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1. BEVEZETES
1.1 Metabolomika

A metabolomika a Kis, jellemzéen 1,5 - 2 kDa alatti molekulatomegii els6dleges- illetve
masodlagos anyagcserctermékek vizsgalataval foglalkozé tudomanyag, mely napjainkban egyre
népszeriibb és ennek koszonhetden rohamosan fejlédik. A metabolomika céljai tobbek kozott a
metabolitok azonositdsa, ezaltal anyagcsere utvonalak felfedezése, biomarkerek keresése,
biokémiai folyamatok megismerése és anyagceseretermékek fluxusanak megfigyelése szerepel.

E tudomanyag alapvetd tulajdonsaga, hogy egyszerre nagy komponensszammal dolgozik ¢és
torekszik egy adott szervezetet teljes vagy lokalis szinten komponensek, anyagcseretermékek
minél szélesebb korének figyelembevételével jellemezni. Az egy szervezetben jelen 1évo
metabolitok Osszessége alkotja az ugynevezett metabolomot. A metabolom tekinthetd egy
bizonyos molekularis ujjlenyomatnak is, mely dinamikusan reagal az adott szervezetet érd
hatasokra, kiils6 kornyezetbdl érkezd stresszre, bizonyos kezelésekre stb. Ezaltal valamilyen jol
meghatarozott kiilsé kezelésnek kitett, (pl. betegség altal megbetegitett minta) csoport és egy
kontroll, azaz kezelés- és betegségmentes minta csoport metabolomjanak 6sszehasonlitidsa nagy
informéciotartalommal bir. A két csoport Osszevetése altal pedig a differencidlo, azaz a
kiilonbséget okoz6é komponensek megfeleld kisérlettervezéssel és kemometriai modszerek
segitségével kiszlirhetok ¢és azonosithatok, ami altal kozelebb keriilhetink egy adott

mechanizmus megértéséhez.

1.1.1 Metabolomika besorolésa, jelentdsége

Bioldgiai kdrnyezetben a metabolom egészét nem lehet teljes mértékben atfogdé modon
jellemezni, illetve az Gsszes jelen 1évé metabolitot detektalni és azonositani, de ez nem is minden
esetben cél. A teljes mértékben atfogd molekuldris kép 1étrehozasa leginkabb méréstechnikai
oldalrol nem lehetséges, hiszen a rendelkezésre 4llo technikdk bizonyos szinten specifikusak,
ugymint pl. a hidrofob, hidrofil, ionos, illékony stb. molekulak korére. A metabolomika viszont
ennek ellenére mindenképp rendkiviil hasznos, hiszen 1 informéciokkal jarul hozza a komplex
biologiai rendszerek és azok anyagcsere utvonalai mikodésének megértéséhez a genomika,
transzkriptomika és proteomika kiegészitésével (1. abra).

A genetikaban ismert centralis dogma kimondja, hogy a genetikai informacié dramlasa, ezzel
egyiitt a fenotipus végsé formajahoz vezetd ut egyiranyt, melynek modja, hogy a DNS-ben tarolt
informaci6 a transzkripcid sordn messenger RNS-ekre (mRNS) irodik at, majd a transzlacid
soran az mRNS-ekben tarolt informdacidé alapjan torténik a fehérjék bioszintézise a
riboszomaknak koszonhetden, ezaltal az informécio fehérje szintre forditodik at. Ebbdl

kovetkezik, hogy a genetikai informacié fehérjék szintjéig jol kovethetd, hiszen az RNS-ek

1
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Osszesen négy lehetséges OsszetevOje (purin €s pirimidin vazas bazisok), illetve a fehérjéket
felépitd 22 esszenciadlis aminosav ismert, ezeknek ,csupan” a szekvencidja valtozik.

Természetesen azonban a proteomikaban és genetikdban is bdven akadnak feltaratlan

“
“
D' 'C]

Z | NS\

. Amino

1. abra: A metabolomika elhelyezkedése.

folyamatok.

Ett6l  eltéréen ,sajnos” a végsd fenotipus kialakitdsdban  szerepet  jatszé
anyagcseretermékeket felépitdé atomok, illetve kémiai csoportok szama nagysagrendekkel
nagyobb, szerkezetiik, felépitésiik rendkiviil szerteagazo. A génekhez és fehérjékhez hasonld
szekvenalasuk tehat nem lehetséges, ehelyett azonositdsuk érdekében elemi Osszetételiiket, a
felépitd atomok kotodését és sztereokémiai viszonyokat is de novo kell meghatarozni, melynek
moddja meglehetdsen dsszetett (Fiehn, 2002).

Mig a genomika, transzkriptomika és proteomika nagyot 1épett eldre technologiai fejlodés
terén, a metabolom 4atfogd vizsgalatdhoz sziikséges eszkdzok még mindig varatnak magukra
(Bino és mtsai., 2004). Bar az ,,omika” tudomanyagak végpontja a metabolomika, és ez all
legkozelebb a fenotipusok jellemzéséhez, nincs olyan ,,egymiszeres” eljaras, amely az Osszes
metabolit meghatarozasara alkalmas lenne. Lehet, hogy pont ez az oka a metabolomika
lemaraddsdnak a tobbi ,,omika” tudomanyaghoz képest, amelyek egy miiszeren vagy
miiszeregyiittesen torténd megvaldsitdsa mar megoldodott.

A metabolomikaval foglalkozd publikaciok szama, illetve szamuk ndvekedése jol jelzi a
teriilet novekvd relevancigjat. Az emelkedd szamok alapjan bebizonyosodik, hogy a
metabolomika ténylegesen hasznalhato eszkdz a fenotipusok és a biologiai szervezeteket ért
kiilsé hatasok 4&ltal indukalt valtozasok tanulméanyozéasara, legyen szo ndvények, allatok,

mikroorganizmusok, human vagy kornyezeti mintdk metabolomikai vizsgalatarol.
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A metabolom ,,atfogd” vizsgalata meglehetdsen bonyolult €s Osszetett: szamos, kiillonb6zo
tipustt molekula alkotja, Ggymint pl. aminosavak, peptidek, cukrok, lipidek, szerves savak,
mukleotidok sth. E metabolitok eloszlasa pedig mind idében, mind pedig térben valtozik.

Ezt raadasul tetézi az is, hogy minden egyes szervezet metabolomja egyedi, hatalmas
biologiai diverzitast okozva ezzel, mely példaul emldsoknél kovetkezhet az eltérd étrendbdl,
novényeknél az eltéré fényviszonyokbdl és szamtalan egyéb eltérésbdl (Vigneau-Callahan és
mtsai., 2001). Emiatt rendkiviil nagy jelentéségli a gondos kisérlettervezés, pl. tobb biologiai
parhuzamos mintak vizsgalata, tobb id6pontban torténé mintavétel, illetve mintak relevans

részeinek kivalasztasa és elOkészitése.

1.1.2 El6 és élettelen metabolomika

E16 mintak esetén alapvetd probléma, hogy az é16 szervezetek dinamikusan véltoznak a kiilsé
kornyezet hatasainak megfeleléen. Barmilyen kiilsé hatasra adott reakcido befolyasolja a
metabolom Osszetételét, tehat alapvetéen fontos, hogy azonos koriilményeknek tegyiik ki a
vizsgalni és Osszehasonlitani kivant szervezeteket, hogy a kiilonbségtétel soran kizardlag az
altalunk alkalmazott megkiilonboztetés szerinti eltérést észlelhessiik és a metabolomot mas hatas
ne befolyasolja, mert az hibas kovetkeztetések levonasat eredményezheti.

Elettelen mintak esetén ilyen dinamikus valtozasokra nem kell szamitani, ott a gondot a
mintak stabilitasa, illetve a mintak el0készitése soran fellépd hatdsok, pl. oxidacid, bomlasi
(decomposition) folyamatok jelentik, melyek ellen védekezni kell. A mintak feldolgozasa és a
mintak allapota, a kezelések nyomon kovetése ugyanakkor sokkal egyszeriibb, mint €16

szervezetek esetében.

1.1.3 Metabolomika tipusai

A kiilonb6zd komponensek nagy diverzitast mutatnak fizikai és kémiai tulajdonsagaikban,
valamint koncentraciojukban. El6fordulnak mind makrokomponensek (szazalékos nagysagrend),
mind pedig nyomnyi koncentraciéju (ug/ml, ng/ml és stb.) komponensek is. A metabolitok
pontos szdmat pedig nem lehet megmondani, csupan becsiilni lehet annak nagysagrendjét. A
szerteagazosagbol és Osszetettségbdl kovetkezden nagy kihivast jelent a metabolomika analitikai
szempontbol, illetve az ,,06sszes” metabolit egyszerre torténé mennyiségi meghatarozasara és
azonositasara tovabbra sem all rendelkezésre megfeleld analitikai méréstechnika.

Jelenleg az eltéré célok miatt két kiilonb6zd csoportba sorolhatjuk a metabolomikai

vizsgalatokat: metabolomikai profilvizsgalat (metabolic profiling) és metabolomikai ujjlenyomat

készités (metabolic finger-printing) (Dettmer és Hammock, 2004).
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1.1.3.1 Metabolomikai profilvizsgalat

A metabolomikai profilvizsgalat kizarélag metabolitok egy csoportjara fokuszal, amelyek
egy bizonyos anyagcsere utvonal résztvevéi, azonos komponens csoportba tartoznak, vagy
bizonyos kozos tulajdonsagon osztoznak. Kivald példa erre az élesztégombak, pl. Pichia
pastoris aminosav és szerves sav profiljanak monitorozasa (Klavins és mtsai., 2013), vagy egyéb
lipidomikai profilvizsgalatok (Qi és mtsai., 2014). E mddszer elézetes informaciokra épit és
sokkal inkabb egy hipotézis vezérli, mintsem egy hipotézis kialakitasa a cél. Egy még
céliranyubb tipusa ennek a célzott keresés (target analysis), ahol eldzetesen kivalasztott, azaz
iIsmert célkomponenseket hataroznak meg, melyek jellemzéen valamilyen biomarkerek, toxikus
komponensek, szubsztratok, vagy enzimes reakciok termékei stb. (Fiehn, 2002).

Az analitok, metabolitok jellegének és tulajdonsagainak megfeleléen azok meghatirozasara
szdmos analitikai megoldéas kinalkozik. Az utobbi néhany évben tovabbfejlesztett rengeteg
méréstechnikai eljarasnak koészonhetéen egyre tobb és tobb célmolekula hatarozhaté meg
szimultdn modon, egyetlen mérés soran. A mérési paraméterek tovabba optimalhatok a
célkomponensekre, valamint a komponensek mennyiségileg meghatarozhatok, hiszen ezek nagy
részében standard vegyliletek is rendelkezésre allnak. Ezek ellenére azonban a metabolomikai
profilvizsgalatok technikai megvaldsitds szempontjabol nem feltétleniil egyszeriibbek, mint a
metabolomikai ujjlenyomat készités, hiszen a keresett komponensek ugyancsak komplex
matrixban lehetnek jelen, és az ezekre vald optimalas, megfeleld szelektivitas és érzékenység
elérése, valamint megbizhatd mennyiségi meghatarozasuk modjanak létrehozasa is analitikai
kihivast jelent. Bar kiilonb6zé metabolitokrol szdmos informaciéo all rendelkezésre az
irodalomban, a globalis adathalmazokba vald beépitésiik mddja még nincs teljesen megoldva. A
metabolomikai profilvizsgalat legfobb korlatja azonban, hogy esetében nem beszélhetiink atfogo,
igazi ,,omikai” eljarasrol. Ennek ellenére az igy nyert kvantitativ informaciok is nagy mértékben
hozzajarulhatnak adatbéazisok létrehozdsahoz, ezaltal pedig a metabolomikai Utvonalak é&s

biologiai rendszerek még alaposabb megértéséhez.

1.1.3.2 Metabolomikai ujjlenyomatkészités

E modszer célja nem az Osszes jelen 1évd metabolit azonositasa, hanem azon differenciald,
azaz megkiilonbozteté komponensek meghatarozasa és kiszlirése, amelyek egy bizonyos kezelés
vagy kiils6 hatasbol kovetkezden eltérd mértékben vannak jelen a két kiilonbozo
mintdban/mintacsoportban. A metabolitok kompozicidja egyfajta ,ujjlenyomat”, mely
dinamikusan valtozik pl. jol definialt betegség, allapot, mérgezés, kdrnyezeti vagy genetikai

elvaltozas hatdsara. Ennek a hatasnak jol definialtnak kell lennie és a kisérlettervezésnél gondot
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kell forditani arra, hogy egyetlen ismert hatas szerint kiiloniiljenek el a mintak - ez kiilondsen in-
vivo bioldgiai mintak esetén igényel nagy koriiltekintést és jelent nagy problémat.

A metabolomikai ujjlenyomatkészités egyre inkabb érdekes sok tudomanyag, pl. human-,
allat-, mikro- és novénybioldgia, kornyezettudomany stb. szamara, hiszen a végsé fenotipus
kialakulasanak kozelebbi megértését szolgalja. Sejttenyészetek esetében tovabbi lehetdség az
intracellularis, illetve extracellularis metabolitok és a kozegbdl felvett tapanyagok kiilon
vizsgalata, mely a fenotipusra és fiziologiai allapotra vonatkozdan szolgalhat informacioval.

Mikrobak metabolomikai ujjlenyomatanak vizsgalatat metabolomikai labnyom készitésnek is
hivjak (Allen és mtsai., 2003). A metabolomikai ujjlenyomat vizsgalat ténylegesen beillik az
»omikai” tudomanyagak koz¢é, mivel anyagcseretermékek széles skalajat vizsgalja egyszerre,
szimultin moédon. A  metabolomikai ujjlenyomat készités tobbféle célra alkalmazhato.
Diagnosztikai esetekben az elsédleges cél, hogy a mintak alapjan a vizsgalt szervezeteket meg
tudjak kiilonboztetni, csoportokba tudjdk Oket sorolni. Erre kivald példa a klinikai esetek
monitorozasa, ahol metabolomikai ujjlenyomatkészités segitségével idoben is kovetni tudjak a
kezelt szervezet allapotat. Ha nincsen egyértelmii jele gyogyulasnak, ¢ modszer segitségével
eldonthetd, Gjra egészséges lett-e a korabbi beteg egyed, vagy beteg maradt, ezaltal értékelhetd a
kezelés hatékonysaga. E megkozelités nem segit kdzelebb keriilni a metabolomikai utvonalak
megértésében, itt a hangstly a klaszterezésen van, statisztikai alapon csoportok alkothatok,
illetve a késobbiekben a mintak csoportba sorolhatok. A komponensek azonositasa, sot
mennyiségi meghatarozasa sem minden esetben sziikséges (Bowers és mtsai., 2014).

A metabolomika hatékonysaga viszont akkor hasznalhatdo ki leginkabb, ha kvalitativ és
kvantitativ informaciot is egyarant szolgaltat. A kiilonb6z6 fenotipusokra jellemz6 differenciald
komponensek segitségével a biokémiai utvonalak megértheték, illetve kozelebbrol

megismerhetok.
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2. IRODALMI ATTEKINTES
2.1 Metabolomika
2.1.1 Metabolomikai vizsgalatok soran alkalmazott analitikai médszerek

A metabolomikai vizsgéalatok soran a kiilonb6z6 vizsgélt mintdk sokszor komplex, Osszetett
matrixot jelentenek, a matrixok tobbségében pedig még meglehetésen nagy a metabolomot
alkoté komponensek szama. Ezt rdadasul az is tetézi, hogy a kezelések, hatasok altal okozott
valtozasok szamos metabolitot befolyasolnak, ezaltal valik alapvetéen sziikségessé komponensek
sokasaganak egyidejii kvalitativ és kvantitativ (de legaldbb tgynevezett fél-kvantitativ)
meghatdrozasara alkalmas analitikai modszerek alkalmazasa. A mai napig nem all rendelkezésre
olyan méréstechnika, melynek egyediili alkalmazésa atfogd képet adna a metabolomrol, viszont
kombindlt hasznalatuk &ltal, egymadst kiegészitve, a metabolom szamottevé része lefedhetd. A
tomegspektrometria (MS) és a magmagneses rezonancia (NMR) technikak teszik ki a felhasznalt
méréstechnikdk  messze  tilnyomé  részét, nagy  teljesitményiiknek,  sokoldalua
alkalmazhatdsaguknak és az utobbi években elért nagymértékii fejlédésiiknek koszonhetden. E
modszerek fobb elényeit és hatranyait foglaltam Ossze az
1. tablazatban.

Az NMR ¢és MS technikdk nem helyettesithetik egymast, azonban egylittes alkalmazasukkal
jol kiegészitik egymas tulajdonsagait. A szakmai irodalomban talalunk példat NMR és LC-MS
(Lin és mtsai., 2008), NMR ¢és GC-MS (Chan és mtsai., 2009), GC-MS és LC-MS (Johnson és
mtsai., 2011; Kajander és mtsai., 2009; Scherling és mtsai., 2010; Wu és mtsai., 2010), NMR,
LC-MS és GC-MS (Geier és mtsai., 2011; Psychogios és mtsai., 2011; Zulyniak és Mutch,
2011), GC-MS, LC-MS ¢s CE-MS (Gao ¢és mtsai.,, 2008) egyiittes alkalmazasara.
Disszertaciomban az NMR ¢és MS koziil az utobbit mutatom be részletesebben, mert sajat

munkam soran is ezt alkalmaztam.
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1. tablazat: A tomegspektrometria ¢és magmagneses
metabolomikai vizsgalatokban.
Tomegspektrometria
Tulajdonsagok
LC-MS GC-MS

- sokoldalu alkalmazhatosag, - kivalo elvalasztas
komponensek tilnyomo része - egyszer(i, akar
vizsgalhato automatizalhato

El8nydk - kivalo érzékenység komponensazonositas, nagy
- ndvekvo metabolit adatbazisbeli lefedettség
adatbazisok - kivaloéan reprodukalhato
- fejldd6 krormatografias ionizacio és fragmentacio
felbontas
- gyartotol, muszertdl fiiggd - csak illékony vagy illékonnya
ionizacio, rossz adatbazis tehetd molekulak esetén

Hatranyok

lefedettség

2.1.1.1 Tomegspektrometria

alkalmazhato

rezonancia Osszehasonlitdsa

NMR

- egyértelmii komponens
azonositas

- alacsony fajlagos koltség nagy
mintaszam esetén

- jo reprodukalhatdsag

- rossz érzékenység

- komponensek szimultan
meghatarozasara nem képes,
csak nagy tisztasagu

komponensek meghatarozasara

Az elsé tomegspektrométert Thompson épitette 1912-ben, amely modszert eredetileg

hadiipari célokra szantdk, viszont késobb 0ndlloé méréstechnikavd ndtte ki magat. A

tomegspektrométerek alapvetd tulajdonsaga, hogy toltéssel rendelkezd részecskék, azaz ionok

létrehozasat kovetden véalnak alkalmassd azok meghatarozasara. A 2. abran lathaté a

tomegspektrométerek felépitése, amely szerint az els6 alkotoeleme az ionforras, amit a

tomeganalizator, detektor €s az adatfeldolgozé rendszer kovet.



DOI: 10.14267/phd.2015003

Ilintabesriteli
retidszer

!

Interfész, kapesoldelem

Valnumrendszer

lonforrds == Ionoptika =% Tomeganalizdtor —# Detektor

! ! !

A datfeldolzozd rendszer

2. abra: Tomegspektrométerek altalanos felépitése (forras:
http://ttk.pte.hu/analitika/letoltesek/
jegyzet/ch09s02.html).

Az analitok (atomok vagy molekulak) el@szor az ionforrasba jutnak, ahol a képz6dott ionok
gazfazisba kerililnek (vagy eleve gazfazisban ionizalodnak, pl. EI, APPI és APCI) és tovabb
haladnak a tomeganalizator iranyaba. A tomeganalizator m/z értékiik (tomeg/t6ltés aranyuk)
szerint megkiilonbozteti, a detektor pedig detektalja az oda jutott ionokat. A
tomegspektrométerek tomegérzékeny detektorok, mely szerint a detektalt ionok mennyiségével
aranyos a kapott jel nagysaga, ami miatt fél-kvantitativ és kvantitativ mérésekre alkalmasak. A
tomegspektrum az m/z értékekhez tartozo jelintenzitasokbol tevédik Ossze: a jelintenzitas a
komponens mennyiségével, illetve sok esetben (koncentracioérzékeny ionizacio, pl. ESI) relativ
koncentraciojukkal van aranyban.

Metabolomikai alkalmazasok soran a megfeleld szelektivitds és a detektalhaté molekuldk
nagy szamanak elérése érdekében az ionizdciét megelézéen szamos esetben sziikséges az
analitok szétvalasztasa. Igy az azonositishoz sziikséges tovabbi tényezdt kapunk, a retencids
id6t. Ilyen kromatografias rendszerek pl. gazkromatografia (GC), folyadékkromatografia (LC),
kapillaris elektroforézis (CE), vékonyréteg kromatografia (TLC) stb., ritkabb esetekben azonban
a mintak elvalasztdsa nem feltétleniil szlikséges, kdzvetleniil a tomegspektrométerbe juttathato a
minta (Koch és mtsai., 2014; Marshall és mtsai., 2014). Metabolomikai alkalmazasokban a
gazkromatografiahoz (GC-MS), illetve folyadékkromatografiahoz (LC-MS) valé kapcsolasok a

leggyakoribbak, nagy kromatografias felbontasuk €s széleskorii alkalmazhatésaguk miatt.

2.1.1.1.1 GC-MS kapcsolt rendszer

A géazkromatografia illékony és szarmazékképzés soran illékonnya tehetdé molekuldk
elvalasztasara alkalmas. Metabolomikai alkalmazasok esetében az all6fazisok jellemzden 0,25-

9
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0,32 mm bels6 atmérdjii, belso feliiletén filmréteggel bevont kapillaris oszlopok, amelyek hossza
15-t6]1 akar 100 méterig terjedhet. A gazkromatografids elvéalasztisokra a rendkiviil nagy
elvalasztasi képesség jellemz0, melyek nagy kromatografids felbontoképességet eredményeznek.
GC-MS csatolasok esetében az elektron ionizacio (EI) és kémiai ionizacio (CI) a legelterjedtebb
ionizacios technika. Az EI er6s ionizacios technika, amely azt jelenti, hogy nem csak ionizacio,
hanem vele egy id6ében az anyaionok fragmentacioja is jelentkezik, tehat a tomegspektrumban a
komponenssel egyiitt annak fragmensei is megjelennek. Az El nagy elénye, hogy az ionizacio
soran altalanosan 70 eV-os energiat alkalmaznak, illetve a tomegspektrométerek kialakitasa is
egyseéges, amelyek egylittesen azt eredményezik, hogy a kapott tomegspektrumok egységesek, a
GC-s elvalasztas tipusatol, késziilék gyartotdl stb. fiiggetleniil. A Spektrumok informativ
jellegének, illetve egységességének valamint a GC-MS adatbazisokban talalhatd nagyszamu
komponenseknek kdszonhetéen pedig a metabolitok tobbnyire egyértelmiien azonosithatok.

A GC-MS technika legfébb korlatja azonban, hogy az instabil, héérzékeny, illetve nagy
molekulatdomegli molekuldkat nem lehet GC alapt technikdkkal vizsgalni, mert nem illékonyak
vagy nem tehetok azza. Biologiai rendszerekben azonban éppen ez utdobbi komponensek a
szamottevOk, tehat biologiai mintdk GC-MS alapii metabolomikai vizsgalata meglehetdsen
limitalt. Munkamban folyadékkromatografidhoz csatolt tomegspektrometria alapt (LC-MS)
metabolomikai kisérleteket folytattam, ezért disszertaciomban a tovabbiakban az LC-MS

technikakat részletezem.

2.1.1.1.2 LC-MS kapcsolt rendszer
A metabolomot alkotdé kis molekulatomegli metabolitok kvalitativ, illetve kvantitativ

vizsgalatara kivaloan alkalmas a nagyhatékonysagt folyadékkromatografia (HPLC), épp ezért a
HPLC-MS kapcsolt rendszer az egyik leggyakrabban alkalmazott méréstechnika.

A HPLC tobbnyire szarmazékképzés nélkiill képes a mintdban 1évé komponensek
elvalasztasara és szamos tipusu allofazis all rendelkezésre (pl. forditott-, normal fazist,
ioncserés, hidrofil kolcsonhatas kromatografia (HILIC) stb.), amely kovetkeztében szamos
kiilonbozd karakterli komponens egyidejli elvalasztasara alkalmas. A kiilonb6z6 allofazisok
kombinaldsa altal azok rendkiviil jol kiegészithetik egymadst, mint példaul a forditott fazisu
(kozepesen polaris €s apolaris komponensekre) és HILIC (polaris komponensekre) oszlopok is,
amelyek hasznalhatok parhuzamos és ortogonalis (LC x LC) kapcsolasban is. Ortogonalis
kapcsolason az eltérd mechanizmus alapjan torténd elvalasztasi technikak egylittes alkalmazasat
értjiikk (pl. forditott fazis x ioncsere). E technikdk egyiittes alkalmazasa elegendé lehet a
metabolom nagy részének lefedéséhez. Sheridan és mtsi (2012) szamos kiilonboz6 elvalasztas
Oszzehasonlitasa eredményeként arra jutottak, hogy forditott fazisi C18-as oszlopok 0,1 %-0s

(v/v) hangyasav tartalmii viz és acetonitril eluensekkel eredményezi a komponensek

10
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legszélesebb korének elvalasztasat. Kiilonb6z6 fajtaju kajszi gyiimolesok elsédleges, illetve
masodlagos anyagcseretermékeinek Osszehasonlitdsa soran alkalmazott forditott fazist
elvalasztasra talalunk példat Schmitzer és mtsai tanulmanyaban is (Schmitzer és mtsai., 2011).
Ren és mtsi L. japonica viragaiban talalhato 32 bioaktiv komponens szimultan elvalasztasat,
azonositasat és mennyiségi meghatarozasat hajtottak végre HPLC-ESI-TOF MS kapcsolt
rendszer segitségével (Ren és mtsai., 2008).

A HPLC technika az utobbi években nagy fejlodésen ment keresztiil és egyre gyakoribb a
,hormal bore” oszlopok (3,0 - 4,6 mm bels6é atmérd, 3-5 um-es szemcseméret) helyett a kisebb
oszlopok (1,0 - 2,1 mm belsé atmérd, 2-3 pm-es szemcseméret) alkalmazasa, ami pedig a
kromatografidas felbontds ¢és ezzel egyiitt az egyszerre szimultin modon meghatirozhatd
komponensek szamanak novekedését eredményezi. A kapillaris oszlopok a nano oszlopokkal
ellentétben valddi mintdk esetén is jol alkalmazhatok, alkalmazasuk nem annyira koriilményes,
reprodukdlhat6 és nem hajlamosak az eltomddésre.

A ma elérhetd legnagyobb felbontas az ultra nagy hatékonysagu folyadékkromatografias
(UHPLC) rendszerekkel lehetséges, mely rendszerekben tipikusan porozus tolteteket hasznalnak,
ahol a szemcseméret 2 um alatti és az oszlopok belsd atmérdje 2,1 mm. Az UHPLC rendszerek
legfébb eldnyei a konvenciondlis HPLC-khez képest a futtatdsi idok lerdvidiilése és a
megnovekedett kromatografias felbontés.

Mint emlitettem, metabolomikai vizsgalatok soran az egyik leggyakrabban hasznalt analitikai
technika az LC-MS kapcsolt rendszer. Az ,,LC”, ,MS” és , metabol*” keresGszavakra adott,
2000 ota megjelent kisérleti publikdcidk szdma a Scopus tudomdanyos irodalmi keresOben
megkozeliti a 12 ezret (2014. augusztus). LC-MS csatolasok esetén az atmoszférikus nyomasa
technikak (API), mint az elektroporlasztdsos ionizacid (ESI), atmoszférikus nyomasu kémiai
ionizécio (APCI) és az atmoszférikus nyomésu fotoionizacid (APPI) jellemzbéek. Ezen
ionforrasok koziil legszélesebb korben az ESI ionforrasok terjedtek el, melyek lagy ionizalasi
képessége terjed ki a legtobb komponensre, az erésen polarosoktol a kézepesen apolarosokig (3.

abra) (Awad és mtsai., 2015).

11
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Réviditések: APCl=Atmoszférikus nyomasu kémiai ionizacid, ESI=Elektroporlasztasos ionizacio, EI=Elektron ionizacio

3. abra: lonizacios folytonossagi diagram (Thurman és mtsai., 2001).

Az ESI, mint lagy ionforras ionizacids kapacitasa (részben az adott fesziiltségen 1étrehozhato
ionaram korlatozottsaga miatt) megoszlik az egyszerre elualodé komponensek kozott, emiatt az
ionizéacio koncentraciofiiggd. A HPLC-bAl érkezd térfogataram idedlis esetben 100 pl/perc-es,
illetve ez alatti, ilyenkor ugyanis a kapott jel és a koncentracio kozotti dsszefiiggés szélesebb
tartomanyban linearis (linearis dinamikus tartomany). Ez persze nem minden esetben megoldott,
de megfelel6 mértékii higitassal ellenstlyozhato. Emellett azért is kell ligyelni a mintak
megfeleld higitdsdra, mert a tal tomény minta matrixa is til intenziv lehet, ami a
célkomponensektdl veheti el az ionizacid lehetdségét. Nem célzott metabolomikai kisérleteknél
is épp ugy gondot jelent az ionszuppresszio, ahol nincsenek célkomponensek, mert az egyiitt
elualodd komponensek ,,versengenek” az ionizacioért, igy a mintdk tulzott toménysége miatt
nem minden komponens tud ionizalodni, ami informaciovesztéshez vezet.

