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ROVIDITESEK JEGYZEKE

AddShoots — jarulékos hajtasok
AITC —allil-izotiocianat

ARAB — gliikoarabishirsutain
ARE — antioxidans valasz elemek

ArLB — levéllemezbdl létrehozott

Armoracia rusticana hairy root klonok

ArP — levélny¢lbdl (petiolum)
létrehozott Armoracia rusticana hairy

root klénok

Branching — a hairy root kultarak

elagazasa

BPC — fécstcs kromatogram
BRASS - gliikobrasszicin
CDNB - 1-klér-2,4-dinitrobenzol
DGI — napi ndvekedési index
DNS — dezoxiribonukleinsav

DTNB - 5,5'-ditiobisz-(2-

nitrobenzoinsav)
DWopc — szarazanyag tartalom %

ECso— hatasos koncentracid, mely a
mérési vagy vizsgalati végpont 50 %-0S

csokkenését okozza

Et — dihidro-etidium

GC-MS - gazkromatografia-

tomegspektrometria

GIB - gliikoibarin

GLN —gliikonaszturtiin
GLS — gliikkozinolat

GSH — glutation

GSSG - oxidalt glutation
GST — glutation-S-transzferaz
GPx — glutation peroxidaz
GR—glutation reduktaz
HRC — hairy root kultara
HRP — torma peroxidaz
IBER - gliikoiberverin

I1Cs0 — 50 %-0s ndvekedésgatlast okozd

koncentracio

le — vélt szazalékos novekedas gatlas
10 — mért szazalékos ndvekedas gatlas
IR — interakcios rata

ITC — izotiocianat

I3BACN — indol-3-acetonitril

LC-ESI-MS/MS —
folyadékkromatoggrafia—elektrospray

ionizacids tomegspektrometria

MIC — minimalis gatlo koncentracio
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MS — tomegspektrometria PCA — fékomponens elemzés
MS-taptalaj — Murashige-Skoog PECN — 3-fenilpropionitril
taptalay PEITC - feniletil-izotiocianat

MSB — menadion-natrium-biszulfit PCR - polimeraz lancreakcio

MTT — 3-(4,5-dimetil tiazol-2-il)-2,5-

difenil-tetrazolium-bromid

RNS — Ribonukleinsav
SIM — szelektalt ion mod

MYR — mirozinaz SDS - natrium-dodecil-szulfat

MyrBl1, 2, 3 - kiilonboz6 gél SOD - szuperoxid-dizmutaz

detektacios mirozindz band-ek TIC - teljes ion kromatogram

MeSPITC — 3-metil tiopropil- XIC — extraktalt ion kromatogram
izotiocianat
X1,2— két tesztelt komponens

NEQ —neoglitkobrasszicin egyenkénti novekedés gatld hatasa

Nrf2 — transzkripcios faktor (nuclear YPD — élesztd kivonat-pepton-dextroz

factor erythroid-2 releated factor 2)
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1. BEVEZETES (irodalmi hattér)

A torma Délkelet-Europaban és Nyugat-Azsiaban 6shonos. Kereskedelmi
szempontbél az Egyesiilt Allamok mellett Magyarorszag a legnagyobb torma termeszté
orszag (1). Fliszerként étkezési céllal hasznaljak, annak ellenére, hogy mar az dkorban
is alkalmaztak gyogyitasra (1-3). Mindkét felhasznalasi teriilet elsésorban a csipds iz,

konnyfakaszto izotiocianatoknak (ITC) kdszonheto.

1.1. Az Armoracia rusticana biologiai jellemzoi

A torma (Armoracia rusticana P. Gaertner, B. Meyer & Scherbius) a
keresztesviraguak, mas néven Brassicaceae csaladjaba, azon beliill az Armoracia
nemzetség csoportba tartozik (3). Foégyokere orsogyokér, mely foldalatti hajtas,
fiiggbleges helyzetli, erés megvastagodasra képes gyokértorzs (rizoma). A fold feletti
hajtas lagyszara (1.a abra), mely a csucsan erésen elagazik. Hosszl, nyeles, ép vagy
karéjosan, illetve szeldelten tagolt lemezii t6levelei vannak (1.b abra). A szarlevelek
ilék vagy rovid nyeliiek. Sok virdgbol allo, Osszetett sator viragzattal (1.c abra) és

becdterméssel rendelkezik. Ritkan létrehozott magvai gdmbolytiek, aprok (4).

1. abra Viragzé nativ Armoracia rusticana. a: a novény teljes fold feletti hajtasa,

b: ép vagy karéjosan, illetve szeldelten tagolt lemezii t6levelek a viragzattal, C:

Osszetett sator viragzat.
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Eveld novény (2,4), de egyévesként is termesztik. Mindkét tipusti rizoma
szdmara a nedves talaj, és mérsékelt klima a kedvezd (3). Vad tipusa nem ismert,
valosziniileg kihalt. Feltételezik, hogy szarmazdsa az Armoracia macrocarpa és
Armoracia sisymbroides rokon fajokhoz vezetheté vissza (2,3). A névényt kizardlag

vegetativ Gton, gyokérrdl szaporitva termesztik (4).

1.2. A gliikozinolat-mirozindz-izotiociandt/nitril rendszer

A gliikozinolatok (GLS) f6 hidrolitikus bomlastermékei az ITC-ok. A GLS-ok
N-hidroxi-szulfatok, melyekhez kénnel kapcsolt béta-D-gliikkopiranéz, valamint
rendkiviil sokféle oldallanc (R) kapcsolddhat (2. abra). A szintelen GLS molekulak
vakudlumokban tarolédnak, mig a GLS-okat biologiailag aktiv molekulava atalakito

mirozinaz enzim (MYR) a fizikailag szeparalt mirozin sejtekben talalhat6 (2).

