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Roviditésjegyzék

GLC - gliikozinolatok
ITC - izotiocianatok
AITC - allil-izotiocianat
PelTC - fenetil-izotiocianat
MYR - mirozinaz enzim

LC-ESI-MS/MS

folyadékkromatografia elekotronionizaciés tomegspektrométerrel

kapcsolva
UHPLC - ultranagy teljesitményu folyadékkromatografia
SPME - szilard fazisu mikroextrakcié
SGB/SGA - szaboroud gliik6z tapoldat
PDB/PDA - burgonya dextroz tapoldat
CzD - czapek-Dox tapoldat
MEB/MEA - malata kivonaton alapul6 tapoldat
HRE - torma kivonaton alapul6 tapoldat
DMSO - dimetil-szulfoxid

GSH - glutation



1. Bevezetés

A gyogynovények nem csak az elmult id6kben foglaltak el fontos helyet a gyégyaszatban, hanem
napjainkban is. Szerepiik a humdan és az allatgyégyaszatban egyarant fontos. A bioaktiv
vegyiileteket tartalmaz6 novények fogyasztisa a vildg minden tdjan jellemz6, gyogyaszati vagy
kulindris céllal. Az elmult par évtizedben feler6sodott az igény a gyogynovények irant, mivel
ezekrél altalanossagban elmondhat6, hogy hatas - mellékhatas aranyuk kedvezébb. Emellett a
terapian kiviil igen jol alkalmazhatéak prevenciora is, ami felé az orvostudomany is orientalédik
napjainkban (Gonzalez Rodriguez and Cardentey Garcia, 2016; Lian et al., 2016; Lyu et al., 2017;
Zhou et al., 2019, 2017).

A szamos Uj gyogyszerként és taplalékként elfogyasztott novény modern fitokémiai méodszerekkel
torténd vizsgalata igen fontos. Ehhez tagabb értelemben hozzatartozik a kiilénboz6
mikroorganizmusokkal val6 interakcidjuk, illetve a metabolomra valé kiils6 és bels6 hatasok
vizsgdlata is. A n6vényi matrixok sokfélesége, és a benniik talalhat6 aktiv metabolitok soksziniisége
miatt ugyanakkor ujfajta megkozelitésre is sziikség van. A fentebb leirt megkozelitésekhez
tokéletesen illeszkedik a miiszeres bioanalitika mérési moddszerek és az adatok feldolgozasat
lehet6vé tévo nagy ateresztéképességii modszerek fejlodése.

Az Un. metabolomikai médszertan fontos megkozelitéssé valt a fitokémidban, amely lehet6vé teszi
adatfeldolgozasi technikakkal az adatgytijtést az altalanos jelenségek és a korrelaciok megtalalasara
anélkiil, hogy az altalunk vizsgalni kivant bioaktiv vegytileteket tisztitani kellene a matrixokbol. Ez
a megkozelités természetesen nem teljesen helyettesiti a bioaktiv vegyiiletek standardokkal végzett
kalibralas utani kvantitativ meghatarozasat, a kinyert adatok mennyisége ugyanakkor
nagysagrendekkel nagyobb, mint a klasszikus fitokémiai mddszerek haszndlata esetén. Egy jol

megtervezett LC-ESI-MS/MS vagy NMR alapti metabolomikai kisérletbdl ugyanis nagyon sok adat



nyerhet6 arra nézve, hogy milyen metabolitok milyen nagysagrendben vannak jelen a vizsgalt
matrixban.

A metabolomikai vizsgalat lehet célzott, amikor egy vegyiiletcsoport vagy vegyiiletcsalad
jellemzGit, mennyiségi mintazatat monitorozzuk, vagy lehet nem célzott, amikor a matrixban levo
legtébb metabolitot szeretnénk latni, illetve ezen metabolitok trendszerli viselkedését, ahogy azt
(Garcia et al., 2016; Xiang et al., 2011) is tette.

A metabolomika, mint médszer a gydgyndvények mindségbiztositasaban is jelent6s szerepet
kapott az utobbi években. Szamos tanulmany taglalja, hogyan is lehet felhasznalni ezt a
madszertant a gyogynovények standardizalasaban, mindség-ellendrzésében (Ahmad et al., 2020;
Mukherjee et al., 2016; Pandey et al., 2016; Rahman et al., 2019).

Jelen munka célja két kiilonb6z6 névény metabolomjanak vizsgalata, eltér6 megkdozelités szerint.
Ilyen szempont a metabolom és a ndvényekben jelen 1év6 mikrobiom interakcidja, valamint a
metabolom id6beli valtozasanak kovetése. A vizsgalatok egyik részét célzott, mig a masik részét
nem célzott metabolomikai technika alkalmazasaval végeztiik. Ezen megfigyelésekhez két
kiilonb6z6 modellndvényt vettiink alapul.

Egy modellnévényiink, az Armoratia rusticana (torma) esetében a novény vegyiiletei és nem-
patogén gombai kozotti interakciot szerettiik volna vizsgalni. Masik modellnévényiink, a Tilia
platyphyllos (nagylevelii hars) kapcsan egy gyogyaszati nyersanyagként fontos novényi rész
fejlédése folyaman kovettiik végig a metabolitok mintazatanak valtozasat.

A vizsgalatainkhoz megfeleléen alkalmazhat6 miiszeres analitikai metodikakat kellett
kifejleszteni, amivel ezeket a ndvényi matrixokat vizsgalni tudtuk. Ahogy lentebb olvashatd, a
modellnévényeink egymastdl igen eltéréek mind az alkalmazott névényi rész, mind metabolom

szintjén, valamint a vizsgalni kivant szemléleti szegmens is nagyban kiilonbozik.



Munkank soran a célkitlizésiink a kovetkezd kérdések megvalaszolasa volt:

Armoratia rusticana:

Az endofitonok és a talajgombak képesek-e a gliikkozinolat (GLC) tipusu vegyiiletek bontasara?

* Ha képesek bontani a fentebb irt vegyiiletcsaladot, akkor ez a bontas milyen mérték{i?

* A vegyiiletcsaladnak tobb kiilonb6z6 tagja van. A gombak képesek lehetnek mindet bontani,
vagy kémiai szerkezet szerint diszkriminalnak?

* A GLC-k bomlasakor felszabadul6 izotiocianatok (ITC-ket) fungicid hatasat a gombéak hogyan

toleraljak?

* A GLC-k gombak altali bontasat hogyan tudjuk monitorozni, a felszabadult, illékony ITC-ket

milyen technikaval tudjuk detektalhatéva tenni?

* Kimutathatéak-e tovabbi interakciok a gombak és a vegyiiletcsalad kozott?

A fentebb targyalt kisérletek alapjan kiilonboznek-e a torma eredeti endofitonok a

talajgombaktol?

Tilia platyphyllos:

* A virdgzat jelentds részét addo murvalevél metabolit mintazatat befolyasolja-e a betakaritasi
id6?

* Abban az esetben, ha metabolitok mennyiségét befolyasolja a gytijtés idOpontja, akkor ezen
metabolitok mennyisége id6ben hogyan valtozik?

* Az iddbeli lefutas vizsgalata soran lehet-e klaszterekbe, csoportokba sorolni a vegyiileteket?

* Van-e olyan vegyiiletcsoport, ami nem a viragzas alatt, a szokasos betakaritasi id6szakon beliil
van jelen a legnagyobb mennyiségben?

* A vegyiiletcsoportok kozott van-e olyan csoport, aminek a teljes gy(jtési id6szak alatt nem
valtozik érdemben a mennyisége?

* A vegyiiletek szintjének valtozasanak milyen kovetkezményei lehetnek?



2. Irodalmi attekintés

2.1. Metabolomika

Az ,omika” egy széles korben elterjedt tudomanyag, amely soran kiilonb6z6 matrixok
pillanatfelvételét vizsgaljuk igy az adott matrix adott id6épillanatban tapasztalhaté allapotar6l
nyeriink informaciot van. Ezen megdllapitds alapjan az omika vizsgélhat fehérjéket (proteomika)
vagy génszekvenciakat is (genomika). A mi esetiinkben is metabolomikar6l beszéliink, mert a
vizsgalni kivant novényi részt az adott életszakasznak megfelel6en dolgoztuk fel, hogy a lehet6
legjobb képet kapjuk annak metabolit-mintazatardl. Elénye a klasszikus vizsgalatokhoz képest,
hogy nincs feltétleniil sziikség vegyiiletek tisztitdsara, standardok hasznalatara, hiszen az adott
pillanatban minden, az 6sszes jelen 1év0 vegyiilettel egyszerre szeretnénk jellemezni a matrixunkat.
fgy viszont nem igazan tudunk kvantitativ méréseket végezni, hiszen csak relativ mennyiségekkel
tudunk szamolni. A metabolomikai megkozelités szamos tudomanyteriileten bizonyult mar
hasznosnak a holyagdaganatok diagnosztizalasan at (Alberice et al., 2013) a frissen vagott jégsalata
metabolomjanak vizsgalataig (Garcia et al., 2016).

A modern LC-MS berendezések érzékenysége és felbontdsa lehet6vé teszi, hogy metabolitok
széles skalajat detektaljuk viszonylag széles tartomanyban. A metabolomikaban, eltér6en a
proteomikatol nincs sziikség enzimatikus emésztésre, raadasul ezek elvalasztasa roévidebb
kromatografias idével is megoldhat6, igy alkalmas akar nagy betegcsoportok mintdinak gyors

lemérésére és kiértékelésére is (Patti, 2011).
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2.2. Armoratia rusticana gliukozinolat-mirozinaz-izotiocianat

rendszerének jellemzése

Felkapott téma napjainkban, hogy a ndvényi mikrobiom hatassal van a noévények allapotara
csakugy, ahogy az emberi mikrobiom magara az emberre (van der Heijden and Hartmann, 2016).
Tehat kijelenthetd, hogy a névényben 1évé mikroorganizmusok természetesen hatassal vannak a
novényi metabolitokra. Ilyen mikroorganizmusok a ndvényekben él6 endofitonok, amelyekre
szamos meghatarozas létezik, de altalaban a ndvényekben €16 nem patogén, tiinetet nem okozd
torzseket jelolik (Fesel & Zuccaro, 2016; Schulz & Boyle, 2005), és kiilonféle taxonomiai
csoportokba tartozhatnak, igy lehetnek baktériumok, gombak. Mint ahogy azt mar emlitettiik, a
novényben 1évé mikroorganizmusok hatassal lehetnek a névény metabolitjaira, amelyek akar az
endofiton gombak és a novény interakcidja soran is létrejohetnek, amelyek szamos masodlagos
metabolitot képesek atalakitani (Ludwig-Miiller, 2015). Ezen tények miatt az endofiton gombak
igen intenziven kutatott teriilet, nagy mennyiségli irodalom all rendelkezésre annak ellenére, hogy a
csoportot nehéz definialni (Fesel & Zuccaro, 2016; Schulz & Boyle, 2005). A kutatasok egyik
leger6sebb hajtoereje az 1j bioaktiv hatéanyagok felfedezése, amihez ezek a mikroorganizmusok
kivaléak (Gunatilaka, 2006). Az endofitonok kiilonb6z8 specialis enzimeket termelhetnek, amik
akar specialis koriilmények kozott is miikodoképesek lehetnek. Példaul izolaltak olyan endofitont
sO0s vizben él6 novénybdl, aminek enzimkészlete még a magas sokoncentraciéban is miikddott
(Suryanarayanan et al.,, 2012). A gombak novényekkel kialakitott jotékony kolcsénhatasai
felhasznalhatéak a novényvédelemben, példaul biokontrollra vagy sotolerancia novelésére
(Govinda Rajulu et al., 2011; Vos et al., 2014).

Fontos, hogy ezeknek az endofitonoknak a nem-patogén miikddésiik nem stabil (Fesel & Zuccaro,

2016; Schulz & Boyle, 2005), a valédi endofitonok is lehetnek latens patogének, ami stilyos karokat
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képes okozni a névényekben (Photita et al., 2004; Slippers & Wingfield, 2007). Mindezek ellenére
az endofitonok interakcigjat a névényi védekezdrendszerrel (az Armoratia rusticana esetében a

gliikozinolat-mirozinaz-izotiocianat rendszert) eddig még nem vizsgaltak kell6 részletességgel.
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1. dbra: A gliikozinoldt - mirozindz - izotiociandt (GSL-MYR-ITC) rendszer és annak
kolcsénhatdsa a gombdkkal és az Okoszisztéma egyéb tagjaival. Az ismert enzimek forrdsai
kiilénb6z6 szinnel vannak jelélve: Novények: fekete, gombdk vagy baktériumok: piros, rovarok: kék.
Roviditések: ESP, epitionitril-specifikus protein, NSP, nitril-specifikus protein, TFP, tiociandtképzd
protein. Hivatkozdsok: (Lazzeri et al., 2013; Mejia-Garibay et al., 2015; Wittstock & Burow, 2007).

A gliikozinolat-mirozinaz-izotiocianat (GSL-MYR-ITC) kémiai védelmi rendszere jelen van a
Brassicaceae, a Capparaceae, a Resedaceae és a Moringaceae novényeiben. Ez az egyik legjobban
vizsgalt novényi védekezd rendszer (Kissen et al., 2009). A mirozindz (EC 3.2.1.147, tioglikozid-
gliikohidrolaz;, MYR) a gliikozinolat és a viz kozotti reakciot katalizalja, igy gliikozt és

tiohidroximatot kapunk. A szabad tiohidroximat ezt kdvet6en spontan atrendezddik izotiocianatra
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vagy melléktermékekre (1. abra) (Nguyen et al., 2013; Wittstock & Burow, 2007). A legtobb
izotiocianat rendkiviil csipds, és reaktiv -NCS csoportjaik miatt kiilonb6z6 bioaktivitast mutatnak,
ami erds antimikrobialis, rovar6l6 és egyéb hatasokat eredményez (Nguyen et al., 2013). Ez a
kémiai védelmi rendszer els6 tagja a Brassicaceae novényeiben kiilonb6z6 gliikkozinolat formaban
van jelen. Erdekes, hogy az izotiocianatok kis mennyiségben, rendszeresen fogyasztva j6tékony
hatdssal vannak az emberi szervezetre, igy a Brassicaceae ndvényeket funkcionalis ételekként
hasznositjuk. Ezért kis mennyiségii izotiocianatok rendszeres fogyasztasa megakadalyozhat szamos
betegséget (Nguyen et al., 2013).

A gliikozinolatok kémiailag stabilak és elkiiloniilnek aktivalé enzimiikt6l a mirozinaztél, mivel
kiilon kompartmentben foglalnak helyet. A novényi szovet sériilésekor keriilnek egymassal
érintkezésbe, ami a reakcio lezajlasat eredményezi. A fajoktol, szervektdl, fejlodési stadiumtol és
sok mas tényez6tol fiigg a kompartmentalizacids stratégia, ami nagy valtozatossagot mutat (Kissen
et al., 2009). A mirozinaz és a gliikozinolat altalaban, de nem minden esetben egymastdl elszeparalt
sejtben talalhatoak. A GSL-ITC rendszert ezért ,,kémiai bomba” -nak is szoktak nevezni, amelyet a
kérokozdk és a novényevO allatok tamadasa valt ki (Kissen et al., 2009). Az izotiocianatok
bizonyitottan gombaellenes hatassal rendelkeznek (Azaiez et al., 2013; Bert6ti et al., 2016; Wu et
al., 2011). Erdekes kérdés, hogy akkor az endofiton gombdk hogyan képesek toleralni ezt a
gombadld metabolitot? Valjaban a mirozinaz aktivitas elényos lehet a gombak szamara, mivel az
enzimreakcio soran gliilkoz szabadul fel a tiogliikozidbol. Raadasul az endofiton gombak akar
képesek is lehetnek arra, hogy hatastalanitsak a gazdaszervezet ,,kémiai bombajat”. Természetesen
meg kell kiizdeniiik a felszabadult ITC-k toxicitasaval, vagy meg kell akadalyozniuk a
felszabadulasat (amint azt egy Aspergillus sp. torzs (Galletti et al., 2008) mutatja). Kimutattak, hogy
a MYR aktivitds szamos mikroorganizmusban jelen van, koztiik az Aspergillus sp., Fusarium sp.,

Citrobacter, Enterobacter és sok mas fajban is (Albaser et al., 2016; Smits et al., 1993; Tani et al.,
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1974). A gliikozinolatok metabolizalasara képes torzsek az emberi bél mikrobiologiai kdzosség
részét is képezik (Krul et al., 2002; Luang-In et al., 2014; Saha et al., 2012).

Az endofitonok a gazdaszervezet masodlagos anyagcseréjére gyakorolt hatasat illetéen eddig nem
sok tanulmany jelent meg. Egy tanulmany leirta, hogy az endofitonok specifikusan maddosithatjak a
novényi anyagcserét sajat hasznukra. Kiilonosen a flavonoid-glikozidok deglikozidacigjat figyelték
meg a Paraconiothyrium variable esetében. A deglikozilalt flavonoidok jelentdsen kedvez&bb
hatast gyakoroltak a spdrabol torténd hypha novekedésére (Tian et al., 2014). Ezenkiviil a névényi
masodlagos metabolitok szelektiv in vitro modositasainak eseteit is lejegyezték (Ludwig-Miiller,
2015).

A novényi metabolitok endofiton gombdakra gyakorolt hatasat részletesebben vizsgaltak. A
tanulmanyok arra utalnak, hogy a kémiai komponensek ténylegesen a mikrobiom fejlédését segitik
el6 a novényi gyokerek koriil, az ilyen metabolitokat jol toleralé mikrobak szaporodnak fel a
rizoszféraban. Példaul a Fusarium és a Rhizopus fajok, amelyek a gliikozinolat exudatumot
lebonthatjak, amelyek nagy mennyiségben voltak jelen a Brassicaceae névények gyokerei koriil a
talajban (Ishimoto et al., 2000). Egyes novényi patogének (példaul Phoma lingam és Verticillium
dahliae) szintén gliikozinolatokat bonthatnak (Wu & Meijer, 1999). Ez azt mutathatja, hogy a torma
f6 gliikozinolatjanak, a szinigrinnek a bontasa detoxifikacios folyamat, mivel a szinigrin
hidrolizisnek nincs hatdsa a vizsgalt gombak novekedésére vagy sporacsirazasara. Ezért
valoszintlisithetd, hogy a korokozok ezt a képességet is hasznaljak a novény védelmének
lekiizdésére. Az Alternaria brassicicola koérokozé az oxidativ stresszvalaszt kivaltd gének fokozott
transzkripcidjan keresztiil alkalmazkodik az antifungalis allil-izotiocianat (AITC) hatasahoz. Ezek
kozé tartoznak a glutation S-transzferazok, a tioredoxinok, a glutation-peroxidazok, a y-
glutamilcisztein-szintetazok (Sellam et al., 2007).

A fentiek mellett ugyanakkor nem csak a névényi metabolit van hatassal a gombak névekedésére,

szaporodasara, illetve kivalasztodasara, hanem ennek ellenkezdje is igaz, tehat mikroorganizmusok,
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mint az endofiton gombak is képesek hatni a n6vények metabolomjara. Mint logikusan lathato, ezen
folyamatok dinamikusan valtoznak egymasra hatnak, és nem lehet kimondani, hogy tisztan csak a

mikrobiom gyakorol hatast a névényre, vagy a novény befolyasolja a mikrobiomot.

Repcében mutattak ki, hogy szalicilsavval, amit a gombdk is képesek el6allitani és hasznalni, a
novényben a glitkozinolat-termelés indukalhat6, ami fiigg az alkalmazott szalicilsav mennyiségét6l

is (Kiddle et al., 1994).

