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BEVEZETES

A metabolomika a kis, jellemzdéen 1,5 - 2 kDa alatti molekulatomegii els6dleges- illetve
masodlagos anyagcseretermékek vizsgalataval foglalkozé tudomanyag, amely napjainkban
egyre népszeriibb és ennek koszonhetéen gyorsan fejlodik. A transzkriptomika és proteomika
eredményeit kiegészitve a metabolomika a végleges fenotipushoz nagymértékben hozzajaruld
anyagcseretermékek vizsgalata altal nagyban elésegitheti anyagcsere utvonalak felfedezését,
biomarkerek keresését, illetve biokémiai folyamatok megismerését. A metabolomikai
vizsgalatok alkalmazhatésaganak kore emiatt meglehetésen széles, disszerticiomban két
kiilon feladat megvalositasara alkalmaztam.

Munkam soran részben Xenobiotikumok (gorég eredetli kifejezés, jelentése idegen)
vizsgalataval foglalkoztam, amelyek kornyezetidegen, nem természetes, ember altal
szintetizalt vegyi anyagok. A kémiai xenobiotikumok legfobb forrasai gyogyszerek
bejuttatasabol, élelmiszer adalékanyagok elfogyasztasabol, illetve ipari €s mezdgazdasagi
tevékenység ,,szennyezésébol” fakad, pl. peszticid maradékanyagok jelenléte a zoldségek,
gylimolcsok feliiletén. A szervezetet tobbféle modon is érhetik karos hatdsok. Ennek
legnyilvanvalobb modja az elfogyasztott xenobiotikumokkal valo kdzvetlen érintkezés. Ezen
feliil azonban a szervezetet éré karos hatasok kozott jelentés az olyan reaktiv metabolitok
formalodasa, amelyek xenobiotikumok €s a gasztro-intesztinalis rendszer mikrobiomjanak
(koztiik Lactobacillus fajok) kdlcsonhatasaként jelennek meg szamottevé mennyiségben. A
mikrobiom ¢és peszticidek kolcsonhatasa sordn keletkezd xenobiotikumok, vizsgélata emiatt
relevans témat képvisel.

Munkam maésodik részében a Rosaceae csalddba tartoz6 gylimdlcsfak ivari
Osszeférhetdségének hatterében allo6 molekularis folyamatok tanulméanyozasa tobb mint két
évtizedet olel at. Bar a bibe- és pollenkomponens géneket mar azonositottdk, azok pontos
kolesonhatéasai tovabbra is tisztazatlanok. Egyre tobb adat arra enged kovetkeztetni, hogy az
S-lokuszon  kiviili  egyéb  lokuszok is  dontd  befolyast  gyakorolnak az
onmeddd/Ontermékenyiild fenotipus kialakulasara, bar gytimolesfak esetében ilyen modositd
lokuszokat még nem sikeriilt izoldlni. A névénytudomany e teriilete gazdasagi jelentdéségén
tal, a molekularis halozatok és a ndvények evolucids torténetének feltdrasdban is fontos

szerepet jatszhat.



CELKITUZESEK

Elsé célkitiizés:

Az emberi emésztOrendszer egyik gyakori baktériuma, a Lactobacillus casei és egy
vilagszerte széles korben alkalmazott peszticid, a fenhexamid kolcsonhatdsat vizsgéltam
in-vitro. Célom volt egy olyan moddszer kidolgozasa, amely segitségével a klor-tartalmi
metabolitok szoftveresen felismerhet6k. Tovabbi célom volt a baktérium és fenhexamid

kolesonhatasabol keletkezo klor-tartalmu xenobiotikumok felismerése €s azonositasa.

Masodik célkitiizés:

A Rosaceae csaladba tartozd egyik gylimolesfaj, a kajszi dnmedddségét vizsgaltam
metabolomikai ujjlenyomatkészités segitségével. Az 6nmedddéségi reakciok lefolyasa nem
teljesen tisztazott, ennek értelmében kitlizott céljaim a kovetkezdk voltak:

- LC-MS alapt metabolomikai ujjlenyomatkészitéssel kovettem nyomon az 6nmeddo és
ontermékeny kajsziviragok bibéjében az dnmegporzast kovetden lejatszodo folyamatokat. E
tipustt metabolomikai ujjlenyomatkészitéssel célom a genotipus és megporzasi 1dd szerint
eltérd csoportok statisztikai alapu megkiilonboztetése volt.