Az LC-MS egyik legfobb elénye, hogy egy futtatasban tobb ezer metabolit detektalasara
alkalmas, koszonhetéen a HPLC oszlopok sokoldaltisagénak, egyre ndvekvd kromatografias
felbontasanak, az ESI ionforras széleskorli alkalmazhatésdganak, valamint a modern
tomegspektrométerek kivald érzékenységének ¢és szelektivitasanak. Fontos ugyanakkor
megemliteni, hogy az LC-MS rendszerek a kordbban ezen a teriileten elterjedten hasznalt GC-
MS rendszerekhez képest jelenleg még jelentds hatranyban vannak abbol a szempontbo6l, hogy az
ESI ionforrasok kialakitasdnak szertedgazosaga €s az ionizalhat6 komponensek az illékony vagy
illékonnya tehetd komponensekhez képest nagysagrendekkel nagyobb szama miatt nincsen
automatikus azonositast lehetdvé tévo adatbazis, az ionizacios/fragmentacios folyamatok, illetve
ugyanarra a komponensre kapott tomegspektrumok a kiillonb6zd késziilékek/ionforrasok szerint
eltéréek lehetnek.

Metabolomikai ujjlenyomatkészités soran elengedhetetlen a nagyfelbontasi ¢és nagy

tomegpontossagl tomegspektrométerek alkalmazasa. A prekurzor ionok €s azok fragmenseinek
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pontos tomegének ¢&s izotopolog eloszlasdnak meghatarozasa 4altal lehetdség nyilik a
komponensek 6sszegképletének meghatarozasara, illetve azonositasara. Az ilyen nagyfelbontast
miszerek pl. a repiilési id6 (TOF), Fourier-transzformacios ion ciklotron rezonancia (FT-ICR) és
az orbitalis ioncsapda (Orbitrap) analizatorokkal ellatott késziilékek. TOF analizator esetén a
10.000-20.000-es felbontas, 2-3 ppm-es tomegpontossag, FT-ICR késziilékeknél az akar
1.000.000-s felbontas és <1 ppm-es tomegpontossag, Orbitrap analizatorok esetében pedig a
100.000-es felbontas és 1-2 ppm-es tomegpontossag jellemz6 (Xiao és mtsai., 2012).

Elterjedt a hibrid tandem (MS/MS) késziilékek alkalmazasa (QTOF, LIT-FT-ICR, LIT-
Orbitrap), melyek segitségével a metabolitok prekurzor ionjainak fragmentilasa (MS") sorin
azok kisebb alegységekre esnek szét, hozzdjarulva ezéltal az anyaionok szerkezetének
feltarasahoz és azonositasdhoz. E késziilékek koziil a QTOF, azaz kvadrupol-repiilési id6
késziilék viszonylag alacsony arfekvése €s fenntartasi koltségei, valamint meggy6z0 paraméterei
miatt az egyik legalkalmasabb és legelterjedtebb késziiléktipus. Munkam soran én is QTOF

késziiléket hasznaltam, ezért ennek felépitését részletezem.

2.1.1.1.3 TOF ¢és QTOF tomegspektrométerek jellemzdi

A TOF ¢és QTOF késziilékekben az ionforrast kovetden valamilyen iontereld, pl. oktopol
vagy futott kapillaris helyezkedik el, ezt koveti a két kvadrupol és a TOF analizator majd pedig a
detektorként alkalmazott elektronsokszorozo.

A TOF analizator kialakitasabol ered6, legfontosabb elényei a kovetkezok:

1. nagy tomegfelbontas és tomegpontossag: a TOF analizator nagy felbontasat az ugynevezett
,delayed extraction” technikanak ¢és a repiilési cs6ben alkalmazott reflektronnak
koszonheti. A TOF cs6 elején az ionnyalabok meglokésének pillanataban az ionok térbeli
eloszlasa nem egyenletes, ami iddébeli eltérést okoz az ionok detektorba vald
becsapodasaban, a delayed extraction pedig az elsé lokés utdn egy masodik 1okés
kiegyenlité hatasa altal biztositja a repiilési id6 eltéréseinek kiegyenlitését. A reflektron a
repiilési csé végén elhelyezkedd ,,iontiikdr”, mely visszaveri a ra érkezé ionokat és
tovabbitja Oket a detektor felé. A reflektron az azonos molekulaionok repiilési idejének
eltéréseit egyenliti ki azaltal, hogy mig a gyorsabb ionok mélyebbre jutva tobb 1d6t, addig a
lassabb ionok kevesebb 1ddt toltenek el benne.

A repiilési id6 analizatorok masodik generacidja jelentds eldrelépést hozott a technika
elterjedésében azaltal, hogy a korabbi késziilékek viszonylag rossz tomegpontossigat
sikertilt korrigalniuk, mely a mérés kozbeni koriilmények ingadozasabol és nem tokéletes
izolalasabol fakadt. A modern késziilékekben ezt a hibat a mérés kozbeni allando
tomegkorrekcioval kiiszobolik ki. Gyartotol fiiggden kiillonbozd technikai megoldasok

utjan a HPLC-bdl érkezé eluensarammal egy idében referenciaoldatot juttatnak a
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késziilékbe, mely a mintaval azonos id6ében ionizalodik és keriil detektalasra. Referencia
tomegszamok detektalasa sziikséges, mert a repiilési id6 és az ionok m/z értéke kozotti
Osszefiiggés exponencialis, igy két mérési pont alapjan az Osszefliggési egyenlet, vele
egylitt pedig a pontos tomeg is korrigalhato a tdmegspektrum egészére nézve.

2. széles tomegtartomany: a TOF analizatorok tomegtartomanyanak elviekben nincs fels6
korlatja. A gyakorlatban 50-t61 1700 vagy 3000 m/z értékig képesek a teljes
tomegspektrum rogzitésére anélkiil, hogy barmilyen informacidveszteség jelentkezne.

3. izotopolog aranyok pontos meghatarozdsa: a késziilékben az ionforrastdol az ionok
ionnyalabokban jutnak el a TOF analizatorig, ahol e nyaldbok egyszerre repiilnek a repiilési
csOben, ezért egy molekulaion izotopologjainak aranya nagyon pontosan (kb. 2% relativ
hibaval) (Kind és Fiehn, 2006) meghatarozhatok. Kvadrupol analizatorokkal szemben ez
nagy eldny, azok esetében ugyanis ez gondot jelent, hiszen a HPLC jelek tranziensek, igy a
kiilon m/z értékek detektalasara szant id6 alatt a molekulaionok mennyisége valtozik, ami

az izotopologok aranyainak pontatlan meghatarozasahoz vezethet.

2.1.2 Metabolomikai mintael6készitési lehetdségek

A metabolomikai ujjelnyomatkészitési vizsgalatok soran alkalmazott mintaelékészitési
eljarasok, csakiigy mint a méréstechnikdk kivéalasztasanal tekintettel kell lenni arra, hogy
metabolitok széles skaldjanak meghatarozasat kell lehetévé tenniik. Természetesen a
mintael6készitésnek igazodnia kell a vizsgalat céljahoz és a rendelkezésre allé méréstechnikahoz
is (Dettmer és mtsai., 2007). Példanak okaul sok gyogynovénybdl, melyeket gyogyaszati célbol
hasznositanak vagy hasznositani kivannak, fontos, hogy a lehet6 legtobb metabolitot kinyerjék,
hiszen a cél hatdéanyagok keresése és azonositdsa, mert e novények hatdsa vélhetden nem
egyetlen hatdéanyagnak koOszonhetd, hanem szamos kiillonb6z6 komponens egyiittesének
(Sheridan és mtsai., 2012). Ilyen esetben természetesen tobb méréstechnika kombinalt
alkalmazasa ¢és ezeknek megfeleld tobb mintaelokészités sziikséges. A  kovetkezokben
mikroorganizmusok és novényi szovetek LC-MS alapu metabolomikai ujjlenyomatkészitése
esetén rendelkezésre allo mintaelkészitési lehetdségeket veszem sorra.

E mintaknal fontos szempont a minél egyszeriibb mintael6készitésre vald torekvés, hogy a
legkevésbé befolyasoljak a minta Osszetételét, illetve {ligyelni kell a mintdk metabolomjanak
stabilizaldsara. Ez novényeknél viszonylag egyszerlien megoldhatd, mintabegyiijtést kovetden
-20 °C-on, hosszabb tavon pedig -80 °C-on vald fagyasztas ajanlott (Bollina és mtsai., 2011).
Mikroorganizmusok intracellularis metabolitjainak vizsgalata esetén az ugynevezett ,,quenching”
(leallitas) eljaras javasolt, hogy a sejtek feltarasara adott stresszreakcid ne befolyasolja a

metabolom 0Osszetételét. Ehhez feltétleniil sziikséges a mikrobak és enzimeik aktivitasanak
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azonnali leallitasa. A quenchingnek mar szamos formdja ismert, legaltalanosabb modja a -20-40
°C-0s metanollal val¢ ,,fagyasztas” (Xu és mtsai., 2014). Extracellularis metabolitok vizsgalata
esetén elegendd csupan a komponenseket tartalmazo feliilisz6 elvalasztisa is a sejttomegtdl,
mely egyszerii centrifugalassal és szliréssel kivitelezhetd, quenchingre igy nincs is minden

esetben sziikség.

2.1.2.1 Homogenizalas

Novényi szovetek homogenizalasara szamos lehetdség adodik. Akar fagyasztva tarolasuk
utan, akar pedig frissen szedett mintak esetén a mintdk homogenizaldsa viszonylag egyszerti. A
folyamat technikai kivitelezése azonban nagy koriiltekintést, gyors és magabiztos munkat
igényel, hiszen a mintdk mennyisége limitalt, mintagyiijtési lehetdség pedig legtobbszor évente
egyszer all rendelkezésre, tovabba a mintak sériilékenyek, levegén oxidalodnak stb. Altalanosan
bevett eljaras a mintdk kimérése utan azok folyékony Nj-nel (-196 °C) valo kezelése, ami a
szovetek OsszetOrését, porra apritasat, az extrakcios feliilet novelését teszi lehetové. Az apritas
leggyakoribb modjai: golyds malom (Jonsson és mitsai., 2004), dorzsmozsar (Weckwerth és
mtsai., 2004), nagy teljesitményi apritogép (pl. Ultra Turrax) alkalmazasa (Roessner-Tunali és
mtsai., 2004).

Mikroorganizmusok extracellularis metabolitjainak vizsgéalata sordn nincs sziikség
kiilondsebb homogenizalasra, laboratoriumi razégéppel (vortex) torténd Osszerazast kovetden a
mintdk homogénnek tekinthetok, megfelelé szlrést, higitast és oldoszer/eluens beallitast

kovetden kozvetleniil injektalhatok.

2.1.2.2 Metabolitok extrakcioja

Novényi mintak, illetve gyogynovények metabolomikai vizsgalata esetén talalkozhatunk a
kovetkezé mintaelokészitési eljarasokkal is: fozetkészités, viz:etanol eleggyel valo maceralas (Li
¢és mtsai., 2007), extrakcid szuperkritikus folyadékkal (Khosravi-Darani, 2010; Liu és mtsai.,
2008; Wang és mtsai., 2008), nagy nyomasu forrdé vizes extrakcio (Deng és mtsai.,, 2007),
extrakcio apolaris oldoszerekkel (Li és mtsai., 2007).

LC-MS vizsgalatok esetén mindenképp folyadékfazisba kell atvinniink a metabolitokat a
mintael6készités sordn, hogy injektalni tudjuk a mintdkat. A mintaeldkészités kivalasztdsanal az
iIs szempont, hogy milyen allofazison valasztjuk el az extraktumba atkeriilt komponenseket:
C18-as forditott fazisu oszlopokndl példaul nem célszerli a vizes illetve polaros oldoszerrel
végzett extrakcid, hiszen az extrahalt erésen polaros komponensek nagy része meg sem kotodik
az oszlopon, igy ez esetben megfeleld szelektivitas és érzékenység sem értheté el. A felsorolt

eljarasok koziil a nem célzott metabolomikai vizsgéalatok esetén legkézenfekvobb a szilard-
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folyadék és a szilard fazisu extrakcid, a tovabbiakban ezeket részletezem (Dettmer és mtsai.,

2007).

2.1.2.2.1 Szilard-folyadék extrakcio

E moédszert régota alkalmazzak mintaeldkészitési eljarasként, mert nincs kiillondsebben nagy
eszk6z és berendezés igénye, egyszeriien Kivitelezhetdé. Metabolomikai vizsgalatok esetében
forditott fazisu oszlopot alkalmazva a kovetkezd extrahdloszerek alkalmazésa terjedt el:
izopropanol, etanol, metanol, savas metanol (jellemzéen hangyasav vagy ecetsav tartalmut, metil-
észter képzodés elkeriilése végett), acetonitril (Aharoni és mtsai., 2002), viz, metanol:viz elegy,
illetve erésen lipofil komponensek esetén etil-acetat vagy kloroform. Az extrakcid
hatékonysaganak novelésére a mintak razasa sziikséges, mely torténhet vortex-szel, ultrahangos
szondaval, temperalhato razogéppel (Thermomixer) sth. (t” Kindt és mtsai., 2008).

Az irodalomban szamos novényi ectrakcids eljarasra talalunk példat: butil-hidroxi toluol
(BHT) tartalmi metanolos extrakcioé (Prasad Maharjan és Ferenci, 2003; Schmitzer és mtsai.,
2011), metanol:vizes extrakcié (Bollina és mtsai., 2010), magas hémérsékletii etanolos vagy
metanolos extrakcio (Bollina és mtsai., 2011; Castrillo és mtsai., 2003; Gonzalez és mtsai., 1997,
Prasad Maharjan és Ferenci, 2003), extrakcié acetonitril:viz eleggyel (50:50 % (v/v)), 0,2 %
(v/v) hangyasav tartalom) (Vaidyanathan és mtsai., 2002), savas vagy bazisos kezelés (Prasad
Maharjan és Ferenci, 2003), kloroform-metanolos extrakcio (Prasad Maharjan és Ferenci, 2003;
Ruijter és Visser, 1996), vagy savas metanol-diklormetan-etil-acetat elegyével torténd extrakcio
(Smedsgaard, 1997).

Mivel szamos lehetdség all rendelkezésre, €s nem létezik altalanosan a legjobbnak elfogadott
eljaras, t’Kindt és mtsai kivalo tanulmanyaban (t” Kindt és mtsai., 2009) sorra vette a névényi
mintdk esetén rendelkezésre allo lehetdségeket és egy teszt minta alapjan hasonlitotta Ossze
azokat visszanyerés, reprodukalhatosag és hatékonysag alapjan. Arabidopsis thaliana leveleiben
talalhatd metabolitok forditott fazisi HPLC-s elvalasztasa esetén azt a kovetkeztetést sikeriilt
levonnia, hogy az optimalis mintael6készités a kovetkezo:

1. Homogenizalas: mintak eldorzsolése folyékony Nap-ben, dorzsmozsarban
2. Extrakcio: 80:20 % (v/v) metanol:viz eleggyel, temperalhat6 razoégépben (15 perc, 4
°C), majd ultrahangos szondaban (5 perc)

3. Centrifugalas (4 °C, 15000 g)

2.1.2.2.2 Szilard fazisu extrakcio

Szilard fazisu extrakcid folyamata sordn a mintdban taldlhaté komponensek egy szilard
(HPLC allofazisahoz hasonld) fazison kotédnek meg, a nem kivant matrixkomponensek pedig a

komponensek elualasat nem eredményez6 mosasi 1épés segitségével a mintabdl eltavolithatok. A
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matrixkomponensektdl €s ionszuppresszoroktol (pl. sok) valdé megszabadulds a minta tisztitasat
LC-MS mérések soran a sotalanitds kiilondsen elényos, hiszen nagy s6-tartalmi mintak esetében
(pl. vizelet) az ionforras elszennyezddhet és mindez érzékenység romlast okoz.

A toltet tipusatol fiiggéen a komponensek van der Waals kolcsonhatas, dipol—dipol
kolcsonhatés, hidrogén-kotés vagy elektrosztatikus erd segitségével kotddhetnek meg a tolteten.
Jelenleg az SPE toltetek széles skalaja érhetd el kereskedelmi forgalomban, tobbek kozott a
kovetkez6 tipusokban: szilika, alkilalt szilika (pl. C18), szén alapti szorbensek, ioncseréld
anyagok, polimerek, molekularis lenyomati polimerek (MIP-ek), korlatozott elérésii anyagok
(RAM).

Egyre inkabb elterjednek a polimerekbdl allo toltetek, melyeknek szélesebb a pH stabilitasa,
¢s nem annyira hajlamosak komponensvesztésre, ha a 1épések kozt kiszaradnak, mint az elébb
felsorolt tipusok. A divinilbenzén és N-vinilpirrolidon kopolimerébdl késziilt toltetek (pl. Waters
Oasis HLB — Hydrophilic-Lypophilic Balanced) hidrofil és lipofil komponensek egyidejti
megkotésére is képesek.

Egyértelmii hatranya a modszernek, hogy a komponensek visszanyerése nem teljes, illetve
bizonyos mértékii komponensvesztéshez vezet, hiszen a HPLC oszlopokhoz hasonloan
szelektivek bizonyos tulajdonsagti komponensek korére. Alkalmazasa viszont sok esetben
elényds, ha a minta toményitése, illetve tisztitdsa a cél (Dettmer és mtsai., 2007). C18-as toltet
alkalmazdsa idedlis valasztds, ha az SPE 1épést C18-as HPLC elvalasztas koveti. Az egyes
komponensek legnagyobb foku tisztitasat azonban tgy érhetjiik el, ha ortogonalis rendszerekben
tisztitjuk a mintat, pl. ioncserés SPE-t kovetéen forditott fazisa HPLC oszlopot alkalmazunk.
Jelen példa esetén azért érhetiink el nagyobb tisztasagot, mert a forditott fazisu tolteten/oszlopon
egylitt elualodo komponensek kozott lehetnek olyanok, melyek (pl. savas karboxil vagy bazikus
karakteri N-tartalmt csoportjuknak koszonhetéen) ioncserés tolteten/oszlopon mas retencioval

rendelkeznek, igy eltéré idoben elualodnak.

2.1.3 Metabolomikai adatbanyaszat

A nagyfelbontasu tomegspektrometrias feladatok esetén megszokott, hogy nagy mennyiségii
adat keletkezik, melyek kiértékelése sok id6t, energiat és odafigyelést igényel. Nagy
mintaszdmok vizsgalata soran hatalmas mennyiségli adat képzdédik, amely LC-MS csatolasok
esetében haromdimenzios adatsor formajaban keriil rogzitésre. LC-MS mérési fajlok esetében a
TOF vagy QTOF tomegspektrométerek jellemzéen 1 masodperces ciklusidével dolgoznak. Ez
azt jelenti, hogy minden masodpercben 50-1700 m/z tartomanyban (tomegtartomany valtozhat),

kb. 10000-es felbontas mellett rogzitik az adatokat, igy egy LC futtatas alatt, annak
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hosszusagatol fiiggden tobb ezer spektrumot rogzit a késziilék (pl. 25 perces futas mellett kb.
1500-at). Az adatok nagy mennyiségét pedig jol jelzi, hogy a mérési fajlok mérete gigabajtos
nagysagrendi.

Az ilyen adatsorok manudlis kiértékelése nem teljesithetd feladat. Egy-egy mintdban
altalaban - koszonhetden a nagyfelbontdsu kromatografianak és tomegspektrometrianak - ezres
nagysagrendben detektalunk komponenseket, mely adatsokasagbol megfeleld kisérlettervezéssel
¢és tobbvaltozos statisztikai modszerek segitségével tudjuk kisziirni az ugynevezett differenciald
komponenseket.

Az adatok kiértékelése a jelenleg elérhetd kromatografias-tomegspektrometrias szoftverek,
kiértékeld célszoftverek segitségével nagysagrendekkel hatékonyabb, mint a manualis
adatfeldolgozéas. Napjainkban a versenyképesség ¢s az adatok kiértékelésének sebessége
érdekében a metabolomika mindenképp megkivanja ezt a feltételt, illetve a célszoftverek iranti
igénnyel megegyezden, a megoldhatd feladatok kore is egyre bdviil. Ennek az igénynek a
kiszolgalasara jott létre a kemometria, melyen belil pedig léteznek Kkifejezetten a
tomegspektrometriai, illetve a kapcsolt tomegspektrometriai technikak adatainak kiértékelésére
alkalmas megoldasok, szoftverek.

Metabolomikai ujjlenyomatkészités esetén, mivel 4ltaldban nem 4all rendelkezésre
kiilonoésebb  informacido a  Kkeresett komponensekr6él, mindenképpen ,nem célzott
komponenskeresés”, keresé algoritmus sziikséges. Ilyen algoritmust tartalmazo szoftverek
elérhetdk a miiszergyartoknal is és altalaban a sajat miiszereik altal generalt fajlokra optimaltak,
ilyen pl. az Agilent MassHunter Qualitative Analysis™, a Waters MarkerLynx™ és
MetaboLynx™ programja, a Thermo Scientific ExactFinder™, az ABSciex MarkerView™
programja stb. Tovabbi lehetdség a késziilekgyartoktol fiiggetlen szoftverfejlesztok termékei.
Ilyen,  kereskedelmi  forgalomban  kaphat6  szoftverek  példaul az  AMDIS
(http://www.amdis.net/), MetaQuant (Bunk és mtsai., 2006), TagFinder (Luedemann és mtsai.,
2008), MetaboliteDetector (Hiller és mtsai., 2009), XCMS (https://xcmsonline.scripps.edu/,

ingyenes) stb. A nem célzott komponenskeresés menetét ,,general unknown screening”-nek, azaz
altalanos ismeretlen keresésnek is nevezik. A metabolomikai ujjlenyomatkészités munkamenetét

a 4. abra szemlélteti.
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4. abra: Metabolomikai ujjlenyomatkészités altalanos munkamenete (Lv, 2013).

E szoftverek hitelességét, automatizalt miikodését azonban fenntartdsokkal kell kezelni. A
metabolomikaban hasznalhaté szoftverek nem validaltak, tehat hibatlan mukodésiik nem
garantdlt. Az algoritmusok hibdkat ejtenek, amelyeket a gyartok tobbé-kevésbé igyekeznek

javitani, azonban a hibak eléfordulasaval mindenképpen szamolni kell.

19



DOI: 10.14267/phd.2015003

2.1.4 Statisztikai kiértékelés

Miutan a komponensek detektalasa, sorba rendezése, kezelése megtortént, az 0Osszes
komponens azonositdsa nem elvart feladat, illetve tulnyomorészt nincs is értelme. Bizonyos
kezelések, betegségek altal kivaltott valaszreakciokra, vagy csak éppen fenotipusokra jellemzé
differencialdo komponensek keresése, kisziirése és végiil azonositasa a cél. Ennek megvaldsitasa
kiilonboz6 statisztikai modszerekkel megoldhato, melyek legféképpen az egyes komponensek
kiilonbozé mintakban megjelend intenzitas értékei, azok varianciaja, szorasa alapjan mikodnek.

A megkiilonboztet6 komponensek keresése nem egy adott hipotézis bebizonyitasat szolgalja,
hanem az adatokbdl vald hipotézis, szabaly alkotasat. Tehat az azonositott, megtalalt
megkiilonboztetd komponensektdl fligg, hogy milyen kovetkeztetéseket vonhatunk le az
eredmények lattan.

A nagyfokll bioldgiai variabilitasnak és a komponensek nagy szdmanak koszonhetden
azonban mindenképp sziikséges az Osszehasonlitashoz a statisztika, hiszen a csoportok kozott
minden bizonnyal olyan komponensek is el6fordulnak, melyek nem szignifikansak a
megkiilonboztetésben. Erre megoldast jelenthet pl. tobb bioldgiai parhuzamos minta vizsgalata,
csoporton beliili gyakorisagvizsgalattal egybekotve (filter by frequency, Agilent terminoldgia).
Az ezt kovetd t-proba vagy a komponensek intenzitdsdnak hanyadosa alapjan torténd Sziirés
(fold change analysis, Agilent terminologia) is elegendé lehet.

A csoporton beliili gyakorisagvizsgalat célja a bioldgiai mintdkra &ltaldnosan jellemzd,
csupan bioldgiai variabilitdsbol eredden jelen 1évd és megkiilonbdztetd metabolitok kisziirése.
Ezeket a szoftver oly mddon sziiri ki, hogy a komponenseket csak akkor tekinti szignifikansan
megkiilonbéztetdnek, ha ugyanazon mintacsoport mindegyikében megtalalhato.

A kétmintds t-proba a kezelt és a kontroll mintdkban 1évé ugyanazon komponensek
intenzitasbeli kozépértékeinek eltérése alapjan allapitja meg, hogy szignifikansan kiilonbdznek-e
egymastol (p<0,01), tehat a csoportokat szignifikdnsan megkiilonboztetd komponensrdl van-e
sz0. Az intenzitas hanyadosainak meghatdrozasa pedig egyszerlien ugyancsak egyazon
komponens kiilonboz6 csoportokbeli intenzitasértékeit hasonlitja Gssze. Azok hanyadosat veszi,
amely ha meghaladja az eldre bedllitott kiiszobértéket (esetemben az intenzitdsarany>2), akkor
szignifikansan megkiilonboztetdnek mindsiti a komponenst.

Sok kisérlet megkoveteli, hogy tobb tényezét is bevonjunk a kisérlettervezés soran (pl. egy
csoporton beliil a kiilonboz6 sulyossagi allapotokat, id6 sorozatot stb.). A tdbbvaltozos
(sokvaltozos) statisztikai modszerek egyszerre nagyon sok valtozo vizsgalata altal igyekeznek
jellemezni megfigyeléseket, csoportokat, és probaljak meg a valtozokat vagy mintakat leképezni
egy kis dimenzidju latens térbe. Metabolomika esetében a sok filiggetlen valtozdé a sok

metabolitnak felel meg, melyek intenzitds értékei szolgalnak a kiértékelés alapjaul. A
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tobbvaltozos adatelemzés kiilonb6zé modszereket kinal, melyek lehetnek feliigyelt (supervised)
¢s nem feliigyelt (unsupervised) eljarasok. A nem feliigyelt eljardsok az Osszes mintabol
kiindulva, a valtozok értékei alapjan probaljak viszonylag homogén csoportokba rendezni azokat
(Berrueta és mtsai., 2007; Horvai és mtsai., 2001). Ilyen nem feliigyelt eljaras pl. a fokomponens
analizis (PCA) (Eriksson és mtsai., 2004; Jackson, 1991; Jansen és mtsai., 2004; VVan Der Greef
és Smilde, 2005) és a hierarchikus klaszter analizis (HCA) (Eisen és mtsai., 1998; Kachigan,
1991; Quackenbush, 2001).

A feliigyelt eljarasoknal van informacionk arr6l, hogy a mintak mely csoportokhoz tartoznak,
elézetesen altalunk torténik a mintak csoportba sorolasa. A feliigyelt eljarasok a csoportositott
mintak objektumaira kiszamitjak a kiilonb6z6 csoportokhoz valo tartozas valoszintiségeit, igy az
adott mintatérben megitélhetjiilk a csoportositas josagat. Ide tartozik a részleges legkisebb
négyzetek elvén alapuld diszkriminancia analizis (PLS-DA) (Sjostrom és mtsai., 1987) és a
varianciaanalizis (ANOVA) (Kachigan, 1991; Smilde és mtsai., 2005).

A PCA-t és a hozza hasonld abrazold modelleket gyakran alkalmazzdk metabolomikai
adatbanydaszatra ¢és a csoportositas értékelésére. A fokomponens analizis a rendelkezésre allo
informéciot, azaz az adatmatrix Osszes valtozdjat kevés, jellemzden két vagy hdarom
fokomponenssel leirhatd latens térbe siiriti (latens valtozok). Az 1) fiiggetlen valtozokat
nevezzilk fokomponenseknek, melyek egymasra merdlegesek. Mindegyik fékomponens
rendelkezik egy értékvektorral és egy loadingvektorral. Az értékvektorok az eredeti adatok és a
loadingok linearis kombindcioi (sajatvektorok). A dimenzidcsokkentés kdzben arra torekszik a
modell, hogy az eredeti adatsor leheté legnagyobb varianciajat probalja magyarazni. Az elsd
fokomponens magyarazza az adatokban levd variancia legnagyobb részét, a masodik az elsdre
merdleges €s a masodik legtobb variancidt magyarazza €s igy tovabb. Az eredeti valtozok altal
meghatarozott teret a fékomponensek segitségével alacsonyabb dimenzidju térbe vetitjiik, mely
latvanyos megjelenitési mod. Segitségével tovabba a kiugro értékek is jo eséllyel felismerhetok,
illetve ami talan még fontosabb, hogy meghatdrozhatok azok a valtozok, amik a leginkabb
beleszamitanak a fokomponensekbe. A PCA mintavételi megfeleléségének indikatora a Kaiser-
Meyer-Olkin mutatészam (Malhotra, 2005), értéke 0 és 1 kozott valtozik, mely alapjan a PCA
0,5-0s érték felett mondhato megfelelének (Griffiths, 2008; Horvai és mtsai., 2001).