Szintén repcében tapasztaltak azt, ha csiraz6 magokat patogén gombaval kezelték (Alternaria
brassicae), az megvaltoztatta a névény ITC mintazatat. Természetesen ez els6sorban a névény
reakcidja a fert6z6 gomba elleni védekezésre (Doughty et al., 1996).

A novényvilag mas teriiletein is jellemz6, hogy a mikrobiom hatassal van a névényre. Arabidopsis
thaliana esetében egy tanulmany bemutatja, hogy a talajban él6 mikrobiom a levelek metabolom
mintazatdt megvaltoztatjak, ezaltal lesz maga a novény ellenallébb a kiilonféle él6lényekkel
szemben, akik 6t tdplalékként fogyasztjdk. A tanulméany azt taldlta, hogy a talaj mikrobiom
osszetétele képes volt a levelek aminosav 6sszetételét befolyasolni, ami kapcsolatban allt a novényt
fogyaszto rovarok taplalkozasi szokésaival (Badri et al., 2013).

A Setaria viridis esetében, ahol a novények novekedését el6segitd baktériumokat vizsgaltak,
kimutattdk, hogy ezen mikrobak novelték a novényben purin, zeatin és riboflavin ttvonalakban

résztvevo metabolitok mennyiségét (Agtuca et al., 2019).

2.2.1. A. rusticana bioaktiv vegyiiletei
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2.2.1.1. Gliikozinolatok

A gliikozinolat tipusu vegyiiletek a Brassicaceae csalad tipikus vegyiiletei (Fahey et al., 2001). A
torma mellett példaul a mustar (Brassica nigra, Sinapis alba), kaposzta (Brassica oleracea), retek
(Raphanus sativus) tartoznak ugyanebbe a csaladba. A gliikkozinolatok olyan masodlagos
anyagcseretermékek, amelyek fontos szerepet jatszanak a névény védelmi rendszerében. A vegyiilet
tobb olyan részbdl all, ami egy enzimfolyamat eredményeképpen hidrolizalni képes (1. dbra). A
hidrolizis eredményeképpen keletkeznek az izotiocianatok (ITC), amik a védelmi rendszer aktiv
szerepl6i. Amellett hogy baktericid és fungicid hatasuk van, ezek adjak a novények jellegzetes
illatat és izét is (Li & Kushad, 2005).

A gliikozinolatok az ITC részen kiviil egy kénen keresztiil kapcsol6dé [-D-gliikopiranozt, egy -
tioglikozid-N-hidroxiszulfatot és egy oldallancot tartalmaznak, amiknek nagy a wvariabilitasa,
tormabol eddig 15-féle gliikozinolatot sikeriilt kimutatni. Vizben jél oldodnak, héstabilitasuk is
jonak mondhat6 (Agneta et al., 2014; Oerlemans et al., 2006).

A torma f6 gliikozinoldtja a szinigrin, de nagyobb mennyiségben megtaldlhat6 benne a

gliikkobrasszicin és gliikonaszturciin is (Li & Kushad, 2005).

2.2.1.2. Mirozinaz enzim és aktivitasa

A mirozindz enzim felel6s a gliikozinolatok hidroliziséért. Ez az enzim egy [-tioglikozid-
glitkohidrolaz, ami altalaban fizikailag van elkiilonitve a szubsztratjatdl, ami azt jelenti, hogy kiilén
kompartmentben foglalnak helyet. Ha a novényt barmilyen sériilés éri, akkor az enzim és a
szubsztrat egy térbe kertil, és lezajlik a hidrolizis. Az enzim két, egymashoz nagyon hasonlé 65 kDa
tomegl egységbdl all, amiket egy cink atom kot 6ssze (Zhang, 2010).

Az enzim aktivitdsdnak mértéke tobb paramétertdl is fiigg. Ezek a h6mérséklet, ami 37-45 °C
kozott optimalis, a pH, ami 5.7-nél éri el a maximumat, de az aktivitas tobb, mint 80%, ha a pH 5-8
kozott van, tovabba ha 0.5 mM koncentracioban adunk hozza aszkorbinsavat, akkor az aktivalo
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hatdssal van az enzimre (Bones & Rossiter, 2006; Nguyen et al., 2013). Ha viszont a
koriilményeken valtoztatunk, a pH-t 3 és 6 kozé éllitjuk be, akkor Fe** és epitiospecifikus fehérje

jelenlétében ITC-k helyett a f6 termékek nitrilek és epitionitrilek lesznek (Zhang, 2010).

2.2.1.3. Izotiocianatok

A gliikozinolatok enzim hatasara a megfeleld koriilmények kozott hidrolizalnak izotiocianatokka
amelyek egy -N=C=S (izotiocianat) csoportbdl és az ehhez kapcsol6do6 oldallancbél allnak. A torma
sériilésekor, ami lehet vagas vagy reszelés, a benne 1év6 szinigrin allil-izotiocianatta (AITC,
kozismertebb nevén mustarolaj), a gliikonaszturciin pedig 2-fenetil izotiocianatta (PeITC
vagy,,fenetil mustarolaj”) bomlik. Ezen feliil szamos mas gliikozinolatot irtak mar le tormabdl, mint
a gliikoiberin, gliitkonapin, gliikokochlearin, gliikoszativin, gliikoibarin, 4-hidroxigliikobrasszicin, 4-
metoxigliikobrasszicin, gliikkobarbarin, gliikobrasszikanapin, gliikotropaeolin, gliikobrasszicin

(Agneta et al., 2014; Nguyen et al., 2013).

2.2.2. Az A. rusticana hatéanyagainak farmakolégiaja

2.2.2.1. Az A. rusticana hatényagainak felszivédasa és metabolizacidja

A 2,48 mg/ttk dozisban adott AITC-nek tobb, mint a 90%-a felszivodott az egér- és
patkanykisérletek sordn (Ioannou et al.,, 1984). A felszivddas utdn gyorsan eloszlik, ahol
intracellularis tiolhoz (példaul glutation) csatlakozik az -NCS csoporton keresztiil. Ez a konjugacio
a glutation S-transzferaz (GSH) enzim segitségével valosul meg. A farmakol6giai hatéas kialakulasa
nem csak az intracellularis ITC koncentraciotél fiigg, hanem, attél is, hogy mennyi konjugdlt ITC
keriil a sejtmembranba (Bruggeman et al., 1986; Nguyen et al., 2013; Zhang, 2001). Az ITC {iriilése

vizelettel torténik kiilonb6z6 konjugalt formakban (Conaway et al., 2001).
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2.2.2.2. Az A. rusticana hatényagainak élettani hatasai

Az ITC vegyliletek igéretes daganatellenes vegyiiletek lehetnek, amik nem csak a prevenciéban
jatszhatnak fontos szerepet, de a mar kialakult daganatos sejteket is képesek sikerrel tAmadni, ami
tobb daganattipus esetében volt mar vizsgalva, tovabba a metasztazisok kialakulasat is képesek az
ITC-k gatolni egyes tanulmanyok szerint (Dinkova-Kostova et al., 2002; Fimognari et al., 2002;
Hwang & Hyong, 2006; Singh et al., 2004; Srivastava et al., 2003; Valgimigli & Iori, 2009; Yu et
al., 1998; Zhang, 2004)

A citokrém P450 (CYP) enzimcsaladba tartozé enzimek hozzajarulhatnak a carcinogenesis-hez,
amiket az ITC-k képesek gatolni vagy down-regulalni (Adam-Rodwell et al., 1993; Hecht, 2000;
Nguyen et al., 2013; Zhang, 2004)

Helicobacter pylori, Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus,
Streptococcus mutans, Penicillium notatum, Bacillus cereus, és Vibrio parahaemolyticus térzsek
ellen mar pM nagysagrendii koncentraciéban is hatasosak az ITC-k. Ebben az esetben az aktivabb a
PeITC (Luciano & Holley, 2009; Shin et al., 2004; Tunc et al., 2007). In vitro Gjabb eredmények
alapjan az ITC-k hatasosak a methicillin-rezisztens Staphylococcus aureus (MRSA), vancomycin-
rezisztens S. aureus (VRSA), multidrug-rezisztens Acinetobacter baumanii (MRAB), és a
multidrug-rezisztens Pseudomonas aeruginosa (MRPA) ellen is (Kim et al., 2015). A baktericid
hatds mellett fungicid hatasa is van példaul Aspergillus flavus, Endomyces fibuliger, Penicillium
commune, Penicillium corylophilum, és Pichia anomala. (Nielsen & Rios, 2000). Ezeken feliil t6bb
dermatofita patogén gomba ellen is hatdsosnak taladltdk az ITC-ket (Trichophyton rubrum,
Trichophyton mentagrophytes, Microsporum canis, és Epidermophyton floccosum) (Choi et al.,

2017).
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A torma in vitro vizsgalatok alapjan gyulladascsokkentd hatassal is rendelkezik, ami akar a
kronikus megbetegedésekben is elényos lehet. Ezt a hatast azaltal éri el, hogy csokkenti a NO
szintjét, valamint csokkenti iNOS és a COX-2 expressziojat, tovabba hatassal van az NF-kB p65

aktivaciora (Marzocco et al., 2015).

2.3. Tilia plathyphyllos Scop.

A Tiliae flos a 9. Europai Gyogyszerkonyvben is hivatalos drog, ami az Europai tanacs altal is
elfogadott természetes édesitdszer, és mint ilyen N2-es osztalyba sorolast kapott, ami szerint a
harsfaviragot kis mennyiségben élelmiszerekhez hozza lehet adni (Barnes et al., 2007). Ezen feliil a
Karpat-medencében borok és kiilénb6z6 szeszes italok izesitésére is hasznaljak (Dénes et al., 2012).
Az Ibériai félszigeten Tilia plathyphyllos viragzatat rekreacios tea készitésére is felhasznaljak, mig
Romaniaban és Lengyelorszagban a Tilia spp. viragzatai gyogyteak fontos Osszetevl, tobb mas
komponenssel egyiitt (Soukand et al., 2013). A harsfa mindezeken tul kitiin6 mézel6 fafaj (Juan-
Borras et al., 2014).

A Tilia platyphyllos viragzata nagy mennyiségli flavonoidot tartalmaz (kvercetin-3,7-dirhamnozid,
kvercitrin, rutin, izokvercitrin, asztragalin (Toker et al., 2001), valamint megtalalhatéak a
katechinek ((+) katechin, (-) - epikatechin, katechin-dimerek) és trimerek), fahéjsav-szarmazékok,
kumarinok, poliszacharidok és ill6olaj is (Karioti et al., 2014).

A novényi drogban a flavonoidok féleg glikozid formaban vannak jelen (Karioti et al., 2014;
Toker et al., 2001), amelyeket a human gyomor-bél traktusban bélbaktériumok, (Kim et al., 1998;
Macdonald et al., 1983), valamint a human vékonybél (-glikozidaz enzime is képes a cukorrészt

lehasitva aglikonna alakitani (Németh et al., 2003).
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A flavonoidok éaltalaban aglikon formaban szivddnak fel, mint azt a kvercetin esetében mar leirtak
(Crespy et al., 2002); a human plazmaban viszont leginkabb konjugalt metabolitok formajaban
vannak jelen (Graefe et al.,, 2001). Az el6bbi, aglikon formdak felelGsek jelent6s mértékben a

farmakologiai hatasokért mint a luteolin esetében ezt leirtak (Ashaari et al., 2018; Aziz et al., 2018).

Tilia platyphyllos-ban kiséreltilk meg a a metabolomikai valtozatossagot megfigyelni a kiilonb6z6
fenofazisokat végigkovetve. Ilyen tipusd vizsgalatot a Horminum pyrenaicum L. esetében is
elvégeztek a flavonoidok, fenolos savak szezonalis valtozasanak a novekedési szakaszokban valo

nyomon kovetésével (Raudone et al., 2018).

2.3.1. Flavonoidok farmakoldgiaja

A novényi drog szamos olyan vegyiiletet tartalmaz, amelyek rengeteg jol ismert farmakolégiai
aktivitassal rendelkeznek. Ezen vegyliletek a flavonoidok. A vegyiiletcsalad farmakologidja
hatalmas, igy jelen irdsban csak néhany kiragadott, a drogra jellemz6 flavonoid példajan keresztiil
szeretném bemutatni a sokoldalisagukat. Kimutattak, hogy a viragok teljes kivonatanak
antibakterialis hatasa van, elsésorban a kvercetin-szarmazékok mutatnak aktivitast szamos patogén
baktérium ellen, pl. Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Pseudomonas fluorescens,
Salmonella enterica, Staphylococcus aureus és Vibrio cholerae (Rattanachaikunsopon &
Phumkhachorn, 2010). A kvercetin és a rutin hatdsos lehet amfotericin B-vel kombindlva a
Cryptococcus spp. ellen, ahol a flavonoidok javitjak az amfotericin B hatékonysagat és csokkentik
az emberi eritrocitakra gyakorolt toxicitast in vitro (Oliveira et al., 2016), a kvercetin gatolja a
flukonazol-rezisztens Candida albicans-t a biofilm képzd tulajdonsdgdban in vivo és in vitro

egyarant (Gao et al., 2016). A flavonoidoknak, példaul a flavon és a flavonol alapvazzal rendelkez6
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metabolitoknak vannak virusellenes hatasai. Ilyen a kempferol és a luteolin, szinergikus aktivitast
mutatnak a Herpes simplex virus (HSV) ellen.

A flavonoidok nagyon hatékonyak gyomorfekély ellen, a szabalyozd fehérjék foszforilaciojanak
gatlasaval, els6sorban a P-kinaz jelatvitel befolyasolasaval. Hasonl6an az aszpirinhez, az acetilezett
flavonoidok atadhatjak acilcsoportjukat a COX enzimre. A kvercetin, a kempferol és a rutin szintén
mutatnak GIT fekélyek ellen hatast (Sandhar et al., 2011; Tapas et al., 2008). A flavonoidokat
altalaban gyulladascsokkent6knek tekintik, mivel t6bb tagjuk gatolhatja a COX és LOX enzimeket
(Jachak, 2006; Loke et al., 2008; Tapas et al., 2008). A COX enzim gatlasaval az apigenint
sikeresen alkalmaztak reumatoid arthritisben és lupusban allatkisérletes modell esetében (Guardia et
al., 2001; Kang et al., 2009). A flavonoidokat gyakran kivalé antioxidansként emlitik, amelyek
szamos mechanizmuson keresztiil hatnak, mint példaul a NO és mas ROS aktivitas gatlas, és a
xantin-oxidaz gatlasa (kvercetin). A mikronizalt flavonoid frakciok oralis bejuttatds esetén is
csokkentik az immobilizalt leukocitak szamat (Jabeur et al., 2017; Nijveldt et al., 2001).

A T platyphyllos esetében elmondhato, hogy pozitiv eredményeket értek el in vitro tébb
daganattipus sejtvonala ellen is (Jabeur et al., 2017).

A Kempferolnak tumorellenes hatasa, mint angiogenezis gatlé (in vitro és in vivo zebrahalak
esetén) és mint antimetasztatikus vegyiilet (human prosztatarak sejtek kultirakban, human
osteosacoma sejtek esetén) jelenik meg (Kashyap et al., 2017). Akar potencialis jeldltek is lehetnek
a daganatos megbetegedések adjuvans kezelésére, mivel képesek apoptdzis indukalasara (Ramos,
2007), raadasul egy tanulmany szerint az apigenin gatolhatja az NF-«kB aktivalodasat, ami altal
gatolja a TNF-a hatasait a 1égutakban (Seo et al., 2014). A luteolin is az NF-kB ttvonalon keresztiil
fejti ki a gyulladascsokkentd hatasat (Aziz et al., 2018). Maga a luteolin tumorellenes hatast mutat,
amely az apopt6zis indukciojaban mutatkozik meg (Knurek & Buchaj, 2017).

A drog hasznalhat6 nyugtaté hatasu teanak is, mivel a rutin nyugtatd és gorcsoldé hatasu, a

kempferol és a kvercetin aglikon in vivo anxiolitikus hatassal rendelkeznek (Aguirre-Hernandez et
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al., 2010; Fernandez et al.,, 2006). A Rutin nyugtat6 hatasar6l szamos eredmény sziiletett mar
(Ashaari et al., 2018; Luo et al., 2017; Pérez-Ortega et al., 2008).

A luteolin neuroprotektiv hatdsokat mutat, pozitiv hatassal van az agyi ischaemias stroke-ra,
epilepsziara, sclerosis multiplexre, az Alzheimer-korra, valamint a Parkinson-kérra allati
modellekben (Ashaari et al., 2018).

A Tiliae flos nemcsak flavonoidokat igy luteolint, ami a kdzponti idegrendszer védelme mellett
kardioprotektiv hatasokkal is rendelkezik (Luo et al., 2017), hanem mas fenolos vegyiileteket is
tartalmaz, mint példaul katechineket, fahéjsav-szarmazékokat, antocianinokat és kumarinokat. Ezek
a vegyiiletek bizonyitottan bioaktivak kiilonb6z6 korképekben. A klorogénsav in vivo védelmet
nyujthat a majfibrozis ellen (Shi et al., 2016). Segitik a cukorbetegség és az elhizas elleni kiizdelmet
azaltal, hogy befolyasolja a gliilkoz metabolizmusat (Naveed et al., 2018). A kempferol még
csokkenti a plazma gliikozszintjét és noveli az inzulinszintet a streptozotocin-diabeteses
patkanyokban, ezaltal antidiabetikus hatassal is rendelkezik (Chandramohan et al., 2015). (+) -
katechin sav antioxidans hatast (McCann et al., 2015), és a katechinek képesek csokkenteni a hasi
zsirszovetet és csokkentik a metabolikus szindroma kockazatat. Ezt human vizsgalatok is

alatamasztjak (Hibi et al., 2018).
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3. Anyagok és Modszerek

3.1. Vegyszerek

A vizsgalatokban felhasznalt vegyszerek analitikai tisztasagiak voltak. A taptalaj-komponensek
(pepton, gliikoz-monohidrat, natrium-nitrat, kalium-hidrogén-foszfat, magnézium-szulfat, kalium-
klorid, vas-szulfat) a Reanal-tél lettek beszerezve (Budapest, Magyarorszag). Az allil-izotiocianat,
allil-cianid, 2-fenil-etil-izotiocianat, fenil-propionitril, glutation (redukalt formaban), (+)-katechin,
klorogénsav, (-)-Epikatechin, rutin-trihidrat, a Sigma-Aldrich Chemie Gmbh (Darmstadt,
Németorszag) cégtol lettek megvasarolva. A tiszta gliikozinolatok a Phytoplan-t6l (Heidelberg,
Németorszag) lettek beszerezve, az izorhamnetin-3-gliikozid és kvercitrin, Carl Roth Gmbh.-t6l
(Karlsruhe, Németorszag). Az LC-MS mérésekhez LC-MS mindségli acetonitrilt, vizet és
hangyasavat vasaroltunk a Fisher Scientific-t6l (Merelbeke, Belgium).

