztunk az agarba vajt lyukakba. A gatlasi
zonakat 37°C-on torténé 48 oras inkubacio elteltével mértiik (kivéve a C. albicans
esetén, amit csak 30°C-on inkubaltunk), és a 3 parhuzamos mérés eredményét
atlagoltuk.

Minimalis inhibiciés és baktericid koncentracié meghatirozasa
csGhigitas modszerével (MIC és MBC). 1,0-1,0 ml agart (amely a C. albicans
esetén 3% gliikozt tartalmazott) kimértiink 10 kémcsébe, majd 1,0 ml ndvény
kivonatot (10 mg/ml) vagy antibiotikum-oldatot (200 pg/ml) adtunk az elsé
kémcs6hoz, és felez6 higitassal készitettiik el a sorozatot. Ezutan 10 pul
baktériumszuszpeziot pipettaztunk minden kémcsébe (Asoo nm~0,1, megfelel
>10° csiraszam/ml-nek). 37°C-on t6rétnd 24 oras inkubaciot kévetden (kivéve a C.
albicans esetén, amit csak 30°C-on inkubaltunk), a kémcsovek tartalmat
homogenizaltuk, és Miiller-Hinton agarra kioltottunk 10 pl-t. 37°C-on (C. albicans
esetén csak 30°C-on) torténd 48 oras inkubacio elteltével megvizsgaltuk, mely
taptalajokon néttek baktériumok, majd &sszehasonlitottuk a kezeletlen kontrollal.
Azt a legnagyobb higitast kerestiilk, amely még képes gatolni a baktériumok
novekedését, vagyis szemmel nem lathatok baktérium-telepek a kioltott taptalajon.

VL 2. Eredmények és megbeszélésiik

Korongdiffaziés médszer. A Staphylococcus aureus, az MRSA, a S.
epidermidis és a M. luteus érzékeny volt az 50%-0s vizes-etanolos kivonatra, a
legnagyobb gatlasi zonat a viragzatbol késziilt kivonatnal mértiik, ezt kdvették a
levél, majd a szar értékei. A legérzékenyebb baktérium a S. epidermidis volt. Az
olddszerkontrollok esetén egyaltalan nem tapasztaltunk gatlasi zonat, valamint a
hexanos és kloroformos kivonatok sem mutattak aktivitast. Ez azt tdmasztja ala,
hogy az antibakterialis hatasért felelds vegyiiletek a polifenolok lehetnek, amelyek
a kevésbé polaros oldoszerekben rosszul oldédnak.

Agardiffaziés médszer. A Bacillus subtilis kivételével minden
baktériumfaj esetén tapasztaltunk gatlasi zondkat a viragzat és levél 50%-0S
etanolos kivonatanak hatisara. A Gram-pozitiv Staphylococcus torzsek voltak a
legérzékenyebbek, a gatlasi zonak még 2 hét mulva is értékelhetok voltak.

MIC és MBC meghatarozasa. A csohigitds modszerével vizsgalva
minden Kivalasztott baktérium és gombafaj érzékenynek mutatkozott a viragzat
50%-0s vizes-etanolos kivonataval szemben. Az antibiotikum-rezisztens S. aureus
és P. aeruginosa ugyanolyan érzékeny volt a kivonatra, mint az antibiotikum-
rezisztenciaval nem rendelkezé S. aureus és P. aeruginosa. Az antibiotikum
standardokhoz viszonyitva a flizény-kivonat legaktivabb a vankomicin-érzékeny
MRSA cellen, a tobbi antibiotikum nagysagrendekkel kisebb koncentracidban
gatolta a baktériumok szaporodasat.