R

r T \N:C:S
o /zotiocianétok
I
Mirozinaz R O=5=—=0 R\
C e S——N
I (tioglUkozidaz) X O tiocianatok
o kiilonboz6 R
IUkozinolatok
glukozinoléto L 4 specifikus _E”
proteinek nitrilek
S
1. Allil-csoport HSO4”
/\CH, ) Gliikéz (L),
N
\
CH2 - g . . N
AN epitionitrilek
2. | fenetil-csoport
=

~o

2. abra Glikozinolat konverzié izotiocianatokka, valamint a reakcid
kortilmények fliggvényében mas egyéb illékony bomlastermékekké. A torma
jellegzetes gliikozinolatjai és bomlastermékei: 1: R = allil (gliikozinolat:
szinigrin, jellemz6 termékek: allil izotiocianat, allil tiocianat és allil nitril); 2: R
= 2-feniletil- (= fenetil-) (gliikozinolat: glikkonaszturtiin, jellemz6 termékek: 2-

feniletil-izotiocianat, 2-feniletil-tiocianat és 3-fenilpropionitril) (2,3,5-7).
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Ezidaig kozel 20 GLS-ot irtak mar le torméabdl, mint példaul gliikoiberin, szinigrin
(SIN), 2-metilszulfonil-oxo-etil-GLS, gliikkonapin, gliitkokochlearin, glilkokonringianin,
gliikoszativin, gliikkoibarin (GIB), 4-hidroxigliikobrasszicin, neogliikobrasszicin (NEO),
gliikokapparilinearisin vagy gliikobrasszikanapin, gliikotropeolin, gliikobrasszicin
(BRASS), gliikonaszturtiin (GLN), 4-metoxigliikobrasszicin, gliikoarabishirsutain
(ARAB) (2).

Az izotiocianatok (ITC) R oldallancbdl és izotiocianat (—-NCS) csoportbdl felépiild
illékony komponensek. A bioaktivitdisban meghatdrozd szereppel rendelkez6 R
oldallanc megegyezik a prekurzor GLS-ban és ITC termékében.

A torma gyokér illdolajanak f6 komponensei az allil-izotiocianat (AITC; 44,3—
81,8%) és a 2-feniletil-izotiocianat (PEITC; 4,2-51,3%) (3,5-8). Az alabbi minor ITC-
okat is irtdk mar le torma gyokérbdl: izobutil-1TC, 4-izotiociandto-1-butén, butil-ITC, 3-
metilbutil-ITC, pentil-ITC, 4-metilpentil-ITC, benzil-ITC (2), 7-metilszulfinilheptil-
ITC, 6-metilszulfinilhexil-ITC, 5-metilszulfinilpentil-ITC, 4-pentenil-ITC, 3-butenil-
ITC és n-butil-ITC (3).

Az ITC-ok, kiilondsen az AITC és PEITC szamos bioldgiai és feltételezett
gyogyszerészeti hatassal rendelkeznek.

A nitrilekben szintén jelen van a prekurzor GLS oldallanca. Keletkezésiik soran a
MYR hidrolizis melléktermékeként elemi kén szabadul fel. A nitrilek leggyakrabban
szintén illékony komponensek (9). Az indol oldallancot tartalmazé nitrilek, pl.: indol-3-
acetonitril (I3ACN), antikarcinogén és rovarol6 hatassal rendelkeznek (10,11).

A torma mirozinaz (MYR, béta-tioglikozid gliikkohidroldz) egy 65 kDa-0S S-
glitkozidaz enzim, mely cink atommal kapcsolt 2 azonos alegységbdl épiil fel (3,12). A
MYR nem egy szubsztrat specifikus enzim, szamos GLS hidrolizisére képes (12).
Legalabb 3-féle MYR izoenzimet irtak mar le (MyrA, MyrB, MyrC), melyek jelenléte
faj- és szervspecifikusnak bizonyult (9,13,14). Egy masik MYR osztalyzas szerv
specifikus expresszios mintazaton alapul: MYRI a fold feletti szervekben fejezédik ki,
ide tartoznak a MyrA, MyrB, MyrC ¢és az AtTGG1-3 elnevezésii izoenzimek; a MYRII
a gyokérre jellemzo, tobbek kozott az AtTGG4 -5 izoenzimeket foglalja magaban (15).

Amikor a novényi szovet megsériil (pl. reszelés, ragas soran) a MYR kapcsolatba
keril a GLS-okkal, mely eredményeként bioaktiv ITC-ok, nitrilek, tiocianatok,

epitionitrilek vagy oxazolidinok keletkeznek a reakcidkoriilmények (szubsztrat,

8
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specifikus proteinek jelenléte/hianya) fiiggvényében (1-3,15). A reakcio f6 termékei az
ITC-ok pH =5-8 és 20 — 45 °C homérsékleten (3,16).

1.3. Az izotiociandtok terdpids hatdasai

A torma (Armoracia rusticana) gyokerét és levelét évszazadokon keresztiil
eredményesen alkalmaztdk a népgyogyaszatban fijdalomcsillapitasra (pl. derékfajas,
fogfajas), a gasztrointesztinalis és 1égzérendszer megbetegedéseinek kezelésére (pl.
asztma, kohogeés), vizzel és mézzel keverve influenza kezelésére (4). Tovabba
afrodizidkumként (1), tartositoszerként, aszeptikumként (17), valamint takarmanyként
(18) is alkalmaztak. Ennek ellenére a gyogyaszai hatasmechanizmusa a mai napig nem
teljesen tisztazott (3). A torma gyokerébdl kinyert illéolaj elsdsorban ITC-okat
tartalmaz, melyek a MYR hidrolizis f6 termékei (2,3,11). A torma
illdolajfékomponensei az AITC és a PEITC (2,3). Az ITC-ok erds antikarcinogén és
antimikrobidlis aktivitassal rendelkeznek (2,3). Szamos egyéb gyogyaszati hatasuk is
ismert, mint pl. vérlemezke aggregacio gatlas (19,20), emésztérendszer védo hatas (21),

rovarolé aktivitas (22), stb.

1.3.1. Antimikrobidlis — antibakteridlis és antifungalis hatds

A természetes és szintetikus ITC-0k is antibakterialis hatassal birnak Gram-
pozitiv és Gram-negativ baktériumokra, mint példaul Helicobacter pylori, Escherichia
coli, Salmonella typhimurium, Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus, Bacillus
cereus, Vibrio parahaemolyticus fajokra (10,17,23-27).

Az |ITC-oknak szintén erds az antifungalis (gombaellenes) aktivitasuk
kiilonbozo élesztd és penészgombakra egyarant, mint példaul Candida fajok,
Cryptococcus neoformans, Aspergillus flavus, és A. fumigatus (11,26-39). Az ITC-ok a
novényi patogén gombakra is antifungalisan hatnak (pl.: Penicillium expansum, Botrytis
cinerea, Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum, Gaeumannomyces graminis var.
Tritici, Pithium irregulare, Alternaria brassicicola, Sclerotinia sclerotiorum (11,30,31-
34). Ezért feltételezik, hogy a névényi GLS bomlastermékek fontos szerepet tdltenek be
a ndvény gombaellenes 6nvédelmi rendszerében (32,35,36).