A tovabbi oldészereket (1-propanol, 2-propanol, metanol) és taptalaj kiegészitd komponenseit
(streptomicin, kloramfenikol és dikloran) a VWR-t6l vasaroltuk (Budapest, Magyarorszag). A

vizsgalat soran minden esetben bidesztillalt vizet hasznaltunk.
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3.2 A mérések soran alkalmazott miiszerek és a mérések

paraméterei

3.2.1. LC-ESI-MS

Az endofiton és talaj gombak altal végzett gliikozinolat-bomlast, valamint a Tilia platyphyllos
murvaleveleinek metabolitvizsgalatat LC-ESI-MS-ben képesek voltunk kvalitativ és kvantitativ
modon meghatarozni. Az alkalmazott UHPLC rendszer (Dionex Ultimate 3000RS) egy Thermo Q
Exactive Orbitrap tomegspektrométerhez (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA) volt
kapcsolva, elektrospray ionizacids forrassal (ESI). Az oszlop Phenomenex Kinetex XB-Cis volt
(100 mm x 2,1 mm % 2,6 pm). Az oszlop hdmérsékletét 30°C-on tartottuk; az aramlasi sebesség 250
pL/min volt. Az ,,A” eludlészer 0,1% hangyasavat tartalmazé viz, a ,B” elualészer 0,1%
hangyasavat tartalmazd acetonitril (Fisher Scientific,c, USA). A kovetkez6 gradiens elucids
programot alkalmaztuk a gliikozinolat-bomlas megallapitasanak mérései soran: 0-2 perc, 5% B; 2—
5 perc, 25% B; 5-6 perc, 60% B; 6-7 perc, 100% B; 7-9 perc, 100% B; 9-10 perc, 5% B, 10-18
perc, 5% B. A T. platyphyllos metabolom méréséhez az alabbi gradiens kertilt felhasznalasra: 0-3
perc, 5% B; 3-15 perc, 100% B;15-20 perc, 100% B; 20-21 perc, 5% B; 21-29 perc, 5% B. A
meéréshez a kivonatokat 100-szorosara (T. platyphyllos) vagy 200-szorosara (A. rusticana) higitottuk
MeOH-lal és 0,22 pm PTFE fecskend6sziir6n sziirtik az LC-MS mérés eldtt. Mindkét esetben a
mintak 1 pl-jét injektaltuk. Egy higitasi sorozattal mar el6zdleg bizonyitottuk, hogy az adott
higitasnal a vizsgalt vegyiiletek a késziilék linedris tartomanyaba esnek. A Q Exactive hibrid
kvadrupol-orbitrap témegspektrométer negativ ion {izemmodban miikddott, a kovetkezd
paraméterekkel: kapillaris h6meérséklet 320 °C, spray fesziiltség 3,8 kV (A. rusticana) és 4.0 kV (T.

platyphyllos), a felbontast 70 000-re allitottuk. A mért tomegtartomany 150-1000 m/z volt. A
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befecskendezés maximalis ideje 100 ms volt. Az MS? scan esetén a felbontast 35000-re allitottuk.
Az {itkodzési energia 40 NCE volt. A nyers adatokat az XCMS Online platformmal dolgoztuk fel
(Gowda et al., 2014), a platform az Orbitrap-hez javasolt paramétereinek felhasznalasaval, amit
kisebb mértékben modositottunk az altalunk hasznalt késziiléknek megfeleléen. A platform altal
kapott adatokkal R-ben (“R: The R Project for Statistical Computing,”) dolgoztunk tovabb, a

ggplot2 csomag alkalmazasaval (Wickham, 2016).

A f6 GSL-ek kvantalasahoz 6t pontbol all6 kalibraciés egyenest készitettiink szinigrin,
glitkonaszturciin, gliikoiberin és gliikobrasszicin felhasznalasaval. A kalibracios egyenes a 0,01-5
pg/ml koncentraciotartomanyt fedte le. A GSH kvantifikalasahoz 0,01-5 pg/ml tartomanyu
kalibracios egyenest hasznaltunk. A GSH-AITC szamszer(sitéshez sziikséges reakciot egy korabbi
munkank alapjéan végeztiik el (Gonda et al., 2016). Otpontos kalibracids egyenest készitettiink tigy,
hogy 0,001-1 pg/ml AITC-t reagaltatunk GSH f6losleggel 7,5 pH-n, NH4OAc pufferben (Gonda et
al., 2016).

A T. platyphyllos néhany vegyiiletének kvantitativ meghatarozasahoz kalibraciés egyeneseket
készitettiink a (+) - katechin, (-) - epicatechin, rutin-trihidrat, izorhamnetin-3-gliikozid, kvercitrin és
klorogénsav esetében. Ezek torzsoldataikbol hét pontos higitasi sort készitettiink: 3-3000 pg/L.

Mindkét standard csoportot a hozza tartoz6 névény szerinti modszerrel mértiik le.

3.2.2. SPME-GM-MS

A gliikozinolat-bomlastermékek (izotiocianatok és nitrilek) mérésére, amik illékonyak, egy
SPME-GC-MS moadszert hasznaltunk. Tiz ml torma-taptalajt (2% agarral szilarditva) 9 cm atmérdji
Petri-csészékbe ontottiink. Ez a mennyiségli taptalaj megkozelitoleg 60 pmol szinigrin-t

tartalmazott. A Petri-csészében 1évé taptalajra 100 pl gomba oltéanyagot oltottuk le, amit a taptalaj
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felszinén szélesztettiink. A kulttirakat fejjel lefelé helyeztiik, majd a Petri-csészék fedeleiben steril
Eppendorf cs6é kupakokba 5 mg aktiv szenet helyeztiink, hogy az illékony bomlastermékeket,
amiket a gombatenyészet kibocsat, adszorbealni tudjuk. A szorbenseket naponta kicseréltiik. Az
aktiv szenes mintakat feldolgozasig -24 °C-on taroltuk. Az aktiv szénrdl metil-acetattal elualtuk az
illékony komponenseket, majd a kapott folyadékot kozvetleniil a GC-MS-ben mértiik.

A mérési paraméterek a kovetkezOk voltak: split arany: 10:1; a bemeneti hémérséklet 150 °C volt.
Id6program: Az inlet kezdeti homérséklete 35 °C volt, ezt 3 percig tartottuk, majd ezt kovetden 15
°C/min hémérsékleti gradienst alkalmaztunk, mig el nem értiik a 90 °C-ot, majd 50 °C/min-re
emeltiik a gradienst 320 °C-ig; ezutan tartottuk a homérsékletet 2 percig. HP-5MS 5% (30 m x 0,25
mm % 0,25 pm) fenil-metil-sziloxan oszlopot hasznaltunk. A vivégaz He, az aramlasi sebesség 1
ml/min volt. Az olddszer késleltetése 2,75 perc volt.

Az otpontos kalibracios egyenesekhez allil-cianid, allil-izotiocianat, fenilpropionitril és 2-fenil-

etil-izotiocianat standardokat hasznaltunk.

3.3. Gombatorzsek izolalasa és azonositasa

Az endofiton gombak (1. tdblazat) egészséges torma gyokérbdl lettek izolalva, ezek a mintak
Ujlétarél és Debrecenbél szarmaztak. A torma gyokerek feliiletét elgszor 25%-0s Domestos-szal
fert6tlenitettiik, majd ezt steril desztillalt vizzel mostuk le. Ezutan apro, par centiméteres kockakra
vagtuk, amiket SGA taptalajra helyeztiink (Hallmann et al., 2006). Az izolalashoz hasznal Petri-

csészéket szobahémérsékleten taroltuk. Ezzel a metodussal hét endofiton torzs lett izoldlva (E1-E7).

ID Faj Gén szekvenciak | GenBank azonosito szam
E1 Fusarium oxysporum species complex | ITS, eF1 KP191628, KP191635
E2 | Macrophomina phaseolina ITS, B-tubulin KP191629, KP191637
E3 Fusarium oxysporum species complex | ITS, eF1 KP191630, KP191636
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E4 Setophoma terrestris ITS, a-aktin KP191631, KP191638
E5 Paraphoma radicina ITS, a-aktin KP191632, KP191639
E6 Paraphoma radicina ITS, a-aktin KP191633, KP191640
E7 Oidiodendron cerealis ITS KP191634

S1 Fusarium sp ITS -

S2 Penicillium sp ITS -

S3 Fusarium sp ITS -

S4 Paraphoma sp. ITS -

S5 Penicillium sp ITS -

S6 Aspergillus sp o-aktin -

S7 Fusarium sp ITS -

S8 Penicillium sp ITS -

S9 Aspergillus sp ITS -

810 | Fusarium sp ITS -

1. tablazat. A gliikozinoldt bonté aktivitdst, a kizdrélagos szénforrdson valé ndvekedést (szinigrin)
és az ITC-k névekedésgdtldsdt a tdbldzatban szereplé6 gombatdrzseket vizsgdltuk, amiket E1-E7 és

S$1-S10 koddal jeloltiink.

A referencia csoportnak hasznalt talajgombakat ugyanazon f6ldbdl izolaltuk, amikben a tormak is
nottek, de az izolalashoz hasznalt f6ld nem a torma névény kozvetlen kérnyezetébdl szarmazott.

Eloszor 1 g foldet szuszpendaltunk fel 10 ml steril vizzel, majd a szuszpenziot 1000-szeresére
higitottuk, amib6l 100 pl-t szélesztettiink szét egy petri-csészén. Az izolalas antibiotikumot
tartalmazé (50 mg/L streptomicin és 50 mg/L. kloramfenikol, 2 mg/L dikloran) SGA és PDA
taptalajon tortént. Ilyen modszerre tiz torzs lett izolalva (S1-S10)

Az endofitonok és talajgombak azonositashoz a kévetkezd primer parokat hasznaltuk: ITS1, ITS4,
(ITS); Bt2a, Bt2b (B-tubulin); act-512F, ACT-783R (a-aktin) és EF1-728F, EF1-986R (elongacios
faktor 1). Az igy kapott szekvencidkat hasonlitottuk 6ssze kiilénb6z6 adatbazisokkal GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank), Q-bank Fungi (http://www.q-bank.eu/fungi/) és Fusarium

ID (http://isolate.fusariumdb.org) adatbazisok (1. tablazat).
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3.4. Altalanosan hasznalt taptalajok

SGB/SGA (Saboraud Glucose Broth/Agar) tartalmaz 40 g/L gliik6z-monohidratot, 10 g/L. peptont,
pH 5,6 £ 0,2.

PDB/PDA (Potato Dextrose Broth/Agar) tartalmaz burgonya kivonatot, ami 200 g/L. burgonyanak
felel meg, 20 g/L gliik6z-monohidratot, pH 5,6 + 0,2.

CzD (Czapek-Dox) taptalaj a kovetkezd Osszetevoket tartalmazza: 3,0 g NaNOs; 1,0 g K;HPOy;
0,5 g MgSO, - 7 H,0; 0,5 g KCI és 0,01 g FeSO,4- 7H,O/L, pH 7,3 + 0,2 .

MEB/MEA (Malt extract broth/agar) (20g/L malata kivonat, 20 g/L gliikoz-monohidrat)

Az SGA, CzD, PDA, MEA taptalajok 2% agarral lettek szilarditva, ha sziikség volt ra.

3.5. Torma taptalaj (HorseRadish extraction - HRE) készités

Ahhoz, hogy azt a génexpressziés mintazatot, ami a névényben €16 gombat legjobban jellemzi,
minél jobban tudjuk reprodukalni, in vitro torma kivonaton alapul6 taptalajt készitettiink. Ez a
vizes-metanolos kivonat a torma metabolitjainak nagyjabdl eredeti koncentraciéjat tartalmazza.

A taptalaj készitésének els6 1épése a gyokérben jelenlévé mirozinaz enzim inaktivalasa, amit a
gyokér fél oran at tartd6 fézésével értiink el. A gliikozinolatok hdstabilitdsa miatt ezeket a
vegyiileteket nem fenyegette bomlas. A f6zés utdn a névényi anyagot apritottuk, majd pépesre
daraltuk, metanol hozzaadasaval (3:2 metanol : nyers témeg), majd golyos hiit6 alatt 30 percig
forrasban tartottuk (~80 °C) a pépesre daralt gyokeret. Az extraktot lesziirtiik, majd rotadeszten
szarazra paroltuk max. 40 °C-on. Ezt a szaraz extraktot tjra felvettiik vizben a gyokér eredeti

viztartalmanak megfelel6 mennyiségben (ez kb. 70% vizet jelentett). A folyadékot sterilre sziirtiik
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0,22 pm porusatmérdji steril PES membranon keresztiil, majd a felhasznalasig -24 °C-on taroltuk.

A tapoldatot sziikség esetén sterilezett agarral elegyitettiik, ami igy 2% agart tartalmazott.

3.6. Gomba oltéanyagok készitése

A kisérletek kivitelezéséhez megfeleld, adagolhaté gomba oltéanyagot kellett késziteniink. Ehhez
razatva (200 rpm), folyékony maldata kivonaton, Czapek-Dox taptalajon vagy HRE taptalajon (kb 30
ml tdpoldat) neveltiik a gombdkat steril koriilmények kozott. A gombak novekedésétdl fiiggéen 3-9
napig hagytuk 6ket néni. Steril koriilmények kozott a micéliumot centrifugaltuk (20.000 rpm, 5
perc), ezutan a tapoldat kimosasa végett 3x steril bidesztillalt vizzel is atmostuk.

A micéliumot steril koriilmények kozott tiveghomogenizator (livegbdl késziilt eszkéz, aminek a
homogenizalé hatéasa a csiszolatos dorzsfeliilettel ellatott két rész kozott valésul meg. A egyik része
egy livegtubus, amibe szinte teljes mértékben illeszkedik egy iivegbdl késziilt pisztillus)
segitségével kozel homogén allagiva diszpergaltuk, és az ily modon elkészitett oltdanyagot 4°C-on
taroltuk.

A kisérletekhez sziikséges mennyiségli oltéanyagot a gomba szarazanyagtartalma alapjan

standardizaltuk, amit liofilizalas utani tomegméréssel mértiik le.

3.7. Tormataptalajon val6 gombainkubacio

A gombakat az el6z6ekben ismertetett tormakivonat alapu taptalajon inkubaltuk, hogy meg tudjuk
hatdrozni a gombaknak a torma masodlagos metabolitjaira gyakorolt hatasait. 5 ml folyékony

tapoldatba oltottunk be annyi gombat, hogy annak koncentraciéja 40 pg/ml szaraz tomegnek
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feleljen meg. Ezutan ezt a bekevert higitast 1,5 ml-es Eppendorf csévekbe szétosztottuk ugy, hogy
mindegyik cs6be 250 pl higitatlan HRE taptalajjal egyenértékii szuszpenzi6 keriiljon. Az Eppendorf
csoveket steril miianyag tarolé edénybe helyeztiik, ahol a steril bidesztillalt vizzel biztositottuk a
magas relativ paratartalmat a parolgas minimalizalasa érdekében a vizsgalat soran. A kontroll
beoltatlan taptalaj volt. A mintavétel utan a mintakat fagyasztottuk és -24 °C-on taroltuk a tovabbi
feldolgozasig. Mindegyik id6ponthoz legalabb 3 ismétlés tartozott. A teljes kisérlet 16 napig tartott,
a mintavételi id6pontok gyakorisaga és az egyes torzsek id6beni végpontjai el6zetes kisérleteken
alapultak. Mivel az egyes endofitonok novekedési iiteme kiilonbozott, ezért kiilénb6z6 napokon
vettiink mintakat a névekedési gorbe megallapitasahoz. Hasonld kisérleti elrendezést alkalmaztunk
a talajgombak esetében is, de ebben az esetben csak a 16 napos mintakat dolgoztuk fel.

A mintak liofilizalasa utan a mintakat 250 pL 10% 1-propanolban vettiik fel a annak érdekében,
hogy kénnyebb legyen centrifugalni, és a viszkdzus poliszacharidok ne oldédjanak be. A feliiltiszot
fagyasztoban, -24 °C-on taroltuk. A gombapelletet ezutan liofilizaltuk és meghatarozzuk a szaraz

tomeget, majd ebbdl megallapitottuk a kiilonféle torzsek novekedési gorbéjét.

3.8. Szinigrinen, mint 6nallé szénforrason valo ndévekedés

Ebben a kisérletben a szinigrint hasznaltuk kizardlagos szénforrasként egy mesterséges, egyéb
szénforrast nem tartalmazo taptalajban.

Taptalajként 100 pl Czapek Dox szervetlen taptalajt hasznaltunk, pozitiv kontrollként ehhez
adtunk 2% szacharézt. A kisérletben a szachar6zhoz képest ekvimolaris mennyiségli szinigrint
hasznaltunk fel, a negativ kontrollunk pedig viz volt. A kisérletet 96 lyuku plate-en 12 napon
keresztiil végeztiik. Mindent felhasznalt oldatot steril PES-fecskenddsziirén keresztiil sterilre

sziirtlink. A gomba novekedést fotometridsan 800 nm hulldamhosszon mértiik 3x3 matrixban egy
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Epoch mikroplate olvaséban. A valtozasokat vizualis vizsgalat is megerdsitette. A teljes novekedést

négy ismétlésben végeztiik el.

3.9. Allil- és 2-fenil-etil-izotiocianat ndvekedés-gatlé hatasanak

meghatarozasa a gombakra

Az A. rusticana fungicid illékony vegyiileteinek novekedést gatlo hatasat vizsgaltuk. Az
endofitonokat és a talaj gombakat kdzvetleniil 6ssze tudtuk hasonlitani. SGB téaptalajt alkalmaztunk,
aminek 500 pl-ét gombdakkal oltottuk be 24 lyuku plate-n. A novekedést 800 nm hulldmhosszon
kovettiik nyomon, a lyukakban egyenletesen, 5x5 matrixban végeztiilk a fotometrids mérést egy
Epoch mikroplate olvasoban, ezaltal lehetévé téve a fonalas gombak novekedésének
szamszerlisitését. A beoltast kovetéen csak akkor kezdtiik meg a kezelést, ha a novekedés
megkezd6dott, amit szintén fotometrids eljarassal monitoroztuk. Az abszorbancia névekedésének
észlelésekor a tenyészeteket DMSO-val higitott AITC vagy PelTC 5 pl-es mennyiségével kezeltiik.
Az els6 kisérletsorozat alkalmaval mind az AITC, mind a PeITC vég koncentracidja 0,25, 2,5, 25,
250 pg/ml volt. 2500 pg/ml egyenértékii kezelés is tesztelve volt. Ebben az esetben a végsé
koncentracié nem volt pontos az dgensek alacsony vizoldékonysaga miatt. Egy kés6ébbi kisérletben
az 1Cs, meghatarozasahoz azonos elrendezéssel, tovabbi koncentraciokat teszteltiink a felbontas
javitasa érdekében (0,445, 0,791, 1,406, 4,45, 7,91, 14,1, 44,5, 79,1, 141, 445, 791, 1406 pg/ml
koncentraciokkal dolgoztunk). A kontrollt DMSO-val kezeltiik. Mivel az ITC-k bizonyos mértékig
illékonyak, ezért egy plate egy koncentracioval és egy agenssel lett kezelve. A gombéak novekedési
titeme kiilonbozott egymastol, ezért az inokuldciétol szamitott 12, 24 vagy 36 ora utan lettek

kezelve a gombatorzsek. A kezelt plate-eket sotétben, szobahémérsékleten 48 6ran at inkubaltuk. A
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novekedést ugy szamitottuk ki, hogy a kezelés utan 48 o6raval mért abszorbanciabol kivontuk a
(kdzvetleniil a kezelés el6tt mért) nulla id6 abszorbanciat. Mindegyik pontnak, amibdl ICs, értéket

szamoltunk R-ben (‘drc’ (Ritz et al., 2015) felhasznalasaval), legalabb 3 ismétlése volt.

