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A doktori értekezés el6zményei és célkitiizései

Bevezetés

A gyo6gynovények az elmdlt id6szakban fontos helyet foglaltak el a gydgyaszat
vildgdban. A gy6gynovényes termékek fogyasztasa az utébbi években feler6sodatt, igy
ezen novények tanulmanyozasa igen fontos.

Az 1ij novényi gyogyszerek és taplalékkiegésziték miatt fontos a novények fitokémiai
vizsgalata, ami tdgabb értelemben nem csak a novény altal termelt bioaktiv
hatéanyagot jelenti, hanem a novénnyel kapcsolatba 1ép& mikroorganizmusok
vizsgalatat is.

A fentebb leirt vizsgalatokat az igynevezett metabolomikai médszertannal vizsgaltuk,
aminek elénye, hogy a miiszeres mérésb6l nagysagrendekkel tobb adatot tudunk
kinyerni, mint egy klasszikus, standardokkal végzett mérés esetében.

A metabolomikai vizsgalatok lehetnek célzottak vagy nem célzottak. El6bbi esetében
egy vegyiiletet vagy vegyiiletcsalad tagjait vizsgaljuk, mig utobbi esetében a
matrixban levd lehetd legtobb metabolitot szeretnénk vizsgalni. A metabolomika a
gyogyndvények mindségbiztositasaban is jelentds szerepet jatszik.

A disszertacio célja két kiilonb6z6 novény metabolomjanak vizsgalata a két eltérd
megkdzelités szerint.

Az egyik modellnévénylink az Armoratia rusticana (torma) volt. Ez a noévény
elsGsorban étkezési novény, de szamos gyodgyaszatilag is relevans bioaktivitassal
rendelkezik. Ezen hatdsok leginkdbb a benne taldlhaté izotiocianatoknak k&szonhet6,
amik prekurzoraikbol egy enzimatikus folyamat végén keletkeznek. Ebben az esetben
a novényben taldlhat6 egy vegyliletcsalad vizsgalatat végeztiik el arra nézve, hogy a
nem-patogén, tgynevezett endofiton gombdk és a vegyiiletek kozotti interakciét
célzott metabolomikai megkozelitéssel vizsgaltuk.

A maésik modellnovényiink a Tilia platyphyllos (nagylevelii héars) volt, ami egy
gyogyaszati szempontbol igen értékes nyersanyag. Gyogyaszati jelent6sége igen nagy,
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tradiciondlis hasznalata Eurdpa-szerte elterjedt, de szdmos tudomanyos eredmény is
aladtdmasztja a benne taldlhaté bioaktiv vegyliletek hatdsossdgat. Ezen novény egy
specidlis, a virdgzat részét képezd szervének, a murvalevelének a metabolomjat
kovettilk nyomon tobb mint szaz napig, mivel ezen szerv sokkal tovdbb van jelen,
mint a botanikai virdg, amivel egyiitt gyjtik. Ezen vizsgalatunkoz a nem célzott
metabolomikai megkozelitést alkalmaztuk.

A vizsgalatainak a megfelel6en kidolgozott miiszeres analitikai metodikakkal
végeztik.

A két vizsgélt novényiink mind szerv, mint metabolom szintjén nagyban kiilonbozik
egymastol, igy ezen vizsgalatok a metabolomikai megkozelitésiiket tekintve is igen

eltérGek.



Célkitlizések

A munkank soran az alabbi kérdésekre kerestiik a valaszt:

Armoratia rusticana:

Az endofitonok és a talajgombdak képesek-e a GLS tipust vegytiletek bontasara?
Ha képesek bontani a vegyiiletcsaladot, akkor ez a bontas milyen mértékii?

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

A GLC-k bomlasakor felszabadul6 izotiocianatok (ITC-ket) fungicid hatdsat a
gombak hogyan toleréaljak?

A GLC-k gombdak altali bontisat hogyan tudjuk monitorozni, a felszabadult,
illékony ITC-ket milyen technikéaval tudjuk detektalhat6va tenni?

Tovabbi interakcidk a gombék és a vegyiiletcsalad kozott.

A fentebb targyalt kisérletek alapjan kiilonb6znek-e a torma eredet{i endofitonok a

talajgombaktol?