Az ITC-ok antimikrobialis hatasa nem csak a hagyomanyos gydgyaszatban,
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hanem az ¢élelmiszerparban is alkalmazhato (24,28,37,38). Mint illékony antimikrobialis
komponenseknek, a terapias, illetve ndvényvédelmi felhasznalasuk igéretes (30,39,40).

Az ITC-ok hatasa tobb tdmadaspontunak tiinik (23). Az izotiocianil csoport részt
vesz elektrofil reakciokban pl. tiolokkal, diszulfidokkal, aminokkal, vagy alkoholokkal,
az utobbi kettovel kisebb a reaktivitasa (23,24,41-46). Az oldallanc hidrofobicitasanak
figgvényében konnyen at tudnak hatolni biolégiai membranokon, mely sordn akar kart
is okozhatnak a szerkezetiikben (46-48). Az emlitett tulajdonsagok alapjan az ITC-ok
antibakterialis hatdsat altalanossagban a kovetkezd elméletekkel magyarazzak:
kiilonb6z6 kules enzimek (pl. tioredoxin reduktaz, acetat kinaz, citokromC oxidaz, P-
tipusi ATPaz) és egyéb fehérjék (pl. quorum érzékelésben résztvevd fehérjék)
inaktivalasaval (23,24,38,43,49); az aminosav-pool kiiiritésével (50); a megnovekedett
membran permeabilitassal (47,48); vagy a fentiek kovetkeztében kialakuld oxidativ
stressz generalassal (23,34).

A gombaellenes  hatasmechanizmusrdl ~ kevesebb  informacio  all
rendelkezésiinkre. A ndvénypatogén gomba Alternaria brassicicola esetében Calmes és
mtsai (31) leirtak, hogy az ITC-ok karositjak a mitokondrialis funkciokat, és oxidativ
stresszt okoznak. Azt is feltételezik, hogy egy megfeleld oxidativ stresszvalasz
megvédheti a gombakat az ITC-oktél (31). Kojima és Ogawa (51) szerint
Saccharomyces cerevisiae-ben az ITC-ok szétkapcsoljak, ¢és befolyasoljak a

mitokondrialis funkciokat (ATP termelés).

1.3.2. Antikarcinogén hatas

Az AITC, PEITC, butil-ITC, szulforafan és 6-metilszulfinilhexil-1TC
antikarcinogén hatasat bizonyitottak tobbek kozott tiid6 (52), prosztata (53,54), mell
(55), maj (56), melanoma (57), végbél (58,59), vastagbél (60,61), hasnyalmirigy
(57,62), gyomor (63), B-sejtes limféoma (57), mieloid leukémia (64), méhnyak (57) és
hugyholyag (65,66) sejtvonalakon ¢és allatmodelleken (2,3). A torma két
fokomponensének, a PEITC-nak és az AITC-nak szamos sejtvonalon és allatmodellen
vizsgaltak a rdkellenes hatdsmechanizmusat (1., 2. tablazat). Az antikarcinogén hatés
foként fazis I. (citokrom P enzime csalad) enzimek gatlasan keresztiil torténik (2,3),
valamint a fazis II. enzimek (pl. GST) génexpresszids szintjének novekedésén keresztiil
(2,3), vagy epigenetikai szabalyozassal miRNS-ek segitségével (67).
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1. tablazat A torma egyik fékomponensének, a PEITC-nak kiilonb6z6 sejtvonalakon és

allatmodelleken megfigyelt rakellenes hatdsmechanizmusai Arumugam ¢&s Razis

nyoman (54).

Hatasmechanizmus

Sejtvonal/ allat modell

a. sejtciklus ledllas

GO0/G1 leallas és p21 protein novekedés DU-14 sejtek, human prosztata rak

szint csokkenés

GO0/G1 leallas és p21 protein novekedés LNCaP sejtek, human prosztata rak

G2/M fazis leallas és Bcl-2 és, Bel-X(L) PC-3 sejtek, human prosztata rak

G2/M fazis leallas

HelLa sejtek, méhnyakrak

G2 fazis leallas, CDK inhibitor
p2lwafl/cipl indukalas

G2/M fazis leallas
b. Oxidativ stressz

Glutation (GSH) deplécio

Caco-2 sejtek, human vastagbél rak

PC-3, human prosztata rak

ovarium epitélium sejtek

c. Apoptozis indukadlds

p53 fliggetlen apoptozis Utvonal
indukalas

JNK, ERK ¢és p38 aktivalas

JNK aktivalas

ROS medialt apoptdzis

PC-3 sejtek, human prosztata rak

HT-29, human vastagbél sejtek
kiilonboz6 sejtvonalak

PC-3 sejtek, human prosztata rak

angiogenezis gatlas

HUVEC, human ko61dokzsindr véna

endotél sejtek

11
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2. tablazat A torma egyik fékomponensének, az AITC-nak kiilonb6z6 sejtvonalakon és

allatmodelleken megfigyelt rakellenes hatdsmechanizmusai Arumugam ¢&s Razis

nyoman (54).

Hatasmechanizmus

Sejtvonal/ allat modell

a. sejtciklus ledllas

ciklin B1 és p21wafl/cipl

megnovekedett expresszidja
G1-fazis leallas

cyclin B1 csokkent expresszidja és

G2/M fazis leallas

UM-UC-3 sejtek, human holyag

karcinoma
HL60 sejtek, human leukémia

LNCaP sejtek, human prosztata rak

G2/M fazis leallas

HeLa sejtek, human méhnyak rak

M fazis leallas

HT29 sejtek, human végbél rak

b. Apoptozis indukadlas

JNK aktivacio; Bcl-2, Bel-xI protein PC-3 sejtek, human prosztata rak; LNCaP

expresszio csokkenés sejtek

Bcl-2HL60 sejtek down-regulacidja, HL60 sejtek, human leukémia

human leukémia
c. Kaszpaz aktivitas
Pro-apoptdtikus kaszpaz enzimek HL60 sejtek, human leukémia