3.10. A Tilia platyphyllos n6vényi anyaganak gyijtése,

mintaelokészités

A murvaleveleket négy szomszédos Tilia plathyphyllos Scop. farol gytjtottiik a Debreceni
Egyetem campusardl (47.5556 N, 21.6215 E), a szerv megjelenésétél a szeneszenciig (112 nap).
Jellemz6en 150-200 mg volt a szaraz tdmege a murvaleveleknek (kezdetben koriilbeliil 40-50 db,
mig a késobbi id6szakban 8-10 db keriilt gy(jtésre) (2. abra). A mintavétel soran a fak tobb
pontjarol reprezentativan lettek a mintak gytijtve. A mintakat meleg leveg6 aramoltatassal (40° C-ot
meg nem halad6 h6mérsékleten) szaritottuk, a gy(jtést kovet6 egy éran beliil, és nagyjabol 4 6ran at
tartott a szaritds. A maradék nedvességet egy éjszakan at tartd liofilizalassal tavolitottuk el egy
Christ Alpha 1-2 LD késziilékben. A mintakat lezart mintatartokban, sététben, szobahomérsékleten

taroltuk a tovabbi feldolgozasig.
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2. dbra. A Tilia platyphyllos murvalevelinek képei a kiilonb6z6 mintavételi idépontokban és
fenolégiai szakaszokban. A fényképeket szdritds el6tt készitettiik. a) 0. nap, b) 27. nap, c) 42. nap, d)
52. nap, e) 88. nap, f) 104. nap.

A széritott mintdkat mozsarban, folyékony N, felhasznaldsdval homogenizaltuk. Ezutdn a

pontosan bemért 25 mg anyaghoz 1 ml MeOH-t adtunk, majd szobah6mérsékleten tartottuk 10
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percig, ezutan pedig 30 percig 75 ° C-on extrahaltuk. Az elegyet 13 000 fordulat/perc sebességgel

centrifugaltuk 3 percig, és a kapott feliiltiszot -24 °C-on taroltuk.

3.11. A Tilia platyphyllos fenoldgiai stadiumainak skalazasa
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3. dbra. A fenoldgiai stadiumok elérehaladdsa az idé muldsaval a Tilia platyphyllos murvalevelei
esetében, négy fdarol vett mintdbdl (kiilonbozé szinii rajzolva). Az y tengelyen a fenoldgiai stadiumok

szakaszai jelennek meg, és a Pontozott fiiggbleges vonalak vdlasztjdk el a fobb fenoldgiai fdzisokat.

A murvalevelek fenoldgiai stadiumait sajat skala szerint szakaszokra osztottuk. A fenofazis
kiilonboz6 stadiumai szinte egy idében kovették egymas az 6sszes vizsgalt fan (3. abra). Az elsé
szakasz (0—1) a murvalevél névekedése és a viragriigy kialakulasa, amely a 0. és a 32. nap kozott
volt (2. abra (a) - (b)). Gyors kezdeti méretnévekedést figyeltiink meg, amely a 0-15. napok kozott
volt. A masodik fazis a virdgzasi fazis (1-2, 2. abra (c) —(d)). Ez a 32. naptél (az els6é viragok

kinyilasatol) a 49. napig (a szirmok tobbségének leeséséig, a viragzas ekkor ért véget) tartott. A
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harmadik szakasz (2-3) a termésfejlédési szakasz, amely a 49. és a 104. nap kozott volt (2. abra
(e)). A negyedik szakasz (3—4) a termések teljes kifejlédése utan kezdddott, ekkor kezd6dott meg a
murvalevelek dregedése, amelyet az egész szerv megbarnulasa jellemez (2. abra (f)), majd csak ezt

kovet6en hullanak le a fakrol.

3.12. A kromatogramok kiértékelése és a vegyiletek

azonositasa

A kromatogramok kiértékelése az XCMS online (Tautenhahn et al., 2012) szoftverrel tortént
(https://xcmsonline.scripps.edu/) az aldbbi paraméterek hasznalataval: (I) vegyiilet detektélas:
centWave moddszer, min. és max. csucs szélessége = 5 és 20, S/N kiiszob = 10, mzdiff = 0,01,
in.tegraciés modszer = 1, cstics el6sziirés = 3, elsziirés intenzitds = 5000, zajsziirés = 1000; (II)
Retencios id6 korrekcio: Obiwarp modszer, profStep = 1; (III) Igazitas: mzwid = 0,015, minfrac =
0,5, bw = 5, max = 100, minsamp = 1; (IV) Statisztikai teszt: ANOVA. Az 6sszes alkot6elem
hozzavet6leges azonositasat LC-ESI-MS/MS segitségével végeztiik.

A fenoloidok azonositasa MS/MS spektrumok alapjan az adatbazisbdl szarmazé fragmentacios
mintazaton (https://metlin.scripps.edu/), az irodalombdl szarmazé referenciakon és a rendelkezésre
allo standardok fragmentalodasaval torténd dsszehasonlitason alapult. A flavonoidok azonositasat
MS/MS segitségével az aglikon és az aglikon jellegzetes fragmenseinek azonositasaval végeztiik
(Karioti et al., 2014; Parejo et al., 2004; Vukics & Guttman, 2010). Hasonlé megkozelitést
alkalmaztunk a katechinekre is (Jabeur et al., 2017; Karioti et al., 2014) és a fahéjsav-

szarmazékokra (Mohd Shukri & Alan, 2010; Parejo et al., 2004; Sanchez-Rodriguez et al., 2012). A
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f6 cél az utobbiak esetében a fenilpropanoid egység(ek) tipusanak azonositasa volt. A kumarinok

azonositasara a (Parejo et al., 2004) cikkét hasznaltuk.

3.13. Adatbanyaszat

Az Armoratia rusticana esetében annak meghatarozasara, hogy a metabolit koncentracidja
jelent6sen megvaltozik-e a kezelések eredményeként, ANOVA-t hasznaltunk XCMS online feliilet
segitségével (Gowda et al., 2014). Az XCMS Online alkalmazasban minden megfigyelési pontot
(egy mintavételi idéponthoz tartoz6 fdk mintdinak osszességét) kiilon kezelésként értékelve
ANOVA-nak vettiink ala. A megfigyelési pont egy adott id6pontban végzett kezelés mintaibol allt, n
> 3. Ezekre az adatokra Bonferroni korrekciot hasznéaltunk. A jellemz6k szignifikansak voltak p
<3.03e-6 esetén. A sikeres ANOVA tesztek utan a Dunett post-hoc-tesztet alkalmaztuk a t6bbszoros
kezelések Osszehasonlitasahoz. Ezeket vagy a végponthoz, vagy a legkdzelebbi kontroll kezelési
pontjaihoz viszonyitottuk (mindkett6 n=3). Az 6sszes szamitast R-ben (“R: The R Project for
Statistical Computing,”) végeztiik.

A Tilia platyphyllos esetében XCMS online feliiletrél kinyert nyers adathalmazt a kovetkezo
kritériumok szerint szfirtiik az R 3.5.0-ban: 1., tisztasag: csak azokat a csicsokat vettiik figyelembe,
amelyek egy id6pontban mind a négy fa mint4jaban jelen volt, vagy egyikb6l sem tudtuk kimutatni;
2., jel-zaj arény: a cstics abundancidjanak maximuma 1E5 felett kellett, hogy legyen; 3., vak
kontroll: a mintakban egy-egy vegyiilet esetében legalabb 100-szor tébb kell, hogy legyen a cstics
alatti teriilet, mint a vakban (MeOH), ha ott megtalalhato.

Az izotépok és az adduktok jelenlétét félautomata azonositasat és szortirozasat ezen a ponton
végeztiik, az R 3.5.0-ban: a csticsokat multi korrelacié alapjan listaztuk (> 0,9, Pearson) azonos

retenciés id6vel (+ 0,03 perc) és izotdpokra és adduktokra jellemz6 tomeggel (°C, + HCOOH, [2M
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— HJ), és manudlisan ellendriztiik ezt a listat. Osszesen 182 csticsrdl deriilt ki, hogy izotop vagy
addukt, ezeket az elemzés el6tt kivettiik.

A nyers adatkészletet autoskalaztuk (metabolitonként), majd hierarchikus klaszterezésnek vetettiik
ald az R 3.5.0-ban (hclust, ,,Minkowski” tavolsagmetrikaval és ,,Ward.D” klaszterezési mddszerrel),
hogy hierarchikus klasztereket és vegyiiletek rendszerét megkapjunk. Az egyes metabolitok
esetében az id6 és a fak hatasait ANOVA modellekben vizsgaltuk, minden egyes metabolitra kiilon-

kiilén, R (aov) értékben.
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4. Eredmények és megbeszélésiik

4.1. Armoratia rusticana

A metabolomikai esettanulmanyunk egyik modellnévénye az Armoratia rusticana, vagyis a
torma. Metabolomikai szempontbdl, ez a novény azért érdekes, mert a bioaktiv vegyiiletek
alapvetden inaktivalt allapotban vannak jelen, az aktivalasukhoz pedig egy enzimatikus folyamat
sziikséges (1. abra). Ebben az esetben a vegyiiletek valtozasat egy kiilsé tényezd, a gombak
indukalhatjak. Az esettanulmany leginkabb célzott metabolomikai koncepciot alkalmaz, mely jelen
esetben egy vegyiiletcsalad vizsgalatat jelenti, mégpedig azon elv mentén, hogy a vegyiiletcsoport
mennyiséges és min6sége hogyan és milyen mértékben valtozik a gombakkal valé inkubalas soran.
Ezen mennyiségi és mindségi valtozasok monitorozasara kiilénb6z6 miiszeres analitikai technikakat
dolgoztunk ki, hogy a megfelel6en kivitelezett kisérleteket nyomon tudjuk kovetni.

Ebben az esetben az A. rusticana és a benne él6 fonalas gombak, vagyis endofitonok
interakciojanak vizsgalatara torekedtiink. Bar a mirozinaz aktivitassal rendelkez6 gombakrol sok
tanulmany létezik, a Brassicaceae novények endofiton gombainak mirozinaz aktivitasat eddig még
nem vizsgaltak. Mivel altalaban a gliikozinolat-mirozinaz-izotiocianat (GSL-MYR-ITC) rendszert
pont gombak ellen kifejlesztett védekez6 rendszernek tekintik, ezért a gombak esetleges
aktivitasanak vizsgalata komplexebbé tenné ezt a rendszert. Ebben a megkozelitésben jobban
megértenénk a gombdak habitusat, amelyek a ndvénnyel egyiitt élnek. Természetesen a gombakat
mindenképpen 6ssze kellene hasonlitani egy kontrollcsoporttal, hogy a jelenség specifikussagat is
igazolni lehessen.

A Tilia platyphyllos-t6l eltéréen a tormat altalaban élelmiszerként azonositjuk. Viszont mar régota

ismeretes emésztést el0segitd hatasa, valamint tovabbi gasztrointesztinalis problémakban is ajanljak
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(puffadas, étvagytalansag). Kiils6leg leginkabb reumas fajdalmak esetében alkalmazhato

(Sampliner and Miller, 2009).

4.1.1. Endofitonok és talajgombak azonositasa

Hét endofiton gombat izoladltunk az Armoracia rusticana feliileti ferttlenitett gyokerébdl. Az
azonositas soran kideriilt, hogy az izolalt endofiton gombak kiilonb6z6 genusokba tartoznak (Dr.
Gonda Sandor és Dr. Emri Tamas munkdja). Az izolalt torzseket a tenyészetek makro és
mikroszképos vizsgalataval, és DNS-eik taxondmiai szempontbdl relevans szegmenseinek
szekvenalasaval (ITS, B tubulin, a-aktin és transzlaciés EF) azonositottuk. A szekvencidkat a
GenBank-ban rendelkezésre allé szekvencidkkal hasonlitottuk 6ssze, igy megallapitottuk, hogy az
izolatumok az 1. tdblazatban bemutatott fajokhoz tartoznak. A gombak harom taxonomiai-
funkcionalis csoporthoz tartoznak: A két Fusarium oxysporum izolatum (E1, E3) a Hypoceraleshez
tartozik. Ennek a fajnak mar talaltak endofiton torzseit Brassica napusban (Zhang et al., 2014). A
masik csoport tagjai a rokon Pleosporales (E4—6) és Botryosphaeriales (E2) kladokhoz tartoznak
(de Gruyter et al., 2009). Ezeket a fajokat endofitonokként is leirtdk (Chowdhary & Kaushik, 2015;
El-Elimat et al., 2015). Az Oidiodendron cerealis (E7) meglehet6sen szokatlan, mivel ez egy tipikus
ericoid endofiton (Mclean et al., 1999), amely az Ericaceae névénycsaldd gazdasejtjeit kedveli
(Grelet et al., 2016).

Az altalunk izolalt talajgombdak koziil négy Fusarium (S1, S3, S7, S10), harom Penicillium (S2,
S5, S8), kett6 az Aspergillus (S6, S10) és egy Paraphoma (S4) torzsbe tartoznak (1. tdblazat). Ezen
torzsek identifikalasat a 3.3 alfejezetben leirt moszerekkel makro és mikroszkdpos vizsgalattal,

valamint DNS szekvenalassal (ITS és a-aktin) végeztiik.
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4.1.2. Torma endofitonok és talaj gombak gliikozinolat-bonté aktivitasa

Szamos vizsgalt gombarél (Macrophomina phaseolina, Fusarium oxysporum, Setophoma
terrestris, Paraphoma radicina) kimutattuk, hogy bontjak a kiilonféle gliikozinolatokat. A
kisérleteinkbdl latszik, hogy az endofitonok altalaban hatékonyabban bontottak ezen vegytileteket,
mint az azonos talajb6l szarmazod talajgombdk. A bomlads sebessége bizonyos mértékben a
glitkozinolatok oldallancatol fiiggott, amint azt késébb lathatjuk. Ennek a mddszernek a f6 kisérlete
a kiilénb6z6 gomba torzsek inkubaladsa a torma-kivonaton (HRE) mint taptalajon, és ezutdn a
gliikozinolat-koncentraciok mennyiségi meghatarozasa LC-MS segitségével (A  mérés
lebonyolitasaban Dr. Czidky Zoltan és Sinka Laszl6 volt segitségiinkre). Ez lehet6vé tette a gombak

feltételezett mirozindz enzim aktivitasanak mérését, amihez sziikségiink volt izolalt endofiton és

talajbol szarmaz6 gombatorzsekre.

[M-H] (m/z)] Rt Trivialis név Oldallanc Gliikozinolat
osztaly
358.0275 1.59 | Szinigrin * 2-propenil alifas
372.0434 2.69 | Gliikonapin 3-butenil alifas
374.0591 4.23 | Gliikokochlearin 1-metilpropil alifas
386.0592 6.37 | Gliikobrasszikanapin 4-pentenil alifas
422.0261 1.28 | Gliikoiberin * 3-(metilszulfinil)propil metiltioalkil
478.0888 7.4 Gliikoibarin 7-(metilszulfinil)heptil metiltioalkil
408.0435 7.32 | Gliikotropaeolin benzil aromas
422.0591 9.08 | Gliikonasztuciin * feniletil aromas
447.0544 8.49 | Gliikobrasszicin * indol-3-ilmethil indol
477.0649 9.29 | 4-Metoxigliikobrasszicin | 4-metoxiindol-3-ilmethil | indol

2. tabldzat. A tormakivonatban taldlhaté azonositott gliikozinoldtok. Ezeket a vegylileteket az

endofitonok és a talaj gombdk is bontottdk. (Azokat a gliikozinoldtokat, amelyeket standarddal

azonositottunk, csillaggal jeldltiik, a tobbi pedig referencia alapjdn lett azonoitva (Agneta et al.,

2014). Rovidités: Rt retencios idé (perc)
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A tormakivonatbol kiilonféle gliikkozinolatok lettek azonositva. Az LC-MS/MS mérés megmutatta,
hogy egy 250 pL-es alikvot (ami 0,295 g torma nyers tomegnek, vagy 0,088 g torma
szaraztomegnek felel meg) 1,42 pmol szinigrint (2,37 mg/ml), és 0,077 pmol glitkonaszturciint
tartalmazott (129 pg/ml), és kisebb-nagyobb mennyiségben egyéb GSL-eket is (2. tablazat). Az
inkubaci6 utan LC-MS mérést végeztiink, majd az abbol kapott kromatogramokat az XCMS Online
segitségével célzottan gliikozinolatokat keresve sziirtilk az adatokat. Ha egy vegyiilet altal adott
jelnek kromatografias csics alakja volt, és az MS/MS-ben a GSL-specifikus fragmensek
megjelentek, akkor gliikozinolatként azonositottuk. Erre a célra az MS*-ben a 259.012 (CsH11SOs")
és 96.960 (HSO,4 ) fragmenseket kerestiik (Fabre et al., 2007; Rochfort et al., 2008). A kimutatott
kisebb gliikozinolatok alifas (gliikkonapin, gliikokoklearin), tiometil-alkil (gliikoiberin) és indolos
(gliikobrasszicin) csoportba tartoztak (2. tablazat). Mar korabban is leirtdk, hogy ezen tipusu
giikozinolatok megtalalhatoak a tormagyokértben (Agneta et al., 2014). Bar a GSL-ek detektalasi
érzékenysége az LC-ESI-MS-ben valtozékony, a detektalt GSL-ek koziil tobbnek a jel aranya 0,73—
1,72 volt szinigrinhez viszonyitva (Maldini et al., 2012; Tian et al., 2014). Ebbdl kdvetkeztethetiink
arra, hogy a kisebb GSL-ek nagyjabol 0,7—40,6 nmol (mindegyik) mennyiségben voltak jelen ebben
a kivonatban.