Tilia platyphyllos:

A virdgzat jelentGs részét adé murvalevél metabolitpatternjat befolyasolja-e a
betakaritési id6?

Abban az esetben, ha metabolitok mennyiségét befolyasolja a gytijtés id6pontja,
akkor ezen metaboltiok mennyisége id6ben hogyan valtozik?

Az id6beli lefutés vizsgélata soran lehet-e csoportokba sorolni a vegyiileteket?
Van-e olyan vegyiiletcsoport, ami nem a viradgzas alatt, a szokasos betakaritasi
id6szakon beliil a legabundansabb?

A vegyiiletcsoportok kozott van-e olyan csoport, aminek a teljes gytijtési id6szak
alatt nem valtozik érdemben a mennyisége?

A vegyiiletek szintjének véltozasanak milyen kovetkezményei lehetnek?

A kérdések megvalaszolasara a metabolomika médszertanat hasznaltuk.



Alkalmazott médszerek

A miiszeres mérések paraméterei

LC-ESI-MS/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 médon meghatarozni. Az alkalmazott
UHPLC rendszer (Dionex Ultimate 3000RS) egy Thermo Q Exactive Orbitrap
tomegspektrométerhez (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA) volt kapcsolva,
elektrospray ionizaciés forrassal (ESI). A nyers adatokat az XCMS Online
platformmal dolgoztuk fel. A platform altal kapott adatokkal R-ben dolgoztunk
tovéabb.

SPME-GC-MS: A gliikozinolat-bomléastermékek (izotiocianatok és nitrilek) mérésére,
amik illékonyak, egy SPME-GC-MS moddszert hasznédltunk. A taptalajbol légtérbe
keriil6 anyagokat 5 mg aktiv szénnel tudtuk adszorbealtatni. A mérési paraméterek a
kovetkez6k voltak: szplit arany: 10:1; a bemeneti hémérséklet 150 °C volt, majd
hémérsékleti gradienst alkalmaztunk a mérés soran. HP-5MS 5% (30 m x 0,25 mm X
0,25 pm) fenil-metil-sziloxan oszlopot hasznaltunk. A hordozégdz He; aramlasi

sebesség 1 ml/min volt.

Gomba oltéanyagok készitése

A Kkisérletek kivitelezéséhez megfelel6, adagolhaté gomba oltéanyagot kellett
készitentink. A megfelel6 folyékony taptalajon felnevelve a torzseket, a micéliumot
steril kortilmények kozott kozel homogén éllagtiva diszpergaltuk, és az ily médon
elkészitett oltéanyagot 4°C-on taroltuk. A kisérletekhez sziikséges mennyiségii

oltéanyagot a gomba szarazanyagtartalma alapjan standardizaltuk.

Tormataptalajon valé gombainkubacié
A gombdkat HRE taptalajon inkubaltuk. 40 pg/ml széraz tomegnek megfelel6

szuszpenzi6t hasznaltunk Eppendorf csévekben. A kontroll beoltatlan taptalaj volt. A



mintdk liofilizaltuk, majd 250 pL 10% 1-propanolban vettiik fel a tovabbi

feldolgozashoz.

A Tilia platyphyllos névényi anyaganak gyiijtése, mintaelokészités

A murvaleveleket négy szomszédos Tilia plathyphyllos Scop. farél gytjtottik a
Debreceni Egyetem campusar6l, a szerv megjelenésétdl az szeneszenciaig (112 nap).
A mintakat 40° C-ot meg nem haladé hémérsékleten 1égatdramoltatassal szaritottuk, a
gyljtést kovet6en, majd egy éjszakan at tarté liofilizaltuk. A széritott mintakat
homogenizéltuk, majd 25 mg anyagot 1 ml MeOH-lal vontuk ki 30 percig 75 ° C-on.

A kivonas utan a feliilaszot -24 °C-on taroltuk.