(kaszpaz-3, -8 és -9) aktivacioja

1.3.3. Tovabbi hatasok mas betegségek esetén
A Brassicaceae csaladban tapasztalt direkt antioxidans hatasért nem az ITC-0kK,
hanem a C, E-vitaminok, ill. karotinoidok (68) a felel6sek, melyek sejtkarosodas eldtt
semlegesitik a szabadgyokoket.
Indirekt antioxidans hatast figyeltek meg a szulforafannal és a PEITC-nal, az ARE
(Antioxidant response element) régiot tartalmazo gének transzkripcidjanak fokozasaval,
Nrf2 (nuclear factor erythroid-2 releated factor 2) transzkripcios faktorokon keresztiil
12
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novekedett a fazis II. enzimek (pl. GST) aktivitasa, valamint a hésokk fehérjék szintje,
melyek védelmet nyljtanak az oxidativ stresszel szemben (69). A kronikus
tidobetegségre (COPD) vizsgaltak a brokkoli dominans ITC-jat, a szulforafant. A tiidot
¢és szisztematikus rendszert érinté magas fokt oxidativ stresszel jard betegség esetén
Wise ¢és mtsai (70) azt vizsgaltak, hogy a szulforafan Nrf2 aktivalasan keresztiil noveli-e
az antioxidans gének expresszidjat. Annak ellenére, hogy a torma illoolaj és az AITC
enyhe antioxidans hatasat in vitro kimutattak (2,68), allatkisérletben (68), illetve a fent
leirt randomizalt placebo kontrolalt kettds vak human vizsgalatnal nem mutattak ki sem
Nrf2 targetgén expressziot, sem egyéb antioxidans illetve gyulladascsokkentd hatést.

Az AITC kroénikus gyulladas csokkentd hatasat irtak le, mely gyulladasos mediatorok,
ill. ezek 1étrejottében szerepet jatszo enzimek (pl. TNF alfa, iNOS) gétlasan keresztiil
valosul meg (71).

Caglayan és mtsai (72) az AITC-ot nem csak antioxidansnak, hanem
gyulladascsokkentdnek is talaltak. Egér allatkisérletben traumés agysériilést kovetéen az
AITC Nrf2/HO-1 modulalasan és NF-kB ttvonalakon keresztiil nem csak az oxidativ
stresszt mérsékelte, hanem a gyulladést is csokkentette.

Maringa Oleifera kivonata (fékomponens: benzil-ITC) emésztérendszeri védo
hatast mutatott sav-alkohol indukalta fekélyre patkany modellen (73).

A butil-, etil- és AITC hatasat vizsgaltak asztmara tengerimalac allatmodellen,
mely soran az ITC-ok dozisfiiggden gatoltak a bronchusok 6sszehuzodasat (74).
Immortalizalt humén tiid6 epitélium sejtvonalban AITC hatdsira MRP1 (Multidrug
resistance-associated protein 1) funkcio és expresszié novekedést mutattak ki, mely
alapjan az AITC igéretes szernek tlinik a tiidobetegségek kezelésében (75).

A keresztesviragtiak kozé tartozo Lepidium meyenii (maca, fékomponens butil-
ITC) etanolos kivonatat vizsgaltdk patkany allatmodellekben posztmenopauzalis
oszteoporozisra, mely soran a maca hatdsosnak bizonyult az Osztrogén hianyos
csontritkulas ellen (76). Egy masik tanulmanyban a szulforafan bizonyult hatasosnak
hipoxids oszteoblaszt sejteken (77). A szulforafdn csokkentette a hipoxia-medialt
apoptozist és a reaktiv oxigén gyok (ROS) szintet az oszteoblasztokban, valamint az
oszteoblasztok hipoxia-medialt mineralizaci6 gatlasat is csokkentette.

Human kisérletben igazoltak, hogy a magas gliikorafanin tartalmu brokkoli diéta

csokkenti a vérplazma LDL-koleszterin szintjét (78).

13
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Cukorbetegség okozta szivizom karosodasra is vizsgaltak a brokkoli hatasat,
melynek soran Nrf2 aktivaciot figyeltek meg egér allatmodellben (79).

A szulforafan szintén hatasosnak bizonyult sziv koronariaér betegségekben TGF-betal-
(Transforming growth factor beta) indukalt patkany fibroblaszt aktivacion ¢és
extracellularis matrix interakciokon keresztiil (80).

Vérlemezke aggregaci6 gatld hatasat bizonyitottak az AITC-nak (20), valamint a
wasabi kivonatanak (19). Az AITC hatasat in vitro vizsgaltak patkany és human
vérlemezkében gazdag plazman (20). A tobzodast kollagén, trombin, ADP, és
arachidonsav segitségével indukaltak. AITC hatasara gyengiilt a tromboxan A2
képzddése és az ATP felszabadulasa. Az AITC gatolta a cellularis Ca?* koncentracio
novekedését, valamint patkany plazmdban a vérlemezkék alakja is megvaltozott a
kezelés hatasara. Az AITC trombo-embolia ellen védé hatasat mutattak ki egér modell
kisérletben. A wasabi fokomponense a 6-metilszulfinilhexil-1TC in vitro RL34 sejteken

crer

biomolekulak szulfhidril csoportjaval (pl. GSH, cisztein) valé kapcsoldodason keresztiil
(19).

Lynch és munkatarsai egy randomizalt kettds vak vizsgdlatban kimutattdk, hogy
a brokkolibol kinyert szulforafan mérsékli az autizmus tiineteit (81).
Tovabba a brokkoli mag kivonat GLS-jai képesek a bor dregedéséhez vezetd fehérjék

oxidacigjanak mértékét csokkenteni (82).

1.4. ITC-0k mellékhatdsai

Allatkisérletekben kimutattak, hogy nagy dozisban (200-400 pg/ttkg) az ITC-ok
oxidalo és karcinogén hatastiak lehetnek (83). Ilyen mértékii human expozicio
gyakorlatilag nem érhet6 el élelmiszerekkel, az atlagos bevitt mennyiséget 10 pg/ttkg-
csokkenti, igy a redox haztartds felboritdsan keresztiil oxidativ stresszt okoz. A sejtbe
bejutva az ITC-ok elreagilnak a glutationnal, majd a termékek egy része a sejtekbol
exportalddik, és extracellularisan szétbomlanak az eredeti vegyiiletekre, melyek ujra
belépnek a sejtbe. A folyamat sordn az intracellularis tiolok deplécidja kovetkezhet be,
mely akar apoptozist is kivalthat (83). Tovabba H.O jelenlétében réz ionokkal
szuperoxid is keletkezhet (84).