PLS-DA esetén a latens valtozokat (érték és loading parok) ugy szamoljak ki, hogy a
legnagyobb legyen a kovariancia az adatok és a csoportok kialakitasa kozott. Ez utobbi is egy
nagy teljesitményi statisztikai eljaras, mely képes csoportokba sorolni a mintakat (Brindle és
mtsai., 2002) és meghatarozni mely valtozok alapjan tortént a csoportba sorolas (Bijlsma és
mtsai., 2006).
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2.1.5 Komponensek azonositasa

Az LC-MS alapt metabolomikai ujjlenyomatkészités egyik legnagyobb hatranya, hogy az
ionizacid és ebbdl kovetkezOen az egyes komponensek fragmentacios képe, termékion
spektruma nem jol reprodukalhat6 (foként késziilék- és matrixfliggd). Tovabbi probléma, hogy a
rendelkezésre allo metabolit adatbazisokban 1évé metabolitok szama limitalt, és ha egy keresett
komponens egyikben sem talalhatdo meg, az azonositas eredménytelenségéhez vezethet.

A komponensazonositashoz mindenképp sziikséges a nagy tomegfelbontas és a nagy
tomegpontossag. A pontos tomeg dnmagaban azonban aligha lehet elegendd. Az azonositas elsé
fontos Iépése a komponens 0Osszegképletének meghatdrozasa, hiszen az Osszes adatbazis
lehetéséget ad az egyszerii és egyben hatékony, elemi Osszetétel alapjan torténd keresésre,
tovabba az Osszegképlet meghatirozasa utdn nagysagrenddel kevesebb lesz a lehetséges talalatok
szama. Egy komponens elemi 0Osszetételének meghatarozasahoz a komponensek pontos
izotopeloszlasa (izotopolog ecloszlas) az egyik legfontosabb mindségi paraméter a pontos
tomegen feliil, hiszen az izotopoloégok eloszlasat a molekulat alkoté elemek természetes
izotopeloszlasa hatdrozza meg. Kind ¢és Fiehn arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy az
izotopologok eloszlasardl rendelkezésre 4all6 informécid nélkiili, 1 ppm-nél kisebb
tomegpontossagot feliilmutlja, ha 3 ppm-es tomegpontossag mellé pontos izotopolog arany (max.
2% relativ hiba) tarsul. 500 Da feletti molekulatomegii komponensek esetében a hibas talalatok
95%-a tavolithato igy el (Kind és Fiehn, 2006). A modern szoftverekben (pl. Agilent
MassHunter Qualitative Analysis) az 0Osszegképlet generdlds gyorsan és egyszeriien
végrehajthat6, mely folyamat soran a szoftver kiszamolja a ring and double-bond equivalent
(RDBE) értéket ¢s figyelembe veszi a nitrogén szabalyt is, mely ugyancsak tovabb csokkenti a
valds képletek szamat. Az elméleti és tapasztalt pontos tomeg €s izotopoldg aranyok kozotti
eltérést is figyelembe veszi a lehetséges 0sszegképletek rangsorolasaban. Miutan meghataroztuk
az Osszegképletet, szamos (és egyre novekvo lefedettségii) metabolit adatbazis all rendelkezésre,
melyekben megkezdddhet a keresés. A leggyakrabban hasznalt, interneten keresztiil
elérhetdadatbazisokat gylijtottem Ossze az 2. tablazatban.

Ha taldlunk egyezést egy adatbazisban (6sszegképlet, fragmentacios kép) minden kétséget
kizardan hiteles standard vegyiilet segitségével tudunk annak azonossagardl megbizonyosodni
(Xiao ¢és mtsai., 2012). A standardokat idealis esetben kereskedelmi forgalomban
megvasarolhatjuk; ha nem elérhetdk, akkor mas kutatocsoportoktdl, illetve kémiai szintézis altal
juthatunk hozza, mely koziil az elobbi nehézkes, illetve érdekiitkdzés nehezitheti, az utobbi pedig
hatalmas koltségeket emészthet fel, féleg ha tobb kiralis centrummal rendelkezik a molekula.

A komponenskeresés kimenetele tobbféle lehet, amelyek a kovetkezok (Sumner és mitsai.,

2007, Werner és mtsai., 2008):
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1. Egyértelml azonositas: Az elébb vazolt idealis esetben a mintaban 1évé komponens és a
standard vegyiilet legalabb két karakterisztikus tulajdonsiganak (retencids idé ES
tdmegspektrum, vagy monoOizotopos pontos tomeg ES fragmentacids kép) egyezése
esetén (ugyanabban a kapcsolt LC-MS rendszerben 0Osszehasonlitva) teljes
bizonyossaggal azonosithatjuk a komponenst.

2. Feltételes azonositas: Hiteles standard vegyiilet hidnyaban fizikokémiai tulajdonsagok
(pl. kromatografias viselkedés) alapjan és/vagy elérhetd adatbazisokban vald hasonldsag
alapjan vélhetd azonossag allapithatd meg.

3. Komponens tipus feltételes azonositasa: Egy bizonyos komponens tipusra jellemzd
fizikokémiai tulajdonsagok alapjan vagy bizonyos komponens tipushoz tartoz6 ismert
komponensek spektralis hasonlosaga alapjan meghatarozhatd a komponens
feltételezheto tipusa.

4. Ismeretlen komponens: Az egyértelmli azonositas nem lehetséges a rendelkezésre allo
informaciok alapjan.

A nagyfelbontdsu és pontos izotopoldog aranyok meghatdrozadsara képes tandem
tomegspektrométerek koziil a QTOF késziilék az egyik legelterjedtebb és ar/érték aranyban az
egyik legjobb késziiléktipus, ezen kiviil a hibrid Orbitrap és az FT-ICR késziilékek alkalmazésa
jellemz6. A legtobb esetben CID (collisionally induced dissociation) tipusu fragmentalast
végeznek, azonban egyes esetek megkovetelhetik mas tipusu fragmentalas sziikségességét, pl.
HCD (high energy collision dissociation) és ETD (electron transfer dissociation) fragmentalast.

Ha megbizonyosodunk arrdl, hogy egyik adatbazisban 1évo talalat sem felel meg a keresett
komponensnek, a fragmenticids mintazatbol megprobalhatunk kovetkeztetni a molekula
azonossagara, de egyértelmii azonositasa nem Ilehetséges. Ha viszont a komponens nagy
mennyiségben van jelen a mintaban és megfelelden kitisztithato, kellen nagy mennyiség (mg)
nyerhetd ki beldle, alkalmassa valik NMR késziilékkel valdo vizsgéalatra, mely remélhetdleg

sikerre viszi az azonositast.
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2. tablazat: Legismertebb metabolomikai adatbazisok.

Adatbazis Jelleg Alkoté
BiGG Human University of California (USA)
. Biokémiai .
BioCyc (HumanCyc, , SRI International (USA)
utvonalak
MetaCyc)
ChEBI Altalanos European Blomformat!cs Inst. (UK) / European Molecular
Biology Lab
ChemFinder Altalanos Cambridge Soft (USA)
CHEMnetBASE _—
(Dict. Nat. Prod.) Altalanos Chapman & Hall/CRC
CSLS Altaldnos CADD Lab. Med. Chem. NCI, NIH (USA)
Enhanced NCI o CADD Lab. Med. Chem. NCI, NIH, Univ. of Erlangen-
Altalanos i
Database Browser Nuremberg (Németo.)
Fiehn library Altalanos Fiehn Laboratory Univ.California Davis: Genome center
Golm Névényi Max Planck Institute ff)r Molecular Plant Physiology
(Németo.)
Human Metabolites Department of Computing Science,
HMDB Humé Lo
uman University of Alberta (Kanada)
KEGG ligand Lo . . . . ,
database Altalanos Kyoto University Bioinformatics Center (Japan)
KNApSAcK Természetes RIKEN Plant Science Center (Japan)
komponensek
LipidMaps Lipidomika Bioinformatics Core (USA)
LipidBank Lipidomika Japanese Conference on the Biochemistry of Lipids (Japan)
adlsgn Lo National Magnetic Resonance Facility, University of
Metabolomics Altalanos Wisconsin-Madison (USA)
Consortium Database
o Keio University, University of Tokyo, Kyoto University,
MassBank Altal .
assban talanos RIKEN Plant Science Center (Japan) és masok
Merck Index Altalanos Merck Publishing
Metlin Human Scripps Center for Mass Spectrometry (USA)
Paradicsom . L .
MoTo metabolitjai Wageningen University (Hollandia)
. Gyé N
MSlib ) YOBYSZEt University of Alberta (Canada)
hatéanyagok
NIST Altalanos National Institute for Standard and Technology (USA)
PubChem Altalanos National Center for Biotechnology Information (USA)
SDBS Altaldnos General National Inst. of Advance’d Industrial Science and
Technology (Japan)
SciFinder Altalanos American Chemical Society (USA)

2.2. Az emberi emésztérendszer mikrobiomja

Az éllati és emberi szervezetek a testiik felépitéséhez, valamint a kiilonb6z6
¢lettevékenységeik energiaigényének fedezésére szolgald tapanyagokat és vizet a kiilvilagbol
veszik fel. Az anyagok felvételére és feldolgozasara szolgal az emésztérendszer.

Az emberi emésztérendszer a szervezet legnagyobb kiterjedésii, tobb mint 200 mP-es feliiletli
nyalkaharty4javal rendelkezik, tapanyagban rendkiviil dis kornyezetet biztositva ezaltal a

mikroorganizmusok szamara (Whitman és mtsai., 1998). A foébb emberi populaciok kozott
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harom tipust, igynevezett enterotipust lehet megkiilonboztetni, amelyeken beliil rdadasul szamos
egy¢éb jellemzd befolyasolja a mikrobiom 0Osszetételét. A mikrobiom Osszetétele egyénre
jellemzé, mely kornyezeti hatasokra is dinamikusan, akar napokon beliil valtozik. A mikrobiom
egyedi “mintazatat” a gazdaszervezet élettani jellemz6i és egészségi allapota mellett, a bélfal és
mikrobiom kolcsonhatdsa, valamint a mikrobak egymas kozotti ,,szovevényes”, rendkiviil
Osszetett kolcsonhatasa, szamos kiilsd kornyezeti faktor (pl. gyogyszerek, egyéb
xenobiotikumok, szélséséges taplalkozasi szokasok) és belsé tényezd (pl. az oregedés és vele
egyiitt az immunrendszer gyengiilése, stressz) egyiittesen alakitja (Walker és mtsai., 2006).

Az utobbi évtizedben valik egyre szélesebb korben elfogadottd a tény, hogy az intesztinalis
rendszer mikrobiomja hatalmas szerepet t6lt be az egészség megdrzésében, illetve a betegségek
kialakulasaban (Davis ¢és Milner, 2009). Vannak rezidens, illetve atmenetileg felbukkano
tranziens mikrobak, melyek az elfogyasztott élelmiszer, viz és egyéb, kiils6 kornyezetbeli
forrasokbdl szdrmazhatnak, a rezidensek pedig jorészt allanddak.

A mikroorganizmusok természetesen nem egyenletesen oszlanak el a gyomor €s bélcsatorna
egészében. Az ember sziiletése pillanataban csiramentes, a gasztro-intesztinalis rendszert
benépesité mikrobak a kiilvilagbol keriilnek oda (DeLong és Pace, 2001; Rappé és Giovannoni,
2003; Rondon és mtsai., 1999).

A gyomorban a nagy savtartalom és az emésztéenzimek antibakterialis hatasa érvényesiil, de
ennek ellenére a gyomor mikroba populacidja igen népes: Proteobacterium, Bacteroides,
Actinobacter, Fusobacterium nemzetségek fajai népesitik be, kb. 10'-10° /g béltartalom
mennyiségben (Rozgonyi, 2006).

A bélrendszer jellegzetes az egyedi Osszetételérdl. Szelekcios nyomasok hatasara csokken le
a kilvilagbol érkez6 mikrobak diverzitasa, ezaltal a felnétt szervezet bélrendszerének
mikrobiomjat csupan néhany torzs dominalja (Béickhed és mtsai., 2005; Eckburg és mtsai.,
2005). A Dbélrendszer mikrobialis kozosségében feltehetéen szigorti kovetelményeket kell
teljesiten1 az 4llando jelenléthez: enzimek egész kollekcidjara van sziikség a tdpanyagok
felvételéhez, sejtfelszini molekularis eszkoztarra a ,,kedvezd” éldhelyen valo megmaradashoz, az
immunrendszer hirtelen reakcioinak ellenalldo képességre, genetikai kellékekre, melyek altal
mutacidval gyorsan adaptalddni tud a koriilményekhez, gyors szaporodési képességre a kiliriilés
meggatlasara, valamint jo stressztiird képességre, hogy a szaraz és toxikus, gazdaszervezeten
kiviili kdrnyezetben is képes legyen a tilélésre, hogy aztan késébb masik gazdaszervezetbe is
atjuthasson (Ley és mtsai., 2006).

A vékonybél az emésztdenzimek és az epe antibakteridlis hatdsa miatt nem rendelkezik
rezidens normal bidtaval, alacsony csiraszamban tranziens bidtat tartalmaz, amelynek Gsszetétele

meglehetésen fiigg a fogyasztott taplaléktol: pl. azoknak, akik nagyobb mennyiségben
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fogyasztanak hust, nagyobb szamban tartalmaz a béltraktusa Bacteroides torzseket és kisebb a
coliform 1ill. tejsavbaktériumok jelenléte, Gsszehasonlitva azokkal, akik vegetarianus étrendet
kovetnek (Rozgonyi, 2006). A duodeneum-t6l kezdédden a béltraktus pH-ja folyamatosan
emelkedik és a baktériumok szdma is jelentésen megnd, igy az ileum-ban az atlagos
baktériumszam 10°-107 / g béltartalom. Tovabb haladva, a kornyezet egyre oxigénhianyosabba
valik és az anaerob baktériumok szamara valik idealissa (Madigan és mtsai., 2008).

A vastagbél oriasi mennyiségben tartalmaz mikrobékat, tulajdonképpen olyan, mint egy
»fermentécios lizem”, amelyben szamos mikroba torzs dolgozik azon, hogy az emésztett taplalék
maradék tapanyagait hasznositsa. Normal mikrobiomja eddigi ismereteink szerint vegyes
taplalékfelvétel esetén egységesnek tlinik. Meghatarozo fakultativ anaerob mikrobaja az E. coli,
amely azonban kisebb szamban van jelen (107/g béltartalom) a tobbi baktériumhoz képest, hiszen
a kornyezet az obligat anaerob baktériumoknak kedvez (95-99%), igy a Clostridium és
Bacteroides nemzetségek fajai dominalnak, mig a fakultativ anaerobok koziil Lactobacillus,
Enterococcus, Streptococcus nemzetségek a meghatarozoéak. Az E. coli és az Enterococcus
faecalis a normal flora részeként 10%g ill. 10%/g béltartalom mennyiségben jelennek meg
bélsarban. Az Enterobacteriaceae csalad tobbi nemzetsége csak tranziens mikrobiom-alkotd. A
Bifidobacterium bifidum és Bacteroides fragilis subspeciesei 10'* /g béltartalom mennyiségben

vannak jelen a kialakul6 székletben (Rozgonyi, 2006; van Hylckama Vlieg és mtsai., 2011).

2.2.1 Tejsavbaktériumok, Lactobacillus casei

A felsorolt ¢és eddig bemutatott jelen 1évé baktériumok kozott emlitettem a
tejsavbaktériumokat is. A tejsavbaktériumok nem képeznek kiilon rendszertani kategoriat, hanem
koz0s anyagcsere €s élettani sajatossagokkal rendelkezdé baktériumcsoportok gytijténeve. Az ide
tartozo baktériumok Gram-pozitiv, sporat nem képzo, katalaz- es oxidaz-negativ palcadk vagy
kokkuszok, melyek szénhidratokbol szigortian fermentativ médon nyernek energiat, melynek 6
végterméke a tejsav.

A tejsavbaktériumoknak nincsenek citokrémjaik, nem aerobok és jol tolerdljadk a savas
kornyezetet. Bar az anyagcser¢jiikhdz nincs sziikség oxigénre, képesek oxigén jelenlétében is
novekedni (aerotolerans anaerobok). Gram pozitiv baktériumok, nem spoéraképzok ¢és az
Eubacteria domén, Firmicutes torzséhez tartoznak, leggyakoribb fajai a Lactobacillus,
Streptococcus és Enterococcus (The Prokaryotes, 2005).

A tejsavbaktériumokon beliil az élelmiszeriparban bet6ltott fontos szerepiik és ismert
probiotikus tulajdonsagaikon (Chaikham és mtsai., 2012) feliil a Lactobacillus térzsek azért
kapnak kiemelt figyelmet, mert rendkiviil sokszinl az altaluk eldallitott enzimek sora. Tobbek

kozott a kovetkezd enzimatikus aktivitast sikeriilt mar megfigyelni korabbi tanulmanyokban:
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Lactobacillus acidophilus altal termelt intracellularis f-galaktozidaz aktivitas (Choonia és Lele,
2011), tobb Lactobacillus faj p-gliikkoronidaz aktivitasa (McConnell és Tannock, 1993; Pham és
mtsai., 2000; Russell és Klaenhammer, 2001), illetve Lactobacillus plantarum oleuropeinaz és f-

gliikkozidaz aktivitasa (Ciafardini és mtsai., 1994; Marsilio és mtsai., 1996).

2.2.2 Az emberi bélrendszer és a Xxenobiotikumok

A xenobiotikum kornyezetidegen, nem természetes, ember altal szintetizalt vegyi anyag.
Gorog eredetli kifejezés, melynek jelentése ,,idegen”. Megkiilonboztetiink kémiai, fizikai és
biologiai xenobiotikumokat is egymastol. A kémiai xenobiotikumok legfébb forrasai
gyogyszerek bejuttatasabol, élelmiszer adalékanyagok elfogyasztasabol, illetve ipari €s
mezdgazdasagi tevékenység ,,szennyezésébol” fakad, pl. peszticid maradékanyagok jelenléte a
zo6ldségek, gylimolesok feliiletén.

A gasztro-intesztinalis rendszer kiillonosen ki van téve a kiilsd kornyezetbdl érkezd
xenobiotikumok kéros hatasainak, hiszen a legtobb xenobiotikum szdjon at térténd elfogyasztas
soran keriil a szervezetbe, mely elsddlegesen, kozvetleniil az emésztérendszert érinti. A
bélrendszer toxikologiai vizsgalata ezért kiilondsen fontos, egyrészt, mint a xenobiotikumok
célszerve, masrészt pedig mint a szervezetbe torténd felszivodas helye.

A bélrendszert tobbféle mddon is érhetik karos hatdsok. Ennek legnyilvanvalobb mddja az
elfogyasztott xenobiotikumokkal val6 kozvetlen érintkezés. Ezen feliil azonban jelentds az olyan
reaktiv metabolitok formalddasa, melyek a bélsejtek altal expresszalt, xenobiotikumokat lebonto
enzimek tevékenységeként képzdédnek, illetve a xenobiotikumok és a mikrobiom
kolcsonhatasaként jelennek meg szamottevd mennyiségben. A mikrobialis aktivitds ugyanis
szamos komponens, pl. ¢élelmiszer- vagy gyogyszerdsszetevd esetében nagyon erdsen
befolyasolja azok felvételét €s metabolizmusat. Ez utdbbi mod igazan hangstlyos, mivel a
gazdaszervezet vérében 1évd és a vastagbélben felszivodd metabolitok kb. 10%-a szadrmazik
mikrobialis tevékenységbol (Wikoff és mtsai., 2009). Kivalo példa erre, hogy tobb mint 30 olyan
gyogyszerhatdanyag ismert, melyek bélrendszerbeli bakteridlis enzimek szubsztratjai lehetnek
(Sousa és mtsai., 2008). A szakirodalomban pedig konkrét tragikus példat talalunk arra is,
miszerint a bélrendszer mikrobidtaja altal olyan karos metabolitok képzddtek, melyek
szervezetre kifejtett hatasa tobb ember halalat okozta (Okuda és mtsai., 1998).

A bélrendszer lumenjében a belek nyalkahartyajanak epithelialis rétege érintkezik eldszor a
toxikus komponensekkel. E réteg folyamatosan megjul a bél betiiremkedéseiben talalhatd
Ossejtek altal. A toxikus komponensek befolyasolhatjak a betiiremkedésekben talalhatd
Ossejteket, ezaltal pedig a szovet megujulasi képességét, illetve a nem proliferalod elkiiloniilt

sejteket is. Utobbi esetben az elkiiloniilt sejtek, kiilonosen a luminalis feliilet epithelialis
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sejtjeinek karosodasa emelkedett permeabilitast eredményez, amely a potencidlisan toxikus
komponensek nagymértékli és szabalyozatlan felszivodasat eredményezhetik a lumenbdl a
véraramba, karos keringési tiineteket eldidézve. Szerencsére a szomszédos sejtek karosodas-
helyreallitasi képessége azonban nagy, melynek koszonhetéen az enyhébb sériilések okozta
karosodasok gyorsan (akar perceken beliil) helyreallnak. Valosziniileg ez lehet az egyik oka
annak, hogy egyes esetekben a bélrendszeri karosodasok nem kimutathatok. Ezért ahhoz, hogy a
toxikus anyagok szamottevd mértékben karositsdk a vékonybelet, a sériilésnek meg kell haladnia
a szomszédos sejtek helyreallitd képességének meértékét vagy karositaniuk kell az epithelialis
sejtek, illetve a betiiremkedésekben talalhatd Gssejtek altali Gjratermelédésének kapacitasat
(Treinen-Moslen és Kanz, 2006).

2.2.3 Peszticidek

Peszticidek, azaz novényvédd szerek alatt kiillondsen a nagy ndvénytermeld teriileteket érd
allati és novényi kartevok ellen alkalmazott szintetikus kémiai anyagokat (névény-egészségiigyi,
-gyogyaszati termékek) értjiikk, mely szerek maradékanyagi megjelenhetnek a ndvény €s a beldle
késziilt élelmiszerek feliiletén. A peszticideken beliil a harom legjelentdsebb és legnépesebb tagu
csoport a rovarirtd (inszekticid), gyomirtd (herbicid) és gombaolé szerek (fungicidek).
Alkalmazéasuk elterjedt a mezdgazdasdgban, ndvényvéddszerek nélkiill a Fold népességének
¢lelmezése nem lenne megoldhatd, hiszen jelentésen novelik a terméshozamot. A peszticidek
alkalmazasa jelenleg nem kivalthatd, hiszen viszonylag olcsén €s hatékonyan képesek vele
novelni a terméshozamot és megvédeni a novényeket a kartevoktdl. A jelenlegi volumenii
ndvénytermesztés mas moédon nem kivitelezhetd.

Hatasuk a mezdgazdasagi termelés mellett azonban a kornyezetre nézve is igen jelentds,
melyek a kovetkezdk: élelmiszer-szennyezés, rezisztens fajok szdmdanak novekedése, hazi- és
vadallatok mérgezése, flora és fauna egyenstlyi zavara, a mérgezd anyagok felhalmozodasa az
Okoszisztémaban (bioakkumulacié és bioamplifik4cio a taplaléklancban).

Az emberre nézve veszélyt a novényvédd szerek kozvetlen szennyez6dés (bérkontaktus,
belélegzés, lenyelés) vagy szennyezett €lelmiszereken keresztiil, kozvetett uton jelenthetnek. A
legfontosabb elsddleges tlinetek idegrendszeri, emésztési €s 1€gzési problémdk formajaban
jelentkeznek.

A novényvéddszerek piacra keriilésének engedélyezését szigort ellendrzé vizsgélatok eldzik
meg, mely alapjan el6irjak és meghatarozzak az alkalmazhaté mennyiséget, a maradékanyagok
maximalis hatarértékeit €s a betakaritas eldtti kotelezd varakozasi 1dot.

Magyarorszagon 2004. méjus 1-t6l, az Eurdpai Unidhoz valo csatlakozastol kezdve, az addig

érvényben 1évé EUM rendeletet (Az élelmiszerek vegyi szennyezettségérdl 17/1999. (VI. 16.)
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EtiM  rendelet | Jogszabdlyok az élelmiszer-gazdasdagban, 1999) a nodvényvéddszerek
megengedhetd maximalis értékérdl felvaltotta az EU-ban 1991 o6ta hatdlyban 1évé rendelet
(EUR-Lex - 31991L0414 - EN - EUR-Lex, 1991). A rendelet meghatarozza a peszticid és a
tobb hatdanyagot tartalmaznak olyan formaban, ahogy a felhasznal6hoz eljutnak”.

Az Eurdpia Uni6 szabalyozas alatt tartja a peszticidek felhasznalasat, mely szerint minden
tagdllam ugyanazokat a birdlati és engedélyezési eljarasokat kell, hogy hasznalja a
novényvédoszerek piacra keriilése soran. A peszticidekre vonatkoz6 kockazatbecslések
elkészitése és az Eurdpai Tandcs dontéshozatali folyamataihoz sziikséges tudomanyos hattér
biztositasa az Eurdpai Elelmiszer-biztonsagi Hivatal (European Food Safety Authority — EFSA)
feladata. A novényvéddszerek veszélyességét fogyasztoi szempontbdl az Eurdpai Tanacs altal
meghatarozott Maximum Residue Limit (MRL) értékkel szokas jellemezni, mellyel
maximalizaljak az élelmiszerekben és takarmanyokban, illetve az ezek feliiletén megengedett
novényvédoszer maradékanyagok mennyiségét.

Az MRL szintet feliigyeleti vizsgdlatok alapjan hatdrozzak meg. A toxikoldgiai adatokbol
szarmaztatjdk az ADI (érzékelhetd karos egészségiligyi hatds nélkiil a szervezetbe juttathato
atlagos napi felvétel) és az ARFfD (Accut Reference Dose) értéket. Az ADI a kronikus toxicitast
jellemzd érték: egy hatdanyag becsiilt mennyisége az €lelmiszerben testtomegre vonatkoztatva,
amely napi érték egy életen keresztil torténd elfogyaszthatd barmilyen észlelhetd tiinet
kialakulasa nélkiil. Az ARfD az akut toxicitast jellemzi: egy hatdanyag becsiilt mennyisége az
¢lelmiszerben testtomegre vonatkoztatva, egy étkezés alatt vagy rovid idon beliil elfogyasztott
¢lelmiszerrel szervezetbe vihetd maximalis érték. Az MRL (mg/kg) valamint az ADI illetve
ARTD értékek sok esetben nem hasonlithatok kdzvetleniil 6ssze, mert a mg-ban kifejezett ADI és
ARfD értékekekben minden, a fogyasztasra keriild élelmiszerben jelen 1évé toxikologiailag
szignifikans szermaradék (hatéoanyag és a metabolitjai vagy bomlastermékei) beletartozik.
Ugyanakkor az MRL éltalaban csak a nyerstermékben jelen 1évé hatéanyag maradékat vagy egy
jol definialt metabolitjat (szdrmazékat) tartalmazza a nagyszadmu hatdsagi ellendrzd vizsgalat
megkonnyitésére.

Tekintve, hogy a megitéléshez felhasznalhaté informacié folyamatosan valtozik, ha
sziikséges, az ADI és ARfD értékek tjraértékelésre keriilnek. Eppen ezért minden kimutatott
peszticid ) metabolitjainak detektalasa, illetve a mar ismert metabolitok ) kdrnyezetben vald
megtalalasa hasznos informdacioval szolgdl azok toxicitdsanak ujraértékelésében, illetve a

detoxikacios folyamatokrol gylijtott ismereteink bévitése szempontjabol.

2.2.4 A peszticidek, mint a xenobiotikumokok jelentds forrasa
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Az egészséges ¢€s kiegyensulyozott taplalkozas részeként fontos a megfeleld mennyiségi
z0ldség illetve gylimoles fogyasztdsa. Napjaink velejardjaként azonban szamolni kell a
feliiletitkon maradt novényvéddszer maradékanyagok ¢€s azok metabolitjainak jelenlétével,
melyek a gasztro-intesztinalis rendszerbe keriil6 xenobiotikumok, illetve azok prekurzorainak
jelentds mennyiségét képviselik. A peszticidek nagymértékii felhasznaldsat egyre novekvd
tarsadalmi aggalyok dvezik, mivel sok, emberi egészségre karos hatast tulajdonitanak ezeknek a
bioaktiv vegyszereknek (European Parliament, E. C., Regulation (EC) No. 396/2005, 2005;
Golden és Kimbrough, 2009).
megfeleld takarmany- ¢és élelmiszer-feldolgozas kovetkeztében konnyen érintkezhetnek
egymassal (Abou-Arab, 2002). Szamos példa talalhat6 a szakirodalomban, mely szerint a jelen
1év6 peszticidek befolyasoljak a tej- és hustermékek eldallitdsa soran alkalmazott mikrobiotat:
igazoltak példaul, hogy a tejsavbaktériumok szaporodasara és anyagcseréjére is érdemi
befolyassal vannak (Ayana és mtsai., 2011; Clair és mtsai., 2012).