- Az Ontermékeny és 6nmeddd csoportok megkiilonboztetéséért felelés biomarkereket

kerestem, amelyek felderitését kovetden azok azonositasa volt a célom.

ANYAG ES MODSZER

A folyadékkromatografias elvalasztashoz Agilent 1100 tipust binaris HPLC (Agilent
Technologies, Waldbronn, Németorszag) késziiléket alkalmaztam. Allofazisként forditott
fazisti Zorbax Eclipse XDB-C18 (3,5 um, 2,1 mm x 50 mm; Agilent) oszlopot hasznaltam. A
kisérleteim soran alkalmazott tomegspektrométer egy Agilent 6530 Accurate Mass
Q-TOF LC/MS (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) tipusia késziilék volt. A
folyadékkromatografids rendszer €s a tomegspektrométer dsszekapcsolasa elektroporlasztasos
ionforras (ESI), ugynevezett Dual-spray ionforrassal tortént. A késziilék tomegpontossaga
3 ppm alatti, tomegfelbontasa pedig >10.000 (FWHM) volt m/z 400 értéknél, amit egy tobb
peszticidbdl allo standard oldat vizsgalata soran ellenériztem. Mind az L. casei altal eldallitott
fenhexamid eredetli xenobiotikumok keresése, mind a kajszi gylimolcsfdk metabolomikai

vizsgalata soran ugyanazt a késziilékparositast alkalmaztam. A forditott fazisu elvalasztas soran



gradiens elaciot alkalmaztam a mar emlitett RP Cl18-as allofazis segitségével. A
tomegspektrométer beallitasai €s az alkalmazott adatrogzitési modok is megegyeztek: mindkét
esetben elészor MS! méoda detektalast alkalmaztam, majd miutan szoftveres eljarassal kisziirtem a
differenciald6 komponenseket, Auto MS/MS modban tortént azok fragmentacidja. A
tomegspektrumot MS* modban m/z 100-1700 tartomanyban, MS? médban pedig m/z 50-1700
tartomanyban régzitettem.

Az eldkészitett mintak fenti kapcsolt rendszerrel torténd analizise utdn a kapott mérési
fajlokban nem célzott keres6, tigynevezett Molecular Feature Extraction (MFE) algoritmust
hasznaltam a metabolitok megtalalasdra. Az algoritmus hasznalatira a bioldgiai méatrixokra
jellemzd nagyszamu komponens jelenléte miatt volt sziikség. A szoftvergyartd ajanlasai
szerint az ugynevezett ,rekurziv’ munkamenetet hasznaltam, amely az algoritmus
hatékonyabb miikodését szolgalja.

A Lactobacillus casei altal termelt klor-tartalmi xenobiotikumok vizsgalata soran
alkalmazott L. casei Shirota torzstenyészetek a Mezdgazdasagi és Ipari Mikroorganizmusok
Nemzeti Gyljteményébdl szarmaznak (NCAIM, Budapest). A baktérium és fenhexamid
kolcsonhatasat in-vitro vizsgaltam MRS tapkozegben 5, 40 és 100 pg/ml fenhexamid
koncentracié mellett. A tapkozegeket 72 oraig 37 °C-on tartottuk, a mintakon kiviil pedig
sejtmentes kontroll mintak is késziiltek, amelyek 100 pg/ml fenhexamidot tartalmaztak. A
mintdk begylijtése a fermentacid elinditasa utan 24, 48 és 72 oraval tortént, mely mintdkbol
centrifugalds utjan jutottam hozza a feliiliszokhoz, amelyeket 10-szeres térfogatra higitottam,
ugy hogy az ACN végs6 koncentracidja 5 % (v/v) legyen. A mintakat iiveg HPLC mintatartd
edényzetbe pipettaztam, 0,45 pm poérusatmérdjii PTFE fecskendd sziirével sziirtem, majd
injektaltam az LC-MS rendszerbe. Egy késobbi 1épésben a mintakat C18-as tipust szilard
fazisu extrakcios (SPE) toltetek segitségével dusitottam, hogy az alacsony koncentracidoban
jelen 1év6 xenobiotikumokat is detektalni tudjam. Az MFE komponenskeresés soran talalt
komponensek koziil a klor-tartalmuakra fokuszaltam, amelyek koziil a kontroll és a kisérleti
mintdk Osszehasonlitdsaval szilirtem ki a megkiilonboztetd komponenseket a kovetkezd
modszerek segitségével: csoporton beliili gyakorisdg vizsgalat, t-préba az intenzitasértékek
kozépértékeinek 0sszehasonlitasara €s intenzitasok hanyadosainak meghatarozasa.