A kontrollokban a legtobb gliikozinolat koncentracidja nem valtozott szignifikansan a 16 napos
inkubacids periodus alatt (p> 0,05). A hét endofiton gombabol hat sikeresen lebontotta a legtébb
vagy az 0Osszes gliikozinolatot (p> 0,05, 4. abra). Az inkubaci6 végére a hét torzsb6l hat
szignifikansan csokkentette a f6 gliikozinolat, a sinigrin mennyiségét (p <0,001, 4a. abra). Az E7
torzs (O. cerealis) azonban nem volt képes a gliikkozinolatokat lebontani (4. abra). A szinigrin
bontasi képességét ugyanazon gombak esetében szintén teszteltiik, hasonlé6 mennyiségli szinigrinnel
SGB-ben (5. abra). Ez arra utal, hogy a nagy mennyiségii GSL jelenléte 6nmagaban nem elegend6
az enzimek indukalasahoz, amelyek felel6sek a bontasért, annak ellenére, hogy a gliikozinolat-

bonté képességiik kifejzett (E2, E4-E6) (4-5. abra). Ez indokolta a HRE-ben végzett munka
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fontossagat a gombak bontasi képességeinek bemutatasara. Annak ellenére, hogy a HRE 6sszetétele
a tormagyokér kiilonféle sejtjeinek atlaga, in planta koriilményekhez jobban hasonlit, mint egy
szokasos mikrobioldgiaban hasznalt taptalaj. A teljes névényi kivonat szintén jobbnak bizonyult az
endofitonok egy masik vizsgalata szempontjabol, mégpedig az endofitonok ndvekedési jellege
szempontjabol (Murphy et al., 2015). Amikor az endofitonok a mirozinazt nem tartalmazé sejtek
intracellularis terébe bejutnak, a gomba eredetli mirozinaz enzim bonthatja a benne 1év6

giikozinolatokat. Ezek az enzimek lehetnek intra-, vagy extracellularisak is (Reese et al., 1958).
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4. dbra: A gliikozinoldtok bomldsa a torma eredtii endofiton gombdival beoltott torma-kivonatban.
A kovetkezé gliikozinoldt alosztdlyokat mutatjuk be: a-d., alifds; e-f, metiltioalkil; g-h, aromds; i-j,
indol. Abrdk: a., szinigrin; b., gliikonapin; c., gliikokoklearin; d., glucobrasszikanapin; pl.
gliikoiberin; f., gliikoibarin; g., gliikotropaeolin; h., gliikonaszturciin; i., gliikobrasszicin; j., 4-
metoxi-gliikobraszicin. Gombdk: E1, Fusarium oxysporum; E2, Macrophomina phaseolina; E3,
Fusarium oxysporum; E4, Setophoma terrestris; E5, Paraphoma radicina; E6, paraphoma
radicina; E7, Oidiodendron cerealis; C, kontroll (nem lett gombdval beoltva). Statisztikai teszt:

Dunnett-teszt, végpont-mintdk az utolsé idépont-kontrollhoz viszonyitva (n = 3, *** p <10-5; ** p
<10-4 *, p <5 * 10-4).
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5. dbra: Az SGB tdptalajbdl visszamért szinigrin mennyisége, aminek a kezd6 koncentrdcioja 2.5
mg/ml volt (hasonléan a torma-kivonathoz) és az endofitonokkal 16 napig inkubdltuk.
Jelmagyardzat: C_0, kontrol (nulla id6); C_16, kontrol (16 naposan); Endofitonok (16 nap): E1,
Fusarium oxysporum; E2, Macrophomina phaseolina; E3, Fusarium oxysporum; E4, Setophoma
terrestris; E5, Paraphoma radicina; EG6, paraphoma radicina; E7, Oidiodendron cerealis. Az

alkalmazott statisztikai teszt ANOVA volt, amelyet Dunnett-teszt kdvetett, ,, ***” p <0,001.
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A szinigrin és a gliikonaszturciin koncentracio-csokkenésének meredekségbdl kiszamithaté a
bomlasi sebesség, ami 0,606-1,476 mM/nap és 0,018-0,057 mM/nap tartomanyban volt. A fajon
beliili kiilonbségek az E1-E3 (F. oxysporum) és az E5-E6 (P. radicina) torzseknél jol
megfigyelhetéek. Mig az E1 mar a novekedési szakaszaban gyorsan lebontotta a legtobb
gliikozinolatot (1,125 mM/nap szinigrin; 0,057 mM/nap gliikonaszturciin), addig az E3 sokkal
kisebb aktivitast mutatott, és akkor is csak azutan, hogy a novekedése leallt (0,606 mM/nap
szinigrin; 0,030 mM/nap gliikonaszturciin). Ugyanazon torzsek sokkal kevésbé kiilonboztek az
indolos gliikozinolatok bontasa esetében (4i-j. abra). Az E5 és E6 torzsek kozotti kiilonbségek
kevésbé voltak kifejezettek az E1 és E3 torzsekhez viszonyitva. Az E5 és az E6 torzsek esetében a
9-10. nap kortil elérték a stacioner fazist, de az E5 térzs mar néhany nappal korabban megkezdte a
glitkozinolatok bontasat. Amint az szinigrin bontasa megkezdédott, hasonlo sebességgel ment végbe
az E5 és az E6 esetében is. A kiilonbség sokkal szembet(in6bb volt a metiltio-alkil-gliikozinolatok
(4e-f. abra) és az aromas gliikkozinolatok (4g-h. abra) esetében. A kisérlet végére az E6 csak a
tiometil-alkil-gliikozinolatok koncentraciéjat csokkentette, de ez a csokkenés nem volt szignifikans
(p> 0,05), szemben az E5-tel (p <0,001). Masrészt az E6 az E5-h6z viszonyitva 1,72-szeres
sebességgel bontotta a gliikonaszturciint. Az E4 torzs az E5-E6-hoz hasonlé viselkedést mutatott,
kiilonosen a metiltio-alkil- és aromas GSL-ek esetében (4e-h. abra). Csak akkor bontotta le a GSL-
eket, miutan elérte a stacioner fazist. Az E2 torzs sokkal hatékonyabb volt az alifas GSL-ek
bomléasaban, mint a lassan novekvd E4—6 torzsek (4b-d. abra). Azonban ez a tdrzs hasonlo
hatékonysaggal bontja le az aromas és metiltio-alkil-GSL-eket (4e-h. abra).

Nyilvanvaldan latszik az adatokbdl, hogy a kiilonféle gliikozinolat csoportok bontasi sebessége
mas és mas. Az indol GSL-ket tudtdk a legkevésbé bontani a gombak (4i-j. abra), bar sokkal
alacsonyabb koncentracioban voltak jelen, mint a f6bb vegyiiletek. A tobbi osztalyt (alifas,

metitiolalkil és aromas) tébbé-kevésbé hasonlé hatékonysaggal bontottak le.
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A gliikozinolatok lebontasara kevésbé voltak képesek a talajbol izolalt gombak, amiket izolaltunk.
Ugyanezen 16 napos inkubalas és a minta el6készités utan azt kaptuk, hogy mig néhany talajgomba
aktiv volt, altalanossagban a hatékonysaguk alacsonyabb volt, mint az endofitonoké (6. abra). A tiz
torzs koziil négy az inkubacios periodus végére lebontotta az dsszes szinigrint (S1-2, S9-10); kettd
csak részlegesen (S4, S6), mig négy nem volt képes metabolizalni a szinigrint (S3, S5, S7-8) A
gombatorzsek szempontjabol azt lathatjuk, hogy mind a bontani képes torzsek koziil az S1 és S10
Fusarium fajokat jelol, mig az S2 Penicillium, az S9 pedig Aspergillus. Ugyanilyen valtozatossagot
mutat a részleges és a semmilyen metabolizaciét nem mutat6 csoport is.

Mas alifas GSL-k bontasa valamivel kevésbé volt hatékony (6c-d. abra). Annak ellenére, hogy
képes bontani a szinigrint és az alifas GSL-eket, az S1 nem tudta hatékonyan lebontani az indolos
GSL-eket (6i-j abra). Ez hasonl6 az endofitonok esetében megfigyelt jelenséghez, de ez a
metabolizacios sebesség kicsit nagyobb az S1 jelenlétében, mint az endofitonoknal.

A gomba eredetli tiogliikozidaz/mirozinaz enzimet mar korabban leirtdk (Galletti et al., 2008;
Reese et al., 1958; Smits et al., 1993; Wu & Meijer, 1999). Eredményeink alapjan tgy tiinik, hogy
ez az enzimatikus tevékenység meglehet6sen elterjedt. A fentebb bemutatott potencialis
gliikozinolat-bontasi képesség kivald példa arra, hogy a mikrobialis kdozosség hogyan valtoztathatja
meg a novényi metabolomot kiilénféle modokon. Az eredmények ravilagitanak a fajon beliili
variabilitas fontossagara a novény-mikrobiom kolcsénhatasok tanulmanyozasakor (Robinson et al.,

2000).
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6. dbra A szinigrin és a minor gliikozinoldtok bomldsa tormakivonaton a endofitonokkal (narancs)
és talaj gombdkkal (kék) végzett 16 napos inkubdlds utdn. A kévetkez6 gliikozinoldt alosztdlyokat
mutatjuk be: a-d., Alifds; e-f, metiltioalkil; g-h, aromds; i-j, indol. Aldbrdk: a., szinigrin; b.,
gliikokapin; c., gliikokoklearin; d., glucobrasszicanapin; e., gliikoiberin; f., gliikoibarin; g.,
gliikotropaeolin; h., gliikonaszturciin; i., gliikobrasszicin; j., 4-metoxi-gliikobraszicin. Gombdk: E1,

Fusarium oxysporum; E2, Macrophomina phaseolina; E3, Fusarium oxysporum; E4, Setophoma
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terrestris; E5, Paraphoma radicina; E6, paraphoma radicina; E7, Oidiodendron cerealis; C_0,
kontrol (nulla id6); C_16, kontrol (16 naposan); S1-S10: a torma mintdjdval azonos helyszinen
taldlhaté talajgomba. Statisztikai teszt: Dunnett-teszttel, a végidémintdkat ésszehasonlitottuk a

végidb-kontrollal (n = 3, *** p <3 * 10-6; ** p <3 *10-5 *, p <1,9 * 10-4).

4.1.3. A bomlastermékek kimutatasa

SPME-GC-MS hasznélataval a szilard torma taptalajon névé endofitonok folott 1évé goztérbol
sikeresen mutattuk ki a szinigrinbdl keletkezd allil-izotiocianatot, a glutation konjugatumot pedig
LC-MS segitségével a taptalajbol mutattuk ki.

A HRE-n valé inkubéaci6 utani LC-MS adatokban el6szor deszulfatalt gliikozinolatokra sziirtiink
(Ratzka et al.,, 2002). A Helix pomatia-bol szdrmazé szulfatdz enzimet hasznaltunk deszulfo-
gliikozinolatok gyartasara, az enzim jol miikodott a tiszta gliikozinolatokon, és a HRE-n is. A
deszulfo-GSL-ek jellegzetes csicsokat adnak pozitiv ion moédban az LC-MS-ben, de ezek a
termékek nem voltak jelen az endofiton gombéakkal inkubalt HRE-ben.

Megkiséreltiik a szinigrin vagy gliikonaszturciin tipikus illékony bomlastermékeit, vagyis ITC-ket
vagy nitrileket is kimutatni. Specifikus fehérjék vagy egyéb, az altalanostol kiilonb6z6 koriilmények
hianyaban a gliikozinolatok bomlastermékei az izotiocianatok (1. abra) (Wittstock & Burow, 2007),
amelyek er6sen mérgezd gombaold szerek (Azaiez et al., 2013; Wittstock & Burow, 2007; Wu &
Meijer, 1999). Meglep6 modon csak az E5 és az E6 esetében volt kimutathaté az AITC a Petri-
csésze légterében (7a. abra). Az ITC teljes mennyiségének koriilbeliil 1,25% -a szabadult fel és
keriilt a g6ztérbe a 6. napon E6 esetében 24 éra alatt. A masik négy szinigrin-bonté faj (E1-E4)
esetében csupan nyomokban tudtunk kimutatni AITC-t a goztérbol (A mérés lebonyolitasaban Dr.
Szikszai-Kiss Attila volt segitségiinkre). A nitrilképzddés az egyik modszer az ITC-k toxikus

hatasainak kivédésére, amit egy Aspergillus torzsben is leirtak mar (Galletti et al., 2008). Ennek
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ellenére az allil-cianidot egyetlen mintaban sem tudtunk detektalni (7b. é&bra), ahogy a
glitkonaszturciin jelent6sebb bomlastermékeit sem (7c. abra), bar ez az AITC-hez és az allil-
nitrilhez viszonyitva alacsony illékonysaguk kovetkezménye is lehet. Az ITC-ket azonban csak
szabad formaban tudjuk detektalni a GC-MS technikaval, mivel a konjugatumok nem illékonyak.
Lehetséges, hogy az AITC a kdzegben csak és kizardlag konjugalt formaban volt jelen, mert egy
masik tanulmanyban mar probaltak a szinigrint bontani Citrobacter segitségével, majd a folyékony

taptalajt szerves oldoszerrel val6 extrahalas utan GC-MS-ben mérni, de ekkor sem sikeriilt illékony

terméket kimutatni (Albaser et al., 2016).
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7. dbra Az endofiton gombdk dltal a tormakivonatbdl felszabadulé illékony anyagok SPME-GC-
MS kromatogramjai a szildrditott tormakivonaton torténé novekedés sordn. Az illékony
alkotéelemeket a szildrd tdptalaj levegdjébdl 24 6rdn keresztiil adszorbedltattuk aktiv szénnel, majd
metil-acetdttal eludltuk a GC-MS méréshez. Roviditések: ACN, allil-nitril; AITC, allil-izotiociandt;
BITC, butil-izotiociandt-izomer (m/z 115, valédsziniileg gliikokoklearinbdl szdrmazik); PCN,
fenipropionitril; PelTC, 2-feniletil-izotiociandt. Aldbrdk: a., Allil-izotiociandt (SIM m/z 99); b.,
allil-cianid (SIM m/z 67); c., teljes ionkromatogram (TIC). Jelmagyardzat: blank, aktiv szén
eludtum (semmit nem adszorbedlt); AITC_Std, 100 pg/ml allil-izotiociandt (standard); ACN_std,
100 pg/ml allil-nitril (standard); control, tormakivonat gombaleoltds nélkiil; E1-E6: torma
endofiton gombdk (a maximdlis abundancidval rendelkez6 napokon); std, standard keverék, allil-
cianid, allil-izotiociandt, fenilpropionitril és 2-feniletil-izohtiociandt (mindegyik 100 ug / ml). A
gombdk szinkodja megegyezik a 4. dbra szinkédjaval. Gombdk: E1, Fusarium oxysporum (5. nap);
E2, Macrophomina phaseolina (7. nap); E3, Fusarium oxysporum (6. nap); E4, Setophoma
terrestris (6. nap); E5, Paraphoma radicina (6. nap); E6, paraphoma radicina (6. nap).

Mivel sok torzs esetében nem talaltunk illékony bomlastermékeket, ezért célzottan kerestiink az
LC-MS mérésekben lehetséges nem-illékony GSL-metabolitokat (CysGly-AITC, Cys-AITC,
glutation-AITC). Egy csucsot talaltunk, mégpedig 405,0914 m/z, és 8,12 perc retencids id6
paraméterekkel. A vegyiilet egzakt tomege alapjan GSH (glutation)-AITC konjugatum lehet.
Szerkezetét in vitro standardakbdl készitett GSH (glutation)-AITC konjugatummal igazoltuk, egy
korabbi tanulmanyunkban alkalmazott szarmazékképzési reakci6 alkalmazasaval (Gonda et al.,
2016). A két vegyiilet azonos MS*-spektrumot és retenciés id6t mutatott. Azon gombadk taptalaja,
amelyek g6zterében nem volt AITC, nagy mennyiségben mértiink ki GSH-AITC adduktot.

A nulla id6éponti kontrollhoz képest az E1 és az E2 taptalajaiban 8,77-szer és 6,07-szer tobb GSH-
AITC adduktot tartalmaztak. Ennél sokkal nagyobb aranyu a kiilénbség az E4, ES és az E6 esetében
(29,14, 14,05 és 43,27-szeres novekedés, p <0,01, Dunnett-teszt). Az E3 esetében nem novekszik a

konjugatum mennyisége, ami valosziniileg a szinigrin lapos bomlasi gorbéje miatt lehet (5a., 8.
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abra). A GSH-AITC addukt jelenléte azt sugallja, hogy az ITC-k legalabb részben a GSL
konjugatumokként vannak jelen a gombakban. Az AITC spontan modon konjugalodik a gombak
tiol-készletével (féleg GSH-val (Pécsi et al., 2004)), aminek egy részét a taptalajba eliminalja a
gomba. Az ITC toxicitas novekszik, ha a gombak GSH-készlete elfogy (Bertoti et al., 2016),
fokozva a fehérje -SH csoportok elleni tamadast. Az addukt kis mennyiségének feltehet6en az lehet
az oka, hogy a GSH visszavétele igen gyors (8. abra). A konjugacio lehet spontan, vagy glutation-S
transzferaz enzimek altal segitett (Bernardi et al., 2003; Zhang et al., 1995). Az AITC elleni
toleranciat az Alternaria brassicicola nekrotrof gomba esetében a glutation-S transzferazok és
tioredoxinok szintjének emelkedésével magyarazzak (Sellam et al.,, 2007). A GSH-AITC

konjugatum megjelenhet a taptalajban aktiv efflux vagy a sejtek lizise kovetkeztében is.
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8. dbra: Az allil-izotiociandt-glutation-addukt koncentrdcidjdnak vdltozdsa az endofitonok
tormakivonaton valé novekedésiik soran. Gombdk: E1, Fusarium oxysporum; E2, Macrophomina
phaseolina; E3, Fusarium oxysporum; E4, Setophoma terrestris; E5, Paraphoma radicina; E6,
paraphoma radicina; E7, Oidiodendron cerealis; C, kontrol (nem lett gombdval leoltva).
Statisztikai teszt: Dunnett-teszttel, a legmagasabb koncentrdciok (minden tdrzsonként eltérd)
id6épontjdt dsszehasonlitottuk a nulla idétartamii kontrollokkal (n = 3, *** p <10-3; **, p <10-2

*, p <0,05)
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Még abban az esetben is, amikor a GSH-AITC konjugatumot detektaltuk, nagyobb mennyiségii
szabad GSH volt kimutathato6 a taptalajbol. Ez arra utalhat, hogy a GSH mennyisége nem fogy el
ezen korilmények kozott, és/vagy egy aktiv mechanizmussal a GSH nagy hatékonysaggal képes
regeneralddni. A szabad GSH jelenléte megmagyarazza a gombak életképességét a szinigrin bomlas
(és AITC felszabadulas) soran. Az is elképzelhet6, hogy a GSH aktivan szekretalodik a taptalajba,
de meglehet, hogy a molekulanak csak igen korlatozott funkci6i vannak az extracellularis térben a
gombak esetében (Pocsi et al., 2004). A GSH magas intracellularis koncentraciojat és gyors
ciklikussagat mar leirtak (Albaser et al., 2016). Mig masok kimutattak, hogy a tisztitott Citrobacter
myrozindz a tiszta gliilkozinolatokat ITC-kké bontja, addig az AITC nem volt kimutathaté a
Citrobacter taptalajabol, amely szinigrinen nétt, mint kizarolagos szénforrason (Albaser et al.,
2016). Valészinii, hogy a jelen vizsgalat endofiton gombai hasonl6 elvek alapjan bontjak a
gliikozinolatokat, mint az emlitett Citrobacter torzs. Természetesen az sem zarhaté ki hogy egy
masik termék vagy konjugatum van jelen a rendszerben.

Osszességében a tiogliikoziddz aktivitds elmarad a mar megfigyelt GSL-bonté képességtdl
(Galletti et al., 2008; Reese et al., 1958; Smits et al., 1993). A termék ITC volt, szabad vagy
konjugalt formaban. Hasonl6an a Citrobacter enziméhez, amelyet vizsgaltak (Albaser et al., 2016),
ezek az enzimek is alkalmazhaték gliikkozidazokként (vagy homologokként is), amelyek
szubsztratként elfogadjak a tioglikozidokat is. A 5. és 6. abra azt mutatja, hogy ezeknek a
mikrobidlis enzimeknek valdsziniileg széles spektrumuk van: szubsztratként elfogadjak a legtébb
gliikozinolatot, de a kiilonb6z6 GSL-eket eltér6 sebességgel képesek bontani. Mar ezel6tt is
vizsgaltak, hogy a kiilénb6z6 névényi mirozinazok milyen sebességgel képesek bontani a kiilonféle
oldallancokat tartalmaz6 GSL-eket (Bernardi et al., 2003; Gonda et al., 2016) a Citrobacter
mirozinazahoz képest (Albaser et al., 2016). Annak ellenére, hogy a gombak elég jdl toleraljak a
felszabadult ITC-t a HRE-n a novekedésiik soran, tovabbra is vannak megvalaszolatlan kérdések. A

GLS-ek bontasa a gombak esetében nem feltétleniil jelenti azt, hogy a ndvényi vegyiileteket
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képesek szelektiven felhasznalni, ezért a szinigrint mint az egyetlen szénforrast hasznaltuk, hogy a

gombak novekedését teszteljiik.

4.1.4. Tovabbi, endofiton gombakon végzett kisérletek

4.1.4.1. Szinigrin, mint az endofiton és talaj gombak kizarolagos

szénforrasa.

Kizarélag szinigrint, mint szénforrast tartalmazé CzD taptalajon nevelve a gombakat, ki tudtuk
mutatni, hogy, a szinigrint sok gombatdrzs képes felhasznalni. Ebben az esetben jelent6sebb
kiilonbséget talaltunk a talaj és az endofiton gombak kozott.