A kromatogramok kiértékelése és a vegyiiletek azonositasa

A kromatogramok  kiértékelése az XCMS online szoftverrel  tortént
(https://xcmsonline.scripps.edu/) az aldbbi paraméterek haszndlataval: (I) vegytilet
detektalas: centWave mdédszer, min. és max. cstcs szélessége = 5 és 20, S/N kiiszdb =
10, mzdiff = 0,01, in.tegraciés médszer = 1, cstics elésziirés = 3, elGsziirés intenzitas =
5000, zajszlirés = 1000; (II) Retencids id6 korrekci6: Obiwarp modszer, profStep = 1;
(ITI) Igazitas: mzwid = 0,015, minfrac = 0,5, bw = 5, max = 100, minsamp = 1; (IV)
Statisztikai teszt: ANOVA. Az dsszes alkotoelem hozzavet6leges azonositasat LC-
ESI-MS/MS segitségével végeztiik.

Az azonositasok MS/MS spektrumok alapjan az adatbazisbdl szarmazé fragmentécios
mintazaton (https://metlin.scripps.edu/), az irodalombél szarmazé referencidkon és a

rendelkezésre 4ll6 standardok fragmental6dasaval torténd 6sszehasonlitason alapult.



Uj tudomanyos eredmények

Armoratia rusticana

Torma endofitonok és talaj gombak gliikozinolat-bonté aktivitasa
Tormakivonaton neveltiik a kiilonb6z6 gombatorzseket, majd LC-MS/MS mérés
segitségével megnéztilk, hogy mely mintdk mennyi szinigrint, illetve egyéb
gliikkozinolatot tartalmaznak. A kisérleteinkbdl latszik, hogy az endofitonok altalaban
hatékonyabban bontottak ezen vegyiileteket, mint a talajgombak. A bomlés sebessége
bizonyos mértékben a gliikozinolatok oldallancatél fliggott.

A tormakivonatbél kiilonféle gliikozinolatok lettek azonositva. A kimutatott kisebb
gliikozinolatok alifas (gliikonapin, gliikokoklearin), tiometil-alkil (gliikoiberin) és
indolos (gliikobrasszicin) csoportba tartoztak. Az LC-ESI-MS detektalasi
érzékenységének valtozékonysagat figyelembe véve, a detektdlt GSL-ek koziil
tobbnek a jel ardnya 0,73—1,72 volt szinigrinhez viszonyitva. Kovetkeztezésképpen a
kisebb GSL-ek nagyjabol 0,7-40,6 nmol (mindegyik) mennyiségben voltak jelen
ebben a kivonatban.

A kontrollokban a legtobb gliikozinolat koncentraciéja nem valtozott szignifikdnsan a
16 napos inkubdaciés periédus alatt (p> 0,05). A hét endofiton gombabol hat sikeresen
lebontotta a legtobb vagy az Osszes glitkozinolatot (p> 0,05). Az inkubéacié végére a
hét t6rzsbdl hat szignifikansan csokkentette a f6 gliikozinolat, a sinigrin mennyiségét
(p <0,001). Az E7 torzs (O. cerealis) viszont képtelen volt barmit bontani. A szinigrin
bontasi képességét ugyanazon gombék esetében szintén teszteltiik. Ez arra utal, hogy a
nagy mennyiségli GSL jelenléte énmagaban nem elegend6 a GLS-t bonté enzimek
indukalasahoz, Ez indokolta a HRE-ben végzett munka fontossagat.

A szinigrin és a gliikonaszturciin koncentracié-csokkenésének meredekségbdl
kiszadmithaté 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;
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0,057 mM/nap glitkonaszturciin), addig az E3 sokkal kisebb aktivitdst mutatott, és
akkor is csak azutdn, hogy a novekedése ledllt (0,606 mM/nap szinigrin; 0,030
mM/nap glitkonaszturciin). Ugyanazon térzsek sokkal kevésbé kiilonboztek az indolos
gliikozinolatok bontasa esetében. Az E5 és E6 torzsek kozotti kiilonbségek kevésbé
voltak kifejezettek. A kiilonbség sokkal szembetlin6bb volt a metiltio-alkil-
gliikkozinolatok és az aromas gliikozinolatok esetében. A kisérlet végére az E6 csak a
tiometil-alkil-gliikozinolatok koncentracidjat csokkentette, de ez a csokkenés nem volt
szignifikans (p> 0,05), szemben az E5-tel (p <0,001). Masrészt az E6 az E5-hoz
viszonyitva 1,72-szeres sebességgel bontotta a gliikonaszturciint. Az E2 torzs sokkal
hatékonyabb volt az alifdas GSL-ek bomlaséaban, mint a lassan novekvé E4—6 torzsek.
Nyilvanvaldan latszik az adatokbdl, hogy a kiilénféle gliikozinolat csoportok bontasi
sebessége mas és mas. Az indol GSL-ket tudtdk a legkevésbé bontani a gombak. A
tobbi osztalyt (alifas, metitiolalkil és aromas) tobbé-kevésbé hasonlé hatékonysaggal
bontottak le.