A kajszi onmedddségének metabolomikai ujjlenyomatkészitése soran a kisérletek
lefolytatasdhoz két kajszifajtat vélasztottam: az Onmedddé ‘Ceglédi Oridst’ (SgSg) és az
ontermékenylild ‘Panndniat’(ScSc). A kajszifakrol eldszor agakat gyijtottem, amelyeken
viszonylag nagyszamu bimbo volt talalhato, és laboratoriumba szallitasuk utan csapvizzel teli

taroloedényekbe allitottam oket. A laboratériumban a bimbdkat kasztraltam, azaz



eltavolitottam a porzokat és csak a bibéket hagytam az 4dgakon, mely bibék nagy részét az
eltavolitott, sajat porzoikbol kipergetéssel nyert pollenekkel irdnyitottan poroztam be.
Mindkét fajta esetében beporzas nélkiili bibéket is gylijtottem, majd a tobbi bibét 3, 24 és 96
oraval az irdnyitott beporzast kdvetden szedtem le, mellyel az volt a célom, hogy a
pollentdmldk fejlodését idoben is kdvetni lehessen. A mintadk leszedését kovetden a bibéket
azonnal folyékony Nj-be, majd -80 °C-os fagyasztoba helyeztem a kisérletek elvégzéséig.
Ezutan dorzsmozsarban porra apritottam Oket és a kapott porbdl analitikai mérlegen 100 = 1
mg-os adagokat mértem ki 1,5 ml-es Eppendorf csovekbe. Mindegyik fajta minden egyes
csoportjabol harom bioldgiai parhuzamost készitettem, igy 6sszesen 24 kiilonbdz6 minta allt
rendelkezésre. Az igy elkészitett mintakhoz aztan 990 pul 80:20 % (v/v) metanol:ioncserélt viz
tebuconazol ACN-ben). Az extrakciot alapos vortexelés és 15 percig tartd, 25°C-ra temperalt
razogépben vald razatas segitségével hajtottam végre. Az extrakciot kovetéen az oldhatatlan
novényi szoveteket centrifugalassal valasztottam el az extraktumtdl. A dekantalt feliiluszokat
ioncserélt vizzel 10-szeresére higitottam, majd 0,45 pum poérusatmérdjii fecskendd sziirdkkel
valo szlirés utan injektaltam az LC-MS rendszerbe. Az MFE algoritmus segitségével talalt
komponensek kozil statisztikai modszerekkel sziirtem ki a megkiilonboztetoket. A statisztikai
kiilonbségtétel soran a kovetkezd modszereket alkalmaztam: 1, csoportokon beliili
gyakorisagvizsgalat, 2, intenzitasértékek idébeli monotonitasvizsgélata, 3, t-proba, 4, végiil
heatmap készitése a megkiilonbozteté komponensek alapjan és fokomponens analizis (PCA)
lefuttatdsa a csoportok egymastél valé megkiilonboztetésének vizualizaldsdra és a

szignifikans metabolitok meghatarozasara.

EREDMENYEK

Fenhexamid eredetii xenobiotikumok keresése Lactobacillus casei tenyészetekben

A sejttenyészetek koziil egyik fenhexamid koncentracid esetében sem tapasztaltam
mar nem tartottam indokoltnak, hiszen ez az érték igy is 2,5-szer nagyobb, mint barmelyik
z0ldségre vagy gylmodlcsre érvényes legnagyobb MRL érték, ezért a 100 pg/ml-es
fenhexamid koncentracidju  tenyészetekkel végeztem a  vizsgalatokat. A TIC
kromatogramokon jelentkezd zstfoltsag miatt modositottam a kezdeti gradiens elucid

programjat. Bar nem sikeriilt minden kivalasztott komponenst egymastdl alapvonalban

elvalasztani, de nem is volt feltétleniil cél, ahogy a jelen 1évd tobb ezer egyéb komponensé
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sem, hiszen az adott mliszerezettséggel nem lett volna megvaldsithatd. Annak ellenére, hogy a
félértek szélesség (FWHM) és elméleti tanyérszam (N) értékek esetében tilnyomorészt az
értékek romlasat tapasztaltam, a kitizott célok elérése érdekében 1ényegesebb volt az Gsszes
komponens esetében tapasztalhato jel/zaj arany (S/N) és kromatografias felbontas (Rs) értékek
pozitiv iranyu valtozésa.