Meglep6 médon a hét torma endofitonbdl négy képes volt felhaszndlni a szinigrint kizarélagos
szénforrasként. A leghatékonyabb szinigrint bonté gomba képes volt mind a szinigrint, mind a
gliik6zt felhasznalni, mint szénforrast (E1). A talajgombékat is vizsgaltuk, itt tiz térzs koziil csupan
harom volt képes felhasznalni a szinigrint, mint kizar6lagos szénforrast. Ez a tipusu kisérlet
specifikusabbnak t{inik, mint a GSL-ek bontasa az endofitonok és a talajgombak elkiilonitésére.

A kisérlet értékelésekor megallapithato, hogy az endofitonok nagyobb mértékben voltak képesek

tapanyagként felhasznalni a védekezésre szant metabolitokat, mint a talajgombak.

4.1.4.2. Izotiocianatok altali névekedésgatlas

A novkedésgatlas nem tartozik szorosan a metabolomikai vizsgalataink ko6zé, de bdvebb
betekintést enged a témaba, és jol mutatja az endofitonok és talajgombak kozotti kiilonbséget. A

viszonylag alacsony mennyiségli ITC sikeresen gatolta az Osszes vizsgalt gombank novekedését
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folyékony tapkdzegben. Ebben az esetben is kiilonbséget lathatunk az endofitonok és a talaj gombas
csoportja kozott: az endofitonok jobban toleraltak az ITC-ket. ICso-értékeket mértiink, amik
osszehasonlitasabol kit{inik, hogy a gombak tobbsége sokkal jobban tolerdlta az AITC-t, mint a
PelTC-t: az ICso-értékek kozotti atlagos kiilonbség 2,30-szoros volt. Megfigyelhet6 volt, hogy az

endofiton gombak esetében szinte hidnyoznak az AITC-re kifejezetten érzékeny gombak.

4.2. Tilia platyphyllos

A torma mellett a masik modellnévényiink a nagylevell hars, vagyis a Tilia platyphyllos. Ebben az
esetben a névény feldolgozasa és mérése alapjan leginkabb a fenolos anyagaira koncntralva az igy
kinyerhetd teljes metabolomjat szerettilk volna vizsgalni nem kiemelve egy-egy vegyiiletet sem,
vagyis egy nem célzott metabolomikai megkozelitést alkalmaztunk. Jelen esetben a metabolitok
valtozasat az ido elorehaladtaval szerettiik volna monitorozni a teljes novényi matrix esetében. Ezen
tanulmanyhoz standardizalt gy(jtési és tarolasi metodusokat kellett kidolgoznunk, ami lehet6vé
tette a stabil allapotban levo metabolom késobbi torzitas nélkiili analitikai vizsgalatat.

Ezen gyogynovény esetében, az aktiv komponenseket tartalmazé viragzatot (hagyomanyosan)
szinte kizarolag viragzas soran gyjtik 6ssze. Mivel Tilia platyphyllos kiilonb6z6 képleteivel eddig
tobb tanulmany is foglalkozott, de ezek esetében is a virdgzat a leggyakrabban vizsgalt szerv, ezért
fontosnak tartottuk, hogy a gyogydaszati szenpontbol is relevans murvalevelet énamgaban is
tanulmanyozzuk, ami a drog tomegének nem elhanyagolhaté mennyiségét adja, raadasul ez a képlet
a botanikai viraggal ellentétben, ami 7-14 napig elérhet6 fajtdl fiigg6en, t6bb, mint 100 napig jelen
van. Kifejezetten a murvalevelet csak par tanulmany jarta koriil részletesebben (Karioti et al., 2014;
Toker et al., 1999). Egy korabbi tanulmany kiilon hasonlitotta 6ssze a kiilonb6z6 szervek flavonoid

tartalmat (Toker et al., 2001). A rokon fajokat, mint a Tilia cordata Mill és a Tilia americana var. A
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mexicana (Schltdl) Hardin-t részletesebben vizsgaltak a Tilia platyphyllos-nal. Szamos tovabbi cikk
jelent meg a kiilonb6z6 Tilia spp. viragzatanak kémiai Osszehasonlitasarol, vagy Tilia spp. mas
fajokkal valo 6sszehasonlitasarol (Neirynck et al., 2000; Toker et al., 1999; Yildirim et al., 2000).

A hars viragzata lényeges szerepet tolt be a gyogynovényeink korében, hiszen a kisleveli harssal
(Tilia cordata) egyiitt alkotjak a Tiliae flos-t, ami a jelenleg is hatalyban 1év6 magyar és eurdpai
gyogyszerkonyvben is megtalalhaté hivatalos drog. Ezt a drogot mar régora hasznaljak els6sorban
meghtiléses betegségek esetén, de a népi gyogyaszat szerint gyomorbantalmak esetén, és
immunstimulansként is alkalmazhato.

A Tilia platyphyllos murvaleveleit t6bb, mint szaz napon keresztiil gy(jtottiik, szaritottuk, majd
metanolos kivonas utan LC-ESI-MS késziilékkel lemértiik (A mérés lebonyolitdasaban Dr. Cziaky
Zoltan és Sinka Laszlo volt segitségiinkre), az adatokat pedig XCMS Online segitségével
elemeztiik.

A kiilonb6z6 kritériumoknak megfelel6 sziirés utan (egy metabolitnak az 6sszes idGpontban
homogénnek kellett lennie az illeszkedés szempontjabolakar nulla, akar nem nulla értékekrdl legyen
sz0, a maximalis nyers intenzitdsnak 10°-nél nagyobbnak kellett lennie, az adott vegyiilet maximalis
intenzitasanak 100-szor magasabbnak kellett lennie, mint, amennyit a kontroll tartalmazott tovabba
az adduktokat és izotopokat félautomata modon tavolitottuk el) 504 vegyiiletet tudtunk az
adatszettb6l kinyerni, amik koziil az MS* adatok alapjan 51-et tudtunk azonositani (3. tablazat).
Szamos flavonoidot, koztiik kempferol-, kvercetin- és luteolin-glikozidokat, valamint
katechinszarmazékokat, kumarinszarmazékokat és kinasavszarmazékokat azonositottunk, néhany

nem-fenolos vegyiilettel egyetemben (Mulroney et al., 1995).
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ID | Vegylilet neve [M-H] Rt Osztaly | kl. | Referencia
(perc)
1| Dihexozid 341.1084 1.006 A 2| M
2 Kinasav-szarmazék 1 373.1238 1.02 B 1 MSA, P, SR
3 | Kinasav-dihexozid-szarmazék 1 533.1714 1.023 B 4c | MSA, P, SR
4| Kinasav 191.055 1.04 B 6b | MSA, P, SR
5| Kinasav-hexozid 353.1084 1.04 B 3| MSA,P SR
6 Kinasav-hidroxikinasav 383.1190 1.04 B 6b MSA, P, SR
konjugatum
7 | Kinasav-szarmazék 3 406.0199 1.04 B 3| MSA,P SR
8 | Kinasav-szarmazék 4 421.096 1.04 B 3| MSA,P SR
9 Kinasav dimer 365.1083 1.057 B 6b MSA, P, SR
10 | Procianidin dimer (B tipus) 1 577.1352 8.239 D 6a| K
11 Eszkuletin-szarmazék 385.0776 8.421 C 4c P
12 | (+)-Katechin 289.0717 8.712 D 5b | Standard
13 | Katechin-szarmazék 335.0772 8.712 D 5b K
14 | Klorogénsav 353.0877 8.8 B 5b | Standard
15 Hidroxi-koniferil alkohol-hexozid 357.1188 8.962 B 1 MSA, P, SR
16 | Fraxin 369.0823 9.269 C 1| P
17 | Procianidin dimer (B tipus) 2 577.1347 9.377 D 1] K
18 | (-)-Epikatechin 289.0716 9.625 D 6a | Standard
19 kumaroil-kinasav 1 337.0927 9.64 B 6b MSA, P, SR
20 Taxifolin-hidroxikinoil-hexozid 655.1515 9.838 D 6b K,V
21 Kvercetin-hexozid-deoxihexozid 609.1458 9.856 D 6b K,V
22 | Procianidin trimer (C tipus) 865.1984 9.856 D 6a| K
23 Kvercetin-deoxihexozid-szarmazék 615.1115 9.944 D 6b K,V
24 | Kvercetin-dihexozid 625.1407 9.944 D 6b K,V
25 | Kvercetin-deoxihexozid-pentozid 579.1352 9.961 D 6b| K,V
26 | Kinasav-szarmazék 6 461.1664 9.97 B 1 MSA, P, SR
27 | kumaroil-kinasav 2 337.0927 10.048 B 6b MSA, P, SR
28 | Kvercetin-deoxihexozid-szarmazék 725.1932 10.1 D 4b K,V
1
29 | Kvercetin-dideoxihexozid 593.1503 10.117 D 6b| K,V
30 | Kvercetin-deoxihexozid-pentozid- 661.1385 10.13 D 6b| K,V
szarmazék 2
31 | Luteolin-deoxihexozid-pentozid 563.1399 10.135 D 6b| K,V
32 | Kvercetin-deoxihexozid-pentozid- 629.1275 10.135 D 6b| K,V
szarmazék 1
33 | Taxifolin-kinoil-hexozid 639.1562 10.135 D 6b| V
34 | Rutin 609.1458 10.14 D 6b | Standard
35 Luteolin-deoxihexozid-szarmazék 679.1516 10.328 D 6b K,V
4
36 | Kempferol-dideoxihexozid- 709.1982 10.346 D 4| K,V
pentozid
37 Kempferol-deoxihexozid-dihexozid 755.204 10.346 D 4b K,V
38 | Luteolin-deoxihexozid-szarmazék 613.1770 10.364 D 1| KV
5
39 | Kepmferol-dideoxihexozid 577.1553 10.398 D 6b| K,V
40 Luteolin-deoxihexozid-szarmazék 613.1326 10.398 D 6b K,V
3
1 Luteolin-deoxihexozid-szarmazék 645.1428 10.398 D 6b K,V
1
42 Eriodiktiol-hexozid 449.1083 10.432 D 4c K,V
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43 | Kvercetin-hexozid 463.0880 10.467 D 52| K,V
44 | Kvercetin-pentozid 433.0770 10.679 D 5a| K,V
45 Kvercetin-szarmazék 501.0646 10.679 D 5a| K,V
46 Procianidin A2 575.1061 10.702 D - Standard
47 Kvercitrin 447.0926 10.817 D 5a Standard
48 | Tetrahidroxikalkon-hexozid 433.1135 10.904 D 4c K,V
49 | Kempferol-pentozid 417.0824 10.938 D 50| K,V
50 | Isoramnetin-3-gliikozid 477.1034 11.18 D 5b | Standard
51 Luteolin-szarmazék 499.0854 11.186 D 5b K,V
52 | Kempferol-deoxihexozid 431.0979 11.717 D 6b| K,V

3. tdbldzat: Kiilénbozé fenoldgiai stadiumokban 1évé Tilia platyphyllos murvalevelekbdl szarmazo
stadndarddal igazolt és feltételezetten azonositott vegyiiletek. Az azonositds a felsorolt
hivatkozdsokon és standardokkal térténé oésszehasonlitdson alapul. Osztdly roviditések: A,
szacharidok; B, kinasav-szdrmazékok; C, kumarinok; D, flavonoidok (beleértve a katechineket és
procianidineket). Hivatkozdsok: K, (Karioti et al., 2014); M, (Mulroney et al., 1995); MSA, (Mohd
Shukri & Alan, 2010); P, (Parejo et al., 2004); SR, (Sanchez-Rodriguez et al., 2012); V, (Vukics &
Guttman, 2010).

4.2.1. Szezonalis variabilitas a T. platyphyllos murvaleveleiben

Az altalanos metabolomvaltozast abrazoltuk egy PCA biplot abran (9. dbra), ahol PC1 és PC4 (p =
8.12E-24, p = 3.95E-4, ANOVA) mutatja legjobban a metabolomban a legjelent6sebb valtozast a
viragzas el6tt, amely a 0—14. nap kozott, a murvalevél intenziv novekedési szakaszaban jelentkezett
(11, 12, 14, 15. abra). A fiatal szervben (0-21. nap kozotti idészak) a metabolom rendkiviili médon
kiilonbozik a viragzas és a késobbi fejlodési szakaszok metabolomjatol. A metabolom a viragzas
soran viszonylag stabil, amelyet a termésnévekedés soran jellemzd valtozas kévet, és nagyon eltér
attol, amely a murvalevél novekedése soran tortént. Mivel a 9. dbra az egész valtozas varianciajanak
csak kis részét fedi le (9.68% és 5.85%), célszeriibb az alabbiakban a kiilonb6z8 nagyobb klaszterek

kinetikajat részletesebben megvizsgalni.
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9. abra A Tilia platyphyllos murvalevelének metabolitjainak dtlagolt PCA dbrdja (PC1 és PC4).
Az egy mintavételi idopontbdl szdrmazé négy fa mintdjat dtlagoltuk, és kiilénbozé szinekkel (és
szdmokkal (napok szdma)) dbrdzultuk. Megjegyzends, hogy a PC4 tengely mentén a korai
névekedési szakaszban (0-21. Nap) és az oregedés (72—112. Nap) szakaszban torténik jelentGs

valtozds, mig a PC1 mentén a virdagzds elétt (21-32. Nap) tapasztalhato ilyen.

Az id6 és az egyes fak hatasainak jelent6ségét ANOVA modellben vizsgaltuk minden egyes
vegyiiletre kiilon-kiilon. Bonferroni korrekcié utdan (n=504) 241 vegyiiletrdl deriilt ki, hogy
szignifikansan (p <9,92E-5) valtozik id6ben (ez a vegyiiletek 47,82%-a). Ezek koziil 202 (40,07%)

magas szignifikancia szintet muat (p <1,98E-6). A fak kozotti kiilonbség az 0Osszes vizsgalt
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metabolit 6,34%-aban volt szignifikans (n=32). Egy 15 metabolitb6l all6 csoport (2,97%)
szignifikans kiilonbségeket mutatott (p <9,92E-5) a fak és a mintavételi id6 kozott is.

A novényi szervekben a a szezonalis variabilitast vizsgalé tanulmanyok id6beli felbontasa
altalaban sokkal kisebb, mint a jelenlegi tanulmanyban hasznalt felbontas (Dai et al., 2015; Vagiri et
al., 2015; Valares Masa et al., 2016; Yang et al., 2015; Zhang et al., 2016), igy azok nem elegend6ek
szamos tendencia megfeleld felismeréséhez. Példaul (Salminen et al., 2004; Tuominen & Salminen,
2017) szerint a jelenségeket nem tudtak volna leirni, ha csupan havonta egyszeri mintavétel lett
volna. A nem célzott metabolomikai megkozelités ki lett egészitve azzal, hogy néhany vegyiilet
standardjabol kalibracids egyenest tudtunk késziteni (Cosmulescu et al., 2014), ami tovabbi
informaciokkal szolgalt (Dai et al., 2015).

Kordbbi tanulmanyok mar megmutattak, hogy a kiilénb6z6 kord szdvetek metabolomja
lényegesen kiilénbozik egymastdl a Quercus sp. leveleiben (Salminen et al., 2004), a Geranium

sylvaticum-ban (Tuominen & Salminen, 2017) és a Cistus ladanifer-ben (Valares Masa et al., 2016).

4.2.2. A metabolitok diverzitasa és klaszterezése

A metabolom diverzitasat altaldban nem veszik figyelembe a szezondlis metabolit-valtozasokat
vizsgal6 tanulmanyok. A jelen munkaban a Shannon-indexet hasznaltuk a metabolom diverzitas
mérésére, ahogy (Peters et al., 2018) is tették. Amint az 10. abran lathatd, a kezdeti metabolom
sokkal véltozatosabb 6sszehasonlitva a novekedési fazissal: sok vegyiilet eltlinik a szervfejlesztés
els6 hetében. Ezt kovet6en lassi novekedés figyelhet meg, mivel 4j vegyiiletek jelennek meg, de a

kezdeti Osszetettséget csak a termés kifejl6dése utan éri el.
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10. abra A Tilia platyphyllos murvalevelének metabolitjainak dtlagolt Shannon diverzitdsi indexe

a fejlédése sordn.

Az adatok klaszterezését (van den Berg et al., 2006) R 3.5.0-ban végeztiik, hogy kiilonb6z6
metabolitcsoportokat kapjunk hasonld iddbeli koncentracio-kinetikaval. Négy nagy trendet tudtunk
azonositani, amit a vegyiiletek nagy vonalakban kovetnek; 1. nincs szignifikans valtozas, 2.
alacsony kezdeti koncentracio, amely késobb novekszik, 3. magas kezdeti koncentracio, amely
késébb csokken, és 4. atmeneti novekedés a murvalevél novekedési vagy viragzas el6tti fazisaban.
A csoportositas tehat a vegyiiletek koncentraciojanak idébeni valtozasainak hasonlosagan és

eltérésén alapul. Az adatszettet hierarchikus csoportositasnak vetettiik ala, és azonos magassagban
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klaszterekre vagassal, 6 klaszter jott létre, amelyek hasonl6o valtozasokat mutattak a fejlodési
id6szak alatt, de koziil néhany klaszter tovabb oszthatd alcsoportokra (11. abra, 12. abra). Tébb
klaszter kiilonféle osztalyba tartoz6 fenolos vegyiileteket tartalmazott (flavonoidok, kinasav-
zarmazékok) (3. tablazat). (Tuominen & Salminen, 2017) munkajaval &sszhangban
megallapithatjuk, hogy a kiilonféle metabolitcsoportok eltér6 tendencidakat mutathatnak az id6
fiiggvényében. Fontos azonban hozzatenni, hogy az egy metabolit osztalyba tartoz6 vegyiiletek is
mutathatnak eltér6 szezonalis tendenciakat, mint példaul a Quercus sp. Esetében is (Salminen et al.,
2004).

A késObbiekben a klasztereket nem sorban, hanem a benniik talalhaté trendeknek megfelelGen
mutatjuk be, a kdnnyebb értelmezhet6ség miatt. A vegyiiletek konnyebb azonosithatosaga miatt a 3.
tablazatban szereplé ID-t félkovérrel is mindig megjelenitjiik illetve erre is hivatkozunk a

kovetkezdkben.

4.2.2.1. A fejlédés soran koncentracio-valtozast nem, vagy kis mértékben

mutato metabolitok

Szamos vegyiilet nem mutatott szignifikans szezonalis variabilitast (p> 9.92E-5). Ezek tobbsége a
2., 4. és 5a. klaszterbe tartozik.

A 2. klaszter primer metabolitokat tartalmaz (dihexozid (1)), nem azonositottunk masodlagos
metabolitokat ebbdl a klaszterbdl (3. tablazat). Ennek a csoportnak a szintjei atmeneti csokkenést
mutatnak a murvalevél expanzidja soran, és csokken akkor is, amikor a murvalevelek oregedése
megkezdddik (ami ellentétes a kés6i metabolom diverzitasanak novekedésével), de altalanosan

elmondhat6, hogy szintjiik alland6 a szovetben (12. abra).
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A monoszacharidok valtozatos kinetikat mutatnak a Betula pubescens subsp. czerepanovii (Riipi et
al., 2002) leveliben, ott minden monoszacharid mas és mas fenolégiai stadiumban mutat maximum

értéket, ami eltér az altalunk talalt dihexozid kinetikajatol.