A gliikozinolatokat kevésbé bontottak a talajgombak, amiket izolaltunk. A mérés utan
azt kaptuk, hogy mig néhany talajgomba aktiv volt, dltalanossagban a hatékonysaguk
alacsonyabb volt, mint az endofitonoké. Négy az inkubdciés periddus végére
lebontotta az 6sszes szinigrint (S1-2, S9-10); kett6 csak részlegesen (S4, S6), mig
négy nem volt képes metabolizélni a szinigrint (S3, S5, S7-8).

Eredményeink alapjan gy tiinik, hogy ez az enzimatikus tevékenység meglehet6sen
elterjedt. A fentebb bemutatott potencialis glitkozinolat-bontasi képesség kivalé példa
arra, hogy a mikrobialis k6zosség hogyan valtoztathatja meg a névényi metabolomot
kiilonféle moédokon. Az eredmények ravilagitanak a fajon beliili variabilitas

fontossagara a novény-mikrobiom kolcsonhatasok tanulméanyozasakor.

A bomlastermékek kimutatasa
SPME-GC-MS hasznalataval a szilard torma taptalajon n6vé endofitonok folott 1évé
g6ztérbdl sikeresen mutattuk ki a szinigrinbél keletkez§ alil-izotiocianatot, a glutation

konjugatumot pedig LC-MS segitségével a taptalajbol sikeriilt kimutatni.
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Megkiséreltiik az ITC-ket vagy nitrileket is kimutatni a géztérb6l. Meglep6 médon
csak az E5 és az E6 esetében volt kimutathatd az AITC a Petri-csésze 1égterében. Az
ITC teljes mennyiségének koriilbeliil 1,25% -a szabadult fel és kertilt a g6ztérbe a 6.
napon E6 esetében 24 6ra alatt. A masik négy szinigrin-bont6 faj (E1-E4) esetében
csupan nyomokban tudtunk kimutatni AITC-t a g6éztérb6l. Az allil-cianidot egyetlen
mintdban sem tudtunk detektalni. Az ITC-ket azonban csak szabad forméban tudjuk
detektalni a GC-MS technikdval, mivel a konjugdtumok nem illékonyak.

Célzottan kerestiink az LC-MS mérésekben lehetséges nem-illékony GSL-
metabolitokat (CysGly-AITC, Cys-AITC, glutation-AITC). Egy vegyiiletet talaltunk,
ami tomege és fragmentacidja alapjan GSH (glutation)-AITC konjugatum lehet. Azon
gombak taptalaja, amelyek gdzterében nem volt AITC, nagy mennyiségben mértiink
ki GSH-AITC adduktot.

A nulla id6ponti 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, E5 és az E6 esetében (29,14, 14,05 és 43,27-szeres novekedés, p <0,01). A GSH-
AITC addukt jelenléte azt sugallja, hogy az ITC-k legaldbb részben a GSL
konjugatumokként vannak jelen a gombakban. Az AITC spontdn m6don konjugalédik
a gombdk tiol-készletével (f6leg GSH-val), aminek egy részét a taptalajba eliminélja a
gomba. Az ITC toxicitds novekszik, ha a gombak GSH-készlete elfogy, fokozva a
fehérje -SH csoportok elleni timadast.

Osszességében a tioglilkozidaz aktivitds elmarad a mar megfigyelt GSL-bonté
képességtél. A termék ITC volt, szabad vagy konjugélt formaban. Ezeknek a
mikrobidlis enzimeknek valdsziniileg széles spektrumuk van: szubsztratként
elfogadjak a legtobb gliikozinolatot, de a kiilonb6z6 GSL-eket eltér6 sebességgel

képesek bontani.
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Tovabbi, endofiton gombakon végzett kisérletek

Kizérdlag szinigrint, mint szénforrast tartalmazé CzD taptalajon nevelve a gombaékat,
kimutattuk, hogy, a szinigrint sok gombatorzs fel tudja haszndlni, bar nagyobb a
kiilénbség a talaj és az endofiton gombak kozott.