A baktériumok ¢és peszticidek kolcsonhatdsdnak kiilonféle élelmiszerekben, zoldségek és
gylimolcsok feliiletén is megvan az esélye, mely taldlkozds eredményeképp xenobiotikumok
képzddnek, melyek elfogyasztasuk utan a bélrendszert Gjabb expozicionak és karos hatdsoknak
tehetik ki. Ilyen esetekre is talalunk példat a szakirodalomban, ahol tobb baktériumra,
¢lesztégombara, kozottik Lactobacillus torzsekre peszticidek altal kifejtett valtozasokat,
hatasokat regisztraltak (Ayana és mtsai., 2011; Sharma és mtsai., 2008).

Ugyancsak jelentds megfigyelés, hogy a mikroorganizmusok is befolyasoljak a peszticidek
és szarmazékaik hatasmechanizmusat. Hustermékek eldallitdisa  soran  alkalmazott
tejsavbaktériumok képesek lebontani a kornyezetiikben jelen 1évé peszticideket, mely a
vélhetden csokkent toxicitds miatt, konkrét esetben épp pozitivan befolyadsoljak a termék

mindségét (Abou-Arab, 2002); az esetek tobbségében viszont az ellenkezdje all fenn.

2.2.4.1 Fenhexamid

Munkém soran fenhexamiddal folytattam kisérleteket, ezért disszertdciomban csupan e szer
leirasat és tulajdonsagait részletezem, illetve arra is kitérek, hogy az 6sszes peszticid koziil miért
esett valasztdsom a fenhexamidra.

A fenhexamid (5. abra, N-(2,3-dikloro-4-hidroxifenil)-1-metilciklohexan karboxamid;
C14H17CI,NO,; CAS szama: 126833-17-8,) egy vizben alig 0ld6do, hidroxi-anilid gombadlészer,
melyet rendkiviil széles korben alkalmaznak vilagszerte szamos kertészeti novény, zoldség és
gyiimoles esetében (EFSA, 2013). A jelenleg érvényben 1évé EU szabalyozas szerint e
hatéanyag rendelkezik az egyik legmagasabb MRL értékkel, mely maximalis értéke egyes
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esetekben a 40 mg/kg értéket is eléri. Tovabba, nemrég latott tovabba napvilagot egy vonatkozo
allasfoglalas, miszerint az EFSA engedélyezi a jelenlegi MRL érték tovabbi ndvelését néhany

gylimolcs esetében (EFSA, 2013).

O

OH

CH, NH

Cl Cl

5. abra: Fenhexamid szerkezeti képlete.

Bar a fenhexamid 1998-ban keriilt bevezetésre, a nem célszervezetekre kifejtett hatasarol
igen kevés informacié all rendelkezésre (Russell, 2005). Mivel a xenobiotikumok human
mikrobiotara kifejtett hatasa (Johnson és mtsai., 2012), valamint a gylimolcsokon és zoldségeken
talalhato fenhexamid maradékanyagok mennyisége is jelentds (Angioni és mtsai., 2004; Kmellar
¢és mtsai., 2010), a Lactobacillus casei altal metabolizalt fenhexamid anyagcseretermékek és
lehetséges detoxikacids termékek vizsgalata relevans témat képvisel.

A komplex mintamatrixban el6forduld, feltételezhetéen kis koncentracidban megjelend
metabolitok meghatarozdsa, bar bonyolult ¢és kihivast jelentd feladat, metabolomikai
adatbanyaszatra alkalmas algoritmusok, szoftverek, megfeleld statisztikai kiértékelés és
kromatografidhoz kapcsolt nagyfelbontasti tomegspektrometrias eljarasok (LC-ESI-QTOF-MS
vagy LC-ESI-Orbitrap-MS) segitségével lehetséges. Mi sem bizonyitja ezt jobban, minthogy
sikeresen alkalmaztak mar e technikakat korabbi tanulmanyok soran: ahol példaul hiivelyes
novények és Rhizobium baktérium fajok kozotti szimbiodzisat (Zhang és mtsai., 2012) és béta-
laktam antibiotikum patkanyok mikrobiomjara (Zheng és mtsai., 2011) gyakorolt hatasat

vizsgaltak metabolomikai vonatkozésban.

2.3. Rosaceae csaladba tartozo gyiimolesfak 6nmeddéségének genetikai hattere

A Rosaceae csaladba tartozo gyiimolcesfak ivari Osszeférhetdségének hatterében allo
molekularis folyamatok tanulmadnyozisa tobb mint két évtizedet Olel at. Bar a bibe- és
pollenkomponens géneket mar azonositottdk, azok pontos kolcsonhatdsai tovabbra is
tisztazatlanok. Egyre tobb adat arra enged kovetkeztetni, hogy az S-lokuszon kiviili egyéb
lokuszok is dontd befolyast gyakorolnak az dnmeddd/ontermékenyiild fenotipus kialakuldsara,
bar gylimolcsfak esetében ilyen moddositd lokuszokat még nem sikeriilt izoldlni. A
novénytudomdény e teriilete gazdasagi jelentdségén tal, a molekularis halézatok és a ndvények

evolucios torténetének feltardsaban is fontos szerepet jatszhat.
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A Rosaceae csaladba tartozo gyiimolcsfak a Maloideae (alma, korte és birs) illetve
Prunoideae (cseresznye, kajszi, Oszibarack, mandula ¢és szilva) alcsaladokba sorolhatok.
Valamennyi fajt gyiimdlcséért, illetve magjaért termesztik a mérsékelt égovi teriiletek nagy
részén. Mivel a partenokarpia ritkin (Maloideae), vagy egyaltalan nem kovetkezik be
(Prunoideae), a kot6dott gyiimolesok mennyisége a megtermékenyités eredményességén mulik.
A teljes viragokban mindkét ivarszerv, a bibe és a porzok is megtaldlhatok. Az ivarszervek
egymads kozelében helyezkednek el, ezaltal a pollenszemek ugyanazon viragon beliil konnyedén
atkeriilhetnek a bibére. Mindez Ontermékenyiilést eredményezne, amely hosszii tavon
kedvezétlen az egyedek életképességére, illetve a populaciok genetikai alapjara (Good-Avila és
mtsai., 2008). Az ontermékenyiilés novelné a homozigotak szamat, és jelentdsen korlatozna a
variabilitast, ezaltal rontand a populacido jovobeli alkalmazkodoképességét. Az egyes
novényfajok ezért kiilonbozd gatld mechanizmusokat fejlesztettek ki az Ontermékenyiilés
megakaddlyozéasara, melyek lehetdvé teszik a kelld mértékii idegenmegporzast. Ez a genetikailag
meghatarozott mechanizmus a Rosaceae csaladban gametofitikus, a Brassicaceaeben
sporofitikus szabalyozasu (Nettancourt, 2001). A gametofitikus 6nmedddség szerint (GSI) a
pollen fenotipusat sajat haploid genotipusa hatdrozza meg. A Rosaceae csalddban a GSI a

polimorf S-16kusz (nevét a sterilitas szorol kapta) szabalyozasa alatt all.

2.3.1 A gametofitikus 6nmedddség pollen és bibe kozott lejatsz6do reakeioi

A megtermékenyités gatolt, ha a haploid pollenszem S-allélja megegyezik a bibében
kifejez6do két (vagy poliploid fajok esetében tobb) S-allél egyikével (6. abra). Az S-l0kusz
allélsorozatat kiilonbozd betiikkel vagy szamokkal jelolik. Egy S1S; genotipust névény S; vagy
S, allélt hordozd pollenszemei inkompatibilisek az S;S; genotipust ndévény bibéin. Ha két
kiilonb6z6 fajta azonos S-genotipussal rendelkezik, akkor kolcsonosen medddk (SI), mas szoval
inter-inkompatibilisek. A bibe felillettn mind az inkompatibilis, mind a kompatibilis
pollenszemek kicsiraznak (6a. dabra). Ha a pollenszemek a bibeszovetektdl eltérd allélokat
hordoznak, akkor azon a bibén kompatibilisek (6b. abra). A kompatibilis pollentoml6 eléri az
embridzsakot (6¢C. abra), az inkompatibilis pollentdémlékben viszont nagy mennyiségii kalloz
halmozodik fel (Halasz és mtsai., 2007; Milatovi¢ és Nikoli¢, 2007), ezaltal novekedésiik még a
bibeszalban megtorpan (6d. abra). Az inkompatibilis megporzasbol szarmazd gylimolcsdk
néhany hét elteltével lehullanak a farol (6e. abra).

Az utobbi két évtizedben jelentds eldrelépés tortént a GSI molekuldris alapjainak
megismerése terén. Az Onmedddségi reakciok a bibe S-ribonukleaz (S-RNaz) (McClure és
mtsai., 1989) és a pollenben kifejez6dd S-haplotipus specifikus F-box (SFB) fehérjék kozott
jatszodnak le (Entani és mtsai., 2003; Lai és mtsai., 2002; Ushijima és mtsai., 2003). Az S-RN-
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azok bazikus glikoproteinek, melyek a bibeszal sejtjeiben termelddnek és a gomba T2 RN-azok
aktiv csoportjara jellemz6 szekvenciamotivumokat tartalmaznak (Broothaerts és mtsai., 1995;
Kawata és mtsai., 1988). Kimutattdk, hogy az RN-az aktivitds dontéen befolyasolja az
inkompatibilitasi valaszt (Huang és mtsai., 1994), mely soran a pollen RNS-eit hasitjak a bibe
RN-az enzimei. Az Antirrhinum és Prunus pollenkomponenseként egy S-haplotipus-specifikus
F-box fehérjét kodold gént (SFB vagy SLF) azonositottak, mivel e gén alléljait az S-RN-dz
allélokhoz hasonldéan nagymértékii variabilitas jellemzi, illetve kizardlag a pollenben fejezddik ki
(Entani és mtsai., 2003; Lai és mtsai., 2002; Sijacic és mtsai., 2004; Ushijima és mtsai., 2003).
Transzgénikus Petunia novényben igazoltdk, hogy az SLF gén sziikséges az Onmedddség
kialakulasdhoz. Az F-box fehérjék az ubikvitin-ligdz komplexeknek is alkotéik, melyek a 26S
proteaszoéma altali fehérjelebontasban jatszanak szerepet (Hershko és Ciechanover, 1998), az
onmedddség hatterében all6 folyamatok modelljében pedig az S-RN-az enzimek lebontasaért

tették feleldssé ezeket a fehérjéket.
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6. abra: A gametofitikus 6nmedddség pollen és bibe kozott lejatszodd reakcioi (Lénart és
mtsai., 2011). A bibe feliiletén mind az inkompatibilis, mind a kompatibilis pollenszemek
kicsiraznak (A). Ha a pollen altal hordozott S-allél kiilonbozik a bibe mindkét S-alléljatol, a
pollentomlé fejlédése zavartalan (B). A kompatibilis pollentdomlék (pt) egyike eléri az
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embridzsakot (ov), €s megtorténik a megtermékenyités (C). Ha a pollen altal hordozott S-allél
megegyezik a bibében taldlhatd barmelyik S-alléllal, a pollentomlékben nagy mennyiségii kalloz
halmozodik fel, és novekedésiik megtorpan a bibeszalban (D). Az inkompatibilis megporzasbol
szarmazo kis méretii gylimolcsok kb. 30 nappal a megporzast kdvetden lehullanak, mig a
kompatibilis megporzasbdl szarmaz6 gylimolcsok megfelelden fejlodnek (E). A kompatibilis (F)
¢s inkompatibilis (G) fenotipus hatterében all6 molekuléris folyamatok.

2.3.2 A pollen és bibe S-fehérjéi kozott lejatszodd molekularis kolcsonhatdsok lehetséges
modelljei

Tobb lehetséges modell is napvilagot latott az dnmedddségi reakcid mogott meghuzodo
molekularis kolcsonhatasok leirasara (Hua és mtsai., 2008). Azt kovetéen, hogy az SFB fehérjét,
az S-lokusz pollenben kifejez6doé termékeként azonositottak, valoszinilinek tlint, hogy az SFB
poliubikvitindlja az idegen S-RN-azokat, melyek bejutnak a 26S proteaszomaba, és ott
lebomlanak. Mindez lehet6vé tenné az idegen S-RN-dzok inaktivalasat (Ushijima és mtsai.,
2004). A sajat S-RN-azok miikodését azonban nem érintené ez az S-haplotipus-specifikus
kolcsonhatas, ami az onmedddség kialakulasaban jelentkezne. A moédositott inhibitor modell
szerint az S-allél pollenben kifejez6d6 terméke egy allélspecifikus domént hordoz, de az S-RN-
azok tényleges gatlasaért egy, az S-lokusztol fiiggetlen, un. altalanos inhibitor rendszer felelGs
(Luu és mtsai., 2001). Ez az altalanos inhibitor gatolna minden S-RN-4z miikodését, azon S-RN-
azok kivételével, melyek a pollenben kifejez6dd, ugyanazon allél altal kodolt fehérjékhez
kotddnek. Qiao és mtsai. (2004) igazoltak, hogy Antirrhinum esetében az ubikvitin/26S
proteaszoma rendszer milkddése a kompatibilis reakciokhoz nélkiilozhetetlen, de az
inkompatibilis reakcidok a rendszer mesterséges gatlasakor is kialakulnak. Az eldbb ismertetett
modellel (Ushijima és mtsai., 2004) szemben Sonneveld és mtsai. (2005) szerint az SFB nem
felelés az idegen S-RN-azok inaktivalasaért, mert azt egy, a pollentdémlékben mitkodé altalanos
inaktivaciés mechanizmus latja el, ugyanakkor a reakcio specifikussagat az SFB biztositja.

Ez a hipotézis Osszeegyeztethetd a modositott inhibitor modellel (Luu és mtsai., 2001). Az
elméletet alatamasztja, hogy az eredeti inhibitor modell szerint az SFB gén funkcidvesztése teljes
korli inkompatibilitashoz vezetne, mivel a pollentomlokbdl hianyozna az S-RN-azok aktivitasat
gatolni képes mechanizmus. Ezzel szemben azonban a magyar ‘Alex’ nevii, dntermékenyiild
cseresznyefajta vizsgalata alapjan kideriilt, hogy a mutdciés nemesités soran alkalmazott
rontgensugarzas hatasara a teljes SFB génszakasz deléciot szenvedett (Sonneveld és mtsai.,
2005). Az SFB gén hianya azonban nem teljes korii inkompatibilitast, hanem Ontermékenytilést
1dézett el6. Az 1) modell szerint az SFB fehérjék szerepe, hogy megvédjék sajat (veliik egyezd
allél altal kodolt) S-RN-azukat a degradéciotdl, és nem az, hogy meginditsék az idegen S-RN-

azok lebontasat (Sonneveld és mtsai., 2005). E modell értelmében akkor kovetkezik be
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onmedddség, ha az azonos allél altal kodolt S-RN-az és SFB fehérjék stabil komplexet alkotnak,
¢s ezaltal az S-RN-azok elkeriilik, hogy a pollentomlében miikodd altalanos inaktivacios
mechanizmus soran degradalddjanak (6g. abra). Ebbdl kovetkezden a sértetleniil maradt S-RN-
azok le tudjdk bontani a pollen RNS-eket, ami megakadalyozza a fehérjeszintézist, ezaltal a
pollentdomld novekedését. Kompatibilis kapcsolat esetén a kiilonbozo allélok (vagy ugyanazon
allél, ha az egyik gén funkcidvesztéses mutaciot szenvedett) altal kodolt S-RN-az és F-box
fehérje nem képes stabil kotést kialakitani. Kovetkezésképpen az  S-RN-azok
poliubikvitinalodnak és lebomlanak, tehat a pollen RNS sértetlen marad, a fehérjeszintézis és a
gyliimolcskotddés zavartalan lesz (6f. abra). Néhany részlet azonban még tisztazasra szorul,
mely tovabbi biokémiai vizsgalatokat igényel.

Goldraij és mtsai. (2006) szerint a Nicotiana nemzetségben az onmedddség hatterében
masféle molekularis folyamatok allnak. E modell értelmében a kompatibilitdst nem az S-RN-
azok lebontasa idézi eld, hanem azok kompartmentalizacidja. A bibe sejtjei az S-RN-dzok
mellett egy HT-B és egy 120 kD glikoprotein — bévebben 1asd: Cruz-Garcia ¢s mtsai. (2003) —
fehérjét is kivalasztanak a sejtek kozotti térbe. Ezek a fehérjék endocitozissal jutnak be a
pollentdmldbe, majd annak a vakudlumaba keriilnek. A kompatibilis pollentémlékben egy eddig
ismeretlen pollen fehérje (PP) lebontja a HT-B molekuldkat. A HT-B hidnydban az S-RN-4z a
vakudlumban marad, amely kompatibilis reakcidhoz vezet. Az S-RN-4azok tehat jelen vannak és
stabilak, citotoxikus hatdsuk mégsem érvényesiil, mert a pollentomlé mitkkddése szempontjabol
kritikus sejten beliili szinterektdl elzarva helyezkednek el. Az dnmegporzéas soran a PP nem
képes a HT-B-t lebontani, igy a vakudlumok membranja sériil. Miutdn az S-RN-azok
kiszabadultak a vakuolumbol, megzavarjdk a pollentomld miikodését, ami egy Onerdsitd
mechanizmust hoz 1étre. Az S-RN-4azok és SFB-k kozti kezdeti kolcsonhatasokat még nem
ismerjiik, bar e két molekula kozott valamilyen kapcsolat sziikségesnek latszik ahhoz, hogy a
reakcidsor késObbi 1épéseit a kompatibilis vagy inkompatibilis valasz irdnyaba terelje.
Napjainkban még kérdéses, hogy a Solanaceae csaladban leirt intracellularis eseményeknek
lehet-e szerepiik az 6nmeddd/Ontermékenyiild fenotipus kialakitasa soran a Rosaceae csalad
egyik, masik, esetleg mindkét alcsaladjaban.

2.3.3 Az S-16kuszon kiviili molekularis kolcsonhatasok és jelatviteli folyamatok a Rosaceae
csalddban dntermékenyiilés és idegen megporzas esetén

Egyre tobb kozlemény valdsziniisiti, hogy az S-lokuszon kiviil més gének is szerepet
jatszhatnak az 6nmedddség kialakitasaban (Cachi és Wiinsch, 2011; Marti és mtsai., 2009; Wu
¢és mtsai., 2011). A Solanaceae csaladra jellemz6 onmeddéségi rendszerrel kapcsolatban fény
deriilt tobb, un. modosité gén funkcidjara. Ide tartozik példaul a 120 kDa-o0s glikoprotein (120

K), egy kisméretii, aszparaginban gazdag HT fehérje, €s a PELPIII nevii fehérje (Cruz-Garcia és
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mtsai., 2005, 2003), tovabba egy izoflavon-reduktizhoz hasonl6 CP100 fehérje, és az
endomembran rendszer fehérjéi (Kumar és McClure, 2010). Mostanaig e fehérjék egyikét sem
sikeriilt gylimolcsfak bibeszoveteibdl izolalni. Az 6n- és keresztmegporzast kovetd proteomikai
valtozasok foltérképezése lehetdséget kindl a gyiimolesfak 6nmeddd/Ontermékenyiild
fenotipusdnak kialakitasaban szerepet jatszé egyéb lokuszok azonositasara.

Feng és mtsai. (2006) az onmeddé kajszifajtak bibéinek 6n- és idegenmegporzasat kovetd
proteomikai valtozasokat vizsgaltak kétdimenzids gélelektroforézissel és folyadékkromatografias
elektrospray ioncsapda tandem tomegspektrométerrel (LC-ESI-IT-MS/MS). Kilenc fehérje
kizarolag az 6Gnmegtermékenyitett bibékben, illetve egy kizardlag az idegenmegporzast kovetden
fejez6dott ki. Az ontermékenyiiléshez képest idegen megporzas hatasara 16 fehérje mennyisége
megnétt, harom fehérje mennyisége azonban csokkent. Hét fehérjét sikeriilt egyértelmiien
azonositani a SEQUEST szoftver és az NCBI fehérje adatbazis hasznélatdval: az aktin-12,
enoldz, MYB transzkripcios faktorszerli fehérje és a Hsp70 hdsokkfehérje mennyisége idegen
megporzast kovetéen nagyobb volt, mint ontermékenyiilés esetén, mig az aktin-7, aktin-8 és egy
fruktoz-biszfoszfat-aldolazhoz hasonld fehérje kizardlag Snmegporzast kovetden jelent meg.

Az aktinok igen konzervalt fehérjék, melyek a sejten beliili mozgasban jatszanak szerepet, és
minden eukariota sejtben megtalalhatok (Hall, 1998). A sejtvaz alkotoiként fontos szerepet
jatszanak a citoplazmatikus dramlésban, az organellumok mozgasdban és a megnyuldsos
novekedésben. Az aktinbol felépiild sértetlen citoszkeleton alapvetéen fontos a pollen
csirazasahoz és a csucsnovekedéshez (Taylor és Hepler, 1997). Papaver rhoeas névényben
igazoltdk, hogy az Onmedddség az aktinmolekuldk depolimerizacidjaval jar, az aktin
mennyiségében illetve mikodésében bekovetkezd valtozdsok alapvetd szerepet jatszanak a
pollentomlében a programozott sejthalal (PCD) kivaltasaban (Thomas és mtsai., 2006). A
kozelmultban igazoltak, hogy a PCD a Pyrus pyrifolia inkompatibilis pollentomléiben is kialakul
(Wang és mtsai., 2009).

A HSP 70 hodsokkfehérje a dajkafehérjék (molekularis chaperonok) csaladjaba tartozo
stresszfehérje, melynek expresszidjat a fejlodési allapot €s nem a kiillonbozd stressztényezok
szabalyozzak. A fehérje fokozott termelddése meggatolja a stressz hatdsara karosodott fehérjék
Osszetapadasat azaltal, hogy elOsegiti a naszcens fehérjék tekeredését, illetve a karosodott
fehérjék megsemmisitését (Lopez és mtsai., 2002). Az MYB az egyik legnagyobb transzkripcios
faktorcsalad, melyek szamos gén transzkripcidjat szabalyozzak (Ito, 2005). A MYB
transzkripcids faktorhoz hasonlo fehérje szerepe az dntermékenyiilé kapcsolat sordn még nem
ismert. Kimutattdk azonban, hogy egy, a MYB transzkripcids faktorokhoz hasonlod fehérje
kiilonbozoképp fejezddott ki az ontermékenyiild és 6nmeddé kolcsonhatasok soran (Feng és

mtsai., 2009).

36



DOI: 10.14267/phd.2015003

Ugyanezen szerzOk egy késObbi kozleményben ujabb fehérjékrdl szamoltak be, melyek
eltéré modon fejezédnek ki a kajszi bibékben on- illetve idegentermékenyiilést kovetéen (Feng
és mtsai., 2009). Osszesen 30 ilyen fehérjét mutattak ki kétdimenzids gélelektroforézis
vizsgalattal, melyek koziil 18-at sikeriilt egyértelmiien azonositani LC-ESI-MS/MS, illetve az
NCBI adatbazist hasznal6 SEQUEST keresés alapjan. Ezekbdl kilencet (koztiik egy kinaz tipust
receptor fehérjét, egy izoflavon-reduktaz tipust fehérjét és egy ribozfoszfat-pirofoszfokinazt)
kizarélag az énmeddd fajtak ontermékenyitett bibéiben mutattak ki. Erdekes, hogy az utobbi
fehérje a kozelmultban kozzétett dszibarackgenom 3-as kapcsoltsagi csoportjara térképezodik,
hasonléan ahhoz a még nem azonositott génhez, mely a ‘Cristobalina’ nevii cseresznyefajta
ontermékenyiilését idézi el6 (Cachi és Wiinsch, 2011).

Hat masik fehérjét, koztiik az aktin-7-et és egy feltételezett szerin/treonin-kinazt kizarélag az
inkompatibilis kapcsolat sordn talaltak meg. Ontermékenyiilést kovetden egy mitokondrialis
NAD-fiiggd almasav-dehidrogenaz és egy elongacids faktorhoz hasonld fehérje mennyisége
novekedett meg, mig inkompatibilis kapcsolat esetén egy, a Hsp70-nel rokon fehérje
akkumulalédott. Erdekes, hogy dohanynovényben a PCD hatisira jelentés mértékil
fehérjedegradacio kovetkezett be, de néhany fehérje (pl. a Hsp70) mennyisége nem csokkent
(Chaves és mtsai., 2011).

Mindezen eredmények azt sejtetik, hogy a kompatibilis és inkompatibilis kdlcsonhatasok
lejatszodasat megeldzo, illetve kovetd molekularis folyamatokban kiilonb6z6 fehérjék vehetnek
részt. Az S-RN-dz gén transzkripcidja nagyobb mértékii az 6nmeddd, mint az dntermékenyiild
egyedek bibeszovetében (Feng és mtsai., 2009). Feltételezhetd, hogy az 6nmeddé kajsziban az S-
RN-dz szabalyozédsa poszt-transzkripciondlisan zajlik. Az izoflavon-reduktaz tipust fehérjék
termelédése talnyomorészt ontermékenyiilé kapcsolatban jelentkezett. Az izoflavon-reduktaz
(IFR) az izoflavonoid fitoalexinek termelésében vesz részt, amelyek koérokozok tamadasa
kovetkeztében halmozodnak fel (Lers és mitsai.,, 1998). Izoflavonoidok nem termelédnek a
Solanaceae csalad novényeiben, és valdsziniileg a kajszi genomjaban sem talalhatoé IFR gén. A
pollentomlé novekedése kovetkeztében kifejez6dé CP100 fehérje hasonld a hiivelyesek IFR
hasonlé6 NAD(P)H-oxidoreduktazokhoz (Eldik és mtsai., 1997). Az IFR tipusu fehérjék nem
rendelkeznek in vitro izoflavon-reduktiz enzimaktivitassal. Az izoflavon-reduktaz tipusu
fehérjék szerepe még ismeretlen a kajszi bibéjében lejatsz6dd kompatibilis reakciok soran. Az S-
lokusztol fiiggetlen M lokusz a Brassicaceae csalad onmeddéségével kapcsolatos jelatvitelben
jatszik szerepet, és egy membranhoz kotott citoplazmatikus szerin/treonin protein-kinazt
(MLPK) kédol (Murase és mtsai., 2004). A feltételezett Ser/Thr-kinaz nagymértékii expresszioja

onmeddo kajszi bibéiben mar az dnmegporzast kovetd 24 ora elteltével jelentkezik (Feng és
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mtsai., 2009), de a csonthéjas gyiimolcsfak onmedddségében betoltott biokémiai szerepének
tisztazasahoz tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

A meglehetdsen kevés tanulmanybdl arra kovetkeztethetiink, hogy bizonyos fehérjék
kifejez0dése szignifikansan eltér ontermékenyiild és 6nmeddd kapcsolat esetén. Mindez alapul
szolgalhat eddig ismeretlen bibefehérjék kereséséhez. Erdekes modon a proteomikai vizsgalatok
némi hasonldésdgot mutatnak az eltéré molekularis hatteri 6nmedddségi rendszerek kozott
(Brassicaceae, Papaveraceae és Rosaceae). Bar mindez érthetd, ha figyelembe vessziik, hogy az
inkompatibilitasi reakcio végeredménye a pollentdmld dezorganizacioja. Az dntermékenyiild €s
onmedddé kapcsolat soran kiilonbozoképpen kifejez0dé bibefehérjék biologiai szerepének
azonositdsa segithet az Onmeddd gyiimdlcsfak pollen—bibe kolcsonhatdsok hatterében allo
molekularis mechanizmusok tisztdzasaban. A mechanizmus teljes megértéséhez a mindezidaig
ismeretlen metabolomikai hattér feltarasa is nagymértékben hozzajarulhat, amely vizsgalatara az

LC-MS alapt metabolomikai vizsgalatok jo alternativaként szolgalnak.

2.3.4 Az 6nmedddség mezdgazdasagi jelentdsége

A gytimolcsfajok esetében az evolicido sordn kialakult Onmegtermékenyitést gatld
mechanizmus célja és a gylimolcstermesztok gazdasagi érdekei ,,sajnos” éppen ellentétesek. A
GSI rendszer azért alakult ki, hogy fenntartsa a biologiai diverzitast, a termesztéknek azonban ez
sok esetben a terméshozam fokozasanak tutjaban all. Az 6 érdekiik a lehetd legnagyobb
terméshozam ¢s legjobb piaci értékli gylimolcs eldallitasa, ami sokszor csak tgy érheté el, ha a
termesztett fajta beporzasara egy masik fajtat telepitenek az liltetvénybe, amely biztositja a
kereszt-beporzast (Goldway és mtsai., 2012).

A kereszt-beporzashoz hasznalt fajta kivalasztasara is hangsulyt kell azonban fektetni. A
semi-kompatibilis fajtak (S;Sp * SaSc) alkalmazasa bizonyos esetekben nem biztositott megfeleld
terméshozamot, hiszen e fajtak haploid pollenszemeinek 50%-a a megporzandé fajta bibéjében
(SaSp) is megtalalhato S-allél egyikét hordozza (S,), ezaltal az Gsszes pollennek csak a fele (Sc)
lesz képes toml6t hajtani. llyen esetekben teljesen kompatibilis fajtak telepitése sziikséges, ahol
barmelyik S-allélt hordozé pollenszem képes a bibe megtermékenyitésére, pl. almanal ‘Topred’
x ‘Jonathan’ helyett ‘Topred’ x ‘Golden Delicious’ (Goldway és mtsai., 1999).