-05 0.0 05 1.0

11. dbra. A Tilia platyphyllos murvalevelib6l szdarmazé 504 metabolit sziirt, skdldzott és
kozpontositott adatszettjének Pearson-korreldcids hétérképe a szerv élettartama alatt. A szines

téglalapok szdmozdsa és betiii a klaszterek szdmat, illetve az alcsoportokat mutatjdk.

Hasonlé csoport a 4-5a. Klaszterek, amely egy lazan kapcsolédd csoport, sok azonositott
fenoloiddal. Ezen csoportok metabolitjainak koncentraciéi nagysagrendileg ugyanabba a
tartomanyba esnek a szerv teljes élettartama alatt (12. abra, 13(d). abra és 3. tablazat), a valtozasok

nem voltak szignifikansak (p> 9.92E-5). Egy alcsoport (4b.) alacsony koncentracidkat mutat a fiatal
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szovetekben, ami két hét alatt nagy foku emelkedésen megy at, majd lassu csokkenést mutat a
késdbbiekben (12. abra, kempferol-dezoxihexozid-dihexozid (37, 4b. klaszter, 13a. abra). A 4-5a.
klaszterek flavonoid glikozidokat tartalmaznak, mint példaul kempferol-diglikozidokat (37, 36, 4
klaszter), pentozidokat (kvercetin-pentozid (44, 5a. klaszter)), hexozidot (kvercetin-hexozid (43, 5a.
klaszter)) és deoxihexozidot. (kvercitin (47, 5a. klaszter), 13d. abra), kalkon-hexozidot (48, 4.
klaszter) és egy kumarin-szarmazékot (eszkuletin-szarmazék, 11, 4. klaszter).

A kvercetin-glikozidok markans jelenlétét kimutattdk mar a Quercus sp. levelekbdl (Salminen et
al., 2004), de ezek tendencidja kiilonbozétt a tobbi flavonoid glikozidokétdl. A  &ssz-
fenoloidmennyiség viszonylag gyengén csdkkend tendencidja mogott az egyes metabolitok szintjén
azért szamos valtozas tortént (Salminen et al., 2004). Az id6 fiiggvényében a fenoloid vegyiiletek
Osszességében viszonylag stabil képet mutattak a Betula sp. leveleiben (Riipi et al., 2002). A Ribes
levelekkel foglalkoz6 tanulmanyban (Vagiri et al., 2015) szamos flavonoid (kvercetin-rutinozid és

kvercetin-malonil-gliikozid) csupan gyenge tendenciakat tudott produkalni.
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12. dbra: A Tilia platyphyllos murvalevelibél szarmazé 504 metabolit relativ abundancidjanak
hétérképe a szerv élettartama alatt, hierarchikus csoportositds alapjdn rendezve, a vdltozds
kinetikaja alapjan. Metabolit-alapu, autoskdlazott adatok kertilnek bemutatdsra: a kvantitativ
vdltozdst az idbbeli dtlagértékhez viszonyitva mutatjuk be (amely 0-ként jelenik meg). A szines

téglalapok szdmozdsa és betlii a klaszterek szamat, illetve az alcsoportokat mutatjdk.
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4.2.2.2. A fejlédés soran koncentracio-névekedést mutaté metabolitok

Az 1. klaszter egy kompakt pontfelhd, egy vegyiiletcsoport, amihez néhany vegyiilet laza
korrelacioval kapcsolodik (11. abra). Az 1. klaszter kompakt csoportjanak vegyiiletei alacsony
mennyiségben vannak jelen a fiatal szovetben, de koncentracidjuk jelentésen novekszik a
murvalevél novekedése soran, és valtozatlan marad a viragzas és a termés novekedése soran (12.
abra), bar egyes metabolitok esetében a koncentracié valtozasa a viragzas befejezése utan is
folytatodik (12. abra). A legtébb metabolit esetében a valtozas statisztikailag szignifikans (p
<9,92E-5). Ez a klaszter bioszintetikus Gt szempontjabdl valtozatos csoport, mivel tartalmaz egy
kinansav-szarmazékot (26), egy kumarint (fraxin (16), 13b. abra), és egyéb fenilpropanoidot
(hidroxi-coniferil-alkohol-hexozid (15)). A fraxin altalunk megfigyelt szezondlis valtozasa
ellentétes azzal, amelyet (Marrelli et al., 2014) a Ficus carica leveleknél a kumarin esetében

megfigyeltek.

4.2.2.3. A fejlédés soran koncentracio-csékkenést mutato metabolitok

Az 5b.-6a. klaszterek felel6sek a metabolom hirtelen valtozasanak jelent6s részéért a murvalevél
fejlédésének els6 14 napjaban, valamint az 5b. klaszterbe tartozé vegyiiletek hatarozzék meg a
fiatal murvalevél vegytileteinek karakterisztikajat. A korai szakaszban nagyon magas a vegyiiletek
koncentracidja, ami a késdébbi, fejlodési szakaszokra lecsokken. Maximalis koncentracidjuk a 0.
napon volt, majd gyors, statisztikailag szignifikans csokkenés tortént 7-14 napon beliil (p <9,92E-
5). Példaul a (-)-epicatechin (18) koncentracidja kortilbeliil tizedére csokkent (13f. abra) az els6 két
hétben. A 14. naptdl kezdve ezen vegyiiletek koncentracioi gyakorlatilag alland6ak maradtak a
murvalevél élete soran. Ezen csoport tagjai kdzott tobb monoglikozidot is talaltunk. A flavonoidok
koziil pedig a flavonol tipusu aglikonokat tartalmazok dominaltak (3. tdblazat): kempferol-pentozid
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(49, 5b. klaszter)) és izorhamnetin-3-gliikozid (50, 5b. klaszter, 13c. abra) sorolhat6ak ide példaul.
Ez a csoport tartalmaz szamos katechint ((+)-katechin, (12, 5b. klaszter, 13e. abra), (-)-epikatechin
(18, 6a. klaszter, 13f. abra)), egy katechinszarmazékot (13, 5b. klaszter), egy procianidin dimert (10,

6a. klaszter) és egy procianidin trimert (22, 6a klaszter), valamint klorogénsavat (14, 5b. klaszter).

A kiilonféle fafajok fiatal szerveiben korabban is megfigyeltek mar a nagy mennyiségi
cserz6anyagot, mint procianidint és katechint. A Quercus sp. (Salminen et al., 2004), esetében az
osszfenoloid-mennyiség, mint az egyes kempferol-glikozidok és hidrolizalhat6 tanninok
mennyisége az altalunk tapasztalt tendenciat kovette: a fiatal szovetekben magasabb a
mennyiségiik, ami ezutan csokkend tendenciat kovet. Ugyanezt a jelenséget figyelték meg a
Juglans regia kiilénb6z6 fajtai esetében is (Cosmulescu et al., 2014). A nagy mennyiségli katechin-
bioszintézis oka az lehet, hogy a fiatal, tdpanyagban gazdag szévetet megvédje a novény a novényi
kartevokt6l és a patogén mikroorganizmusoktél addig, amig az ©sszetettebb bioszintetikus

utvonalak be nem indulnak (Falasca et al., 2014).
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13. dbra. Négy Tilia platyphyllos farol szdrmazé murvalevelek kivdlasztott metabolit-
koncentrdacioinak valtozasai, LC-ESI-MS-vel mérve. Az “y” tengely vagy a koncentrdcio szdraz
tomegre vizsonyitva (ahol rendelkezésiinkre dllt standard), vagy a nyers abundancia. A pontozott
fiiggéleges vonalak elkiilénitik a fobb fenoldgiai fdzisokat: a murvalevél novekedésének fdzisa,
virdgzdsi fdzis, termésfejlodési fdzis és az oOregedési fdzis. Azokat a vegyiileteket, amelyekre

vonatkozoan standard dllt a rendelkezésiinkre, csillaggal "' jeldltiik. Alabrak: (a) kempferol-
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deoxihexozid-dihexozid (37, 4b., klaszter); (b) fraxin (16, 1. klaszter); (c) izorhamnetin-3-gliikozid*
(50, 5b. klaszter); (d) kvercitrin* (47, 5a. klaszter); (e) (+)-katechin* (12, 5b. klaszter); (f) (-)-
epikatechin* (18, 6a. klaszter); (g) kvercetin-didezoxi-hexozid (29, 6b. kaszter); (h) rutin* (34, 6b.
klaszter); (i) kinasav-hexozid (5, 3. klaszter); (j) kempferol-deoxihexozid (52, 6b. Klaszter).

4.2.24. A fejlédés soran atmeneti koncentracio-névekedést mutato

metabolitok

A 3. és 6b. klaszterek alkotjak ezt a csoportot, amelyben a vegyiiletek (6. klaszter, 12. abra)
alacsony koncentracioban vannak jelen a 0. napon (6b. klaszter), vagy hianyoztak (3. klaszter). Ezt
az allaptot a vegyiiletek koncentracigjanak atmeneti névekedése kovette, majd a viragzas kezdetétol
fogva az ezekbe a klaszterekbe tartozé vegyiiletek nem mutattak egyértelmi tendenciat: viszonylag
alacsony koncentraciéban voltak jelen végig a termésképz6dés és annak novekedése soran (12.
abra). Ezen vegyiiletek nagy része esetében szignifikdnsan kimutathat6 wvariabilitas latszik (p
<9,92E-5). Ez a trend éppen ellentétes az 1. klaszterben megfigyeltekkel (nagyon alacsony
mennyiségli a viragzas el6tt), ennélfogva erdés negativ korrelacié figyelhet6 meg a két csoport
kozott (11. abra).

A 6b. alcsoportban a vegyiiletek maximalis koncentracidja a 7-21. nap kozott volt, mig a 3.
klaszter vegyiileteinek koncentracidja 21-32 nap kozott érte el maximumat (kézvetleniil a virag
nyilasa el6tt). Ez a csoport a flavonoidok és a kinasav-szarmazékok nagy diverzitdsat mutatta. A
flavonok (luteolin), flavanonolok (taxifolin) és a flavonolok (kvercetin, kempferol) els6sorban
glikozidokként vannak jelen ebben az esetben: az 6sszes diglikozid flavonoidot és szinte az dsszes
deoxihexozidot cukrot tartalmazé vegyiilet a 6b. alcsoportba sorolédott (13c-d. abra, 3. tablazat). A
luteolin-glikozidok kozé tartoznak a luteolin-deoxihexozid szarmazékok (35, 41, 40, 6b. klaszter) és
a luteolin-deoxihexozid-pentozid (31, 6b. klaszter). A kvercetinszarmazékokat egy kvercetin-

dideoxihexozid (29, 6b. klaszter, 13g. abra), egy kvercetin-dihexozid (24, 6b. klaszter), szamos
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kvercetin-deoxihexozid-pentozid szarmazék (25, 30, 32, 6b. klaszter), egy kvercetin-deoxihexozid
szarmazék (23, 6b. klaszter), valamint egy kvercetin-hexozid-deoxihexozid (21, 6b. klaszter) és a
rutin (34, 6b. klaszter, 13h. abra) képviseli. A kempferol-glikozidok koziil egy kempferol-
deoxihexozid (52, 6b. klaszter, 13j. abra) sorolhatd ide. Kinasav-fenilpropanoid konjugatumok
szintén ezt az id6beni lefutdst mutatjak (két kumaroil-kinasav izomer (19, 27, 6b. klaszter), egy
kinasav-hidroxikinasav konjugatum (6, 6b. klaszter, 3. tablazat), egy kinasav-hexozid (5, 3.
klaszter, 13i. abra) és két kinasavszarmazék (7, 8, 3. klaszter). A kinasav a fenilpropanoid
szintézisutvonal kozbensdé metabolitja is egyben (Fraser & Chapple, 2011), ennélfogva a
flavonoidok bioszintézisének prekurzora. A flavonoidban gazdag virdg kinyilasa el6tti
felhalmozdédasuk (Toker et al., 2001) arra utalhat, hogy a murvalevél a késébb viragba
transzportalodé vegyiiletek gyartasat és raktarozasat végzi a viragzasig. Egyes vegyiiletek
koncentraci6ja nagyjabdl 6tddére csokken le (példaul a rutin (34, 13h. abra). Az ilyen vegyiiletek
tisztitasa elkeriilhetetlenné tenné a mintavételi id6 optimalizalasat, mivel mint lathaté, néhany napos
id6eltérés nagy koncentraciobeli kiillonbségeket eredményez.

A trendek és a valtozasok aranyai nagyon hasonlitanak a p-kumaroil-kinasav-szarmazékok és a
gallotanninok szezonalis valtozasaira a Betula sp. levelek esetében (Riipi et al., 2002). Kevésbé
latvanyos ideiglenes koncentracio-novekedést figyeltek meg ugyanazon fajoknal az Osszes
flavonoid-glikozid és azok egyes részhalmazaiban (Riipi et al., 2002). A Juglans levelekben a
rutinkoncentracié mutatott hasonlo tendenciat: mennyisége novekedett a novekedési id6szakban,
majd a szintjének esése kovetett be (Cosmulescu et al.,, 2014). Ugyanez a jelenség volt
megfigyelhet6 a rutin és a quercitrin esetbében kiilénb6z6 almafajtainak leveleiben (Usenik et al.,

2004).
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4.2.2.5. A fenoloidok kinetikajanak 6sszehasonlitasa mas fafajok szerveivel

Noha a fenti valtozdsokat néhany mondatban nem konnyt(i 6sszefoglalni, és jelent6s fajok kozotti
kiilénbségek is lehetnek (Raal et al., 2015), egyes jelenségek egyértelmiien azt mutatjak, hogy a
murvalevél metabolomja - annak ellenére, hogy része a generativ hajtdsnak — kiilonféle fajok
vegetativ leveleinek metabolomjahoz hasonl6 kinetikat mutat. Mind a murvalevél, mint mas fajok
leveleit kozvetleniil 6ssze lehet hasonlitani, mivel fotoszintetizalnak, és a murvalevél fenolos
Osszetétele nagyban hasonlit a levelek Osszetételére, és kiilonbozik a T. platyphyllos botanikai
virdgainak Osszetételét6l, ahogy (Toker et al., 2001) munkajaban is megfigyelhetjiik.

El6szor is, a fiatal murvalevél sokkal gazdagabbnak tlinik metabolitokban, mind a diverzitas, mind
a mennyiség szempontjabol. Hasonlo jelenségeket figyeltek meg a katechinek és a procianidinek
esetében a Betula pendula leveleiben (Raal et al., 2015), valamint a Quercus sp. (Salminen et al.,
2004) esetében. A leggyorsabb valtozasok a szerv novekedése soran torténtek, mint (Salminen et al.,
2004) tanulméanyaban is. Ezért a szovet életkora a bioaktivitds kvalitasait figyelembe véve
rendkiviili jelent6séggel birhat, féleg, ha a véltozasok ilyen gyorsak és nagyok: emlékezziink arra,
hogy a viragzas elott harom vegyiiletcsoport eléri a maximalis koncentraciot. Ezek a vegyiiletek
maximumukat a 0. napon mutatjak, vagy a 7-21. nap kozott, vagy kozvetleniil a viragzas el6tt (21-
32. nap) érik el. Sot, ezek a kiillonb6z6 dinamikak viszonylag allando altalanos védekezést szolgalo
vegyiilet-koncentracioként is vizsgalhatéak lennének, amit ugy altalaban antioxidans vagy teljes
polifenolos vizsgalattal vizsgalnank. Salminen et al. (2004) szerint a teljes polifenoltartalom durva

szamszerlsitése egyébként nem mond semmit az egyes vegyiiletek mennyiségi valtozasarol.

4.2.3. A lehetséges alkalmazasok, kévetkezmények
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Mivel a metabolom kiilénb6z6 fenoldgiai stadiumokban eltérd, ezért eltéré bioaktivitasokra,
valamint felszivodasi és eloszlasi kinetikara szamithatunk, amint azt a Lippia thimoides (Silva et al.,
2016) példaja is mutatja.

Példaul a kumarinokhoz kapcsolédd bioaktivitasok valosziniileg jobbak lesznek a kés6bbi
fenologiai szakaszokban, mig a kinasav-szarmazékok a viragzas el6tt vannak a legmagasabb
koncentraciéban jelen.

A flavonoidok valamilyen formaban mindig jelen vannak a murvalevélben, bar az egyes
vegyiiletek koncentracioi jelent6sen eltérnek. Ahogy altalaban a noévényekben, a flavonoidok
els6sorban glikozid formaban vannak jelen (Karioti et al., 2014; Toker et al., 2001), amelyeket az
emberi gyomor-bélrendszerben is jelenlévd bélbaktériumok deglikozilalnak (Kim et al., 1998;
Macdonald et al., 1983), vagy a human vékonybélbdl szarmaz6 R-glikozidaz enzimek bontanak
(Németh et al., 2003). A flavonoidokrol ugy tudjuk, hogy aglikonként abszorbeal6dnak, amint azt a
kvercetin esetében mar bizonyitottak (Crespy et al., 2002). Ezutan az emberi plazmaban konjugalt
metabolitként vannak jelen (Graefe et al., 2001). Ugy gondoljuk, hogy leginkabb ez utébbi formak
felel6sek a farmakolégiai hatasokért is. A tiszta flavonoid aglikonok farmakokinetikaja nem mindig
feleltethet6 meg a novényi kivonatban talalhatokénak (Wang et al., 2011), nem is beszélve arrol,
hogy ugyanazon aglikonnak kiilonféle glikozidjai vannak (példaul ramnozidok és béta-gliikozidok)
(Gonzales, 2017). A fiatal murvalevél gazdag flavonoid diglikozidokban és mas flavonoidokban,
amelyek id6vel kevésbé jelent6sek, mig a monoglikozidok koncentraci6ja viszonylag allandd
marad. Roviddel a viragzas elott és roviddel utdna a murvalevél metabolomja rendkiviili
hasonlésagot mutat a viragzaskori allapottal, ami a f6 betakaritasi id6szak.

A bemutatott adatok azt sejtetik, hogy a murvalevelek valdsziniileg magas bioaktivitast mutatnak a
viragzasi idon kiviil is, és valosziniileg ett6l eltér6 bioaktivitast mutatnak mas fenologiai
stadiumokhoz képest. Ez akkor is igaz, ha 1) az azonositatlan vegyiiletek bioaktivitasat nem vettiik

figyelembe; 2) a vegyiiletek tobbségének mennyisége csupan becslés a nyers adatok alapjan, igy
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valésziniileg pontatlansagot okoz a kiilonféle vegyiiletek mérési érzékenységénék eltérése; valamint
3) az esetleges szinergizmusokat ez a rendszer nem veszi figyelembe.

Konnyen felismerhetd, hogy a kiilonféle metabolitok eltéré kinetikat mutatnak, 1j vegyiiletek
késébbi megjelenése és a vegyiiletek kimutatasi hatar ala csokkenése sem ritka eset. A metabolom
viszonylag stabil képet mutat a szokasos gyljtési periodus alatt, de vannak olyan fejl6dési
szakaszok, amikor mar néhany nap is jelentOs eltéréseket okozhatnak. Igen érdekes, hogy az
altalanos metabolom diverzitasanak csokkenését lehet megfigyelni az id6 mulasaval, a legkevésbé
diverz allapot pont a viragzas el6tt van: Az 504 metabolit koziil 224-nek ekkor volt a legmagasabb a
koncentracioja, és ezt a diverzitast késébb sem kompenzalja a 1. klaszterben a vegyiiletek
koncentraciojanak novekedése (12. abra). Vagyis a legtobb flavonoid diglikozid, katechinszarmazék
és flavonoid deoxihexozid nagyobb mértékben van jelen a fiatal murvalevelekben, mint a viragzas
soran.