Kovetkezd 1épésben annak érdekében, hogy bizonyos szintli visszajelzést kapjak a nem
célzott keresd algoritmus megbizhatosagardl, sziikségesnek tartottam, hogy kiprobaljam
hasznalatat egy altalam készitett, ismert komponenseket tartalmaz6 standard keverék oldaton.
Ezéltal megbizonyosodhattam arrdl, hogy képes felismerni a komponensek helyes izotopolog
mintazatat. Célom az volt, hogy az algoritmus bedllitdsainak modositdsaval az Osszes
peszticidet megtalaljam, illetve, hogy minél kevesebb legyen a téves talalatok szama. Erre a
célra egy 17 klor-tartalmu peszticidbdl allo standard keverék torzsoldatot készitettem, amelyet
10 ng/ml-es koncentraciora higitottam. Az algoritmus klor-artalmia komponensek bioldgiai
matrixban val6 felismerésének bizonyitasara a korabban alkalmazott peszticideket MRS
tapkozegbe is addicionaltam, amelyben az alkalmazott beallitasok mellett (az
alapbeallitdsokkal szemben) ugyancsak képes volt felismerni a szoftver az dsszes peszticidet
(17/17) legalabb 4 izotopologgal komponensenként. A tapasztalatok alapjan az optimalt
beallitasokat hasznaltam a komponenskeresés soran. Az algoritmus beallitdsainak optimalasa
ellenére természetesen tovabbra is hibazhat a szoftver, ami miatt a manualis feliilvizsgalat és
korrekcid nem kiiszobolhetd ki, viszont jelentdsen javul a molekuldk felismerésének
mindsége.

Mivel fenhexamid eredeti bomlas- illetve detoxikacidos termékeket kerestem,
felhasznaltam a korabban mar meghatarozott komponensekrdl rendelkezésre allo informaciot,
miszerint a fenhexamidban jelenlévd klor-tartalmu hidroxi-fenil csoport nem bomlik fel és a
2-es vagy 3-as pozicioban 1évd klor atomok koziil az egyik mindenképp a detoxikacios
terméken marad. 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 felépiilé szerves molekulaké, ezért azok mind manualisan, mind pedig szoftveresen
felismerhet6k. A szoftveres felismertetést a kovetkezOképp valdsitottam meg: az MFE
segitségével nem célzottan keresett komponensek izotopolog mintdzata alapjan
meghataroztam azok Osszegképletét. A szoftver altal végrehajtott Osszegképlet generalas
soran kotelezden legalabb egy klor atomot irtam eld, igy csak azokra a komponensekre
generalt j6 mindségli 6sszegképletet a szoftver, amelyek az izotopolog eloszlasok alapjan jo

eséllyel klort tartalmaztak. Ennek ellenére a feltételezett klor-tartalmu komponenseket



manudlisan is ellendriztem, ami azonban mar emberi Iéptékli feladatnak bizonyult a
lehetséges, ellendrizendd metabolitok szédmottevéen lecsokkent szama miatt. Miutdn a
komponensek teljes listaja elkésziilt, és megtortént a mintak megfeleld csoportokba sorolasa,
kezdddhetett a statisztikai alapt kiilonbségtétel.