A hét torma endofitonbdl csupan négy képes volt felhaszndlni a szinigrint kizar6lagos
szénforrasként. A leghatékonyabb gomba ugyanolyan hatékonyan hasznalta fel a
szinigrint mint a glikozt (E1). A talajgombdk esetében csupan harom volt képes
felhasznalni a szinigrint. Ez a tipust kisérlet specifikusabbnak tiinik, mint a GSL-ek
bontasa az endofitonok és a talajgombak elkiilonitésére.

A Kkisérlet értékelésekor megéllapithatd, hogy az endofitonok nagyobb mértékben
képesek voltak tapanyagként felhaszndlni a védekezésre szant metabolitokat, mint a
talajgombak.

A viszonylag alacsony mennyiségii ITC sikeresen képes gatolni a vizsgalt gombank
novekedését folyékony tapkozegben. Itt is kiilonbséget mutatkozik a két csoport
kozott: az endofitonok jobban toleraltdk az ITC-ket. A gombdk nagy része az AITC-t,
jobban tolerélta, mint a PelTC-t: az IC50-értékek kozotti atlagos kiilonbség 2,30-
szoros volt. Erdekes, hogy az endofiton gombék kozétt szinte hidnyoznak az AITC-re

kifejezetten érzékeny fajok.

Tilia platyphyllos

Szezonalis variabilitas a T. platyphyllos murvaleveleiben

A metabolom a legjelent6sebb valtozast a virdgzas el6tt mutatja azon beliil is a 0-14.
nap kozott, amikor igen intenziv a novekedés. A fiatal szervben metabolomja nagyon
kiilonbozik a viragzas és a késébbi fejlédési szakaszok metabolomjatél. A virdgzas
soran viszonylag stabil, de késébb a termésnovekedés soran valtozas lathatunk.

A statisztikai korrekciok utan (n=504) 241 vegyiiletrdl dertilt ki, hogy szignifikansan
(p <9,92E-5) valtozik id6ben (ez a vegyiiletek 47,82%-a). Ezek koziil 202 (40,07%)

magas szignifikancia szintet mutat (p <1,98E-6).
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A metabolitok diverzitasa és klaszterezése

Munkank soran nem csak a metabolit-valtozast, de a metabolom diverzitasat is
figyelembe vettiikk, amire a Shannon-indexet hasznaltuk. Ez alapjan a kezdeti
metabolom igen valtozatos, ami lecstékken a szervfejlédés el6rehaladasaval,
mélypontjat pedig kozvetleniil a virdgzas el6tt éri el. A kezdeti diverzitast csak a
termésfejlédés utan éri el ismét.

Az adatokat 6 klaszterbe rendeztiik, amelyekbdl 4 nagy csoportot tudtunk felallitani az
alapjan, hogy van-e véltozas a metabolit szintjében, és ha igen, akkor csokkend vagy

novekvd trendet kovet-e.

A fejlédés soran koncentracio-valtozast nem, vagy kis meértékben mutaté
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, nem azonositottunk madsodlagos
metabolitokat ebbdl a klaszterb6l. Ennek a csoportnak a szintjei atmeneti csokkenést
mutatnak a murvalevél novekedés soran, majd az oregedés fazisban ismét csokken a
szintje.

Hasonlé csoport a 4-5a. klaszterek. Ezen csoportok metabolitjainak koncentracioi
nagysagrendileg ugyanabba a tartomanyba esnek a szerv teljes élettartama alatt, a
valtozasok nem voltak szignifikansak (p> 9.92E-5). A 4-5a. klaszterek flavonoid
glikozidokat tartalmaznak, mint példdul kempferol-diglikozidokat, kvercetein-

glikozidokat és egy kumarin-szarmazékot.