Osszegzésként elmondhat6, hogy a réti fiizény vizes-etanolos Kivonatanak
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antimikrobas hatasa koncentraciofiiggd: nagyobb alkalmazott dozis eseténa
kiilonb6z6  tesztrendszerkben  tobb  baktérium — mutatott  érzékenységet.
Vizsgalataink bizonyitjak, hogy a réti flizény kivonat hatisos nemcsak S. aureus,
de MRSA ellen is, azonos koncentracioban. Sikeriilt meger6siteni korabbi
publikaciok azon allitasat, hogy fiizény-kivonatokra érzékenynek bizonyult a M.
luteus és a B. subtilis, valamint tudomasunk szerint elsé alkalommal bizonyitottuk
ezt MRSA, S. epidermidis és antibiotikum-rezisztens P. aeruginosa esetén. A C.
albicans-szal kapcsolatos irodalmi adatok ellentmondasosak; eredményeink azon
szerzOk véleményét tamasztjak ald, akik szerint a réti flizény kivonata ezen
gombaval szemben is aktiv.

VII. Réti fiizény kivonatok farmakologiai hatasianak vizsgalatai tengerimalac
ileum preparatumokon

Munkénk célja volt kiilonbozé réti flizény kivonatok hatdsanak és
hatdsmechanizmusénak vizsgalata tengerimalac ileumon. Az eldzetes vizsgalatok
alapjan a viragzatbol késziilt kivonatok nagyobb aktivitdst mutattak, mint a
levélbdl késziilt kivonatok, ezért vizsgalatainkban ezeket hasznaltuk. A kivonatok
koziil legnagyobb aktivitast mutatd 50%-0S vizes-etanolos Kivonat hatasat a
kivonat hatdsmechanizmusanak vizsgalata céljabol vizsgaltuk kiilonbozo
elokezelések alkalmazasa utan is. A tengerimalac ileumot, mint izolalt szervet azért
valasztottuk a vizsgalathoz, mert esetében szamos neuronalis és simaizomgatlo és -
izgatd hatds vizsgalhatd. A kivonatok polifenol-tartalmanak analizisét is
elvégeztik (V. 2. 4. fejezet), megkisérelve fényt deriteni arra a kérdésre, hogy
mely vegyiiletek lehetnek feleldsek a kivonat hatasaért.

VIL. 1. Anyagok és médszerek

A vizsgalatokat a Pécsi Tudomanyegyetem Kutatasi Etikai Bizottsaga
jovahagyta.

Kivonatok készitése. Lasd a V. 1. 4. fejezetben.

Ileum preparatumok készitése. A kisérletekhez mindkét nemii 400-
600 g sulya tengerimalacokat hasznaltunk. Az allatokat ledltik, az ileumot
kimetszettiikk és Krebs-oldatba helyeztiik, kb. 3 cm hossziisagh szegmensekre
daraboltuk, majd 5 ml Krebs-oldatot tartalmaz6 szervfiirdébe helyeztiik, amelynek
hémérsékletét termosztat (Experimetria, Budapest, Hungary) segitségével 37°C-on
tartottuk. A szervfiirdét folyamatosan oxigenizaltuk 5% CO, és 95% O, elegyével.
A preparatumoknal 7 mN feszitést alkalmaztunk, longitudinalis mozgasukat
izotonias jelatalakito (Hugo Sachs Elektronik /Harvard Instruments, March-
Hugstetten, FRG) segitségével kompenzografon regisztraltuk. A vizsgalatokat
megeldzte 40 perc inkubaciods 1d6, amelynek soran elokezelést nem alkalmaztunk.

Az 0sszehuzodasok mértékét 0.5 uM hisztaminnal kivaltott maximalis
0sszehizodashoz viszonyitottuk és %-ban fejeztiik ki. A hisztamint a kisérlet
elején adtuk a szervfiirdébe, majd a maximalis kontrakcid kivaltasa utan alaposan
kimostuk. A fiizény kivonatot kétszer egymas utan adtuk a szervfiirdébe, 15 percig
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regisztraltuk a kivaltott kontrakcié mértékét, majd gondosan kimostuk a
szerviiird6bdl. A két beadas kozott 30 perces mosasi periddust alkalmaztunk.