A teljesen kompatibilis fajtdk alkalmazasa nemcsak a hozam, hanem a gyiimodlcsok mérete,
ebbdl kovetkezbéen mindsége szempontjabdl is sziikséges. A korték virdgaiban 10 petesejt
talalhato, melyek koziil minél tobb termékenyiil meg és fejlodik beldle mag, annal nagyobb lesz
a gyumolcs. ‘Spadona’ kortefajta vizsgalata soran Goldway és mtsai. (2012) megallapitasa

szerint minden egyes mag 1-2 mm-rel ndveli meg a gyiimolcs atmérdjét.
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A Rosaceae csaladba tartozé gylimolesfajok tobbsége onmeddd, de néhany onmeddd faj
esetében ontermékenyiilé termesztett fajtak is ismertek (pl. kajszi, cseresznye, mandula). Mivel a
fajok nagy részénél a fajtdk tilnyomd tobbsége onmeddd, mindenképp sziikséges a kereszt-
beporzasra szolgald fajtak telepitése, amig nem allnak rendelkezésre olyan fajtak, melyeknél a
megfeleld gyiimolcsmindséghez az Ontermékenyiilés képessége is tarsul. Masik alternativa az
onmedddség hatterében allo folyamatok feltérképezése és a mechanizmus esetleges
befolyasolasa. Ennek érdekében mindeziddig DNS ¢és fehérje alapti vizsgélatokat végeztek,
ugyanakkor a folyamat teljes korl tisztazasa még varat magara. Ehhez egy j megkozelités, a

metabolomika altal azonosithatd vegyliletek vizsgalata is adhat értékes informéciot.
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3. CELKITUZESEK

Elso célkitiizés:

Az emberi emésztérendszer egyik gyakori baktériuma, a Lactobacillus casei és egy
vilagszerte széles korben alkalmazott peszticid, a fenhexamid kélcsonhatasat vizsgaltam in-vitro.
Célom volt egy olyan modszer kidolgozasa, amely segitségével a klor-tartalmi metabolitok
szoftveresen felismerhetOk. Tovabbi célom volt a baktérium és fenhexamid kolcsonhatasabol
keletkez6 klor-tartalmii xenobiotikumok felismerése és azonositasa.

Masodik célkitiizés:

A Rosaceae csaladba tartozo egyik gyiimolcsfaj, a kajszi (Prunus armeniaca) onmedddségét
vizsgéltam metabolomikai ujjlenyomatkészités segitségével. Az 6Snmedddségi reakcidk lefolydsa
nem teljesen tisztazott, ennek értelmében kitlizott céljaim a kovetkezok voltak:

- LC-MS alapt metabolomikai ujjlenyomatkészitéssel kdvettem nyomon az 6nmeddd és
ontermékeny kajszivirdgok bibéjében az onmegporzast kovetden lejatszodd folyamatokat. E
tipusti metabolomikai ujjlenyomatkészitéssel célom a genotipus és megporzasi id6 szerint eltérd
csoportok statisztikai alapu megkiilonboztetése volt.

- Az Ontermékeny és onmeddd csoportok megkiilonboztetéséért felelés biomarkereket

kerestem, amelyek felderitését kovetden azok azonositasa volt a célom.
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4. ANYAG ES MODSZER

A felhasznalt LC-MS késziilék (beleértve az alkalmazott HPLC allofazist is) a szoftver, a
nem célzott keres6 Molecular Feature Extraction (MFE) algoritmus ¢€s beallitasai mind

megegyeztek a Lactobacillus és kajszi mintak vizsgalata esetén.

4.1 Felhasznalt vegyszerek

A fenhexamidot és tovabbi 16 klér-tartalma peszticid standardot (acetamiprid, boscalid,
dichlorvos, difenoconazole, epoxiconazole, fenbuconazole, haloxyfop, imazalil, linuron,
metconazole, prochloraz, pyraclostrobin, tebuconazole, tetraconazole és thiacloprid), valamint a
mirisztinsav dietanolamid standardot és hangyasavat a Sigma-Aldrich csoporttol (St. Louis, MO,
USA) szereztiik be. A penconazole standardet a Dr. Ehrenstorfer Gmbh-t6l (Augsburg,
Németorszag) szereztik be. A HPLC gradient tisztasagu acetonitril (ACN) és etanol a Fisher
Scientific-t6l (VWR, Radnor, PA, USA) szarmazott. Az ioncserélt viz (>18 MQ cm) eléallitasara
egy Millipore Milli-Q (Bedford, USA) rendszer allt rendelkezésre.

A fenhexamid-O-gliikozid standardot (> 98% tisztasag; CAS szam: 1392231-43-4) egyedi
szintézis soran keriilt eldallitasra a (Polgar és mtsai., 2012) tanulmanyaban leirtak szerint. A
fenhexamid torzsoldatokat (kb. 4000 mg/1) etanolban oldottam fel és a vizsgalat kezdetéig -
20°C-on taroltam. A Peloruside A standardhoz Peter Northcote (Victoria University of
Wellington, Wellington, Uj-Zéland) munkacsoportja altal jutottunk hozza, mely standard
vegyitiletet tengeri Mycale hentscheli szivacsokbdl nyerték ki kromatografias tisztitas atjan. A
kémiai szintézis soran nyert Peloruside A standardot pedig Dan Sackettnek koszonhetjiik (Eunice
Kennedy Shriver National Institute of Child Health and Human Development, Bethesda, USA).
A kapott 10 pg tomegii standardokbol 100 pg/ml-es oldatot készitettem etanollal, mely oldatokat

-20°C-on taroltuk a kisérletek elvégzéséig.

4.2 HPLC-ESI-QTOF MS kapcsolt rendszer

A folyadékkromatografias elvalasztashoz Agilent 1100 tipust binaris HPLC (Agilent
Technologies, Waldbronn, Németorszag) késziiléket alkalmaztam. Allofazisként forditott fazisa
Zorbax Eclipse XDB-C18 (3,5 um, 2,1 mm x 50 mm; Agilent) oszlopot hasznaltam. A
valasztasom azért esett erre az oszlopra, mert a 3,5 pm-es szemcseatmérd €s a 2,1 mm-es belsd
atmér6 nagy kromatografias felbontast biztositanak, mikézben a bioldgiai mintak altali bonyolult
matrixokra sem kényesek, ezaltal az oszlop ritkan tomdédik el és kelléen robusztus.

Kisérleteim soran Agilent 6530 Accurate Mass Q-TOF LC/MS (Agilent Technologies, Palo
Alto, CA, USA) tipust késziiléket alkalmaztam. A folyadékkromatografias rendszer és a

tomegspektrométer dsszekapcsolasa elektroporlasztasos ionforras (ESI), tgynevezett Dual-spray
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ionforrassal tortént. Ebben az ionforrasban két porlasztotii helyezkedik el, melyek koziil az egyik
csak a HPLC-bdl érkezd térfogataram porlasztasat végzi, a masik porlasztotli pedig az allando
tomegkorrekciohoz  sziikséges referenciaoldat porlasztdsdra szolgdl. Az alkalmazott
referenciaoldatok a gyarto ajanlasai szerint késziiltek, a benniik talalhaté purin (CsHsN4, (M+H)"
m/z 121,050873, (M-H) m/z 119,036320) és HP-0921 (CigH190sN3sP3F2 (M+H)" m/z
922,009798, (M + HCOO) m/z 966,000725) komponensek m/z értéke alapjan, automatikusan
tortént a tomegkorrekcid. A késziilék tdomegpontossdga 3 ppm alatti volt, tomegfelbontasa pedig
>10000 (FWHM) m/z 400 értéknél, amit a késébbiekben bemutatottak szerint ellendriztem.

A mintak vizsgalata el6szor MS* modban tortént, majd ahol a (differencial6) komponensek
azonositasara volt sziikség, azt az igynevezett Auto MS/MS modban hajtottam végre.

Mind az L. casei altal eléallitott fenhexamid eredetii xenobiotikumok keresése, mind a kajszi
gylimolcsfak metabolomikai vizsgélata (5.1 és 5.2 fejezet) sordn ugyanazt a késziilékparositast
hasznaltam. A forditott fazisu elvalasztas soran gradiens eluciot vettem igénybe a mar emlitett
RP C18-as allofazis segitségével. A tomegspektrométer beallitasai és a kivalaszott adatrogzitési
moédok is megegyeztek, illetve mindkét esetben MS* modu detektalast alkalmaztam, majd miutan
szoftveres eljarassal kisziirtem a differencialdé komponenseket, Auto MS/MS modban tortént
azok fragmenticioja. A tomegspektrumot MS' modban m/z 100-1700 tartoméanyban, MS?
modban pedig m/z 50-1700 tartomanyban rogzitettem. A késziilék beallitasait a 3. tablazatban

foglaltam Ossze.

Auto MS/MS modban a prekurzor ionoknak egy elézetesen beallitott minimalis ionintenzitas
értékkel kell rendelkezniiik, esetemben ezt eldzetes tapasztalatok alapjan 5x10%-0s értékre
allitottam be. Annak érdekében, hogy a differencialé komponensek mindenképp fragmentalasra
keriiljenek - akkor is ha nem ezek a legintenzivebbek az adott retenciés i1donél — a
molekulaionjaik monoizotopos tdmegeit Un. preferalt tdmegszamként allitottam be. Tovabba az
MS? kisérletek soran azért vettem kisebbre az adatgylijtési gyakorisagot, mert egységnyi ideig
tartd adatgytijtési ciklus alatt kevesebb spektrum rogzitése az egy spektrum felvételére szant idot
noveli meg. A nagyobb adatgylijtési id6 tobb tranziens dsszegylijtésével jar (4440 helyett 5354
tranziens), ami nagyobb érzékenységet eredményez, igy az ionok intenzitdsa megnd, azonban a

tomegpontossag csokkenésést is magaval vonja, igy csak kismértékli modositast hajtottam végre.
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3. tablazat: A QTOF késziilék beallitasai MS! és MS? modban.
Agilent 6530 Accurate Mass Q-TOF LC/MS

ionforras tipusa

Dual ESI (Agilent)

milkodési mod

pozitiv/negativ

prekurzor ion izolaciés ablaka

»medium” (~4 m/z)

tomegpontossag <3 ppm
tomegfelbontas >10000
detektalasi frekvencia 4 GHz

MS méd: 3 spektrum/s (333 ms/spektrum,
4440 tranziens/spektrum)
MS/MS méd: 2,5 spektrum/s (400 ms/spektrum,
5354 tranziens/spektrum)
5eV/100Da + 10 eV

adatgytijtési gyakorisag

iitk6zési energia

prekurzor minimum intenzitasa 5x10° counts

maximum prekurzorok szama ciklusonként 2
porlasztogaz hémérséklete 325°C
szaritogaz 10 L/perc
porlasztogaz nyomasa 40 psig
fragmentor fesziiltség 175 V/-175V
fliggony fesziiltség 65 V/-65 V

3500 V /-3500 V
MassHunter Acquisition B.06.00 (SP3)
MassProfiler Professional B.02.1.5

kapillaris fesziiltség

adatgyjto, -feldolgozo szoftver

4.3 Adatfeldolgzas - Nem célzott komponenskeresés

Az esetemben hasznalt Agilent MassHunter Qualitative Analysis szoftverben a nem célzott
keresd algoritmus neve MFE, mely nagyvonalakban a kovetkezOképp mitkodik:

1. Extrahalt ionkromatogramokat (EIC) készit, hogy a tomegszdmok iddbeli lefutisat végig
lehessen kovetni.

2. Az EIC-ket 0sszehasonlitja és az azonos id6beli lefutasti ionokat megprobalja dsszetarsitani,
hiszen ha jo az egyezés, akkor a kiilonbozd tomegszamok jo eséllyel ugyanahhoz a
molekulaionhoz tartoznak.

3. Ha a korrelald EIC-k kozotti tomegkiilonbségek automatikusan (ismert torvényszerliség
alapjan) vagy egyéni modositasbol fakadéan megmagyardzhatok, akkor ugyanazon
komponenshez tarsitja 6ket. Ez azt jelenti, hogy az MFE szerint egy ,,feature” egy adott
komponenshez tartozd tg — m/z adatparos (egy tr értékhez tobb m/z érték tarsul). Ilyen
megmagyarazhaté kiilonbségek lehetnek: izotopologok, adduktok (+Na™: 22,9898 Da, +K™:
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38,9637 Da, +NH,4": 18,0344 Da, +ClI: 34,9689 Da stb.), semleges vesztések (-H,O: 18,0106

Da, -CH,: 14,0157 Da).

4. Az 0Osszetarsitott komponenseket felsorakoztatja €s komponenslistat alkot. Ez utdbbinak
azért van szerepe, mert a szoftver igy tudja 6sszevonni a kiilonbozé futtatasok kozott az
azonos retencios idénél jelentkezd, azonos monoizotopos tomegii ,,feature”-ket (felhasznald
altal beallitott tolerancia értékeken beliil), ami alapjan késobb a statisztikai kiilonbségtétel is
torténik.

A komponenslista természetesen minden egyes mérési fajlban eltér6. A nagy
komponensszam és a komplex bioldgiai matrix miatt az injektalasi parhuzamosok kozott is
természetes jelenség az eltérés, a szoftveres kiértékelés természetes velejaréja a pozitiv és
negativ téves taldlatok megléte. Mindenképp figyelembe kell venni tehat, hogy a szoftverek
teljesitménye és megbizhatosaga erdsen valtozd. Sok szoftveres probléma meriilhet fel, melyek
mind a szoftveres kiértékelés megbizhatosagat és reprodukélhatosagat kérddjelezik meg. A
szoftverek teljesitményére nagy befolyast gyakorol annak verzidja és a gyartok altal a hibak
javitasara kiadott upgradek megléte. A képet és a metabolom lefedettségét a méréstechnika altali
limitaciokon feliil tehat a kiértékelés mindsége is befolydsolja, azonban a felhasznaléi beallitasok
modositasaval ez nagymértékben finomithato. Ezen feliil a késziilék gyartdja altal ajanlott un.
“rekurziv’ munkamenetet hasznaltam, mely hasznalatat egy, a gyartd altal készitett leirasban

ismertem meg (Kitagawa és mtsai., 2009).

4.4 Lactobacillus casei altal termelt fenhexamid eredetii klor-tartalmi xenobiotikumok
metabolomikai feltérképezése

4.4.1 Sejttenyészetek elkészitése

Az L. casei Shirota torzstenyészetek a Mezdgazdasagi és Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti
Gyljteményébdl szarmaznak (NCAIM, Budapest). A sejttenyésztést a Budapesti Corvinus
Egyetem Sor- és Szeszipari Tanszékén, mig az analitikai feladatokat az Alkalmazott Kémia
Tanszékén hajtottam végre. A hagyomanyos MRS ferde agaron tartott sejteket a kisérletek
elvégzése eldtt, az allomanyok megfeleld frissességének elérése érdekében a folyékony
tapkozegbe vald atoltasuk utdn két napos 1épéskozokkel, 100 ul mennyiségekkel oltottam at 20
ml, 20 g/l D-gliikéz tartalmu MRS tapkozegbe (Himedia M369-500G; Himedialabs, Mumbai,
India) 6sszesen 6t alkalommal, 37 °C hdmérsékleten.

A fenhexamid torzsoldatot 0,45 um poérusatmérdjii eldobhaté PTFE fecskendésziirokon
keresztiil sziirtem le; mely koncentracioja 4000 pg/ml volt. 25, 200 és 500 pl torzsoldat

crc

készitettem, melyeket 20 ml-es végsé térfogatra egészitettem ki. Mindegyik tenyészet végsé

46



DOI: 10.14267/phd.2015003

etanol koncentracioja 2,5 % (v/v) volt. A sejtek tenyésztése 72 oraig folyt 37 °C-on, ezeken a
mintakon feliil pedig sejtmentes kontroll mintak is késziiltek, melyek 100 pg/ml fenhexamidot
tartalmaztak ugyancsak 2,5 % (v/v) etanol-tartalmt MRS tapkozegben.

4.4.2 MintaelOkészités

A mintdk begylijtése a fermentacid elinditasa utan 24, 48 és 72 6raval tortént, mely mintékat
2 ml-es Eppendorf csvekbe gyiijtottem. Ezutan a sejteket 10.000 g-s terheléssel, 4 °C-on torténd
centrifugdlds utjan valasztottam el a felilusz6tol egy Hettich Mikro 22R  (Tuttlingen,
Németorszag) tipusu laborcentrifuga segitségével. A mintakat 10-szeres térfogatra higitottam
ugy, hogy az ACN végs6 koncentracidja 5 % (v/v) legyen. A mintakat tiveg HPLC mintatarto
edényzetbe pipettaztam,
0,45 pm porusatmérdji PTFE fecskendd sziirével sziirtem, majd injektaltam az LC-MS
rendszerbe.

A kezdeti 20-20 ml mintakbol igy csak 6-6 ml fogyott és a maradék, kb. 14 ml-t -20 °C-on
taroltam a szilard fazisu extrakcios (SPE) kisérletek lefolytatasaig. Az SPE kisérletekhez Waters
Sep-PaK® Vac C18 3 ml-es fecskendébe integralt eldobhaté tolteteket (Waters, Milford, MA,
USA) hasznaltam, melyeket Thermo Scientific Hypersep 16 féréhelyes SPE vakuumrendszerrel
dolgoztam fel (Thermo Scientific, Bellefonte, PA, USA).

A C18-as forditott fazisu toltet nedvesitése és kondicionalasa utdn tortént a mintak felvitele.
Forditott fazisu C18-as tipusti SPE tolteteknél iigyelni kell arra, hogy 100% polaris kozeggel ne
talalkozzon, ugyanis az erdsen hidrofob oktadecil csoportok Osszezsugorodhatnak, elveszthetik
aktivitasukat, ezaltal a tolteten a komponenseknek nem lesz megfeleld visszatartdsa és igy a
komponensek nem kotddnek meg rajta. Ennek érdekében az 5 ml vizes feliiliszohoz 1 ml ACN-t
pipettaztam, amely kb. 16,7 % -0s (v/v) ACN koncentraciot eredményezett. Tovabbi szempont,
hogy a toltetet ne terheljiik tul, Okolszabaly, hogy 100 mg toltet 1 mg célkomponens
megkotésére képes. A mosasi 1épés soran 3 ml 30 %-0s (v/v) ACN:ioncserélt viz elegyet
alkalmaztam, mert fenhexamid eredet(i anyagcseretermékek esetében a megmarado hidroxi-fenil
gylrli miatt nem szadmitottam polaris metabolitokra (Abbate €s mtsai., 2007; Anderson €s mtsai.,
1999; Cabras és mtsai., 2004; FAO, 2005), amelyek ilyen ACN koncentracidju eleggyel
lemosodnak a toltetrél. Az elualas végiil 2 ml 80 %-0s (v/v) ACN:ioncserélt viz eleggyel tortént.
Az SPE soran alkalmazott 1épéseket a 4. tablazatban foglaltam Ossze. Végiil a 2 ml-el elualt
mintat Eppendorf csébe gylijtottem Gssze €s argon gazaram alatt szarazra paroltam, majd pedig
200 pul 20 % (v/v) ACN:ioncserélt viz elegyben oldottam fel Gjra, hogy 25-szords toményitést

érjek el. Mivel azonban az Eppendorf csé falan szemmel lathatoan maradt vissza nem oldott

47



DOI: 10.14267/phd.2015003

széarazanyag, igy a visszaoldas térfogatat 400 pl-re modositottam. Az igy elkészitett mintat végiil
0,45 pm porusméretii PTFE fecskenddsziirdvel sziirtem, majd injektaltam az LC-MS rendszerbe.
4. tablazat: SPE dusitas 1épései.

SPE lépései Oldoészer
nedvesités 5 ml ACN
kondicionalas 10 ml, ACN:H,0 5:1 (v/v)
minta felvitel/extrakcid 6 ml, feliilisz6:ACN 5:1 (vIv)
mosas 3 ml, ACN:H,0 3:7 (vIv)
elualas 2 ml, ACN:H,0 8:2 (v/v)

4.4.3 HPLC paraméterek

A HPLC elvalasztas térfogatarama 400 pl/perc volt, gradiens ellicié soran vizes eluensként
0,1 % (v/v) hangyasav tartalmu ioncserélt vizet (A eluens), szerves eluensként pedig 0,1 % (v/v)
hangyasav tartalmu acetonitrilt (B eluens) hasznaltam. A gradiens elicié programja az 5.
tablazatban lathatd. A hangyasavat azért tartottam sziikségesnek, mert eldsegiti a komponensek
ionizéciojat pozitiv ionizaciés modban, valamint a trifluor-ecetsav (TFA), ecetsav és egyéb
illékony pufferekhez, additivokhoz képest negativ modban kis molekulatomege miatt kevés
interferenciat okoz a célkomponensekkel, valamint nem szennyezi a késziiléket, igy az
érzékenységét sem befolyasolja. Az emlitett okok miatt mas puffer- illetve additiv-tartalma
eluenst nem probaltam ki.

5. tablazat: Gradiens eluci6 pragramja.

B eluens
Futtatasi id6, perc
0-3 perc 10 %
3-15 perc 100 %-ra
15-17 perc 100 %
17-18 perc 10 %-ra
18-22 perc 10%

4.4 .4 Differencialé komponensek meghatarozasa

A MassHunter Qualitative Analysis segitségével végrehajtott MFE komponenskeresés és
Osszegképlet generalas utdn a statisztikai alapt kiilonbségtételre a MassProfiler Professional
(Agilent, B.02.1.5) szoftvert hasznaltam. A komponensek koziil a klor-tartalmu komponensekre
fokuszaltam, amelyek koziil a kontroll és a kisérleti mintak Osszehasonlitasaval sziirtem ki a
megkiilonboztetd komponenseket a kovetkezd modszerek segitségével: csoporton beliili
gyakorisdg vizsgalat, t-proba az intenzitasértékek kozépértékeinek Osszehasonlitasara és

intenzitasok hanyadosainak meghatarozasa. Ez utobbi sokkal erésebb szilirési paraméter, mint a t-
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proba, ugyanakkor vizsgéalataim sordn jogosult voltam a hasznalatdra, hiszen a kontroll mintaba
nem keriilhettek fenhexamid metabolitok, igy azok jellemzdéen nagy intenzitasbeli eltérést
mutattak a két csoport kdzatt.

A MassProfilerben a paraméterek bedllitdsa utan mar csak a differencialo komponenseket

listazta a szoftver, ezeket vizsgaltam feliil manualisan.

4.4.5 Komponensazonositas

A differenciald komponensek megtalalasa az azonositas standard vegyiilet segitségével
tortént, amelyet ugyanabba a rednszerbe injektaltam ¢€s retencids idejét, MS! ¢s MS?

tomegspektrumat hasonlitottam 0ssze a keresett komponensével.
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4.5 Kajszi onmedddéségének metabolomikai ujjlenyomatkészitése
4.5.1 Novényi mintdk gylijtése

A kisérletek lefolytatasahoz két kajszifajtat valasztottam: az 6nmeddé ‘Ceglédi oriast’ (SgS)
¢s az Ontermékenyiilé ‘Pannodniat’(ScSc). A mintak begytijtése 2011 majusaban a Budapesti
Corvinus Egyetem szigetcsépi taniiltetvényében zajlott, amikor a kajszi fak riigyei még az un.
pirosbimbds allapotban voltak. A pirosbimbds allapotbeli gylijtés azért volt mindenképp
sziikséges, mert ebben a fejlettségi allapotban a viragok még teljesen zart allapotban vannak és a
benniik taldlhaté portokok sem nyilnak még fel, igy a bibékre sem kiils6, sem pedig belso
forrasbol nem keriilhetnek pollenszemek.

A fakrol elészor agakat gyiijtottem, melyeken viszonylag nagyszamua bimbé volt talalhato, és
laboratoriumba  szallitasuk utan csapvizzel teli taroloedényekbe allitottam Oket. A
laboratoriumban a bimbokat kasztraltam, azaz eltavolitottam a porzokat és csak a bibéket
hagytam az agakon, mely bibék nagy részét az eltavolitott, sajat porzoikbol kipergetéssel nyert
pollenekkel iranyitottan poroztam be. Az altalam vizsgalt viragok kasztralas el6tt és utan a 7.

abran lathatoak.

7. abra: A kajsziviragok pirosbimbos allapota, s a begytijtést kovetd kasztralt viragok utan
megmaradt bibék. A vizsgalatokhoz felhasznalt mintarészt a piros keret jeloli.

Mindkét fajta esetében beporzas nélkiili bibéket is gyiijtdttem, majd a tobbi bibét 3, 24 és
96 oraval az iranyitott beporzast kovetéen szedtem le, mellyel az volt a célom, hogy a
pollentomlok fejlodését idoben is kovetni lehessen. A mintdk jelolését az 6. tablazatban

foglaltam Ossze.

50



DOI: 10.14267/phd.2015003

6. tablazat: Kajszi bibemintak jelolése.

Megporzas utan eltelt id6

Genotipus
0 ora 3 ora 24 ora 96 ora
Ceglédi orias CO, Oh CO, 3h CO, 24h CO, 96h
Pannodnia Panndnia, Oh Panndnia, 3h Panndnia, 24h Panndnia, 96h

A mintak leszedését kovetéen a bibéket azonnal folyékony N,-be helyeztem, hogy
megszakitsak minden anyagcsere-folyamatot, majd genotipus, illetve megporzas utani
idétartamok szerint megkiilonboztetve, kb. 1-1,5 g-os adagonként -80 °C-os fagyasztoba

helyeztem 6ket a kisérletek elvégzéséig.

4.5.2 Minta-el6készités

Az altalam alkalmazott minta-elokészités a t’Kindt és mtsai tanulmanyéaban leirtakat koveti,
ugyanis az alabb részletezett minta-elokészitési eljarast talaltak optimalisnak ndévényi mintak
esetében (t” Kindt és mtsai., 2008).

A Dbibéket a fagyasztobol kivéve azonnal dorzsmozsarakban 1évé folyékony nitrogénbe
helyeztem, hogy megakadalyozzam, illetve minimélisra csokkentsem az oxidaci6 és egyéb
bomlasi folyamat lehetdségét. A bibéket ezutan porra apritottam a dorzsmozsarban egy
pisztillusz segitségével €s a kapott porbol analitikai mérlegen 100 + 1 mg-os adagokat mértem ki
1,5 ml-es Eppendorf csévekbe. Mindegyik fajta minden egyes csoportjabol harom biologiai
parhuzamost készitettem, igy Osszesen
24 kiilonb6z6 minta allt rendelkezésre. Az igy elkészitett mintakhoz aztan 990 ul 80:20 % (v/v)
metanol:ioncserélt viz elegyet adtam extrahaldszerként és 10 ul belsé standard oldatot (10 ng/ml
ra temperalt razogépben (DitabissHLC MKR 13, Pforzheim, Németorszag) vald razatas
segitségével hajtottam végre.

Az extrakciot kovetéen az oldhatatlan névényi szoveteket 10.000 g-s terhelésen, 4°C-on, 10
percig tartd centrifugalassal (Hettich Mikro 22R centrifuga, Tuttlingen, Németorszag)
valasztottam el az extraktumtol. A dekantalt feliilaszokat ioncserélt vizzel 10-szeresére
higitottam, majd 0,45 pm porusatmérdjit fecskendd sztirékkel vald szirés utan injektaltam az

LC-MS rendszerbe.

4.5.3 HPLC paraméterek

Az elvélasztas soran alkalmazott gradiens elucid térfogatdrama 400 pl/perc volt, az injektalt

mintatérfogat 10 pl, vizes eluensként 0,1 % (v/v) hangyasav tartalmu ioncserélt vizet (A eluens),
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szerves eluensként pedig 0,1 % (v/v) hangyasav tartalmua acetonitrilt (B eluens) hasznaltam, a

gradiens elucio programja a 5. tablazatban lathato.

4.5.4 Differencialdo komponensek meghatarozasa

A nem c¢lzott komponenskeres6 MFE algoritmus lefuttatdsa utan statisztikai alapon szlirtem
ki azokat a komponenseket, melyek szignifikans szerepet jatszanak az 6nmedddségi fenotipus
kialakulasdban. E célra két szoftvert hasznaltam: a MassProfiler Professionalt (MPP) és a
Microsoft Excel ,,add-in”-jaként miik6dé XLSTAT-ot (Addinsoft, USA, 2013.1 kiadas).

A komponens elrendezés és a komponenslista megalkotasaban (felsorakoztatas, compound
alignment) szempontjabol nagyon hasznosnak bizonyult az MPP, azonban megjelenités ¢és
kezelés szempontjabol tobb gyakorlati hatrannyal is bir az XLSTAT-hoz képest. Ebbdl
kifoly6lag a komponens felsorakoztatds csupan MPP-vel tortént, majd az igy kapott
komponenslista alapjan mind MPP-vel, mind pedig XLSTAT-tal végrehajtottam a statisztikai
alapu kiilonbségtételt. A megkiilonboztetd komponensek meghatarozdsdnak menete a 8. abran
lathato.