A fejlédés soran koncentracio-névekedést mutaté metabolitok

Az 1. klaszter egy kompakt vegyiiletcsoport. Ezen kompakt csoport vegyiiletei
alacsony mennyiségben vannak jelen a fiatal szovetben, de koncentraciéjuk jelentésen
novekszik a murvalevél novekedése sordn, és valtozatlan marad a késébbiekben is, bar

egyes metabolitok esetében a koncentracié véltozasa a viragzas befejezése utan is
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folytatodik. A legtobb metabolit esetében a véltozas statisztikailag szignifikans (p
<9,92E-5). Ez a klaszter bioszintetikus it szempontjabdl valtozatos csoport, mivel

tartalmaz kinansav-szarmazékot, kumarint és egyéb fenilpropanoidot.

A fejlodés soran koncentracié-csékkenést mutaté metabolitok

Az 5b.-6a. klaszterek felel6sek a metabolom hirtelen valtozdsanak jelentds részéért a
murvalevél fejlédésének els6 14 napjaban, valamint az 5b. klaszterbe tartozo
vegyliletek hatdrozzék meg a fiatal murvalevél vegyiileteinek karakterisztikdjat. A
korai szakaszban nagyon magas a vegytiletek koncentraciéja, ami a késébbi, fejlédési
szakaszokra lecsokken. Maximalis koncentraci6juk a 0. napon volt, majd gyors,
statisztikailag szignifikdns csokkenés tortént 7-14 napon beliil (p <9,92E-5). Példaul a
(-)-epicatechin koncentraciéja koriilbeliil tizedére csokkent az elsd két hétben. A 14.
naptél kezdve ezen vegyliletek koncentraciéi gyakorlatilag allandéak maradtak a
murvalevél élete soran. Ezen csoport tagjai kozott flavonoidok dominéltak, kempferol-
pentozid példaul. Ez a csoport tartalmaz szamos katechint és szarmazékat, valamint

klorogénsavat.

A fejlédés soran atmeneti koncentracié-névekedést mutaté metabolitok

A 3. és 6b. klaszterek alkotjdk ezt a csoportot, amelyben a vegyiiletek kezdetben
alacsony koncentracioban vannak jelen vagy hidnyoznak. Ezutdn a vegyliletek
koncentraci6ja atmenetileg novekedett, majd a virdgzas kezdetétél kezdve nem
mutattak egyértelmi tendencidt. Ez a trend pont ellentétes az 1. klaszterben
megfigyeltekkel, ahol alacsony mennyiség volt a virdgzas el6tt, ennélfogva erds
negativ korrelaci6 figyelhet6 meg a két csoport kozott.

A 6b. Alcsoport maximumja a 7-21. nap kozott volt, mig a 3. klaszter estében ez 21-32
napra esett. Ez a csoport a flavonoidok és a kinasav-szarmazékok nagy diverzitasat
mutatta, elsGsorban glikozidokként. Az Gsszes diglikozid flavonoidot és szinte az
Osszes deoxihexozidot cukrot tartalmaz6 vegytilet a 6b. alcsoportba sorolédott, példaul

luteolin-deoxihexozid-pentozid, kinasav-hexozid. A flavonoidban gazdag virdg
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kinyilasa el6tti murvalevélben torténd felhalmozddas arra utalhat, hogy késébb ezen
vegyiiletek a virdgba transzportalodnak igy itt csak a vegyliletek gyartasa és
raktarozasa torténik. Egyes vegyiiletek koncentracidja nagyjabol otodére csokken,
amiknek a tisztitdsdt mindenképpen meg kellene el6znie egy mintavételi idd

optimalizalas.

A lehetséges alkalmazasok, kovetkezmények

Mivel a metabolom a kiilonb6z6 id6pontokban jelentésen eltér, ezért feltételezhetd,
hogy ez kihat a drog bioaktivitasara is, valamint mas felszivodasi és eloszlasi
kinetikdra is szdmithatunk. Példaul a kumarinokhoz kapcsolédé bioaktivitasok
valészintileg jobbak lesznek a kés6bbi fenoldgiai szakaszokban, mig a kinasav-
szarmazékok a viragzas el6tt vannak a legmagasabb koncentraciéban jelen.