Alkalmazott anyagok. A kovetkez6 elokezeléseket alkalmaztuk az alabbi
kontaktidékkel: o,B-meATP (15 + 15 puM) 10-10 perc; PPADS (50 uM)
szuraminnal (100 uM) kombinalva 20 perc; kloropiramin (0.2 uM) 15 perc;
indometacin (2 uM) 15 perc; atropin (0.5 pM) 15 perc; tetrodotoxin (0.5 uM) 15
perc; atropin tetrodotoxinnal kombinalva 15 perc; kapszaicin (10 uM) 10 perc,
majd a deszenzibilizacid kivaltasa utan alaposan kimostuk a szervflird6bél és egy
40 perces mosasi periddus utan kezdtiik a kisérletet.

Elektromos téringerlés. Az elektromos téringerlést a szervfiirddben alul
és feliil, egymastol 4 cm-es tavolsagra elhelyezett platina elektrodpar és a hozzajuk
kapcsolt  elektromos  jelkeltd/erésitd  (Experimetria, Budapest, Hungary)
segitségével végeztiik, amelynek paraméterei a kovetkezok voltak: 60 V
amplitado, 0,1 ms pulzusszélesség, egyszeres impulzusok 0,05 Hz frekvenciaval.

Statisztikai értékelés. Az adatok elsddleges feldolgozasa Microsoft Excel
2010 szoftverrel tortént, a statisztikai értékelés pedig Microsoft Excel WinSTAT
programmal. Az ileum-6sszehtizodasokat atlag =+ SEM formajaban adtuk meg a
hisztamin altal Kivaltott maximalis Gsszehtizodas szazalékaban. Két fliggetlen
minta esetén Mann-Whitney, tobb fliggetlen minta esetén Kruskal-Wallis,
Osszefliggd mintak esetén pedig Wilcoxon teszteket alkalmaztunk.

VIL 2. Eredmények és megheszélésiik

A hexanos, kloroformos, etilacetatos és 50%-0s vizes-etanolos kivonatok
is kontrakciot valtottak ki a tengerimalac ileum preparatumokon 10 pl/5 ml-es
koncentracioban (n = 5-7). A legnagyobb Osszehuzodast a vizes-etanolos kivonat
okozta koncentracio-fiiggd modon. A spazmogén hatas egy id6 utan csokkent
kimosas nélkiil is. Az elektromos téringerlés altal kivaltott kontrakciok nagysagat a
kivonatok nem befolyasoltak szignifikansan. Az olddszerkontrollok nem valtottak
ki semmilyen hatast. Egyik el6kezelés sem tudta teljes egészében kivédeni a
kontrakciot, ami arra utal, hogy a hatasért nemcsak egyféle hatdsmechanizmus
tehet6 feleldssé. A nem-szelektiv muszkarin antagonista atropin csokkentette
legnagyobb mértékben az 0sszehtuzodasok erejét, ami arra utal, hogy a muszkarin-
receptor aktivacié részben magyarazhatja a spazmogén hatast. Mivel a Na'-
csatorna blokkol6 tetrodotoxin nem csokkentette szignifikdnsan az 8sszehtzodas
mértékét, valdszinii, hogy a kivonat hatdsa a simaizom szintjén jon létre. A vizes-
etanolos kivonat hatdsat szignifikansan csokkentette még a COX-gatlo
indometacin, ami arra utal, hogy prosztanoidok is szerepet jatszhatnak a hatas
kialakulasaban, valamint a purinerg P, receptor antagonista PPADS és szuramin
kombinacidja, amely Szerint puringerg mechanizmusok is fontos szerepet t6ltenek
be a kivonat hatasaban. Az indometacin vagy purinoceptor antagonistak gatld
hatasa bar szignifikans, de mérsékelt volt, ami arra utalhat, hogy a kivonat
prosztanoidok ¢és egy ATP-szerli anyag felszabadulasat ¢és/vagy pozitiv