A kontroll és kezelt tenyészeteket eldszor dusitds nélkiil vizsgaltam, amely soran a
fenhexamidon és gyartasbol eredd melléktermékein kiviil nem talalt klor-tartalmua
komponenseket a szoftver, techat a keresett metabolitok valosziniileg alacsonyabb
koncentraciotartomanyban vannak jelen a sejttenyészetben. Mivel az Gsszes ismert bio- €s
fotodegradécios termékben sértetleniil megmaradt a fenhexamid véazdnak klor-tartalmu,
hidroxi-fenil gytrije, feltételeztem, hogy hidrofob karakteriiket megtartva kell6 retenciojuk
lesz egy C18-as forditott fazisii SPE tolteten, ezért annak segitségével disitottam a mintakat.
A dusitas utan talalt legintenzivebb klor-tartalmt metabolit (463,1176 Da) pozitiv és negativ
ion modban is jelentkezett. Ezen kiviil még egy nagyobb intenzitasi komponenst talaltam
negativ ion modban (505,1279 Da). A legintenzivebb komponens pontos tomege, illetve
Osszegképlete megegyezett a fenhexamid gliikoz szarmazékdéval, a fenhexamid-O-
glikozidéval, amely egyike az eddig azonositott ndvényi detoxikécios termékeknek.
Szerencsés moddon rendelkezésemre allt egy egyedi szintézis soran nyert fenhexamid-O-
gliikkozid standard vegyiilet, amelynek ugyanabba az LC-MS rendszerbe torténd injektalasa
soran meghizonyosodtam a komponens és a standard retencios idejének, MS' és MS?
tomegspektrumanak egyezdsége alapjan arrol, hogy a keresett komponens a fenhexamid-O-
gliikozid. Utébbi komponensrdl is bebizonyosodott, hogy fenhexamid eredetli, mert
tomegspektrumaban in-source fragmensként megjelent a fenhexamid. Mivel azonban sajnos
az MS? fragmensek intenzitésa és a tapasztalt tomegpontossdg nem bizonyult elegenddnek az
egyértelmii azonositdshoz, és nincs kordbban azonositott, az 505,1279 Da tomegének
megfeleld fenhexamid szarmazék, ez a komponens nem volt egyértelmiien azonosithato jelen
kortilmények kozott.

Annak ellenére, hogy a glikozilalas a baktériumok esetén a komponensek oldhatosadganak,
illetve stabilizalasanak egy ismert modja, a fenhexamid-O-gliikozidot és ismereteink szerint
egyetlen mas peszticid-glikozidot sem azonositottak még korabban baktériumokban. Ezek
alapjan a fenhexamidtol hidrofilebb fenhexamid-O-gliikozid és a detektalt, feltételezhetden
gliikozid konjugatum tejsavbaktériumok altali eldéllitasa hasznos informacioként szolgalhat a
fenhexamid MRL értékének, illetve bélrendszerben valo felszivodasanak értékelésében.
Annak bebizonyitasara azonban mindenképpen tovabbi in-vivo/in-vitro vizsgalatok

sziikségesek, hogy kidertiiljon, ez a bélrendszerben is valgjaban megtorténik-e.
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A kajszi onmeddoéségi reakcidinak vizsgalata metabolomikai ujjlenyomatkészitéssel

Az alkalmazott metanolos extrakcionak kdszonhetéen nagyszdmu komponens volt jelen
az extraktumokban. A metabolitok keresése ugyancsak nem célzott moédon tortént, azonban a
korabbi esettdl eltéréen nem volt semmilyen k6zos tulajdonsag, amely alapjan lesziikiilt volna
az azonositando metabolitok kore. Az algoritmus lefuttatasa soran torekedtem a minél
hatékonyabb miikddésre, ezért a kordbban bemutatott peszticid standard oldattal valo
optimalas paramétereit jelen esetben is alkalmaztam. Bar kajszi bibékben nem vartam klor-
tartalmu komponenseket, a beallitdsok valtoztatasat semmi nem indokolta, hiszen nem klor-
specifikusak a beallitott paraméterek, céljuk a helyes izotopolég mintazat felismerése volt, az
eredmények alapjan pedig megfelelének bizonyultak az MFE beallitdsai. A parhuzamos
mintak kozotti azonossagot PCA-val ellendriztem, mely abrazolasmod megfelel6 eszkdz arra,
hogy a kiugré mintakat észre lehessen venni. A kajszi mintak esetén nem volt kiugré minta, a
harom parhuzamosbol allé csoportokon beliili mintak egymassal jo egyezést mutattak. Ez a
megfigyelés jO visszajelzés arra, hogy a szoftver viszonylag reprodukalhatéan jeldli ki a
komponenseket. A statisztikai kiilonbségtétel pozitiv modban 72, mig negativ ion modban 61
megkiilonboztetd komponenst eredményezett. A két komponenslistdt egyesitettem, majd
manudlisan ellendriztem a listat és a mindkét modban megjelenéd komponensekbdl adodo
redundanciat, illetve az egy komponenshez tartozo téves ,,feature”-ket eltavolitottam. Végiil
15 szignifikdns megkiilonbdztetd komponenst taldltam. A végso lista alapjan végzett PCA és
Heatmap 4abrazolas alapjan a mintdk mind megporzéasi id6, mind kompatibilitas szerint
egyértelmiien megkiilonboztethetok egymastol. A fajtdk  és  velik egyiitt az
onmeddd/ontermékenyiild reakciok az F2 fokomponens szerint kiiloniilnek el, mig az F1 a
megporzasi 1d6 szerinti megkiilonboztetésért felelds. Mindezen megfigyelések alapjan arra a
megallapitasra jutottam, hogy ebben a rendszerben, adott detektalasi koriilmények kozott az
F2 fékomponenshez legnagyobb mértékben hozzajaruldé metabolitoknak lehet szerepe az
onmedddseégi reakcid kialakulasaban.