A statisztikai kiilonbségtétel soran a kovetkez6 modszereket alkalmaztam: 1, csoportokon
beliili gyakorisagvizsgalat, 2, intenzitdsértékek idObeli monotonitdsvizsgalata, 3, t-proba, 4,
végiil heatmap készitése a megkiilonboztetdé komponensek alapjan ¢és fokomponensanalizis
(PCA) lefuttatdsa a csoportok egymastol valdo megkiilonboztetésének vizualizalasara és a
szignifikans metabolitok meghatarozasara.

A kovetkezd okokbdl adodoan tartottam sziikségesnek a két szoftver alkalmazésat:

- Célszerli volt leellendrizni, hogy a statisztikai kiillonbségtétel eredménye megegyezik-€ a

két szoftver esetében, illetve

- az MPP alapvetden kiilon kezeli a pozitiv és negativ modban talalt komponenseket, €és a

két komponenslista 6sszevonasa szoftveren beliil nem lehetséges

- fékomponens analizis (PCA) sordn vizualisan nehezen lehet kideriteni (nem szemléletes),

hogy a figyelembe vett metabolitok koziil (loadingok) melyek a legjelentdsebbek

- a komponensfelsorakoztatds utan az MPP lehetéséget ad a komponensek ¢és

intenzitasértékeinek .csv (vesszdvel tagolt értékfajl) formatumban torténd exportalasara,

mely konnyen kezelheté a Microsoft Excel, illetve XLSTAT szamara is.
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Adatrogzités

Mass Hunter Data Acquisition

4

Nem célzott
komponenskeresés

Mass Hunter Qualitative
Analysis

4

Komponensek
felsorakoztatasa

Mass Profiler Professional

Manuélis
I I fellilvizsgalat
Statisztikai kiértékelés A
Mass Profiler Professional, Statisztikai kiertekeles
XLSTAT XLSTAT

8. abra: A kajszimintakat megkiilonbozteté komponensek statisztikai kiszlirésének menete.

4.5.5 Komponensazonositas

A differencidld komponensek meghatarozasa utan az elsdé 1€pés az izotopolog eloszlasok
alapjan torténd Osszegképlet generalds volt. Monoizotopos tomeg alapjan, adatbazisokban vald
kereséskor sokkal tobb a talalat (vele egyiitt tobb a téves taldlat is), mint amikor a mar
meghatarozott 0sszegképlet alapjan keresiink. A kapott 6sszegképletek alapjan a Dicitonary of
Natural Products és Scifinder adatbazisokban kerestem a komponenseket, és ahol informativ
fragmenskép, semlegesvesztések stb. rendelkezésre allt, azok alapjan probaltam a lehetséges
komponensek szamat csokkenteni. A kivalasztott taldlatokbdl végiil hiteles standard anyagot

probaltam beszerezni €s azonositani a komponenseket a rendelkezésre 4ll6 standardok és

crer
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5. EREDMENYEK

5.1 Fenhexamid eredetii xenobiotikumok keresése Lactobacillus casei tenyészetekben

5.1.1 Lactobacillus casei tenyészetek

c ey

hogy a baktériumok az altaluk elviselheté legmagasabb fenhexamid expoziciénak legyenek
kitéve. Ez azért volt fontos, mert akkor képzddnek a legnagyobb mértékben detoxikacids
termékek, minél nagyobb stressz éri a sejteket, arra azonban tligyelni kellett, nehogy a tul magas
koncentraci6 miatt elpusztuljanak a sejtek.

Arra vonatkozoan, hogy a sejtek mekkora fenhexamid expozicionak tehetdk ki a
sejttenyészet pusztulasa nélkiil, Békefi diplomadolgozatdban (Békefi, 2013) végrehajtott korabbi
kisérlet adott valaszt.

Az emlitett diplomadolgozat tapasztalatai szerint 20 pg/ml fenhexamid koncentracié mellett
a két kiilonbo6z6 L. casei torzs esetében sem volt megfigyelhetd sejtpusztulas, ami jo alapot adott
arra, hogy ett6l nagyobb 40 és 100 pg/ml-es fenhexamid koncentraciot alkalmazzak. A
sejttenyészetek koziil egyik fenhexamid koncentracio esetében sem tapasztaltam sejtpusztulast.
tartottam indokoltnak, hiszen ez az érték 2,5-szer nagyobb, mint barmelyik zoldségre vagy

gyumolcsre érvényes legnagyobb MRL érték.
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5.1.2 HPLC-ESI-MS paraméterek

A TIC kromatogramokon jelentkezé zstfoltsag (9. abra) miatt modositottam a kezdeti
gradiens eltci6 programjat, azonban az eluensek OsszetevOit nem valtoztattam a korabban

felsorolt elény6k miatt.
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9. abra: A kezdeti (a) és tovabbfejlesztett gradiens (b) elicio soran kapott TIC
kromatogramok, ¢és néhany kivalasztott, kozel azonos retencioji  komponensek EIC
kromatogramijai.

A gradiens elicido programjanak valtoztatdsdval megprobaltam csokkenteni a kezdeti
gradiens 5 és 7 perces retencidés id6 tartomanyaban koelualodd komponensek szamat (7.
tablazat) és a kromatografia teljesitményét javitani. A komponensek koelualddasanak
csokkentése mindenképp kedvezé hatast gyakorol az ESI ionizacié hatasfokara, hiszen a
metabolitok nem versengenek az ionizacids energiaért, igy tobb metabolit detektalasa lehetséges
(Yamashita és Fenn, 1984). Ertelemszeriien, a futtatis idStartama jelentdsen megnétt, de a

kromatografias paraméterek javultak, ahogy a 8. tablazatban is lathato. Bar nem sikeriilt minden
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kivalasztott komponenst egymastol alapvonalon elvalasztani, de nem is volt feltétlenil cél,
ahogy a jelen 1évo tobb ezer egyéb komponensé sem, hiszen az adott miiszerezettséggel nem lett
volna megvalosithato.

Annak ellenére, hogy a félérték szélesség (FWHM) és elméleti tanyérszam (N) értékek
esetében tulnyomorészt az értékek romlasat tapasztaltam, a kitlizott célok elérése érdekében
lényegesebb volt az 0Osszes komponens esetében tapasztalhato jel/zaj arany (S/N) és
kromatografias felbontas (Rs) értékek pozitiv iranyt valtozasa.

7. tablazat: A kezdeti és a tovabbfejlesztett gradiens elucié programjai:

Kezdeti gradiens:

Futtatasi id6, perc B eluens
0-3 perc 10 %
3-15 perc 100 %-ra
15-17 perc 100 %
17-18 perc 10 %-ra
18-22 perc 10%

Fejlesztett gradiens:

Futtatasi idd, perc B eluens

0-3 perc 5%

3-7 perc 5-161 9 %-ra
7-10 perc 9%
10-20 perc 9-161 20 %-ra
20-22 perc 20%
20-40 perc 20-r61 100 %-ra
40-42 perc 100 %
42-43 perc 5 %-ra
43-47 perc 5%
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8. tablazat: Kivalasztott, kozeli retencioji komponensek kromatografias jellemz6i. Az m/z
értekek szinei megegyeznek a 9. abraban talalhat6, a komponensekhez tartozé EIC
kromatogramok szineivel. tg — retencios id6, k’ — megoszlasi egyiitthato, T — tailing faktor

Kezdeti gradiens Fejlesztett gradiens
m/z tr, FWHM, tr, FWHM,
K’ N T SIN| R K’ N T SIN R
perc perc perc perc

245,1290 5,6 27,1 42199 0,066 12 998 - 13,2 65,2 2109 0,215 15 1780
59 28,7 3961 0,234 16 5574 085 16,0 79 1010 0,531 20  >10000 137
245,1290 6,0 288 57796 0,064 16 2908 - 14,5 71,3 35720 0,190 13 6206 3,99
588,3036 6,0 29,2 52523 0,065 21 94 095 16,6 82,2 49704 0,165 13 201 2,14
6,1 293 75695 0,050 15 973 - 17,7 87,3 67741 0,157 0,9 1604 3,76
812,4148 6,0 29,2 86570 0,050 11 307 - 178 87,8 77150 0,163 0,8 580 0,39
668,3606 6,2 298 75889 0,051 18 141 1,34 18.1 89,7 78593 0,152 1.2 164 1,47
6,2 30,0 134939 0,040 15 261 - 18,7 92,7 315327 0,082 1.2 654 4,49
6,3 30,2 65397 0,063 15 365 0,82 19,6 96,8 10287 0,222 1,3  >10000 1,06
751,3667 6,5 31,7 44638 0,075 24 1292 242 20,5 101,3 46506 0,225 15 3969 2,37
530,2973 6,7 32,0 75518 0,055 16 1103 0,62 21,0 1038 163309 0,127 1.2 1629 2,41

5.1.3 Adatbanyaszat
5.1.3.1 Nem célzott komponenskeresé algoritmus validdldsa

Az algoritmus rendkiviil hasznos, hiszen gyakorlatilag kivaltja a rendkiviil megterheld,
manualis komponenskeresést. Hatékonysagat és megbizhatésagat azonban dvatosan kell kezelni,
hiszen mint ahogy az ismert tény, mindegyik szoftver ejt hibat, tipustdl és forgalmazotol
fiiggetleniil. Ezért annak érdekében, hogy bizonyos szintll visszajelzést kapjak az algoritmus
megbizhatosagarol, sziikségesnek tartottam, hogy kiprobaljam egy altalam készitett, ismert
komponenseket tartalmazo standard keverék oldaton. Ezaltal megbizonyosodhattam arrél, hogy
képes felismerni a komponensek helyes izotopoldg mintazatit. Célom az volt, hogy az
algoritmus bedllitdsainak modositasaval az 6sszes komponenst megtalaljam, illetve, hogy minél
kevesebb legyen a téves talalatok szama.

Erre a célra egy 17 klor-tartalmu peszticidbdl allo standard keverék torzsoldatot készitettem,
amelyet minden komponensére nézve 10 ng/ml-es koncentraciéra higitottam.

Az optimalés soran az ugynevezett ,,isotope spacing tolerance” érték volt a legmérvadobb, ez
az érték ugyanis az egy komponenshez tartozd izotopologok Osszecsoportositdsara vonatkozo
tolerancia értéket jelenti. Ha til nagy ez az érték, akkor megvan a veszélye annak, hogy a
valojaban nem az adott komponenshez tartozd m/z értékeket is beleveszi a szoftver az
izotopologok kozé, ami hibas Osszegképlet generdlashoz vezethet. Ha viszont tul sziik ez a
tolerancia érték, akkor a ténylegesen a komponenshez tartozd izotopologok esetleg
kimaradhatnak az izotopolog mintazatbol. Az optimalas soran az alapértelmezés szerinti 5 mDa

+ 7 ppm értéket végiil megvaltoztattam €s az optimalisnak a 2 mDa + 3 ppm értéket talaltam,
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mert ennél az értéknél, az alapértelmezett érték 13 talalataval ellentétben, az 0sszes peszticidet
megtaldlta a szoftver. A jelen értéktdl szigorubb bedllitdsok alkalmazadsat azért nem tartottam
kiindulva annak tomegpontossaga 3 ppm alatt volt. A tényleges tomegpontossagot ugyancsak a
jelenleg alkalmazott peszticidek pontos elméleti €és jelen bedllitasok kozott tapasztalt tomegei

alapjan ellendriztem le, mely eredményei a 9. tablazatban talalhatoak.

9. tablazat: A peszticid standard keverék torzsoldat kiilonbozé retencios idénél
elualodo négy komponensénél tapasztalt tomegpontossag értékek.

Peszticid neve Elméleti (M+H)" Tapasztalt (M+H)" Eltérés, ppm
Acetamiprid 223,0745 223,0744 0.4
Imazalil 297,0556 297,0559 1.0
Epoxiconazole 330,0804 330,0807 09
Pyraclostrobin 388,1059 388,1051 2,1
A masik két fontos paramétert, a minimalis ion-, illetve komponens intenzitast is

megnoveltem, hiszen ezaltal lecsokkent a téves pozitiv talalatok szama. Ez a valodi mintdknal
adatvesztéshez is vezethet, azonban a 10 ng/ml koncentracioju peszticidek soran tapasztalt
ionintenzitastol (~10% cps) alacsonyabb intenzitast molekulak izotopoldg mintdzata jo eséllyel

pontatlan, fragmensképiik pedig nem informativ (10. abra), ezéltal azonositasuk sem lehetséges.
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10. abra: A 257,2472 m/z értékii (~10* cps) prekurzor MS* tomegspektruma. A kék rombusz
jelzi a prekurzor iont.

Ha szoftver altal felkinalt lehetdségek koziil a keresés soran figyelembe vett adduktok koziil
csak a protonalt formakat valasztottam, az optimalas soran tul sok volt a pozitiv téves talalatok
szama, ezért a Na- és K-adduktok felismerésével futott az optimalas. A mintak mérése soran
viszont ugy tapasztaltam, hogy az alapértelmezés szerinti Na- és K-adduktok figyelembe vétele

sok hibas talalatot eredményez, azonban ha jelen is vannak az emlitett adduktok, dimerek stb.,
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azok emberi szemmel is konnyen észrevehetfk, manualis feliilvizsgalat soran konnyen
korrigalhatok.

Az Osszes talalat értéke visszajelzés arra vonatkozoan, hogy mennyi téves ,,feature”-t talal a
szoftver. Minél kisebb a téves talalatok aranya, annal atlathatobb a komponenslista. Egy dusitott
Lactobacillus casei feliiluszoban, pozitiv modban talalt 2986 komponens egymasra rajzolt EIC-i
lathatok a 11. abran. Az alapértelmezett illetve optimalt beallitasokat és azok eredményeit a

10. tablazatban foglaltam 0ssze.
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11. abra: Az Gsszes EIC-t egymason abrazolva lathato, milyen sok koelticio fordul eld egy
természetes minta nagyszamu komponenseinek kovetkeztében.

10. tablazat: MFE nem célzott algoritmus beallitasai a vizsgalt standard keverék torzsoldat
vizsgalata esetén.

Algoritmus paraméterei Alapbeallitas Optimalt beallitas
Isotope spacing tolerance 5 mDa + 7 ppm 2 mDa + 3 ppm
Minimum ionintenzitas 100 cps 500 cps
Minimum komponens intenzitas 2x10° cps 10* cps
Osszes talalat 101 34
Talalatok szama 13/17 17/17

Legalabb 4 izotopologgal megtalalt 9 17
komponensek szama

Az optimalas ellenére természetesen tovabbra is hibazhat a szoftver, ami miatt a manudlis
feliilvizsgalat és korrekcidé nem kiiszobdlhetd ki, azonban a molekuldk felismerésének mindsége
jelentdsen javul.

Az algoritmus Kklor-tartalmi  komponensek biologiai matrixban vald felismerésének
bizonyitasara a kordbban alkalmazott peszticideket MRS tapkozegbe is addicionaltam, amelyben

az alkalmazott bedllitdsok mellett ugyancsak képes volt felismerni a szoftver az Osszes
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peszticidet a hozzajuk tartozo izotopologokkal egyiitt. Az igy megtalalt peszticidek, illetve
»feature”-k EIC kromatogramjai lathatok a 12. abran.
x10*
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12. abra: Az MRS tapkdézegbe addiciondlt 17 peszticid egymasra vetitett EIC
kromatogramja. Az algoritmus megfelelé beallitasainak koszonhetéen mindegyik peszticidet
sikeriilt megtalélnia.

5.1.3.2 Klor-tartalmu metabolitok keresése

Mivel fenhexamid eredeti bomlés- illetve detoxikacios termékeket kerestem, felhasznaltam a
korabban mar meghatarozott komponensekrél rendelkezésre allo informaciot (Abbate és mtsai.,
2007; Anderson és mtsai., 1999; Cabras és mtsai., 2004; FAQO, 2005), miszerint a fenhexamidban
jelenlévé klor-tartalmu hidroxi-fenil csoport nem bomlik fel, és a 2-es vagy 3-as pozicioban 1évo
klor atomok koziil az egyik mindenképp a detoxikacios terméken marad. A fenhexamid novényi
metabolizmusa soran megallapitott két f6 metabolikus Gtvonal:

1. a fenol gy(ir(i hidroxil csoportjanak konjugacioja (glikozilacio), illetve
kovetden e hidroxil csoport konjugacidja (FAO, 2005)

A klor-tartalmt metabolitok karakterisztikus izotopoldég mintazattal rendelkeznek, hiszen a
klornak két jellegzetes izotdpja van, ezek a CI®® (75,78% relativ gyakorisag) és CI¥ (24,22%
relativ gyakorisag). Mivel a CI*’ is viszonylag gyakori izotop, ezért az A+2-es izotop
¢észrevehetden sokkal intenzivebb, mint a csak CHON elemekbdl és esetlegesen foszforbol,
kénbdl felépiild szerves molekuldké, ezért azok mind manualisan, mind pedig szoftveresen
felismerhet8k. Az egyértelmii azonositast tovabb segiti, hogy a C13'-es izotdp jellegzetes 3 mDa-
os tomegdefektust okoz a klor-tartalmiu komponensekben az A+2 izotopolognal (Thurman és
Ferrer, 2010).

A szoftveres felismertetést a kovetkezOképp valositottam meg: az MFE segitségével nem
célzottan Kkeresett komponensek izotopoldg mintazata alapjan meghataroztam azok

Osszegképletét. A szoftver altal végrehajtott dsszegképlet generalas soran kotelezéen legalabb
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egy klor atomot irtam eld, igy csak azokra a komponensekre generalt j6 mindségii 6sszegképletet
a szoftver, amelyek az izotopoldg eloszlasok alapjan jo eséllyel klort tartalmaztak. A becsiilt
Osszegképleteket a MassHunter Qualitative Analysis szoftver az in. MFG Score érték szerint
rangsorolja, amelybe sulyozva beleszamitja a pontos tomeget, izotopolog aranyt és az
izotopoldgok (A, A+1, A+2 sth.) kozotti tomegkiilonbséget.

A 100-as maximalis MFG Score ¢értékhez legkozelebbi 0Osszegképlet szamit a
legvaldszintibbnek, azonban minden esetben feliilvizsgaltam, mert sok esetben meglehetdsen kis
kiilonbség volt tapasztalhatdo ezen score értékek kozott (az m/z értékek novekedésével egyre
inkabb) és jo eséllyel nem a legmagasabb score értékii 6sszegképlet bizonyult helyesnek.

Ennek ellenére a feltételezett klor-tartalmi komponenseket manualisan is ellendriztem, ami
azonban mar emberi Iéptékli feladatnak bizonyult a lehetséges, ellendrizendé metabolitok
szamottevOen lecsokkent szama miatt. Miutan a komponensek teljes listaja elkésziilt, és
megtértént a mintak megfeleld csoportokba sorolasa, kezdddhetett a statisztikai alapa

kiilonbségtétel.

5.1.3.3 Veégleges, klor-tartalmu komponensek felimserésére szolgalo algoritmus

Osszefoglalva, az altalam kialakitott és tesztelt algoritmus beallitasai a kovetkezok:

MFE nem célzott komponenskeresés:

- minimum ionintenzitas: 500 cps
- figyelembe vett ionok: pozitiv ion moédban: (M+H)", negativ ion modban: (M-H)’
- isotope spacing tolerance: 2 mDa + 3 ppm
- maximum t6ltottségi allapot: 2
- minimum komponens intenzitas: 10* cps
- ,,quality score”: >80
- komponenshez tartozo6 ionok szama: 2 vagy tobb
(- megjelenités: MFE és nyers spektrum, illetve EIC-k extrahalasa)

MFG 06sszegképlet generalas:

- felhasznalhato elemek: C (1-60), H (1-100), N (0-30), O (0-30), S (0-5), P (0-5), CI (1-3)

- 0sszegképlet generalas maximalis semleges tomege: 750 Da

- minimum score téltéshordozénként: 35

- isotope spacing tolerance: 2 mDa + 3 ppm

- MFG score stlyzofaktorok: tomegpontossag: 100, izotopolog eloszlas: 60, izotopologok

kozotti tomegkiilonbség: 50
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5.1.4 Komponenskeresés SPE dusitas nélkiil

A kontroll és kezelt tenyészeteket eldszor dusitas nélkiil vizsgaltam, mely soran az MFE
algoritmus altal talalt legintenzivebb komponens a fenhexamid volt, de ahogy az a 13. abran
talalhatd TIC kromatogramon is lathatd, az alapvonalbeli elvalasztds nem jellemz6, tehat a
baktérium tapkozegének vizsgalatakor erds matrixhatassal kell szamolni.

Az ily médon detektalt, klor-tartalmunak feltételezett komponensek mindegyike rendelkezett
a karakterisztikus, klorra jellemzd izotopoldg eloszlassal, illetve tomegdefektus értékkel.
Egyiittesen hat, differencialonak vélt komponenst tudtam detektidlni a mintdban pozitiv €s
negativ médban. E molekuldk monoizotopos tomegeinek protonalt formai a kovetkezok: m/z
358,9791, 415,0412 és 471,1048 pozitiv modban, illetve deprotonalt tomegeik m/z 600,3902,
713,4731 és 709,3409 negativ modban, amelyek MS spektrumai a mellékletben lathatoak (M1.
abra). Manualis feliillvizsgalat soran azonban mind a hat komponenst megtalaltam a sejtmentes
mintdban is, ami azt bizonyitja, hogy ezek a komponensek nem baktérium altal eldallitott
metabolitok, hanem a fenhexamid szennyezéi, feltehetéleg gyartas soran keletkezett
melléktermékek (11. tablazat). Ez is egyértelmii jele volt annak, hogy a szoftver ,,hibazott”, nem
taldlta meg mindegyik mintdban a széban forgd komponenseket, ami miatt a differenciald

komponensek kozé sorolta dket.

11. tablazat: Az SPE dusitas nélkuli feluluszokban tévesen differencialonak vélt
komponensek m/z értékei és intenzitasértékei.

jelintenzitas, cps
m/z érték

kezelt kontroll
358,9791 2879 2370
415,0412 7740 6907
471,1048 10660 11116
600,3902 12914 11793
713,4731 17521 17469
709,3409 9435 9049

Ettdl fliggetleniil azonban megemlithetd, hogy e melléktermékeken kiviil nem talalt klor-
tartalmi metabolitokat a szoftver, tehat a keresett komponensek valdsziniileg alacsonyabb
koncentraciotartomanyban vannak jelen a sejttenyészetben. A fenhexamid melléktermékeken
kiviili klor-tartalmi komponensek ,hidnya” azonban nem meglepd, hiszen a természetben
el6forduld molekulak kozott egyébként is nagyon kevés klor-tartalmu talalhaté. Eltekintve a pl.
erddtiizek soran keletkezd, illetve lapokra, mocsarakra jellemzd illékony klorvegyiiletektdl,
gyakorlatilag csak antibiotikumokban és néhany bakteriocidben talalhatdo klor. A
tejsavbaktériumok szerves savak, H;O,, diacetil és enzimek mellett ugyancsak eldallitanak

bakteriocineket, de azok leginkabb fehérjék (Sharma és Singh Saharan, 2014; Sikorska és
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Smoragiewicz, 2013). Tovabba, ha talaltam is volna nem fenhexamid eredetii klor-tartalmu
komponenst a mintadban, a kontroll mintaval vald statisztikai alapu Osszehasonlitds alapjan

mindenképpen meg tudtam volna kiilondztetni azokat a fenhexamid eredetiiektdl.

5.1.5 Komponenskeresés SPE dusitas utan

Mivel a fenhexamidon és feltételezett melléktermékein kiviil nem talaltam fenhexamidbol
szarmazod, klor-tartalmii xenobiotikumokat, kiegészitdé 1épésként szilard fazisu extrakciot
alkalmaztam, hogy dusitds sordn nagyobb eséllyel taldljak, illetve azonositsak klor-tartalmua
metabolitokat. Mivel az Gsszes ismert bio- és fotodegradacios termékben sértetleniil megmaradt
a fenhexamid vazanak Kklor-tartalmua, hidroxi-fenil gytrtje, feltételeztem, hogy hidrofob
karakteriiket megtartva kelld retencidjuk lesz egy C18-as forditott fazist tolteten, ami azt az
elényt is magéaban hordozta, hogy az SPE tdltet vizes mosasa kovetkeztében a matrixban
talalhato sok és egyéb hidrofil makrokomponensek (cukrok stb.) lemosodnak, nem szennyezik el
a kolonnat, illetve a tomegspektrométer ionforrdsat. Ez utobbi hatds a 13. és 14. abra abran
lathato TIC-en is latszik, mikdzben a nagyobb retencidju komponensek értelemszertien

intenzivebbek lettek.

7
1,0
g
E x 108
g EIC
E 2
1 I

5 10 15 20 25 30 35 40

Retencids idG, perc

13. abra: Az L. casei feliiluszok pozitiv modban: SPE dusitas nélkiil kapott TIC és a
fenhexamid EIC kromatogramja.
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14. abra: Az L. casei feliiliszok pozitiv modban: SPE dusitassal kapott TIC és a fenhexamid
EIC kromatogramja (BPC extrakcios értéke: 100 ppm).

Esetemben 5 ml mintat vittem fel a toltetre és természetesen ndvekedett a kormatografis
oszlopra injektalt komponensek mennyisége, telitddtek az 4allofazis aktiv kotOhelyei, ami a
kromatografids paraméterek romlasat eredményezte (12. tablazat). A fenhexamid retencids
idejének stabilitdsa azonban j6 visszajelzés arra, hogy a dusitott minta mennyisége nem terhelte
tul a toltetet (13. és 14. abra).

12. tablazat: A fenhexamid kromatografias paramétereinek Osszehasonlitasa SPE dusitas
eldtt és utan.

Cstcs-
te, FWHM, 8
eRrC K N erc szélesség, T
p P perc
dasitds 300 1487 462221 0,121 0,591 14
nélkiil
SPE dusitas 30,1 149,3 91667 0,234 1,301 7,1

utan

A dusitast kovetden lefuttatott MFE algoritmus 2986 ,feature”-t talalt pozitiv és 1377-et
negativ mdédban. A kotelezOen legalabb egy klor-atomot tartalmazd Osszegképlet generalas
azonban jelent6sen lesziikitette a keresett molekulak korét, 6sszesen 83 ilyen komponens maradt
pozitiv és 47 negativ modban. Az igy kapott komponenseket az dsszegképlet generalds josagat
jelzd MFG score szerint rendeztem €s a talalatokat manuélisan ellendriztem.

A pozitiv modban talalt megkiilonbozteté komponensek koziil 6trél feltételeztem izotopolog
eloszlas, Osszegképlet és MFG score alapjan, hogy klor-tartalmuak. A figyelembe vett
paraméterek a 13. tablazatban, tomegspektrumaik pedig a mellékletben (M2. abra) talalhatok. A
komponensek ,,valodi” klor-tartalmanak eldontésére a klor karakterisztikus tomegdefektus
értékét, a jel/zaj aranyt és tomegspektrumokat ellendriztem. A talalatok listajan lathato, hogy az
5. komponens kivételével mindegyik igen kis intenzitasu. Az 1., 3. és 4. komponensek esetében a
kiilondsen rossz jel/zaj arany miatt lehetetlen volt megallapitani, hogy azok izotopolog eloszlasa
ténylegesen klortol szarmazik-e. Ebben az esetben ovatossagra int az a tény is, hogy a mintak
mar igy is dusitva lettek kb. 12,5-szeres mértékben, tovabba a QTOF késziilék tomegpontossagat
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és az izotopolog eloszlas pontos meghatarozasat is negativan befolydsolja a tal alacsony
ionintenzitas. Ezekbdl kifolydlag az utobbi harom komponensrél nem tudtam bebizonyitani,
hogy valdban klor-tartalmt vegyiiletek.

13. tablazat: Az SPE dusitas utdni feliiluszokban pozitiv ion modban, a szoftver altal
differencialonak vélt komponensek feliilvizsgalt jellemz6i. A komponensek az 6sszegképlet
generalasra kapott score értékek alapjan vannak rendezve.

Komponens Semleges tr, Jelintenzitas, Jel/zaj Tomegdefektus
MFG score
szAma tomeg, Da  perc cps arany (A+2), mDa
1. komponens 90,3 822,2097 39,5 6,5 x 10° 2,4 0,9
2. komponens 93,0 878,2724 39,4 3,2x10* 12,2 0,6
3. komponens 94,7 766,1465 36,2 2,1x10* 1,7 2,3
4. komponens* 98,6 380,0355 30,1 6,7 x 10° 0,6 3,2
5. komponens 99,1 463,1176 26,8 1,5 x 10° 102,6 2,5

* kétszeresen toltott formaban jelent meg

A 2. komponens esetében azonban a tomegdefektuson kiviil minden paraméter klor-tartalmu
komponensre utalt, mind a jel/zaj arany, mind pedig a nagyobb ionintenzitas segitett a
felsimerésben. A 39,4 percnél rogzitett tomegspektrum manualis feliilvizsgalata soran kideriilt,
hogy a komponens monoizotopos tomege 470,0975 Da. A komponenshez tartozé m/z értékekre
kért EIC kromatogramok eltéré lefutasa alapjan egyértelmiivé valt, hogy a 2. komponens egy
tovabbi formaja a korabban a kontroll mintaban talalt egyik komponensnek (lasd: 11. tablazat),
amely feltételezhetéen fenhexamid melléktermék. Az emlitett EIC-k és azok Osszehasonlitasa

lathato a 15. abran.

x 10*
8 EIC, m/z 471,1056
(%]
s EIC, m/z 879,2802
g6
‘N
S
= 4
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T — — 1

'8 39 0 @
Retencios id6, perc

15. abra: A 2. komponens korabban (SPE nélkiili mintaban) megtalalt m/z 471,1056 és a
differencialonak vélt m/z 879,2802-es érték EIC kromatogramjainak azonos idobeli lefutasa.
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16. abra: Az 5. komponens MS' témegspektruma, illetve az m/z 302,0727-es és m/z
464,1252-es értékek EIC kromatogramyjai.