s
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A preparatumok Hj-receptor blokkold kloropiraminnal torténd elokezelése
nem befolyasolta a kivonat hatasat, tehat hisztamin-receptoraktivacionak nincs
szerepe a folyamatban. A purinerg P,x receptor agonista és deszenzibilizald a,f-
mMeATP ¢és az afferens idegvégzodéseken nagyobb koncentracidban irreverzibilis
neurotoxikus hatast kifejtd kapszaicin szintén nem befolyasolta szignifikdnsan az
O0sszehuizodasok mértékét, tehat ezek a mechanizmusok sem vesznek részt a
folyamatban.

Az 50%-0s vizes-etanolos kivonat polifenolokban gazdag. Legnhagyobb
mennyiségben ellagsavat detektaltunk, ezt kdvette az izoorientin €s az orientin. A
hexanos, kloroformos €s etilacetatos kivonatok szintén mutattak spazmogén hatast,
de katechint, kavésavat, hiperozidot és rutint nem tartalmaztak, ezért Ggy
gondoljuk, hogy ezek az anyagok nem vehetnek részt a hatas kialakuldsaban. A
tovabbiakban sziikséges az egyes tartalomanyagok izoladlasa, tisztitdsa és
farmakologiai vizsgalata ahhoz, hogy megallapithassuk, mely komponensek
felelések a réti flizény spazmogén és spazmolitikus hatdsaiért. Eredményeink
alapjan azonban elmondhaté, hogy a réti fiizény higitott kivonata enyhe
gasztrointesztinalis motilitasfokozoként is alkalmazhato.
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VI1II. Uj eredmények osszefoglalasa

e Elséként  vizsgaltunk  réti  fiizény  populacidkat  Délnyugat-
Magyarorszagon.

e Szdvettani vizsgalataink soran megallapitottuk, hogy a réti fiizény
lombleveleinek epidermiszsejtjei az adaxialis oldalon magasabbak, mint
az abaxialis oldalon, és a felleveleken talalhato sz6r6k hosszabbak, mint a
lombleveleken elhelyezkedd trichdmak.

e Fitokémiai vizsgalataink soran minden populacidoban nagy mennyiségii
cserzdanyagot tudtunk kimutatni, ebbdl a szempontbol terapias célokra
mindegyik él6helyrdl gyiijtott minta alkalmasnak mondhato.

e A virdgzat cserzOanyag-tartalma magasabb, mint a leveleknek, de a
levelek tobb flavonoidot tartalmaznak, mint a viragzat.

e A vékonyréteg-kromatografias vizsgalat eredményei szerint a ndvény
minden része (virag, levél, szar) ugyanazokat a flavonoidokat tartalmazza,
de kiilonb6zé mennyiségben.

e Tudomasunk szerint ez az els¢ alkalom, hogy katechint, hiperozidot,
rutint, luteolint és apigenint mutattak ki L. salicaria-bol, bar igen kis
mennyiségben.

o Elsoként alkalmaztunk cs6higitas modszerét réti fiizény antimikrobas
hatasanak vizsgalatara.

e Igazoltuk, hogy a réti flizény kivonatok hatasosak Staphylococcus aureus
ellen, raadasul az MRSA is ugyanolyan mértékben érzékeny volt a
kivonattal szemben. Irodalmi adatok szerint Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa és Candida albicans esetén kérdéses a fiizény-
kivonatok hatékonysaga, az altalunk hasznalt tesztrendszerekben azonban
érzékenynek mutatkoztak fiizény-kivonatokkal szemben. Tudomasunk
szerint ez az els6 alkalom, hogy a réti fizény MRSA, S. epidermidis és
egy multidrog-rezisztens P. aeruginosa elleni hatékonysagat
bizonyitottak.