A legnagyobb intenzitasu és legnagyobb mértékben megkiilonbozteté metabolit monoton
intenzitasnovekedést mutatott az idé fiiggvényében az onmeddd ‘Ceglédi orids’ fajtaban,
pozitiv ionmodban (negativ modban is megkiilonboztetd). A komponens retencids idejénél,
10,1 percnél rogzitett tomegspektrumban szamos in-source fragmens és addukt volt
megfigyelhetd. Ezek kozos szarmazasdt EIC kromatogramjaik iddbeli lefutasanak
hasonlésédga alapjan ellendriztem, melyek jo egyezést mutattak. A monoizotopos tomeg
protonalt formajat gy hatiroztam meg, hogy CID fragmentalasra jeldltem ki az MS!

spektrumban jelen 1évé molekulaionokat, és amelyik MS? spektrumaban megtalalhatok voltak



az in-source fragmensek, azt tekintettem protonalt formanak, jelen esetben ez az m/z 549,3266
ion volt. Az in-source fragmensek jelenléte azért is bizonyult nagyon hasznosnak, mert igy a
teljes izotopolég mintdzatuk megjelent, ami alapjan pontosabban meg tudtam hatarozni
Osszegképletiiket (MS2 spektrumban az izotopoldg eloszlas nem pontos). A komponens
Osszegképletét végiil a szoftverben talalhatd Osszegképlet generator segitségével hataroztam
meg, a lehetséges Osszegképletek koziil a Cyp;H47010 bizonyult valosnak. Ezek utan az
Osszegképlet alapjan adatbazisos keresést folytattam, amely adatbazisok koziil a legtobb
informacioval a DNP ¢és a Scifinder szolgalt. Megfigyeléseimre alapozva a Peloruside A tiint
a legvaldszintibbnek a taldlatok koziil, melynek 6sszesen 10 izomerje szerepelt a Scifinder
altal adott 27 elemu listdban. Tovabbi tényezOk is szerepet jatszottak abban, hogy azt
feltételezzem, a keresett komponens a Peloruside A. Nevezetesen az, hogy a megkiilonboztetd
komponensek listajaban szerepld egy masik, szignifikansan megkiilonbozteté metabolit
osszegképlete CogHs7011-nek ((M+H)™) bizonyult, amely megegyezik a Peloruside A egyik
rokon szerkezete, a Peloruside B 0Osszegképletével (egy metil csoporttal kiilonbozik az
elébbitol). A Peloruside B ugyancsak szerepelt a DNP adatbazisban és ugyancsak az
o6nmeddd fajtaban szignifikdnsan tulexpresszalodott, idébeli ndvekedést is mutatva. Ismert,
hogy az 6nmeddd kajszi bibékben a pollentdomlok fejlédése a bibeszal als6 negyedében
megtorpan, megakadalyozva ezzel a pollenszemek petesejthez vald eljutdsat, ezaltal a
megtermékenyitést. Ez a jelenség, ugy gondoltam talan osszefiigghet a Peloruside A és rokon
szerkezeteinek mikrotubulus stabilizalé hatasaval. A Peloruside A tumorellenes hatasat
kordbban emberi petefészek daganatsejteken és ragcsalok T sejtjein végzett kisérletekkel
bizonyitottak. Mindkét forrasbol kapott Peloruside A mintdt ugyanabba a kromatografias
rendszerbe injektaltam és retencios idejét, MS* és MS? tomegspektrumat dsszehasonlitottam a
keresett komponensével. A megfigyelések alapjan egyértelmii, hogy a keresett komponens
nem a Peloruside A, annak ellenére, hogy a pontos tomeg, izotopoldg eloszlas, dsszegképlet, a
domindns natrium addukt azonossaga ¢és a Peloruside A ismert mikrotubulus stabilizal6 hatasa
alapjan az azonossag feltételezése kellden ald volt tdmasztva. A sok hasonlosag alapjan
azonban okom van feltételezni, hogy az emlitett két komponens is a poliketid vaza
makrolidek csoportjaba tartozik, a Peloruside rokon szerkezeteihez hasonl6 hatassal birnak. A
tobbi megkiilonboztetd koziil egy komponens azonositasat probaltam meg standard vegyiilet
beszerzését kovetden, azonban az sem vezetett sikerre. A tobbi megkiilonboztetd komponenst
nem probaltam meg MS? kisérletekkel azonositani, leginkdbb alacsony intenzitasuk ¢és az
ezzel egyiitt jard pontatlan izotopoldg eloszlasbol fakadé nem megbizhatd Osszegképlet