14
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1.5. Torma peroxidaz

A torma nagy mennyiségben tartalmazza a torma peroxidaz (HRP) enzimet. A
HRP egy 44 kDa-os fehérje, mely egy 308 aminosavas polipeptid lancbol, egy hemin
prosztetikus csoportbol és 2 Ca?" ionbdl épill fel, melyek az enzimszerkezet
fenntartasaban jatszanak szerepet (85,86). A HRP jelzi szamos specifikus enzim
jelenlétét/mikodését, mint pl. glutation peroxidaz, nikotinamid adenin dinukleotid
(NADH) peroxidaz (85). Szintén szerepet jatszik a novény védelmi funkciodiban, a
lignifikacidoban és visszaalakitdsi mechanizmusokban is, pl. fertézott vagy karosodott
novényi szovetek esetében (85). A HRP-t szamos molekularis biologiai modszerben
alkalmazzak: vér glikéz és koleszterin szint mérésében; egyéb enzim-tartalmak
megbecsiilésében; immunproba  vizsgalatokban (pl. ELISA  (enzyme-linked
immunosorbent assay), Western blot), vagy DNS tisztitashoz (1,3,85). A husiparban is
alkalmazzak (87).

1.6. Biotechnoldgia, in vitro szovettenyészetek, hairy root kulturak

Hairy root kultrak Iétrehozasahoz a novényi szOvetet Agrobacterium
rhizogenes-szel fertézik meg. Az Agrobacterium rhizogenes egy természetben is
eléforduld talajbaktérium, mely hajszalgyokeresedést okoz (88). A transzfer-DNS (T-
DNS) a baktérium Ri (root inducing, azaz gyokér indukald) plazmidjaban talalhato,
mely RolA, RolB és RolC virulens géneket tartalmaz (3. abra). A transzfer-DNS képes
integralodni a ndvényi genomba, mely kovetkeztében kialakul a hajszalgyokeresedési
betegség (88,89). A virulens gének integracidja a szekunder metabolitok szintézisében
is valtozast okozhat (89). A korlatlan novekedésii hairy root klonok (HRC) genetikailag
stabilak, hormon mentes taptalajon akar 16 évig is fenntarthatok (90). Alkalmasak
masodlagos anyagcseretermékek termeltetésére (pl. gyogyszerek, izanyagok,
pigmentek) (89,91-93). A géntraszformaci6 kovetkeztében a masodlagos
anyagcseretermékek  szintézise eltérhet az eredeti novényétél (89,92). Az
anyanovényhez viszonyitva a kovetkezd fajok hairy root kultiraiban mutattak ki
magasabb indol GLS szintet: Brassica rapa, Sinapis alba és Eruca sativa. A teljes GLS
szint viszont minden esetben alacsonyabb volt a HRC-kban, mint az anyanévényben
(94,95). A HRC-k alkalmasak Iéptéknovelésre, hiszen jol toleraljak a bioreaktorokban

valod tenyésztést (92). Ezen kiviil funkcionalis génanalizisre is kivalé6 modellek a HRC-k
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(96). A tormanak nincsenek (vagy nagyon csekély szamu) életképes magjai, de
Nakashimada és mtsai (97) és Repunte és mtsai (98) HRC-k segitségével 1étrehoztak
mesterséges magokat. A torma HRC-K fitoremediaciora (pl. oxibenzén napozokrémbdl)
vagy szennyviz tisztitasra (pl. diklofenakkal vagy paracetamollal szennyezett) is
alkalmasak (99-101).

Torma HRC-kal szamos alkalommal termeltettek sikeresen nagy mennyiségben
torma peroxidazt (HRP) (102-106). A géntranszformalt HRC-ok nem csak nagyfoku
biomassza produkciora alkalmasak (87), hanem a peroxidaz aktivitasuk is novekedett,
akar 20-szoros mértékben (105). Tovabba a torma HRC-k HRP aktivitasat
eredményesen novelték a kovetkezd elicitorokkal: Verticillum sp. gombaval, novényi
kivonatokkal, nehézfémekkel (106,107). Torma HRC-ok Iéptékndveléséhez egyediil a

poliuretannal immobilizalt ,,air-lift” bioreaktorok bizonyultak alkalmasnak (108).
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3. abra Az A. rhizogenes transzfer-DNS-ének integracidja a novényi genomba
Tzifra és Citovsky (109) valamint Sz6ke és mtsai (110) nyoman. A Ri plazmid
T-DNS részei — z6ld: hormon szintézis gének; kék: Rol gének; roézsaszin: opin

szintézis gének.

A torma gyokere a Keresztesviraguak koziil is kiemelkedik extrém magas GLS

tartalma révén (2,111). A masodlagos anyagcseretermékek kozé tartozo GLS-ok (a
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bioaktiv ITC-ok prekurzorai) az anyandvényhez viszonyitva alacsonyabb mennyiségben
termelédnek a torma HRC-okban. A torma HRC-k GLS-MYR-ITC rendszerével
kapcsolatban hidnyosak a rendelkezésiinkre allo informaciok. Néhany tanulmanyban
foglalkoztak a Brassicaceae csaladba tartozo HRC-k GLS elicitacidjaval. Alnsour és
Wielanek és mtsai (112,113) prekurzor aminosavak adagolasaval (fenilalanin, cisztein)
sikeresen elicitaltak a GLS-okat egyéb Brassicaccae HRC-kban. Brassica oleracea
HRC-k GLS bioszintézisét a novekedési taptalaj auxin koncentraciojanak
valtoztatasaval befolyasoltak (71). Chung és mtsai (114) réz-oxid nanopartikulumokkal
novelték a GLS és fenoloid komponensek termelését és génexpresszidjat Brassica rapa
HRC-kban. A citokininek k6zé tartoz6 kinetinnel szintén ndvelni tudtik a Brassica rapa
HRC-k GLS tartalmat (94). Eruca sativa HRC-kban a taptalaj kénel vald
kiegészitésével fokoztak az alifas és indol GLS-ok szintézisét, az efetonnal ¢és
jazminsavval valo kezelés viszont csak az indol GLS tartalmat novelte (95). Sinapis
alba és Brassica rapa HRC-kban szintén jazminsavval elicitaltak az indol GLS-okat
(94). Az anyandvényhez hasonlitva a HRC-k kevesebb GLS-ot, de tobb indol GLS-ot
tartalmaztak (94). Arabidopsis thaliana esetében a kiindulasi HRC-hoz képest a
citokrom P450 génnel transzformalt 3. generdcios HRC 7-szer tobb alifas GLS-ot
tatalmazott, de a GLS szint ebben az esetben is alacsonyabb volt az anyandvényhez
viszonyitva (115).