e  Farmakologiai vizsgalatainkban a fiizény-kivonatok 0sszeh1zo hatastinak
bizonyultak, amelyet er6sen, de nem teljesen gatolt az atropin, ami arra
utal, hogy a hatast részben muszkarin-receptorok aktivacidja révén fejtik
ki a kivonatok. Ugy gondoljuk, hogy a fiizény-kivonatok a kolinerg
stimulaciot a simaizom szintjén hozzak létre.
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IX. Koszonetnyilvanitas

Dolgozatom nem johetett volna 1étre témavezetéim, Dr. Horvath Gyorgyi
és Dr. Papp Nora iranymutatasa és segitsége nélkiil. Halas vagyok Prof. Dr. Szabo
Laszlonak, mivel 6 javasolta disszertdciom témajaul a réti fiizényt, valamint Prof.
Dr. Molnar Péternek és Prof. Dr. Deli Jozsefhek, a Farmakognéziai Tanszék
korabbi és jelenlegi vezet6jének, hogy itt készithettem el dolgozatomat. Szivbol
koszonom Prof. Dr. Bartho Lorandnak, hogy lehetéséget és segitséget nyujtott a
farmakologiai vizsgalatok elvégzéséhez, valamint Szombati Veronikénak a
laborban nyujtott segitségét és Dr. Benké Ritanak tandcsait. Dr. Kocsis Bélanak és
feleségének, Erikanak halas vagyok, hogy mindig szivesen fogadtak €s segitettek
mikrobiologiai  vizsgalataimban. Dr. Pal Robertnek koszonéom a terepi
felmérésekben nyujtott segitségét. Prof. Dr. Perjési Pal lehetové tette a mintak
elézetes analizisét intézetiikben, amelyet Dr. Benkd Andras segitségével végeztem.
Héldsan koszondm Sandor Viktornak, hogy oly sok viszontagsdg utan
segitségemre volt a8 HPLC-MS vizsgalatokban, valamint kgszénom Prof. Dr. Kilar
Ferencnek és Prof. Dr. Felinger Attilanak, hogy engedélyezték intézetiikben a
méréseket. Koszonom Dr. Pal Szilardnak, Dr. Pernecker Tivadarnak és Brunner
Janosnak, hogy segitettek kivonataim vakuum-beparlasaban, valamint Dr. Dévay
Attilanak, hogy engedélyezte intézetében ennek kivitelezését. Halas vagyok Dr.
Farkas Agnesnek, hogy megtanitotta a szovettanos metszetek és deritett
preparatumok készitésének ¢és értékelésének menetét. Dr. KOszegi Tamas és a PTE
TTK Biologiai Intézet a szovettanos képek elkészitéséhez kolcsonzott szamunkra
megfeleld hardvert és szoftvert. Dr. Pauler Gabor, Dr. P6toé Laszlo és Filep Rita az
adatok statisztikai értékelésében nyujtottak szamomra segitséget. A Kalocsai
Erseki Kényvtar lehetévé tette, hogy a régi orvosbotanikai miivek réti fiizénnyel
kapcsolatos etnobotanikai adatai utan kutathassak. Monostori Attila mindig
segitségemre volt, ha informatikai kérésekkel, kérdésekkel fordultam hozza. A
talajmintak pH-értékének méréséhez a Simex Kft.-t6l kaptam pH-mér6 késziiléket.
Fiirdés Ferencné Marika segitségemre volt a talajvizsgalatok soran. Halasan
koszonom Dr. Rébék-Nagy Gabor tanar urnak és Dr. Barcza Zso6fidnak dolgozatom
egyes részeinek nyelvi lektoralasat. Bencsik Janosnak és Agnesnek, Edesapamnak
és Edesanyamnak szeretném megkoszonni tamogatasukat és a szentlaszloi
meteorolégiai adatok gyiijtésében nytjtott segitségiiket. Ocsikémnek, Bencsik
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Részvétel egy gyogynovény-alapu termék kifejlesztésében
AcneSolve® — Lythrum salicaria kivonatot tartalmazo készitmény (2012)
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