meghatarozas miatt.



A kajszi bibék Onmeddd és Ontermékenyiild megporzast kovetd metabolomikai
vizsgélataval az volt a célom, hogy fényt deritsek a pollentomlé-novekedés kevésbé ismert
tényezoire ¢és az inkompatibilitasi reakcid sajat/idegen felismerési folyamatat kovetd
molekularis eseményekben résztvevd komponensekre. Bar mindenképpen sziikségesek
tovabbi vizsgalatok a kérdés tisztdzasara, igy a felelds komponensek egyértelmii azonositasara
¢s onmedddségi reakciokban betoltott szerepiik megismerésére, munkdm soran sikertilt olyan
feltételezett metabolitokat talalnom, amelyek a kompatibilitasi reakciok kimenetelét illetéen
feltételezhetden nagy jelentdséggel birnak, ¢s megfigyeléseim a rendelkezésre allo genetikai

¢s proteomikai informacion tul segithet a mogotte allo fiziologiai reakciok megértésében.



UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

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

addicionalt klor-tartalmt peszticid vizsgalataval bizonyitottam.

2. Az algoritmus megfeleld bedllitasainak kdszonhetéen a baktérium feliiluszdjaban sikeriilt
klor-tartalmi  komponenseket kimutatnom. A baktérium feliiluszdjaban megjelend
fenhexamid-O-gliikozid vegyiilet egyértelmii azonositasa alapjan bebizonyitottam, hogy a
novényeknél mar ismert detoxikacios Gtvonal, a glikozilalas L. casei esetében is lehetséges.
Az egyértelmiien azonositott fenhexamid-O-gliikozid mellett egy masik, fenhexamid eredetii

metabolitrdl van okom feltételezni, hogy a fenhexamid egy masik glikokonjugatuma.

3. Metabolomikai ujjlenyomatkészités alkalmazasaval vizsgéltam a kajszi virdgaiban
lejatszodo onmedddségi reakciokat. A kisérlettervezés soran az Ontermékenyiilé/6nmeddd
kapcsolat és a kajszi bibék megporzasa utan eltelt id6 szerint alkottam meg a
megkiilonboztetni  kivant csoportokat. Ennek eredményeképp sikeriilt egyértelmiien
megkiilonboztetnem egymastdl a mintacsoportokat mind genotipus, mind megporzasi id6
szerint, amely azt bizonyitja, hogy az dnmedddség metabolomikai vizsgalatanak alkalmazasa

relevans valasztas és értékes informacioval jarul hozza a mechanizmus megértéséhez.

4. LC-MS alapti metabolomikai ujjlenyomatkészités segitségével 15, az Onmedddségi
reakciok kimenetele szempontjabdl szignifikans metabolitot hatdroztam meg. Ezek koziil a
megkiilonboztetéshez legnagyobb mértékben hozzdjaruldé komponenst illetéen azt a
kovetkeztetést vontam le, hogy a poliketid vazi makrolidek csoportjaba tartozik. E
komponens tipusanak feltételes azonositasat a keresett komponenshez hasonlé Peloruside A
ismert mikrotubulus stabilizal6 hatdsa és az Onmedddéséghez vezetd, kordbban feltart

fiziologiai ismeretek kozotti erds egyezOségre alapoztam.
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