A komponensek koziil az 5. komponens (m/z 464,1252) bizonyult a legintenzivebbnek,
magas jel/zaj ardnya és mass defect értéke is megfelelt. A 26,8 perces retencids idonél rogzitett
tomegspektrumban is megtalalhaté a fenhexamidra utald 302,0727-es m/z érték, ez a komponens
azonban nem lehet a fenhexamid, mert az 30,0 perces retencids idénél jelentkezik (14. abra). A
két emlitett cstcs idébeli lefutasa teljesen megegyezik, ahogy az az EIC-k alapjan is egyértelmi.
Ez a tény arra utal, hogy a fenhexamid az ionforrasban hasad ki a molekulabol, tgynevezett ,,in-
source” fragmensként jelentkezik (16. abra). Ez azt jelzi, hogy fenhexamid szarmazékrdl van
0.

A molekulaion ¢és a fragmensként detektalt fenhexamid kozotti 162,0525 Da-0s
tomegkiilonbség egy kihasadt glikoz egységre utal, mely megfigyelés rendkiviil fontos
informacioként szolgalt a komponens szerkezetének kideritésében. Az izotopoldg eloszlas,
pontos tomeg és az in-source fragmensként detektalt fenhexamid (Ci4H:7CI;NO;) alapjan a
CaoH27CI2NO7 6sszegképlet bizonyult a legvaldsziniibbnek (17. abra), ami pontosan a gliikoz
egység CeH190s Osszegképletében kiilonbozik a fenhexamidtol. Erdemes megemliteni, hogy a
késziilek tomegpontossaga az alapjan is igazolhato, hogy az elméleti és a tapasztalt pontos tomeg
kozotti eltérés (elméleti m/z 464,1238, A=3,32 ppm) a szamitott tdmegpontossag tartomanyba

esik.
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17. abra: Az 5. komponens tényleges és a CyoH27CI,NO7 Gsszegképlet elméleti izotopoldg
eloszlasanak 6sszehasonlitasa.

Réaadasul, a fenhexamid glilkéz szarmazéka, a fenhexamid-O-gliikkozid egyike az eddig
azonositott novényi detoxikacios termékeknek (EFSA, 2013; European Parliament, E. C.,
Regulation (EC) No. 396/2005, 2005; Polgar és mtsai.,, 2012). Annak ellenére, hogy a
glikozilalas a baktériumok esetén a komponensek oldhatdsaganak, illetve stabilizalasanak egy
ismert médja (Hyung Ko és mtsai., 2006; Kim és mtsai., 2012), a fenhexamid-O-gliikozidot és
iIsmereteink szerint egyetlen mas peszticid-glikozidot sem azonositottak még korabban
baktériumokban.

14. tablazat: Az SPE dusitas utani feliiliszokban negativ ion modban, a szoftver altal
differencidlonak vélt komponensek feliilvizsgalt jellemzdi. A komponensek az Osszegképlet
generalasra kapott score értékek alapjan vannak rendezve.

Komponens  MFG score Semleges tg, perc  Jelintenzitas, Jel/zaj Tomegdefektus
szama tomeg, Da cps arany (A+2), mDa
6. komponens 92,7 390,1622 34,2 3,9 x 10° 27,5 -12,6
7. komponens 94,5 229,0502 31,6 2,7x10° 6,1 1,6
8. komponens 94,6 417,0818 38,3 2,3x10° 27,0 1,1
9. komponens 97,4 317,0587 29,3 9,2 x 10° 72,0 2,2
10. komponens 97,8 505,1279 28,4 1,7 x 10° 600,7 2,3
11. komponens 98,2 463,1164 26,8 1,5 x 10° >10000 2,5

Negativ ion modban ugyanolyan modon folyt a klor-tartalmi metabolitok keresése, mint
pozitiv mod esetén. A szoftveres keresés ¢s adatfeldolgozas utan hat komponenst ellendriztem
manualisan. E komponensek tomegspektrumai a mellékletben (M2. abra) lathatok. Ahogy a 14.
tablazatban latszik, a komponensek tilnyomo része kis intenzitasti. Abbol kiindulva, hogy
dusitva lettek a mintak, raadasul ez a QTOF késziilék negativ modban kb. 40-szer érzékenyebb,
mint pozitivban, a kis intenzitasi komponenseket nem probaltam meg azonositani. Az
azonositashoz elfogadhat6 intenzitisa komponens a 10. és 11. komponens volt. Az utdbbi
azonban nem mas, mint a pozitiv modban talalt 5. komponens negativ mdodban ionizalodo

megfeleldje. A feltételezett fenhexamid-O-gliikozid esetében inkabb pozitiv mdéda ionizéacio
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varhatd a bazikus nitrogén atom jelenléte miatt, de a komponens negativ ion modban is jol
ionizalddott (1asd: melléklet M3. abra). A negativ modu ionizacid egy nagy elénye mutatkozik
meg abban, hogy szinte ugyanakkora jelintenzitas mellett jelentdsen megnd a jel/zaj arany.
Ennek magyarazata, hogy a komponensek nagyobb hanyada sokkal inkabb hajlamos a pozitiv,
mint a negativ modu ionizacidra, kovetkezésképpen a célkomponens mellett kevésbé ionizalodod
hattérkomponensekbdl kevesebb zaj keletkezik.

A 10. komponens (m/z 504,1211) jel/zaj aranya elégnek bizonyult az MS? fragmentéaciok
elvégzéséhez. Ahogy a 18. abran is lathatdo, a fenhexamid ugyancsak megjelenik a
10. komponens MS? tomegspektrumaban (csakagy, mint a fenhexamid-O-gliikozid esetében),
ami azt tamasztja ald, hogy ez a komponens is fenhexamid eredetii. Ha az eldz6ekben tapasztalt
analdgiat vezetjik tovabb, valdszinli, hogy a fenhexamid egy masik konjugatuma a kérdéses
komponens, pl. malonil- vagy gliikoronidsav-konjugatum. Mivel azonban sajnos az MS?
fragmensek intenzitdsa és a tapasztalt tdmegpontossdg nem bizonyult elegendének az egyértelmii
azonositashoz, és nincs korabban azonositott, a 10. komponens tomegének megfelel6 fenhexamid
szarmazék, ez a komponens nem volt egyértelmiien azonosithato jelen koriilmények kozott. A
komponens intenzitasara lehetdséget adott volna a gradiens tovabbi modositasa a 10. komponens
intenzivebb ionizaciojanak elésegitése miatt, standard vegyiilet hijan azonban igy sem keriiltem

volna kozelebb az egyértelmi azonositashoz.
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18. abra: A 10. komponens MS? spekruma, ahol a 300,05517 m/z érték a fenhexamid
deprotonalt formdja, jelezve, hogy a komponens egy fenhexamid eredetli anyagcseretermék. A
kék rombusz jelzi a prekurzor iont.

5.1.6 Komponensazonositas

A kordbban részletezett tapasztalatok alapjan racionalis magyaradzatnak bizonyult a
fenhexamid-O-gliikozid megjelenése, azonban hogy egyértelmiien alatamasszam ezt a
feltételezést, standard oldattal végzett MS? kisérletekre volt szlikség. Az Alkalmazott Kémia
Tanszéken rendelkezésre allt az egyedi szintézis soran nyert fenhexamid-O-gliikozid standard,

amely egyébként kereskedelmi forgalomban nem kaphat6 (19. abra).
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19. abra: Fenhexamid-O-gliikozid szerkezeti képlete.
mintat 1 pg/ml-es koncentracioban. A kisérlet eredményeképpen a mintaban 1évé 5. komponens
¢s a standard oldatban taldlhaté fenhexamid-O-gliikozid retencids ideje és fragmentécioja teljes
egyezést mutatott, ennek értelmében sikeres volt az azonositas (20. abra).

Az addicionaléasi kisérletet az O-glikozildlt termék mennyiségének meghatarozasdhoz is
felhasznaltam. A dusitasi kisérlet veszteségeivel, illetve intracellularis maradékkal nem szdmolva
a fenhexamid kb. 0,1%-a alakult at fenhexamid-O-gliikkozidda. Az biotranszformacio jelentdsen
alacsonyabb, mint a névényeknél megfigyelt 24%-ot is meghaladé arany (Anderson és mtsai.,
1999). A megfigyelés alapjan azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a baktériumok altali
glikozilalas nem tartozik a tipikus bakterialis detoxikacids utvonalak k6zé, ugymint a specifikus
¢s nem specifikus hidrolaz, mono- ¢és dioxigendz enzimek aktivitasa soran megvaldsulo

detoxikacio.
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20. abra: Az 5. komponens és a fenhexamid-O-gliikozid standard oldatanak vizsgalata soran
kapott MS' és MS? tomegspektrumok, illetve kromatogramok egyezése alapjan sikertilt
bebizonyitani az 5. komponens azonossagat: L. casei mintaban (a) és 5 pg/ml-es fenhexamid-O-
gliikozid standard oldatban (b) 26,8 percnél kapott MS spektrum, m/z 464,1252 EIC
kromatogramja a mintaban (c¢) és a standard oldatban (d). Fenhexamid-O-gliikozid MS?
spektruma mintaban (e) és standard oldatban (f).

Publikalasi tevékenység:

Lénart, J.; Bujna, E.; Kovdcs, B.; Békefi, E.; Szaraz L.; Dernovics, M. (2013) Metabolomic
approach assisted high resolution LC-ESI-MS based identification of a xenobiotic derivative of
fenhexamid produced by Lactobacillus casei. J. Agric. Food Chem, 61 (37), pp. 8969-8975
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5.2 A kajszi 6nmeddéségi reakcidinak vizsgalata metabolomikai ujjlenyomatkészitéssel
5.2.1 Metabolomikai ujjlenyomatkészités, ndvényi metabolitok keresése

Az eldkészitett mintakban a miiszeres meghatarozast kovetéen MFE algoritmussal végeztem
a metabolitokat keresését. A keresés ugyancsak nem célzott modon tortént, azonban egyaltalan
nem jelolhettiink ki célkomponenseket, igy nem volt olyan ko6zos tulajdonsag, amely alapjan
lesziikiilt volna az azonositandd molekuldk kore. Az alkalmazott metanolos extrakcionak
koszonhetden nagyszamu komponens jelenlétét figyelhetjik meg a kapott TIC ¢és BPC

kromatogramokon (21. és 22. abra).
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21. abra: CO 96h minta (lasd: 6. tablazat) pozitiv modban kapott TIC és BPC
kromatogramijai.
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22. abra: CO 96h minta negativ modban kapott TIC és BPC kromatogramjai.
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A komponensek rendezése utan dsszesen 4755 komponenst talalt a szoftver pozitiv modban
¢és 1845-6t negativ ion modban. Ezek szama nem adhaté Ossze, hiszen a két csoport kozott
lehetnek, illetve vannak is atfedések. A szoftveres keresés teljesitménye szempontjabol azonban
ez véleményem szerint nem jelent sulyos hibat, hiszen célom nem a helyes, minden hibatol
mentes komponensazonositas és spektrumértékelés volt, hanem az intenzitas értékek alapjan vald
kiilonbségfelismerés. A szoftver hibamentes miikodése bioldgiai matrixban, nagy
komponensszamok esetén nem redlis elvaras, viszont mindenképpen hasznos, illetve sziikséges a
kiilonbségtételhez, hiszen a kromatogramokban megjelend Osszes tomegspektrum atvizsgalasa
nem emberi Iéptékti feladat, ahol pedig statisztikailag szignifikans kiilonbséget érzékel a
szoftver, mar manudlisan is ellendrizhetd és az esetleges tévedések manudlisan feliilbiralhatok.

Az algoritmus lefuttatdsa soran azonban térekedtem a minél hatékonyabb mikddésre, ezért a
korabban bemutatott peszticid standard oldattal valé optimalas paramétereit jelen esetben is
alkalmaztam. Bar kajszibibékben nem vartam klor-tartalmi komponenseket, a beallitasok
valtoztatasat semmi nem idokolta, hiszen nem klor-specifikusak a beallitott paraméterek, céljuk a
helyes izotopoldog mintazat felismerése volt, az eredmények alapjan pedig megfelelonek
bizonyultak az MFE bedllitasai.

A péarhuzamos mintdk kozotti azonossdgot PCA-val ellendriztem, mely éabrazolasmod
megfeleld eszkoz arra, hogy a kiugré mintakat észre lehessen venni. A kajszimintdk esetén nem
volt kiugr6é minta, a hdrom parhuzamosbol all6 csoportokon beliili mintdk egymassal jo egyezést
mutattak. Ez a megfigyelés jo visszajelzés arra, hogy a szoftver viszonylag reprodukalhatéan
jeloli ki a komponenseket.

5.2.2 Differencialé komponensek meghatarozasa

A kiértékelés soran alkalmazott mindkét szoftver esetében ugyanazokat a statisztikai
modszereket, azaz csoporton beliili gyakorisagvizsgalatot, monotonitasvizsgalatot, t-probat és
PCA-t alkalmaztam.

Egy csoportnak tekintettem az azonos genotipusbol szdrmazd, azonos megporzasi id6 utan
gyijtott harom-harom parhuzamos mintat (biologiai parhuzamosok: harom kiilonb6z6 bemérés
és extrakcio), ezaltal 6sszesen nyolc csoport jott 1étre.

A csoportokon beliili gyakorisagvizsgéalat soran szabott kritérium szerint csak azok a
komponensek maradtak bent a komponenslistaban, melyek a mintak 100%-aban (harombol
harom parhuzamos mintdban) megtalalhatok voltak, ezzel a bioldgiai variabilitdsbol szarmazo
divergencia csokkentésére torekedtem. A csoporton beliili komponensek intenzitasértékeit ezutan
atlagoltam.

A korabban ismertetett statisztikai modszereken feliil ez esetben az idé fliggvényében is

végig kovettem a metabolitok intenzitdsanak valtozasat, igy egy tovabbi tényezd allt
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rendelkezésemre, mintha csupan a két csoportot hasonlitottam volna 0Ossze. A
monotonitasvizsgalat segitségével meghataroztam, melyek azok a komponensek, amelyek
idében monoton novekedést, illetve csokkenést mutatnak. Mivel irodalmi adatokbol tudjuk, hogy
a pollentomld novekedésének elérehaladasa a megporzas utan eltelt id6 fliggvénye, ezért a beldle
szarmaz6 informacié mindenképp relevans, érdemben segit a megkiilonboztetd komponensek
kisztirésében.

Ezt kovetéen t-probaval 99,9%-0s szignifikancia szint mellett megnéztem, hogy a
komponensek intenzitasértékeinek idében torténd ndvekedése, illetve csokkenése szignifikans-e.
Bioldgiai mintdknal nem szokvanyos az ilyen szigort szignifikancia szint alkalmazasa, hiszen
nagy a biologiai variabilitasbol eredé szoras, azonban esetemben mindkét ionizaciés modban
nagyszamu (4006 és 1005) komponenst detektalt a szoftver, amely hatalmas adathalmaz,
kiilondsen jelen esetben, ahol ennek manualis atvizsgalasa is indokolt. 99,9%-os szignifikancia
szint mellett 72, 99%-0s mellett 280 komponens, 95%-os mellett pedig 386 szignifikans
mértékben megkiilonbodztetd komponens adodott.

Az alacsonyabb szignifikancia szinteken végrehajtott t-proba tul ,,engedékenynek” bizonyult,
ami azt eredményezte, hogy a megkiilonboztetd komponensek listaja tilsdgosan hosszu volt.
Ezen feliil a nagy matrixhatdsnak kdszonhetden nagyszdmu hibds taldlatra szdmitottam, ami -
ahogy azt a késdbbiekben is részletezem - beigazolodott. A biomarkerek keresése céljanak a
szigor szirés eredményeként kapott komponenslista megfelelének bizonyult. A végso
komponenslistat manualisan ellenériztem, hogy a redundans eredményeket eltavolitsam és
kijavitsam az esetleges integralasi hibakat, igy végiil korrigalt listat hoztam létre.

Utols6 1épésben végiil PCA segitségével abrazoltam, mennyire kiiloniilnek el egymadstol a
csoportok, illetve meghataroztam melyek azok a komponensek, amelyek az eddig kiszirtek
koziil a legszignifikdnsabbak a megkiilonboztetésben.

A statisztikai kiértékelés megbizhatdsagat és reprodukalhatdsagat jol mutatja, hogy a két lista
ugyanazokat a komponenseket tartalmazta. Pozitiv mdédban 72, mig negativ ion modban 61
megkiilonboztetd komponenst taldlt a szoftver, mely két komponenslistadt egyesitettem, majd
manudlisan ellendriztem a listdt és a mindkét modban megjelend komponensekbdl adodo
redundanciat, illetve az egy komponenshez tartozd téves ,feature”-ket eltavolitottam. Az
eddigiek utan kapott 103 komponens figyelembevételével késziilt PCA nagyon jo

megkiilonboztetési képességrol arulkodik (23. abra).
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23. abra: A két eltér6 kajszi genotipusbol szarmazo mintak megkiilonboztetése PCA-val.

A komponensek azonossagat tigy ellendriztem, hogy megkerestem az eltérd polaritasu, de
azonos retencios 1donél jelentkezd komponenseket és a tomegspektrumuk alapjan eldontdttem,
ugyanarrdl a komponensrdl van-e sz6. Ahol sziikséges volt, a csucsteriiletek integralasanak
hibait is kijavitottam, az igy kapott intenzitasértékeket pedig a belsd standard teriiletével
korrigéltam. A komponenseket, melyek mindkét csoport mintdiban nagyon kis intenzitastiak és
rossz jel/zaj aranyuak voltak, hidba voltak eltér6 intenzitasuak (jelintenzitas <10 cps), kisziirtem
¢és figyelmen kiviil hagytam, hiszen tomegbeli és az izotopoldgok eloszldsanak pontatlansaga
miatt azonositasuk nem volt kivitelezhetd. Ertelemszertien, az idSben névekvé komponenseket a
96 o6ras mintdkban, mig a csokkendket a 0 oOrds mintdkban értékeltem, illetve az ottani
intenzitasértékeik alapjan szlirtem.

A jelenlegi mintak esetében azt gondoltam, hogy az SPE-vel torténd duasitds sem segithet,
hiszen a kromatogram zsufoltsaga miatt eléforduld sok koeltcié miatt a kisebb komponensek
nem tudtak volna ionizalodni a koeludlédd intenzivebb komponensek mellett. Tobb ezer
komponens kromatografids elvalasztasanak kifejlesztése pedig til nagy feladat lett volna, ezért
azt a kompromisszumos megoldast valasztottam, hogy nem dusitom, illetve higitom tovéabb a
mintakat.

Végiil 15, szignifikdns megkiilonbdzteté komponenst taladltam. A végso lista alapjan végzett
PCA ¢és Heatmap abrazolas alapjan a mintdk mind megporzasi id6, mind kompatibilitas szerint
egyértelmilen megkiilonboztethetOk egymastdl, ami a 24. és 25. abran lathat6. A Heatmap
abrazolas lényege, hogy az egyes komponensek kiilonb6zé mintdkban taldlhaté intenzitasuk
szerint kiilonbozoé szinekkel jelennek meg. Minél mélyebb a szin, annal nagyobb a kérdéses

komponens intenzitdsa az adott mintdban. A Heatmap megjelenités nem szolgal tobblet

75



DOI: 10.14267/phd.2015003

informacioval a PCA-hoz vagy tablazatos megjelenitéshez képest, egyszeriien a szemléletesség

céljat szolgalja.
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24. abra: A két eltér6 kajszi genotipus megkiilonboztetése a korrekeid utan végzett PCA-val.
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25. abra: A két eltérd kajszi genotipusban megtalalhaté differencialo komponensek Heatmap
abrazolasmodban.

A PCA futtatasa soran nem alkalmaztam szamitott valtozokat, minden valtozd azonos
informaciot mér, megfeleld a korrelacio a valtozok kozott és a Kaiser-Meyer-Olkin mutatészam
0,738-as értéket adott, vagyis a PCA megfelelonek mondhato. Az elsé két fékomponens a teljes
variancia 89,55 %-at magyarazza (F1:62,76%, F2:26,79%). Az F1 és F2 fékomponensekhez
legnagyobb mértékben hozzajarulé metabolitok a 15. tablazatban talalhatok. A fajtak és velikk
egylitt az onmeddd/ontermékenyiilé reakciok az F2 szerint kiiloniilnek el, mig az F1 a

megporzasi id6 szerinti megkiilonboztetésért felelds.
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Mindezen megfigyelések alapjan arra a megallapitasra jutottam, hogy ebben a rendszerben,
adott detektalasi koriilmények kozott az F2 fékomponenshez legnagyobb mértékben hozzajaruld
metabolitoknak lehet szerepe az 6nmedddségi reakcid kialakulasaban. E metabolitok a 4., 5., 7.
és 10. komponens.

15. tablazat: Az egyes metabolitok hozzajarulasa a PCA két fékomponenséhez

F1 négyzetes F2 négyzetes
Komponens semleges

azonosité szima tr, perc  m/z érték* t6meg, Da koszinusz koszinusz polaritas
értékei értékei

1. komponens 8,9 535,3099 534,3021 0,595 0,346 pozitiv
2. komponens 0,5 423,1261 422,1183 0,935 0,045 pozitiv
3. komponens 8,2 493,3055 492,2977 0,876 0,063 pozitiv
4. komponens 10,1 549,3266 548,3184 0,002 0,803 pozitiv
5. komponens 0,4 204,0871 203,0793 0,061 0,785 pozitiv
6. komponens 6,0 291,0980 290,0902 0,833 0,131 pozitiv
7. komponens 9,5 316,2846 315,2772 0,373 0,594 pozitiv
8. komponens 6,1 331,1533 330,1455 0,957 0,001 pozitiv
9. komponens 54 393,1767 348,1776 0,734 0,003 negativ
10. komponens 8,7 577,3230 578,3302 0,400 0,542 negativ
11. komponens 0,4 209,0301 210,0362 0,518 0,363 negativ
12. komponens 7,8 785,3622 786,3700 0,886 0,081 negativ
13. komponens 7,2 611,3280 612,3358 0,947 0,025 negativ
14. komponens 0,7 218,1026 219,1111 0,881 0,099 negativ
15. komponens 9,7 1083,6270 1084,6355 0,417 0,138 Negativ

- a feltiintetett értékek a komponensek atlag m/z értékeit jelentik, amelyek a komponensek atlag
tomegspektrumaibol szarmaznak

- a vastagon szedett értékek a metabolithoz tartozo legnagyobb négyzetes koszinusz értékét
jelolik

5.2.3 Differenciald6 komponensek azonositasa

A legnagyobb intenzitasti és legnagyobb mértékben megkiilonboztetdé metabolitnak a
4. komponens bizonyult, amely monoton intenzitasnovekedést mutatott az id6 fiiggvényében az
onmeddo ‘Ceglédi orias’ fajtaban, pozitiv ionmodban (negativ mdédban is megkiilonboztetd). A
komponens retencids idejénél, 10,1 percnél rogzitett tomegspektrumban szamos in-source
fragmens ¢és addukt volt megfigyelhetd. Ezek k6zos szarmazasat EIC kromatogramjaik idébeli
lefutasanak hasonlosaga alapjan ellendriztem, melyek jo egyezést mutattak. A monoizotopos
témeg protonalt formajat ugy hataroztam meg, hogy CID fragmentalasra jeloltem ki az MS*

spektrumban jelen 1évé molekulaionokat, és amelyik MS? spektruméban megtalalhatok voltak az
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in-source fragmensek, azt tekintettem protonalt formanak, jelen esetben ez az m/z 549,3266 ion
volt (26. abra). Az in-source fragmensek jelenléte azért is bizonyult nagyon hasznosnak, mert
igy a teljes izotopoldog mintazatuk megjelent, ami alapjan pontosabban meg tudtam hatarozni

osszegképletiiket (MS? spektrumban az izotopoldg eloszlas nem pontos).
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26. abra: A 10,1 perc retencids idejii m/z 549,3266-es értékii molekulaion MS' (a) és MS?
(b) tomegspektrumaban jelenlévé kozos ionok bizonyitjak, hogy a nevezett tomegszamu ion a
molekula protonalt formaja, a kisebb ionok pedig a fragmensei. Az abran lathatd szamos
fragmens EIC-inek iddbeli lefutasanak azonossaga is ezt bizonyitja (C). A kék rombusz jelzi a
prekurzor iont.

Az Osszegképlet generalast az Agilent MassHunter Qualitative Analysis szoftverrel
végeztem, az 5.1.3.3 fejezetben ismertetett beallitasok szerint, azzal az egyetlen kiilonbséggel,
hogy a felhasznalhato elemek kozott nem szerepelt klor. Az Osszegképlet generalast az m/z

285,2425 értéki, legintenzivebb in-source fragmenssel kezdtem. Tapasztalataim alapjan a 90-es
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MEFG score érték folottiek a realisak, 90-es érték alatt nem tekintettem relevansnak a talalatokat.
A fenti beallitdsok mellett az egyetlen redlis dsszegképlet a Ci7H3,03 volt (M+H)" C17Hz3303,
elméleti m/z érték: 285,2424, A=0,2 ppm, MFG score=99,45), a tobbi talalat MFG score értéke
mind jelent6sen 90 alatt volt.

A kovetkez6 1épésben a protonalt molekulaion tomegére generaltam Osszegképleteket, a fent
részletezett beallitasoktdl csak a megengedett szénatomszam tekintetében tértem el. Mivel biztos
voltam benne, hogy az m/z 285,2425 értéki ion a molekula fragmense, ezért az 6sszegképletében
minimum 17 szénatomnak kell jelenlennie, tehat a szoftvernek 17 ¢és 60 kozotti
szénatomszammal kellett kalkulélnia.

A generalt osszegképleteket a 16. tablazatban adom meg, amelyeket MFG score értékiik
szerint rendeztem. A kritériumok alapjan 18 ilyen taldlat volt, amelyek koziil manualis vizsgalat
soran szlirtem ki a nem lehetséges dsszegképleteket.

Elsé korben meghataroztam az A+1-es izotopoldg relativ intenzitdsat az A izotopoldghoz
képest, mely értéke 28,6% volt. Ebbdl az értékbdl kiszamitottam a koriilbeliili szénatomszamot,
mivel az A+l-es izotopolog relativ gyakorisagdhoz talnyomoérészt a *>C izotop jarul hozza
(1,08% relativ gyakorisag). A kapott érték (28,6/1,08) 26,48 lett, amely szerint 26 vagy 27 a
realis szénatomszam, kis rdhagyédsal szamolva ezért én a 25 ¢és 28 szénatomszamu
Osszegképleteket vettem figyelembe a tovabbiakban, ezaltal a lehetséges talalatok szama

drasztikusan lecsdkkent.
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16. tablazat: A 4. komponens lehetséges Osszegképletei.

Osszegképlet Elméleti
N A ppm MFG score RDBE érték*
(M+H) m/z érték
Co7H49011 549,3269 0,7 99,14 4
C22HagNgOgP** 549,3272 0,9 98,22 5
C21HsoN4O1oP** 549,3259 1,3 96,81 0
Ca4H41N19Os5** 549,3256 2,1 95,88 10
Ca4Hs3NgP4** 549,3277 1,9 95,54 4
CosH37N140O 549,3269 0,2 95,35 15
C24Hs51NgO,P,S** 549,3264 1,1 94,99 4
C31Hs104P** 549,3257 1,4 93,66 8
CigH3gN1gP** 549,3259 2,0 93,36 11
C17H43N160P,** 549,3275 1,0 93,20 6
CasHisN4O5 549,3283 3,1 92,43 9
CosHs52N4O3P3 549,3247 3,5 92,05 4
CasHsoN1,0P** 549,3286 3,3 91,97 10
C3oHsoN,03PS** 549,3274 11 91,89 8
Ca0Ha9NgOS** 549,3276 1,2 91,68 0
CaoHasN4P** 549,3271 0,9 90,60 13
C17H41N1603S** 549,3263 1,8 89,80 6
Ca3HisNOg** 549,3243 4.4 89,79 5

* az RDBE értéket a molekulaionon toltést biztosito proton szerint korrigaltam
** nem megfeleld szén atomszam miatt kiesd talalatok

A megmaradt 6sszegképletek koziil a CosH37N14O Gsszegképletet ezek utan azért zarhattam
ki, mert a fragmens Osszegképlete szerint legalabb 3 oxigénnek kell jelenlennie a prekurzor
ionban. Tovabbi megfigyelésem, hogy az m/z 531,3159 in-source fragmens egy vizvesztés
eredménye (ezt az MFG score is aldtdmasztja), mely tovabbi egy oxigén jelenlétét predesztinalja,
igy a prekurzor molekulaion legalabb 4 oxigént tartalmaz, ami alapjan a CoysHsoN4O3P3
Osszegképletet IS kizartam. A maradék két talalat koziil mind az MFG score, mind pedig a
tomegpontossag a CpgHgsN4O7 Osszegképlet ellen szolt, amit az is egyértelmisit, hogy az m/z
531,3159 in-source fragmensre generalt Osszegképletek koziil a Cy7H47010 bizonyult
messzemenden a leginkabb realisnak (C és O atomszamot is figyelembe véve, elméleti m/z érték:
531,3163, A=1,1 ppm, MFG score=98,23), mig a CysHssN4O7 Osszegképletbdl vizvesztéssel
kapott C,7H43N4Op mutatoi jelentdsen kedvezotlenebbek voltak (elméleti m/z érték: 531,3177,
A=3,5 ppm, MFG score=91,76).
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Ezek utan az 6sszegképlet alapjan adatbazisos keresést folytattam, amely adatbazisok koziil a
legtobb informécioval a DNP ¢és a Scifinder szolgédlt. A DNP adatbazisban két, mig a
Scifinderben 27 talalat felelt meg ennek az Gsszegképletnek. MS? spektrumok nem voltak
elérhetok egyik taldlat esetén sem, azonban az altalam rogzitett MS? spektrum informaciodusnak
bizonyult, igy az alapjan ki tudtam sziirni a biztosan nem megfelel6 talalatokat. A legintenzivebb
m/z 285,2423 értékli in-source fragmens alapjan egy egybefiiggd, legalabb C;; hosszu lancot
kerestem, valamint a tovabbi viz és metil csoportok vesztésébdl keletkezé fragmensek alapjan
olyan szerkezeteket, amelyeken hidroxil és metil, vagy -O-metil csoportok vannak jelen (17.
tablazat).