Osszegezve, torma HRC-kat ezidaig elsésorban HRP termeltetésre alkalmaztak
sikeresen, minddssze néhany tanulmany foglalkozott a Brassicaceac HRC-k GLS
termeltetésével, elicitalasaval, mely sordn az egyes GLS-ok szintjét sikeresen novelni
tudtak, de az anyanovényhez viszonyitva az 0ssz-GLS szint minden esetben

alacsonyabb volt a HRC-kban. A torma HRC-k GLS-MYR-ITC rendszerével

kapcsolatban hianyosak a rendelkezésiinkre all6 informaciok.
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2. CELKITUZESEK

Kutatasunk soran célunk volt torma (Armoracia rusticana) hairy root vonalak
létrehozasa; biologiailag aktiv vegyiiletek, valamint enzimatikus variabilitdsuk, a GLS-
MYR-ITC rendszer tanulmanyozasa. A HRC vonalakat vizsgaltuk GLS, MYR, ¢és a
GLS-ok illékony bomlastermékeire (ITC, nitril), valamint peroxiddzra. Ezen feliil célul
tlztik ki a kiilonb6zé novényi szervekbdl (levéllemezbdl és levélny€lbdl) 1étrehozott
genetikai vonalak dsszehasonlitasa a fent emlitett tulajdonsagok alapjan.

Az in vitro kultarak analizisén tal célunk volt a torma illdolaj (természetben
eléforduldo ITC-ok  keveréke) biologiai  hatasai  kozil az  antifungalis
hatasmechanizmusanak a feltérképezése. A vizsgalatokhoz a fonalas gombak kozé
tartozo, tiid6 aszpergillozist okozd human patogén Aspergillus fumigatus-t, valamint
apatogén modell szervezet parjat, az Aspergillus nidulans-t; illetve a kandidiazisért
felelds human patogén sarjadz6 gomba Candida albicans-t és apatogén modell
szervezetként a Saccharomyces cerevisiae-t valasztottuk. Tovabba igazolni kivantuk a
torma illoolaj hatasat folyékony és illékony kozegben. A hatdsmechanizmus
felderitéséhez Candida albicans-on vizsgaltuk a torma illdolaj, ill. az AITC és PEITC
sztenderdek hatasat. Az oxidativ stresszhatas hipotézisiink igazolasahoz célunk volt a
torma illdolaj kiilonb6z6 oxidativ stresszt kivaltd antifungélis szerekkel valo interakcids
vizsgalata, valamint az oxidativ stresszvalaszban szerepet jatszo molekulak, ill. enzimek

szintjének molekuldris analizise, igymint az enzimaktivitdsok meghatdrozasa.
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3. MODSZEREK

3.1. Hairy root kulturak létrehozdsa, valamint enzim- és hatéanyagtartalmuk

vizsgdlata

3.1.1. Noveényi anyagok, in vitro kulturak, transzformdacio

A vizsgalatokhoz a Borsod-Abauj-Zemplén megyei Kiraldrol szarmazé Armoracia
rusticana (Gaertn. Mey. et Scherb.) rizoméakat (4.a abra) alkalmaztunk anyanovényként.

A megtisztitott gyokereket fungazol kezelést kdvetden steril perlitbe iiltettiik, és
milanyag palackban hajtattuk (4.b abra). A gydkéren ijonnan kihajtott levéllemezek és
levélnyelek eltavolitast kovetéen 0,01% (v/v) Tween-80-at tartalmaz6 Na-hipoklorid
vizes oldataval (3-szoros higitas) 30 percen keresztiil feliiletileg sterilizaltuk agitacio
mellett, majd hdromszor Oblitettiik steril desztillalt vizzel (4.c abra). Ezutin a
levéllemezeket és nyeleket 3,0% (m/Vv) szaharéz és 0,7% agar tartalmi Murashige-
Skoog altal kidolgozott (116) MS taptalajra iiltettiik. Ezt kovetden a feliiletileg
sterilizalt levéllemezeket, ill. nyeleket Agrobacterium rhizogenes A4, T37, 15834 és
8196 torzsekkel inokulaltuk steril tii segitségével. A fertdzott ndvényi szerveket 22 + 2
°C-on, 12 6rés foto-peridodus mellett inkubaltuk.

Kettd-négy héttel az inokulaciot kovetden, a fert6zés helyén genetikailag kiilonb6zo
hairy root klonok jelentek meg melyeket elkiilonitve izolaltunk. A baktériumok
eliminacidja érdekében az egyes klonokat antibiotikum tartalmu (1 g/l ampicillin
(Sigma, Budapest, Magyarorszag) ¢s 250 mg/l cefotaxim (Sigma)) szilard MS taptalajra
(+ 3,0 % (m/v) szaharoz, 0,7 % agarral szilarditva) helyeztiik, 4 hét utan az atoltast
azonos Osszetételll taptalajra megismételtiik. Ezt kovetden kétszer 4 hétre 500 mg/l
ampicillin (Sigma) és 125 mg/l cefotaxim (Sigma) antibiotikum tartalmt szilard MS
taptalajra oltottuk 4t a klonokat. A baktérium mentesitést kovetden 2% szahar6z
tartalmt taptalajt alkalmaztunk. Felszaporitads céljabol 40 ml folyékony antibiotikum
mentes MS (agar mentes) taptalajt tartalmazé 100 ml-es Erlenmeyer lombikokban
neveltiik. A folyadék-kultarakat 100 rpm-en razdszekrényben (Braun, Melsungen) 22 +
2 °C, sotétben tenyésztettik. A HRC-k 1-2 cm-es csucsi részeit 4 hetente friss taptalajba
atoltottuk.
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4. abra Sterilizalt torma novényi szervek létrehozasa. a: Kirdldi term6foldbol
szarmazo Armoracia rusticana anyandvény gyokerek, b: steril perlitben,
milanyag palackban kihajtott torma, c: a friss hajtasok levélnyeleinek

sterilizaldsa az agrobaktériumos inokulacio elott.