A legtobb azonositott flavonoid sokkal nagyobb koncentraciéban volt jelen a murvalevelekben a
fiatalabb szévetben, mint a virdgzés soran (11-12. Abra, 13f-h. 4bra). Ezek alapjan varhat6, hogy
ezek a (bizonyos) flavonoid aglikonok specifikus farmakolégiai hatasuk varhatéan a fiatal

murvalevelekben lesz a legmagasabb.
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5. Osszefoglalas

Munkank sikerrel alkalmazta a metabolomikai megkozelitést a célkitlizésben feltett kérdések
megvalaszolasara. A munkan beliil meg tudunk kiilonboztetni célzott és nem célzott metabolomikai
megkozelitést is. Elobbire jellemz6, hogy néhany vegyiilet vagy vegyiiletcsalad valtozasait, kdveti
nyomon, jelen esetben az A. rusticana-ban talalhat6 GLS-MYR-ITC vonalat kdvetve a
gliikozinolatok és izotiocianatok interakciéit vizsgéaltuk endofiton gombdkkal. A nem célzott
megkozelitést pedig a T. platyphyllos esetében alkalmaztuk, amikor a metabolom idébeli valtozasait
nem egy-egy vegyiileten vagy vegyiiletcsaladon vizsgaltuk, hanem a kivonatban 1év6 Osszes, az
alkalmazott miiszeres analitikai eljarassal kimérhetd, jérészt fenolos metaboliton.

A fitokémiai tudomdanyos irodalomban is jelent6s a metabolomika, ahol t6bb teriileten is
alkalmazzak. Ilyen alkalmazasi teriilet a gyogynovények standardizalasa, metabolomikai alapon
valo elkiilonitése vagy az orvostudomany iranyaba tendal6 vérbdl vagy vizeletbol wvalo
gyogynovénykomponensek kimutatasat célz6 kutatasok. Ezen tanulmanyokban egyarant
alkalmaznak célzott és nem célzott metabolomikai megkozelitést (Ahmad et al., 2020; Manach et
al., 2009; Pandey et al., 2016; Xiang et al., 2011).

Jelen munka soran az Armoratia rusticana és a Tilia platyphyllos vizsgalatat végeztiik el célzott és
nem célzott metabolomikai megkozelitéssel, és mind a metabolit-endofiton gomba interakcid
vizsgalatara, mind a murvalevél kémiai mintazat-valtozasanak megfigyelésére igaz, hogy a
metabolomikai megkozelités igen hasznosnak bizonyult. F6bb eredményeinek az alabbiak.

Az Armoratia rusticana esetében a f6 kovetkeztetésiink az volt, hogy az endofiton gombak aktiv
interakciéban allnak a gazdandvénnyel gliikozinolat-mirozinaz-izotiocianat (GLC-MYR-ITC)
rendszerben. Az adatok alapjan val6sziniisithetd, hogy az endofitonok kimutathatéan adaptalédtak a
gazdanovény gombaellenes szekunder metabolitjaihoz. Ez az alkalmazkodasi képesség ugyanis

bizonyos mértékben megkiilonboztette az endofiton gombékat az ugyanazon talajban taldlhatd
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talajgombakt6l, mint azt kiilénb6z6 kisérleti megkozelitéseket alkalmazva megmutattuk: az
endofitonok a talajgombakhoz képest jobban toleraltak az allil-izotiocianatot; nagyobb aranyuk volt
képes a gliikkozinolat bontasara; nagyobb aranyuk volt képes felhasznalni a szinigrint, mint
kizarolagos szénforrast. Az eredmények azt mutatjak, hogy nem lehet egyértelm{i hatarvonalat
hizni a gyokérbdl szarmazé endofitonok és az ugyanazon talajbol szarmazoé gombak kozott, am
ennek ellenére kimutathat6 kiilonbségek vannak. A jelen eset hasonlit ahhoz, amit az
endofitonokb6l és a talaj gombakbo6l szarmazd Uj természetes vegyiiletek aranyanak
osszehasonlitasakor tapasztaltak (Schulz & Boyle, 2005). Az eredmények nagyon jol illeszkednek
az endofiton kontinuum megkozelitéshez: az endofitonok szamos ponton lehetnek jelen egy
funkcionalis gradiens mentén. Ugyanakkor a most leirt jelenségek példaul szolgalnak olyan
mechanizmusokra, amelyekkel a novények a gyokérben €él6 mikrobiom 0Osszetételét képesek
iranyitani a vegytileteik altal. A gyotkérben talalt endofitonok valdsziniileg a talajgombak egy
részhalmaza, amelyek rendelkeznek olyan biokémiai potenciallal, amik lehet6séget adnak, hogy a
novény gyokereit kolonizaljak. Az el6nyiik a talajgombéakhoz képest tobbek kozétt abban all, hogy
a novény altal termelt védekezd vegyiileteket képesek nagyobb mértékben toleralni. Ha a gomba
eredeti mirozinaz in planta expresszalodik, mig a névény még egészséges, akkor ez egy lehetséges
mechanizmus, amellyel az endofitonok cs6kkentik a Brassicaceae fajok betegségeinek
el6fordulasat. Ugyanezen valtozasokhoz vezethet, ha a ndvény mikrobiomjat az endofitonok
szabalyozzak a novényt védo aktiv metabolitok felszabaditasaval. Ez egy olyan tény, amely révén
az endofiton gombak képesek mas oldalr6l megkdzeliteni a novény kémiai védelmi rendszerét. A
gomba eredetli mirozinaz alkalmazasaval a gombak hatastalanithatjak a novény altal el6készitett,
gliikozinolatbol késziilt kémiai bombat, amelynek a novény gyokerének megfert6zésekor lehet
szerepe.

Nem elhanyagolhat6 tény, hogy a tormat kolonizalni képes endofiton gombak kiszorithatjak az

egyébként patogénként funkcional6é egyéb mikroorganizmusokat, ezaltal védhetik magat a novényt
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is. Ezen tény ismeretében maga a ndvény sokkal védettebb, egészségesebb. Ha feltételezziik, hogy
mas, a gyogyaszatban hasznalt névények esetében is hasonl6 mechanizmus jatszodik le, miszerint a
novényekkel egyiitt él6 endofitikus gombak segitenek a patogének elleni kiizdelemben, ezaltal
egészségesebb lesz a novény, ami akar magasasbb hatéanyaghozamot is jelenthet. Ennek
tekintetében nem elhanyagolhat6 a névények endofiton gombainak szelekcitja és esetlegesen ezen
adaptaciot és bioaktiv vegyiiletek termelését elGsegitd gombakkal valo direkt fert6zésének
vizsgalata sem.

Ebben az esetben a tormat, mint novényt jotékony hatasai miatt fogyasztjuk, de az altala termelt
bioaktiv metabolitok mikrobaellenes hatasa mellett nem lehet elmenni, f6leg amiatt, hogy a
vegyiiletekhez nem adaptalodott torzsek érzékenyebbek ezen anyagokra. Szamos human patogén
mikroorganizmus van jelen a koérnyezetiinkben, ami ellen hatasosnak bizonyulhat a hasznalata, igy
az az altaluk okozott fert6zések is csokkenthetdek.

Tilia platyphyllos esetében a murvalevél a ,Tilia flos” drog része, amelyet szinte kizarélag a
viragzas soran szoktak gytjteni. A jelen munkankban megallapitottuk, hogy a murvalevél a bioaktiv
fenolos vegyiiletek gazdag forrasa lehet gy a viragzas el6tt mint utan, bar a metabolitmintazat
jelentdsen eltérhet a kiilénb6z6 fejlédési stadiumokban. Kiilondsen a murvalevél korai fejlédési
szakaszat jellemzi a polifenolos vegyiiletek rendkiviili sokfélesége, a katechinszarmazékok és a
flavonoid-glikozidok nagy mennyisége. A termésndvekedés kés6i stadiumaban magasabb a fraxin
koncentracio, a kinasav és egyes szarmazékainak koncentracioja. Ezek miatt maga a murvalevél
potencialisan terapias érték(i lehet nemcsak a viragzas soran, hanem a fejl6dés korai szakaszaban
vagy a termésnovekedés kései fenostadiumaban is.

Mivel a vegyiiletek mintazata a kiilonb6z6 stadiumokban eltér6, igy a bioldgiai hatasok is
fiigghetnek a fenologiai stadiumtdl. Ez igaz kiilonosen a kvercetin, a luteolin-glikozidok, a katechin
szarmazékok és ezek deoxiglikozidjainak mennyisége sokkal magasabb a korai fejlodési

szakaszban, mint a virdgzas soran. Erezhetd ezek alapjan annak sziikségessége, hogy optimalizaljuk
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ezen novényi drog betakaritasi idejét, ha kiilonb6z6 bioaktiv komponensekre akarunk fékuszalni,
kiilénodsen reprodukalhaté farmakologiai vizsgalatokhoz. Még egy hét is nagyban befolyasolhatja a
novény masodlagos metabolitjainak mintazatat, amire szamos, a tanulmanyban standardként
hasznélt és putativan azonositott vegyiilet példdja rdmutat. Igy elgondolkodhatunk azon, hogy
milyen, eddig a novényhez nem igazan kotott hatasok varhatéak, ha nem a megszokott viragzasi
id6szakban gylijtjiik be 6ket. Természetesen egy korai betakaritas hatranya az lehet, hogy maguk a
murvalevelek kicsik, tomegiik csekély, de ahogy lathattuk, a vegytiletek diverzitasa kifejezetten
nagy, aminek el6nye akar feliilmudlhatja az el6bbi problémat. Ilyen probléma nincs, ha a viragzas
utan gytijtjiik be a névényi részt, viszont a metabolitok id6beli valtozasa miatt teljesen mas pattern
figyelhet6 meg, ami teljesen mas farmakodinamias hatast vetithetd eldre.

A tanulmany konkltzidja soran lathattuk a metabolomikai megkozelités fontossagat, miszerint
elfogadhat6, hogy akar egy névényi metabolit-endofiton gomba interakcio, akar egy metabolom
id6beni lefutasa nem feltétleniil itélhetd meg egy-egy paraméter vizsgalata alapjan.

A tanulmany soran a célkit(izéssel 6sszhangban leirt 4j eredmények:

Armoratia rusticana

* Az endofitonok és a talajgombak képesek-e a gliikozinolat (GLC) tipusu vegyiiletek
bontasara?
Mind az endofitonok, mind a talajgombak képesek voltak a gliikozinolat tipusd vegyiiletek
bontasara, de a két csoport kiilonb6z6 mértékben bontotta ezeket.

* Ha képesek bontani a fentebb irt vegyiiletcsaladot, akkor ez a bontas milyen mértékii
Azon til, hogy képesek-e az egyes gombak bontani a metabolitokat, bizonyitottuk, hogy az
E1l és az E2 torzsek teljes mértékben képesek bontani a gliikozinolat vegyiiletcsalad tagjait,
viszont az E7 nem volt képes erre. A talajgombak kozott csupan néhany volt képes a
vegyiileteket metabolizalni (S1, S2, S9, S10), de azok hatékonysaga elmaradt az

endofitonokto6l.
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A vegyiiletcsaladnak tébb kiilonb6z6 tagja van. A gombak képesek lehetnek mindet
bontani, vagy kémiai szerkezet szerint diszkriminalnak?

Mind az endofitonok, mind a talajgombak metabolizal6o képessége fiigg a kiilonb6z6
oldallanccal rendelkezd vegyiileteket esetében. Az alifas, a metiltioalkil és aromas
oldallanccal rendelkezd vegyiileteket hasonl6 hatékonysaggal voltak képesek bontani az
endofiton gombak. A talajgombak ezeket a vegyiileteket szintén metabolizaltak, de kevésbé
hatékonyan. Ezekhez képest az indol oldallanccal rendelkezd gliikdzinolatokat mind a talaj,
mind az endofiton gombak kevésbé voltak képesek hasznalni.

A GLC-k bomlasakor felszabadulé izotiocianatok (ITC-ket) fungicid hatasat a gombak

hogyan toleraljak?

A gliikozinolatok bontasakor felszabadult izotiocianatokat a gombak képesek voltak kezelni.
Csupan az E5 és E6 esetében tudtunk 1égtérbdl AITC-t detektalni, a tobbi gomba esetében ez
nem volt jellemz6. A tobbi esetben sikeriilt kimutatnunk, hogy az ITC-k glutation
konjugatumai vannak jelen, és feltételezhet6en a gombdak igy védekeznek a vegyiiletek

fungicid hatasa ellen.

A GLC-k gombak altali bontasat hogyan tudjuk monitorozni, a felszabadult, illékony

ITC-ket milyen technikaval tudjuk detektalhatéva tenni?

A gombak altal felszabaditott ITC-ket GC-MS miiszerrel képesek voltunk detektalni, de a
glutation konjugatumokat mar nem. Ezeknek a detektalasahoz in vitro standardokbol
készitettiink glutation-AITC konjugatumot, amivel igazolni tudtuk ennek jelenlétét. Ezen

konjugatumot mar képesek voltunk LC-MS-ben mérni.

Kimutathatéak-e tovabbi interakciok a gombak és a vegyiiletcsalad kozott?

Tovabbi, a tanulmany szempontjabol kisebb jelentdségli, de a gombak metabolomikai

variabilitasanak megértéséhez szorosan kapcsolodd kisérleteket is végeztiink. Ezek egyike
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volt a szinigrin, mint kizarélagos szénforras alkalmazasa. Uj eredményként le tudtuk irni,
hogy az endofiton gombak sokkal hatékonyabban képesek a szinigrint, mint 6nallé
szénforrast felhasznalni annak ellenére, hogy a bel6le felszabadulé AITC fungicid hatasu.
Ezt a fungicid hatast pedig mind AITC-re mind PeITC-re mint a torma f6 hatdéanyagaira

elvégeztiik, ICs, értékekkel szemléltetve.

A fentebb targyalt kisérletek alapjan kiillonboznek-e a torma eredetii endofitonok a

talajgombaktél?

A fentebb elvégzett kisérletek alapjan kijelenthet6, hogy a talajgombdk és az endofitonok
elkiilonithet6ek egymastél célzott, metabolomikai vizsgalatok alapjan. Az elkiilonités
specifikusabbnak tiinik ha a szinigrint, mint kizar6lagos szénforrast felhasznalo torzseket

vessziik alapul az altalanosabb GLS bontasi hatéknyosagnal.

Tilia platyphyllos:

A viragzat jelentés részét ado murvalevél metabolit mintazatat befolyasolja-e a
betakaritasi id6?

A murvalevél beltartalmat jelentésen befolyasolja gytijtésének ideje. Teljesen mas
metabolitok jellemz6ek a murvalevél megjelenésekor és masok viragzas idején, valamint a
termésképzodés idején.

Abban az esetben, ha metabolitok mennyiségét befolyasolja a gyiijtés idopontja, akkor
ezen metabolitok mennyisége idoben hogyan valtozik?

Tanulmanyunkban bebizonyitottuk, hogy az id6beli lefutasnak tébb jellemz6 trendje van.
Vannak vegyiiletcsoportok, amiknek a koncentracidja alig valtozik a teljes fejlédés soran.
Amelyek valtoznak, jellemzden vagy koncentracid6 ndvekedést vagy csokkenést, vagy

atmeneti novekedést mutatott.
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Az idébeli lefutas vizsgalata soran lehet-e klaszterekbe, csoportokba sorolni a
vegyiileteket?

A metabolitokat a dinamikajuk alapjan 6 klaszterbe tudtuk sorolni, amik egy részét tovabbi
alcsoportokra tudtunk bontani. A 2., 4., 5a. klaszterek nem igazan mutattak koncentracio-
valtozast, mig a 3. és 6b. klaszterek atmeneti koncentracionovekedést mutattak. Az 1.
klaszter leginkabb koncentraci6 névekedést mutatott, ezzel ellentétesen, vagyis csokkenést
lehetett megfigyelni az 5a és a 6a klaszterek esetében.

Van-e olyan vegyiiletcsoport, ami nem a viragzas alatt, a szokasos betakaritasi
idoészakon beliil van jelen a legnagyobb mennyiségben?

A tanumany ravilagit arra a tényre, hogy a murvalevél esetében a vegyiiletek mennyisége
nem a viragzas alatt éri el a maximumot. Tébb maximum id6szak is kiemelhetd, tobbek
kozott a kezdeti, novekedési fazis, vagy kozvetleniil a viragzas el6tti idészak.

A vegyiiletcsoportok kozott van-e olyan csoport, aminek a teljes gyiijtési idoszak alatt
nem valtozik érdemben a mennyisége?

Az el6z6 pontokkal dsszehangban van olyan csoport, amelynek tagjainak koncentracidja
érdemben nem valtozik. Ezen vegyiiletek a 2., 4. és 5a. klaszterekbe tartozik. A 4-5a
csoportok el6sorban flavonoid glikozidokat tartalmaznak. A 2. klaszterbe tartozik az
egyediili primer anyagcseretermék, egy dihexozid tipusu vegyiilet.

A vegyiiletek szintjének valtozasanak milyen kovetkezményei lehetnek?

Ezen metabolitvaltozasokat figyelembe véve a tanulmany alapjan elképzelhet6, hogy a
murvalevelek kiilonb6z6 fenoldgiai stadiumaiak kiilonb6z6 farmakodinamias hatast lehet
tulajdonitani, hiszen a metabolitok mennyisége valamint véltozatossaga azt mutatja ezen

szerv esetében, hogy farmakoldgiai szempontbol a legaktivabb az expanzios id6szak.
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5.1 Summary

Our work has successfully applied the metabolomic approach to answer the questions.

In the present study, we performed Armoratia rusticana and Tilia platyphyllos with a targeted and
untargeted metabolomic approach, and both the metabolite-endophyte fungal interaction and the
observation of the chemical pattern change in the bract were found to be very useful. The main
results are as follows.

In the case of Armoratia rusticana, our main conclusion was that endophyte fungi are actively
interacting in the glucosinolate-myrosinase isothiocyanate (GLC-MYR-ITC) system. Based on the
data, it is likely that endophytes have been shown to adapt to antifungal secondary metabolites of
the host plant. This adaptability distinguished endophyton fungi to some extent from soil fungi
found in the same soil.

It is not a negligible fact that endophytic fungi that can colonize horseradish can displace other
microorganisms that otherwise function as pathogens, thereby also protecting the plant itself.
Knowing this fact, the plant itself is much more protected and healthier. Assuming that a similar
mechanism occurs in other medicinal plants, this will make the plant healthier, which may even lead
to higher drug yields. In this respect, the selection and examination of endophytic fungi of plants
cannot be neglected.

In the case of Tilia platyphyllos, we found in our present work that bract can be a rich source of
bioactive phenolic compounds both before and after flowering, although the metabolite pattern may
differ significantly at different developmental stages. In particular, the early developmental stage of
bract is characterized by an extraordinary variety of polyphenolic compounds, large amounts of
catechin derivatives and flavonoid glycosides. Because of these, bract can be of potential
therapeutic value both during flowering and in the early stages of development or late phenostasis

of fruit growth.
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Because the patterns of the compounds differ at different stages, the biological effects may also
depend on the phenological stage. Based on these, one can feel the need to optimize the harvest
time of this herbal drug if we want to focus on different bioactive components. Even a week can
greatly affect the pattern of secondary metabolites in a plant.

In the conclusion of the study, we saw the importance of the metabolomic approach, according to
which it is acceptable that either a plant metabolite-endophyton fungal interaction or the time course

of a metabolome cannot be judged by examining a single parameter.
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10. Fuggelék - az értekesében megjelend, standarddal

igazolt vegyiiletek kémiai képletgyljteménye

10.1. Gliikozinolatok
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10.2. Fenoloidok
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