17. tablazat: A 4. komponens in-source fragmenseinek tulajdonsagai.

Sorszam m/z érték Osszegheplet, Keletkezés
(M+H)*
1. 531,3159 C27H47010 (M+H)" -H,0
2. 285,2429 C17H3303 ?
3. 267,2320 C17H310, 2.-H,0
4. 253,2166 C16H29002 3.-CH,
5. 235,2075 C16H270 4. -H,0
6. 217,1949 CisHos 5.-H0

Mindezen megfigyelésekre alapozva a Peloruside A tlint (27. abra) a legvaloszintibbnek a
talalatok koziil, melynek Osszesen 10 izomerje szerepelt a Scifinder altal adott 27 elemii listaban.
Tovabbi tényezOk is szerepet jatszottak abban, hogy azt feltételezzem, a 4. komponens a
Peloruside A. Nevezetesen az, hogy a listdban szerepld egy masik, szignifikansan
megkiilonbdztetd metabolit Osszegképlete CasHazO11-nek  ((M+H)")  bizonyult, amely
megegyezik a Peloruside A egyik rokon szerkezete, a Peloruside B dsszegképletével (egy metil
csoporttal kiilonbozik az el6bbit6l). A Peloruside B ugyancsak szerepelt a DNP adatbazisban és
ugyancsak az Onmedd¢é fajtaban szignifikansan talexpresszalodott, id6beli novekedést is

mutatva. MS* spektruma a 28. abran lathato.
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27. abra: Peloruside A gytirlis (a) és nyilt lancu forméja (b).

x 105 M+Na*

1,50 | 557,2929
(%2}
g 121,0509
4
- 253,2162 M+H*
g 535,3109 M+K*
= 235 2055 271,2262 573,2665

’ 8923 213’11945 517,3003
217,1945 ‘ | f 7 | 33510164 ‘ L
ot bt | ) ol [ | l . I ! ol b

100 150 200 250 300 350 400 450 500 550

m/z érték

28. abra: Az 1. komponens MS' spektrumaban lathaté m/z 271,2262 in-source fragmens és a
4. komponens MS' spektruméban talalhaté m/z 285,2429 in-source fragmens kozotti 14 Da
értéki kiilonbség alapjan feltételezhet6 az egy metil-csoportbeli kiilonbség.

Ismert, hogy az O6nmeddd kajszibibékben a pollentomlok fejlddése a bibeszal alsé
negyedében megtorpan, megakadalyozva ezzel a pollenszemek petesejthez valo eljutasat, ezaltal
a megtermékenyitést (Halasz és mtsai., 2007; Kodad és mitsai., 2013; Milatovi¢ és Nikoli¢,
2007). Mivel a feltételezett Peloruside A-t az 6nmeddé fajtaban talaltam, igy gondoltam, hogy
az ismert mikrotubulus stabilizdlo hatds magyarazatot adhat a pollentomlék novekedésének
megtorpanasara. Hasonld hatas allhat a hatterében a Peloruside A tumorellenes hatasanak is,
melyet korabban emberi petefészek daganatsejteken és ragesalok T sejtjein végzett kisérletekkel
bizonyitottak (Wilmes és mtsai., 2011). A Peloruside A nM mennyiségben van jelen a Mycale
hentscheli tengeri szivacs sejtjeiben, amelyet elészor Miller és mtsai. (2010) azonositottak. Bar

Begaye és mtsai. (2011) kimutattak, hogy 1éteznek egyes, Peloruside A-ra rezisztens sejtvonalak,
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melyek pontmutaciot tartalmazoé 1. osztalyu B-tubulin génekkel rendelkeznek, a peloruside-rokon
szerkezetek mégis igéretes daganatellenes aktivitast mutatnak.

Mivel a komponenst eddig csak meglehetdsen eltéré szervezetben mutattak ki,
elrugaszkodottnak tiinhet az a feltételezés, hogy egy tengeri szivacsban és kajsziban is
megtalalhaté ugyanaz a komponens. Ehhez hasonl6 esetre azonban talalunk egyéb példat is az
¢lovilagban, pl. a feromonok esetében, hiszen a rendszertani besorolasban egymastol tavol esd
¢lélényekben (pl. rovarok €s eml6sok esetén is) ugyanugy a nemi hormonok szerepét toltik be.

Mindkét forrasbol kapott Peloruside A mintat ugyanabba a kromatografids rendszerbe
injektaltam ¢és retencios idejét, MS! és MS? tomegspektrumat Osszehasonlitottam a 4.
komponensével. A 4. komponens f6 m/z értékei 549,3266, 571,3091 és 587,2829 voltak, melyek
a protonalt forma, a natrium addukt, illetve kalium addukt tomegének felelnek meg. Ezeken feliil
a 26. abran lathat6 tdmegspektrumon jonéhany in-source fragmens is megfigyelhetd. Mindkét
standard oldatot etanolban oldottam fel, és mindkét esetben két izomert figyeltem meg 7,4 és 7,7
perc retencios idénél m/z 571,3091 (M+Na"), m/z 587,2828 (M+K™), m/z 1119,6275 (2M+Na")
és m/z 1135,6026-0s (2M+K™) értékeknél, amint az a 29 (a). 4bran lathatd.

(@)
. x 10° 2M+Na*
S o4 1119,6275
oy
.‘g M+Na*
é > 571,3091 MK
” 209,1167 | 3011402 449.2538 | |587,2828
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29. abra: Peloruside A standard vegyiilet MS® spektruma (a) és a hozza tartozé ionok EIC
kromatogramjai (b).

A kovetkez 1épésben az CO 96h 6éras mintékat 2 és 5 pg/ml standard oldattal addicionaltam,
hogy kizarjak barmilyen, matrixbdl érkezd hatast, amely esetleg befolyasolhatja a Peloruside A

konformaciodjat és amely az eltérd, a mintanal 10,1 perces retencios id6t okozhatja.
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Bar az addicionalt mintdkban is csak 7,4 és 7,7 percnél jelentkezett jelintenzitas novekedés,
MS? kisérleteket is végeztem, hogy biztosan kideritsem, a 4. komponens nem a feltételezett
Peloruside A. A CID fragmentalas soran a protonalt forma hidnydban a natrium adduktot

valasztottam ki fragmentalasra. A kapott tomegspektrumok és kromatogramok a 30. abran

figyelhetok meg.
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30. abra: (a) A 2 és 5 pug/ml Peloruside A-val adalékolt, illetve az addicié nélkiili minta
kromatogramja. A Peloruside A standard (b) és a 4. komponens Na adduktjanak MS? spektrumai
(c). A kék rombusz jelzi a prekurzor iont.

A megfigyelések alapjan egyértelmii, hogy a keresett komponens nem a Peloruside A, annak
ellenére, hogy a pontos tomeg, izotopolog eloszlas, 0sszegképlet, a domindns natrium addukt
azonossaga ¢és a Peloruside A ismert mikrotubulus stabilizal6 hatdsa alapjan az azonossag
feltételezése kelléen ald volt tamasztva. A sok hasonlésdg alapjan azonban okom van

feltételezni, hogy az 1. és 4. komponens is a poliketid vazu makrolidek csoportjaba tartozik, a
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Peloruside rokon szerkezeteihez hasonl6 hatassal birnak. A Peloruside A, az 1. és 4. komponens
tovabbi, MS' és MS? tomegspektruma a mellékletben (M4-7. abra) talalhato.

Az F2 f6komponens masodik legszignifikdnsabb elemét, az 5. komponenst is megvizsgaltam,
mivel azonban a frontban elualdédott és alacsony intenzitasi volt, nem probaltam meg
azonositani.

A harmadik legszignifikansabb a 7. komponens volt. Osszegképlete az izotopolog eloszlas
alapjan C1gH3;NOg -nak adddott (elméleti (M+H)" C1gH3sNOs, elméleti m/z 316,2846, A=0,04
ppm, MFG score=99,39), amely szerint az adatbazisos keresést végeztem (tovabbi lehetséges
Osszegképletek Ci9Ha0O0S, Ci7H3gN3P, Ci4H3zsN7O, CioH3oNig, CisHzsNsO2, MFG  score
értékei<82). A keresés soran heptadecén €s oktadecén alkohol szarmazékokat, Leptophylin A-t,
Prosopine-t és mirisztinsav-dietanolamidot talaltam. MS? spektrum, in-source fragmensek,
illetve egyéb intenziv addukt nem volt jelen az MS spektrumokban, ami tovabbi informaciot
kozolt volna a komponensrdl. A taldlatok koziil a mirisztinsav-dietanolamidbol volt lehetdségem

standardot beszerezni, mert az kereskedelmi forgalomban is elérhetd.

(a)
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31. abra: (a) Mirisztinsav-dietanolamid MS* spektruma ¢és az addiciondldsi kisérletek
kromatogramjai (b). A kék rombusz jelzi a prekurzor iont.

A standard oldatot etanolban oldottam fel és a mar ismert kromatografias rendszerbe
injektaltam. A mirisztinsav-dietanolamid m/z 316,2850 értéknél, 11,8 perces retencids idénél

volt megfigyelheté (31. abra). Ezen kiviil az ontermékenyitett bibemintat (Pannonia 96h) 5
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ug/ml standard oldattal addicionaltam, amely azonban nem a 7. komponens 9,5 perces retencios
idejénél elualodott.

A standard retencios ideje eltér a 7. komponensétol, ami egyértelmiien jelzi, hogy a két
komponens nem egyezik meg.

A tobbi megkiilonboztetd komponenst nem probaltam meg MS? kisérletekkel azonositani,
leginkabb alacsony intenzitasuk és az ezzel egyiitt jar6 pontatlan izotopolog eloszlasbol fakadd

kétséges 0sSzegképlet meghatarozas miatt.
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6. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

1. Lactobacillus casei altal termelt fenhexamid eredeti xenobiotikumok keresése kapcsan egy
klor-tartalmu komponensek felismerésére alkalmas algoritmust hoztam 1étre, amely beallitasait
optimaltam. A Kialakitott algoritmus alkalmazhatosagat 17, biologiai matrixba addicionalt klor-

tartalmu peszticiddel bizonyitottam.

2. Az algoritmus megfeleld bedllitdsainak koszonhetden a baktérium feliiliszdjaban sikeriilt klor-
tartalmu komponenseket kimutatnom. A baktérium feliiliszojaban megjelené fenhexamid-O-
gliikozid vegylilet egyértelmii azonositdsa alapjan bebizonyitottam, hogy a ndvényeknél mar
ismert detoxikacios utvonal, a glikozilalas L. casei esetében is lehetséges. Az egyértelmiien
azonositott fenhexamid-O-gliikozid mellett egy masik, fenhexamid eredetii metabolitrél van

okom feltételezni, hogy a fenhexamid egy masik glikokonjugatuma.

3. Metabolomikai ujjlenyomatkészités alkalmazasaval vizsgaltam a kajszi viragaiban lejatsz6do
onmedddségi reakciokat. A kisérlettervezés soran az ontermékenyiild/6nmeddé kapcsolat és a
kajszi bibék megporzasa utan eltelt id6 szerint alkottam meg a megkiilonboztetni kivant
csoportokat. Ennek eredményeképp sikeriilt egyértelmiien megkiilonboztetnem egymastol a
mintacsoportokat mind genotipus, mind megporzasi idé szerint, amely azt bizonyitja, hogy az
onmedddéség metabolomikai vizsgalatdnak alkalmazasa relevans valasztas és  értékes

informacioval jarul hozza a mechanizmus megértéséhez.

4. LC-MS alapt metabolomikai ujjlenyomatkészités segitségével 15, az d6nmedddségi reakciok
kimenetele szempontjabol szignifikans metabolitot hataroztam meg. Ezek kozil a
megkiilonboztetéshez legnagyobb mértékben hozzajarulo komponenst illetben azt a
kovetkeztetést vontam le, hogy a poliketid vazi makrolidek csoportjaba tartozik. E komponens
tipusanak feltételes azonositasat a keresett komponenshez hasonld Peloruside A ismert
mikrotubulus stabilizal6 hatdsa és az Onmedddséghez vezetd, kordbban feltart fiziologiai

ismeretek kozotti erds egyezOségre alapoztam.
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7. OSSZEFOGLALAS

7.1 Lactobacillus casei altal termelt fenhexamid eredetii klor-tartalmua xenobiotikumok
metabolomikai feltérképezése

A fenhexamid-O-gliikkozid Lactobacillus casei baktériumok altali eldallitasat egyértelmiien
sikeriilt bebizonyitani MRS tapkozegben. Horvath diplomamunkajabol (Horvath, 2013)
B-gliikozidazzal torténé enzimkezelés segitségével az is beigazolddott, hogy az L. casei
tenyészetekben a cukor egység [-térallast. Ezek alapjan a fenhexamidtol hidrofilebb
fenhexamid-O-gliikozid és a detektalt, feltételezhetden gliikkozid konjugatum tejsavbaktériumok
altali eldallitdsa hasznos informacioként szolgilhat a fenhexamid MRL értékének, illetve
bélrendszerben vald felszivodasdnak értékelésében. Annak bebizonyitasdra azonban
mindenképpen tovabbi in-vivo/in-vitro vizsgalatok sziikségesek, hogy kideriiljon, ez a
bélrendszerben is valojaban megtorténik-e.

A peszticidek altalanos bakterialis biodegradacids utvonalai specifikus és nem specifikus
enzimaktivitast (pl. hidrolaz, mono- ¢és dioxigenaz) igényelnek, mig a most tapasztalt
glikozilaci6é nem tartozik a tipikus bakterialis detoxikacids utvonalakhoz. Récz szakdolgozatanak
eredményei (Racz, 2014) is azt tAmasztjak ald, hogy ez a fajta detoxikacids Gtvonal specifikusan
a fenhexamidra vonatkozik és nem lehet altalanosan mas, szabad hidroxil-csoportot tartalmazé
peszticidek esetére adaptalni, mint ahogy az a metconazole, tebuconazole és haloxyfop esetében

beigazolodott.

7.2 A kajszi onmedddségének vizsgalata metabolomikai ujjlenyomatkészitéssel

A Prunus nemzetségbe tartozo gyiimélcsfajok pollentomldiben az SFB fehérjék és a
pollentomldkbe belépd bibe S-RN-azok kozott lejatszodo specifikus felismerés vezet az
onmeddodség kialakulasahoz (Entani és mtsai., 2003; McClure és mtsai., 1989; Sonneveld és
mtsai., 2005). A pollentomlékben az RNS-ek lebontasa a fehérjebioszintézis megsziinéséhez
vezet, a pollentomlé ndévekedésének megtorpandsdhoz vezetd fizioldgiai folyamatok szamos
részlete azonban nem kellden tisztazott.

Az LC-MS alapt metabolomikai ujjlenyomatkészités f6 hatranya a komponensazonositas,
leginkabb a jelenlegi adatbdzisokban elérhetd komponensek limitdlt szdma miatt. Bar,
legfoképpen €éppen az emlitett probléma miatt, nem sikeriilt egyértelmiien azonositanom az
onmeddd/ontermékenyiild kapcsolat kialakuldsdban feltehetGen szerepet jatszo 1. és 4.
komponenseket, a munkam alapjan valdsziniisitheté, hogy a kulcskomponensek kozott
peloruside-hoz hasonlo vegyiiletek is jelen lehetnek. Ezek a komponensek tulnyomoérészt az
onmedd6 ‘Ceglédi oOrias’ (SgSg) bibékben fejezédnek ki, illetve mennyiségiik a pollentdmlék

novekedésének megfeleléen idében egyre nagyobb lesz. Raadasul ezeket a komponenseket nem
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talaltam meg (illetve csak nagysagrendekkel kisebb mennyiségben) a ‘Ceglédi o6rias’
megporzatlan bibéiben.

A Peloruside A-rél, az uj-zélandi tengeri szivacsban talalt egyik masodlagos anygacsere-
termékrdl ismert, hogy mikrotubulus-stabilizald hatassal rendelkezik, amit a tubulin dimerekhez
vald kotédés révén idéz elé (Miller és mtsai., 2010). A Papaver tipust GSI rendszer esetén az
inkompatibilis pollentomldkben bekdvetkezik az aktin mikrofilamentumok depolimerizalddasa,
ami kivéltja a mikrotubulusok depolimerizalodasat is (Poulter és mtsai., 2008). Erdekes modon
néhany proteomikai tanulmany arrél szamolt be, hogy egyes aktinmolekuldk a kajszibibékben is
felhalmozdodnak, mi tobb kizarolag az inkompatibilis megporzas soran (Feng és mtsai., 2009).
Tovabba, a redukalt S-RN-azok aktinokhoz vald kotodését élesztd kettés hibrid rendszer
hasznalataval igazoltak P. avium pollentomldben (Tao, szobeli kozlés), igy elképzelhetd, hogy az
S-RN-4zok megzavarjak az aktinmolekuldk bioldgiai funkciojat.

Ha a Papaver GSl-hez hasonléan a Prunus gylimdlcsfakban is hasonld kapcsolatot
feltételezink a mikrofilamentumok és a mikrotubulusok degradacidja kozott, a
mikrotubulusoknak a peloruside-okhoz hasonlé vegyiiletekkel torténd megvédése feltételezhetd
a pollentomlék aktivitasanak megérzése érdekében. A mikrofilamentumokkal szemben ugyanis a
degradalt mikrotubulusok polimer szerkezete nem all helyre a pollentémlében (Poulter és mtsai.,
2008), igy a védekezés egyetlen lehetdsége degradaciojuk hatékony gatlasa.

Néhany peloruside-rokon szerkezetrél ismert, hogy a Peloruside A-hoz hasonl6 aktivitassal
rendelkezik (Miller és mtsai., 2010), igy elképzelhetd, hogy az 1. és 4. komponens az 6nmeddd
pollentdomlékben akkumulaldédva ilyen vagy ehhez hasonlo fizioldgiai kovetkezményeket idéz
el6. Valoszinlileg ez egy stresszre adott reakcid, az intakt sejtvaz megdvasa érdekében, ami
elengedhetetlen a pollen altali megtermékenyitéshez, a pollentomlé névekedéséhez (Bove és
mtsai., 2008; Taylor és Hepler, 1997). Az 6nmeddd és Ontermékenyiild6 megporzast kovetd
metabolomikai vizsgalattal az volt a célom, hogy fényt deritsek a pollentomlé-novekedés
kevésbeé ismert tényezdire €s az inkompatibilitdsi reakcid sajat/idegen felismerési folyamatét
kovetd molekularis eseményekben résztvevd komponensekre.

Béar mindenképpen sziikségesek tovabbi vizsgalatok a kérdés tisztazéasara, igy a felelds
komponensek egyértelmii azonositasdra ¢és Onmedddségi reakcidkban betoltott szerepiik
megismerésére, munkam soran sikeriilt olyan metabolitokat talalnom, amelyek e reakciok
kimenetelét illetéen feltételezhetden nagy jelentéséggel birnak, és jelenlétiik a rendelkezésre alld

genetikai és proteomikai informécion tal segithet a teljes mechanizmus megértésében.
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8. SUMMARY

8.1 Metabolomic investigation of xenobiotics of fenhexamid origin produced by
Lactobacillus casei

The production of fenhexamid-O-glucoside in MRS broth by Lactobacillus casei was
unambiguously identified. In the thesis of Horvath (Horvath, 2013) with the aim of enzymatic
digestion it was successfully proved that the carbohydrate moiety has [ spatial position in the
case of L. casei. The more hydrophilic fenhexamid-O-glucoside and the other putative glucoside
conjugate produced by lactobacilli can serve as useful information in the evaluation of the
absorption of fenhexamid in the intestinal system and the determination of the MRL value.
However, to deduce the possibility of the reaction in the intestinal system further in-vivo/in-vitro
examinations are required.

The general bacterial biodegradation pathways of pesticides comprise specific and non-
specific, e.g., hydrolase, mono- and dioxygenase enzymatic activities, while the glycosilation
observed in this work is not the part of a typical detoxication pathway. The results of Racz
(Racz, 2014) also prove that this kind of bacterial detoxication pathway is specific to fenhexamid
and cannot be adapted to other pesticides having free hydroxyl functional groups as it was

confirmed in the case of metconazole, tebuconazole and haloxyfop.

8.2 Metabolomic fingerprinting of self-incompatibility reactions in apricots

The self-incompatibility reaction in pollen tubes of Prunus fruit trees is mediated by the
specific recognition between pollen SFBs and pistil S-RNases that enter the pollen tube (Entani
et al., 2003; McClure et al., 1989; Sonneveld et al., 2005). In incompatible pollen tubes, RNA
degradation may result in the cessation of protein biosynthesis but far less is known about the
downstream physiological reactions leading to the growth arrest of incompatible pollen tubes.
Compound identification is a major drawback of LC-MS based metabolic fingerprinting
experiments, because the number of available metabolites in the recent databases is still limited.
Although, the unambiguous identification of Compounds 1 and 4 was not possible because of the
limited availability of specific standard compounds, our study revealed that peloruside-like
compounds predominantly accumulate in self-pollinated pistils of the self-incompatible apricot
cultivar ‘Ceglédi o6rias’ (SgSg) and their accumulation increases throughout the first 96 hours of
pollen tube growth. In addition, such compounds were not detected (or had significantly lower
abundance) in ‘Ceglédi orias’ pistils without pollination.

Peloruside A, a secondary metabolite of a New Zealand marine sponge was found to have a
microtubule stabilizing effects through binding to the tubulin dimmers (Miller et al., 2010). In

the Papaver-type GSI system, the massive depolymerisation of actin microfilaments upon Sl
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stimulus is evident, which then rapidly triggers depolymerisation of microtubules (Poulter et al.,
2008). Interestingly, proteomic studies revealed that several actins were detected to accumulate
in apricot pistils only after incompatible pollination (Feng et al., 2009). In addition, binding of
the reduced S-RNase to actins in P. avium pollen tubes was shown by yeast-two-hybrid analysis
and hence S-RNases may disrupt actin dynamics. If a link between microfilament and
microtubule degradation is presumed in Prunus similarly to the Papaver GSI response, a strategy
to protect microtubules with specific compounds like pelorusides seems indispensable for
maintaining pollen tube activity since it was also shown that disintegrated microtubules do not
reorganise later (Poulter et al., 2008).

Several peloruside congeners and analogues were shown to have similar bioactivity to
Peloruside A (Miller et al., 2010) and hence Compounds 1 and 4 that are accumulating in
incompatible pollen tubes may be associated with similar physiological consequences. This
might be a stress response to maintain intact cytoskeleton that is essential for pollen germination
and tip growth (Bove et al., 2008; Taylor and Hepler, 1997). The metabolome analysis of pistils
after incompatible and compatible pollination may shed light on the less known aspects of pollen
tube growth and downstream reactions of the self/non-self recognition in Prunus GSI system.

However, further experiments are required for the no-doubt structural identification of such
compounds for verification of their role in sexual incompatibility induced pollen tube arrest, our
study revealed putative metabolites significantly contributing to the sexual compatibility
reactions and hence besides genetic and proteomic studies our observations can help to get closer

to the understanding of the underlying physiological reactions.
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780 785 789

755 760 765 770 775
m/z érték
x 104
&
b 191,0250
2 0.5 192,0234
* ‘
!.'.'!...|.....|.|.”.‘|'..|.|!.".....‘
180 185 190 195 200 205
msz érték
x 108
= 464,1250
(&)
z 1]
§ 466,1225
E 051
]
. . . . II| .I I I| ‘I L . . . . . . .
460 465 470 475 480
mz érték

M2. abra: Az SPE-vel dusitott mintakban talalt komponensek tomegspektrumai. A piros
vonalak szemléltetik a komponenshez tartozo6 izotopoldgokat.
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x 103
W2
oy
£, 389,1562
E 391,1688 ‘
E
T | | | || ] L 1]
375 380 385 390 395 400 405
m/z érték
x 103
g 33 228 0427
g
EUS 230,411
E
& | I Il l | | [
220 225 230 235 240
n'z érték
x 103
2 416,074
z 24 4180733
£ 1! ‘ ‘
= L] | 1 \|‘|||||||| Lo |
405 410 415 420 425 430
n'z érték
x 104
5 51
&
§2’5 316,0514
] l 318,0492
= L Lol A . |
305 310 315 320 325 330
miz érték
x 104
22 504,1211
£ 506,1188
E .
E
E L L L L ||| L. u i L L L L L |
500 505 510 515 520
m/z érték
x 108
s 2
g8 462,1088
3§ | 464,1063
E
= I L
455 460 465 470 475
a7 érték

M2. abra (folytatas): Az SPE-vel dusitott mintdkban talalt komponensek tomegspektrumai.
A piros vonalak szemléltetik a komponenshez tartozé izotopologokat.
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g x107
. a
£ 1 (@)
= 0,5
= A
Retencids idG, perc
4 5
10 300,0551 x10 462,1088
4
106 ! 302,0528 464,1063
&6 ®) 0.5 2
g 3 300 305 460 465 470
E
E | | . N
150 350 550 750 950 1150 1350 1550
m/z érték

M3. abra: (a) Az SPE-vel dusitott minta negativ TIC kromatogramja (b) A tg=26,8 percnél
rogzitett negativ moda MS spektrumban lathaté a fenhexamid és a femhexamid-O-gliikozid
izotopolog eloszlasa.

X104 M+CT
o| 5832886
x10° M-H
g| 5473119
(a) 4.5
4 585,2881
5
x10 303,1448 548,3150 ‘ 586,2004
& ? . . Lo
@ 547 549 582 584 586588
5 1 ' 5832886 )
% 271,1187 <\ /6373438

50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650

'z érték

t)

x 107
" 303,1429
& 1
&
EO,S' 69.0346
T 139,0743163,1119
= [s90172 *

50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 350 590
m/z érték

M4, abra: A Peloruside A standard 7,7 perces retencids idonél rogzitett negativ MS
spektruma (a) és az m/z 547,3119 prekurzor ion MS? spektruma (b).
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M+Na*
557,2927

M+K*
573,2660

517,3001

100 150 200 250 300 350 400 450 500 550
o) m/z érték
x 107 253.2156
6 .
235,2060 271,2260
127,0393 187,0610
37 97,0297 217,1954
57,0713 83,0878 ‘ 165,1270 ‘ ‘ 2892381
|""J"|"|' "'l'l'u'l ||] . | JlI | JI| Ll .II Lh I|I Wl L Ll |IJ it I| | |I| ool |II L . ’ |.I |I .| e I - n v ot lL.. "|""""l1""""'|" e
50 100 150 200 250 300
m/z érték

MB5. abra: Az 1. komponens 8,9 perces retencids idonél talalhato pozitiv MS spektruma (a)
és az m/z 535,3110 prekurzor ion MS? spektruma (b).

Jelintenzitas, cps

Jelintenzitas, cps

(a)
M-H-
x 105 5332072
4
2
534,3006
‘ 535,3024
. . . . . . . . P I| . . . . . . . . . . . .
520 525 530 535 540 545 550
® m/z érték
x 104
1,61 431,2656
491,2866
0,81 4492762
287,2224 4732735
1250245 2609130 132510 533,2972
101 ,02|54||.. ‘I 143’0.3.42 . N , ’ Ly N T TP Y TR T AT | ,. | ‘l. |. . |.| L |l
100 150 200 250 300 350 400 45 500 550
m/z érték

és az m/z 533,2972 prekurzor ion MS? spektruma (b).

M6. abra: Az 1. komponens 8,9 perces retencios idonél rogzitett negativ MS spektruma (a)
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x10° M+HCOO-
m 593.3170
g2
&
51
z M+CIF 594.3201
= 583,2802
- | L I 5?5’3232
575 580 585 590 505 600 605
m/z érték

M7. abra: A 4. komponens 10,1 perces retencios idonél rogzitett negativ MS spektruma. Az
MS? spektruma nem volt informativ a benne talalhat6 fragmensek alacsony intenzitasa miatt.
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