3.1.2. A géntranszformdcio igazoldasa polimerdz lancreakcioval

Az 0Osszes létrehozott HRC vonal DNS izolalasat kovetéen (Promega Kit,
Madison, WI, USA) polimeraz lancreakciéval (PCR) igazoltuk a géntranszformaciot.
Negativ kontrollként az anyanovénybél, pozitiv kontrollként az A. rhizogenes A4
baktérium tenyészetbol izolalt DNS-t alkalmaztuk. A PCR reakciéhoz RolC primereket
(szintetizalta: Bio Basic Canada Inc. (106)) és Promega Kit-et hasznaltunk. Soudek és
mtsai (105) PCR programjanak modositott valtozatat alkalmaztuk: denaturacio 2 perc,
94 °C; amplifikacios ciklus 30-szor: 0,5 perc, 94 °C; 1 perc annotacio, 59 °C; 1,5 perc
DNS szintézis, 72 °C; ezt kovetden a mintakat 4 °C-on tartottuk a Bio-Rad iCycler
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késziilékben (Hercules, CA, USA). Agar6z gélelektroforézist kovetden (55 V) UV fény
alatt, 260 nm-en detektaltuk a rolC geneket. Az analizist 2 technikai ismétlésben

végeztiik el, azonos eredménnyel.

3.1.3. Biomassza produkcio

A HRC-kat 40 ml folyékony MS tapkozeget tartalmazod 100 ml-es Erlenmeyer
lombikokban szaporitottuk fel. Razoszekrényben (Braun, Melsungen) 100 rpm-en, 22 +
2 °C-on, sotétben tenyésztettiik a Kkiilonb6z6 klonokat. A friss hairy root csticsok
atoltasa cl6tt a lemértiik a friss tapkozeget tartalmazd lombikok tomegét analitikai
mérlegen. Miutan steril laminaris fiilkében atoltottuk a HRC-kat, lemértilk az immar
HRC csucsokat és tapkozeget is tartalmazd lombikok tomegét. A két mérés
kiilonbségébdl megkaptuk az atoltott HRC tomegét. Négy hét elteltével a HRC-krdl
leitattuk a tdpkozeget, majd megmértiik a friss tomegiiket. A biomassza produkcidt napi
novekedési indexként (DGI) hataroztuk meg (DGI = (végsé tomeg/kiindulasi
tomeg)/tenyésztési napok szama (117)). A szarazanyag tartalom (%) meghatarozasadhoz

szaraz tomeget is mértiink liofilizalt (Christ, Melsungen) mintakbol.

3.1.4. Folyadékkromatografias-elektrospay ionizdcios-tomegspektrometrias vizsgalatok

Minta elokészités: négy hetes liofilizalt mintak vizes kivonatait analizaltuk
folyadékkromatografias-elektrospay ionizacios-tomegspektrometrias (LC-ESI-MS/MS-
el). Pontosan bemért, hozzavetéleg 50 mg szaraz tomegii (DW) mintakat 80 °C-on 5
percen at hokezeltiik, hogy inaktivaljuk a MYR enzimet. Miutan Eppendorf csévekben
kvarchomokkal homogenizaltuk a mintakat, 1000 pl forrasban 1évé steril bi-desztillalt
vizet adtunk hozzd. A mintdkat vortexeltiikk, majd 90 °C-os vizfiirddbe helyeztiik 10
percre. A vortexelt mintakat 3000 rpm fordulaton 10 percig centrifugaltuk. A feliiliszot
azonos korilmények kozott Gjra cenrifugaltuk, majd az igy kapott feliiliszot steril
bidesztillalt vizzel 5 ml-e higitottuk, melybdl 1,5 ml-t 0,22 pm RC membranon
(FilterBio RC Syringe Filter; Labex Ltd.) sziirtiikk az analitikai vizsgalatokhoz.

Reverz fazisu magas fazisu folyadékkromatoggrafia (RP-HPLC): Agilent 1100
HPLC rendszert (Santa Clara, CA, USA) alkalmaztunk; oszlop: Zorbax SB-C18 (150 x
3,0 mm; 1.d 3,5 um), 30 °C-on tartva; eluensek: A: 0,1% hangyasav, B: metanol; 0-30
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perc: eluens B 10%-t61 40%-ig; 30-31 perc: eluens B 40%-t6l 100%-ig; 31-37
perc:eluens B 10%; aramlasi sebesség: 0,3 ml/perc; injektalasi mennyiség: 5 pl.
ESI-MS/MS: Agilent 6410 Tripla Quadrupole késziiléken Electrospray ion forrast
alkalmaztunk, a méréseket negativ ion modban végeztiik.

ESI beallitasok: nitrogén gaz hdmérséklet 350 °C, nebulizer nyomas 45 psi, szaritd
gaz aramlasi sebesség 9 liter/perc, kapillaris fesziiltség: 3500 V, fragmentor fesziiltség:
100 V; iitkozési energia: 25-30 eV (szerkezettdl fiiggden). A iitkozési energia,
prekurzor és termék ionok adatait a 4. tablazat mutatja be. Az azonositas Agneta és
mtsai (2,118), Rochfort és mtsai (119), valamint Fabre és mtsai (120) tanulmanyain,
valamint autentikus sztenderdekkel (GLN and SIN) valé 6sszehasonlitdson alapult. Az
azonositott GLS-0k MS? fragmenseit a 11. abra szemlélteti az Eredmények fejezetben.
A GLS-ok kvalitativ és kvantitativ mérését is végeztiik. A kvantitativ mérésekhez GLN
¢s SIN sztenderdek 4-4 pontos kalibracidjat alkalmaztuk 0,066-33,333 pg/ml
tartomanyban. A kalibracids egyenesek adatai a kdvetkezOk voltak: SIN: R2=0,9994;
f(x)=1,020x+3,0043; GLN: R2=0,9998; f(x)=0,9843x+3,5342.

Az alkalmazott modszer Bennett és mtsai (121), Argentieri és mtsai (122), Agneta

¢és mtsai (118), valamint Sansom és mtsai (123) tanulmanyain alapult.

3.1.5. Gazkromatogrdfias-tomegspektrometrias vizsgalatok

MintaelOkészités: friss, 4 hetes HRC mintdkbol pontosan bemeért,
megkozelitleg 350 mg friss mintdkat dorzsoltiink el kvarchomokkal Eppendorf-
csovekben, majd lezarva 7 percig inkubaltuk. Ezt kdvetden 700 pl acetont pipettaztunk
hozza, vortexeltiik, majd centrifugaltuk 1 percig 13 000 rpm fordulaton. A feliiluszot
azonos koriilmények kozott Gjra centrifugéltuk, majd 0,22 pm-es porusatmeérdjii RC
membran szlirén (FilterBio RC Syringe Filter; Labex Ltd., Budapest, Magyarorszag)
szlrtlik az analizishez. Az eredményeket szdraz tomegre vonatkoztatva hataroztuk meg.