A flavonoidok valamilyen formaban mindig jelen vannak a murvalevélben, Ahogy
altalaban, a flavonoidok els6sorban glikozid forméban vannak jelen, amely
glikozidokat majd az emberi gyomor-bélrendszerben é16 bélbaktériumok, vagy a
humén vékonybélbdl szarmazé B-glikozidaz enzimek bontanak, igy azok aglikonként
fognak felszivodni. Roviddel a virdgzas el6tt és roviddel utdna a murvalevél
metabolomja rendkiviili hasonl6sdgot mutat a virdgzaskori éllapottal, ami a f6
betakaritdsi id6szak.

A bemutatott adatok azt mutatjak, hogy a murvaleveleknek magas bioaktivitasuk lehet

a viragzasi id6én kiviil is.
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Osszefoglalas

Munkank sikerrel alkalmazta a metabolomikai megkozelitést a kérdések
megvalaszolasara.

Jelen tanulmany sordn az Armoratia rusticana és a Tilia platyphyllos vizsgalatat
végeztiik el célzott és célzatlan metabolomikai megkozelitéssel, és mind a metabolit-
endofiton gomba interakcié vizsgalatdira, mind a murvalevél kémiai mintdzat-
valtozasanak megfigyelésére igaz, hogy a metabolomikai megkozelités igen
hasznosnak bizonyult. Fé6bb eredményeinek az alabbiak.

Az Armoratia rusticana esetében a f6 kovetkeztetésiink az volt, hogy az endofiton
gombak aktiv interakciéban allnak a gliikozinolat-mirozinaz-izotiocianat (GLC-MYR-
ITC) rendszerben. Az adatok alapjan valdsziniisithetd, hogy az endofitonok
kimutathatdéan adaptalédtak a gazdanovény gombaellenes szekunder metabolitjaihoz.
Ez az alkalmazkodasi képesség bizonyos mértékben megkiilonboztette az endofiton
gombadkat az ugyanazon talajban talalhat6 talajgombaktél.

Nem elhanyagolhat6 tény, hogy a tormat kolonizalni képes endofiton gombak
kiszorithatjadk az egyébként patogénként funkciondlé egyéb mikroorganizmusokat,
ezdltal védhetik magéat a novényt is. Ezen tény ismeretében maga a névény sokkal
védettebb, egészségesebb. Ha feltételezzilk, hogy mas, a gydégyaszatban hasznalt
novények esetében is hasonlé mechanizmus jatszodik le, akkor ezaltal egészségesebb
lesz a novény, ami akar magasasbb hatéanyaghozamot is jelenthet. Ennek tekintetében
nem elhanyagolhat6 a ndvények endofiton gombainak szelekcidja és vizsgalata.

Tilia platyphyllos esetében a jelen munkankban megéallapitottuk, hogy a murvalevél a
bioaktiv fenolos vegyiiletek gazdag forrasa lehet igy a virdgzas el6tt mint utan, bar a
metabolitmintazat jelentGsen eltérhet a kiilonb6z6 fejlédési stadiumokban. Kiilondsen
a murvalevél korai fejlédési szakaszat jellemzi a polifenolos vegyiiletek rendkiviili
sokfélesége, a katechinszarmazékok és a flavonoid-glikozidok nagy mennyisége. Ezek
miatt a murvalevél potencidlisan terdpias értékii lehet tigy a virdgzas sordn, mint a

fejlédés korai szakaszaban vagy a termésnovekedés kései fenostadiumaban is.
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Mivel a vegyiiletek mintdzata a kiilénb6z6 stddiumokban eltérd, igy a bioldgiai
hatdsok is fiigghetnek a fenolégiai stadiumtdl. Erezhet§ ezek alapjdn annak
szitkségességére, hogy optimalizdljuk ezen novényi drog betakaritdsi idejét, ha
kiilonbdzd bioaktiv komponensekre akarunk fékuszalni. Még egy hét is nagyban
befolyasolhatja a névény masodlagos metabolitjainak mintazatat.

A tanulmany konkldzi6ja soran lathattuk a metabolomikai megkozelités fontossagat,
miszerint elfogadhat6, hogy akar egy novényi metabolit-endofiton gomba interakcié,
akéar egy metabolom id6beni lefutdsa nem feltétlentil itélhet6 meg egy-egy paraméter

vizsgalata alapjan.
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