Gazkromatografias-tomegspektrometria (GC-MS): Szilics és mtsai (6) mddszerének
modositott valtozatat alkalmaztuk. Az injektalas split modban tortént (15:1 split arany),
injektalasi mennyiség: 2 pl. A GC-MS analizist Agilent 6890 GC miiszerrel végeztiik,
5973N tomeg szelektiv detektorral, és Chrom Card Server Ver.1.2. szoftverrel (Santa
Clara, CA, USA) felszerelve. Kapillaris oszlop: 30 m x 0,25 mm x 0,25 um, SLB-5ms

5% fenil-metil sziloxan. Viv6 gaz: He. Aramlési sebesség: 1,6 ml/perc. Hémérséklet
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program: 50°C (3 perc); 15 °C/perc emelkedéssel 200 °C-ig (2 perc); 40 °C/perc
emelkedéssel 280 °C-ig (1 perc). Analizis: 18 perc. MS kortilmények: 70 eV ionizacids
energia, 40-500 m/z tomeg tartomany (scan mod). Csucs azonositas: sztenderdek és
retencios 1idOk alapjan, ill. a tomegspektrumok ¢és a NIST 05 konyvtar spektrumainak
Osszevetése, ¢és irodalmi adatok alapjan (6,14,123,124) Az azonositdas a NIST 05
konyvtar-, és irodalmi adatokon, valamint autentikus sztenderdekkel (PEITC és AITC)
vald Gsszehasonlitason alapult. A f6 komponenseket (PEITC, MeSPITC) a teljes ion
kromatogrambol (TIC, total ion chromatogram) integraltuk ki. A minor komponensek
integralasa szelektiv ion monitorizalas (SIM, selected ion monitoring) mddban tortént, a
kovetkezo jellegzetes m/z termék ionok alapjan: AITC (99; 72; 41), PECN (91; 65; 43),
I3ACN (156; 155; 130; 101) (3. tablazat). Négy pontos kalibracidos egyenest
készitettiink az AITC (Sigma) és PEITC (Sigma) sztenderdekbdl, 0,00976 ng/ml és 1,25
png/ml tartomanyban. Mindhdrom biologiai ismétlés mérési sorozatat kalibracioval
kezdtik, mely adatai a kovetkezOk:  l.ismétlés: AITC: R?=0,9816;
f(x)=1,1423x+7,7568; PEITC: R?>=0,9776; f(x)=1,1429x+8,0328; 2.ismétlés: AITC:
R?=0,9996; f(x)=0,9995x+8,0007; PEITC: R2=0,9950; f(x)=0,8845x+8,3040;
3.ismétlés:  AITC: R2=0,9999; f(x)=0,9356x+7,2445; PEITC: R?=0,9990;
f(x)=1,1499x+7,7228.

3.1.6. A mirozinadz aktivitas vizsgalata gélelektroforézissel

Minta elékészités: Gonda és mtsai modszerével tortént (16). A friss 4 hetes
mintdkat kvarc homokkal Eppendorf csovekben eldorzsoltiik, majd 1:1 ardnyban (friss
tomeghez viszonyitva) 20 mM pH = 6,5 Na-foszfat puffert adtunk a mintdkhoz. A
mintakat vortexeltiik, majd 10 percig, 13 000 rpm-en, 4 °C-on centrifugaltuk. A
feliiltszobol Bradford probaval (125) meghataroztuk a kivonatok fehérje tartamat. Az
enzim vizsgalatokat fehérje egységekre vonatkoztattuk.

Gél elektroforézis: Gonda ¢és mtsai modszerének megfeleléen (16) a nativ
poliakrilamid géleken (5,7% gytijté/fels6 gél és 10 vagy 7,5% szeparald/alsd gél) 100
ug fehérje/ul-es mintakat vizsgaltunk, 5-sz6ros mennyiségli cracking pufferrel.
Egyszerre 4 gélt elektroforetizaltunk 50 mA-el, 3 6ran keresztiil, 4°C-on, sotétben. A
géleket kétszer mostuk desztillalt vizzel, majd 1 mM-os Na-foszfat pufferrel amig a pH

szint le nem csokkent 7,3-ra.
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A detektalas 1 mM Na-foszfatot (a teljes oldat 5%-a), 1 mM asszkorbinsavat (1%),
0,01 % metilvords indikatort (10 %), 2,5 mg/ml szinigrint (25%) és 59 % desztillalt
vizet tartalmazé oldattal tortént. Az el6hivo oldat metilvords indikatort tartalma okozta
az intenziv voros band-eket a GLS-ok enzimreakcidja soran, mely kovetkeztében
HSO4*" szabadult fel. A kiértékelést CP Atlas 2.0 gélkép feldolgozd szoftverrel

végeztiik (zold csatorna).

3.1.7. Peroxidaz tartalom és aktivitas

Minta elokészités: a tenyésztési periodus végén (4 hét) begylijtott mintakat
kvarchomokkal homogenizaltuk Eppendorf csovekben. Ezt kdvetéen 50 mM pH = 7,5
Na-foszfat puffert adtunk a mintdkhoz 1:1 ardnyban (mg:pl). A mintékat vortexeltiik és
10 percig 13 000 rpm-en, 4 °C-on centrifugaltuk. A felilluszok fehérje tartamat
Bradford prébaval (125) hataroztuk meg. Az enzim-vizsgalatok eredményeit aktivitas /
fehérje egységben hataroztuk meg (mmol pirogallol / perc / mg protein, mmol guaiacol /
perc / mg protein). A gél elektroforézishez és spektrofotometrias méréshez M. Hamvas
¢s mtsai (126) modszerét alkalmaztuk. A statisztikai elemzésekben az Osszes izoenzim

teljes peroxidéaz aktivitasaval szdmoltunk.

3.1.8. Statisztikai analizis

A statisztikai analizist R 3.5.2. szoftverrel (127) végeztik és ggplot2 (128)
csomaggal vizualizaltuk. A kémiai képletek és szerkezetek rajzolaséhoz ChemAxon
MarvinSketch programot hasznaltunk (129).

A multivariabilis statisztikai elemzéseket az Osszes vizsgalt tulajdonsag adataival
végeztiik. Fokomponens elemzéssel (PCA) vizsgaltuk az inokulalt szerv alapjan a két
HRC csoportot. A box-plotok szemléltetik a statisztikai kiilonbségeket a torma HRC-k
eredetét tekintve két csoportja kozott (P-petiolum, LB- levéllemez) a kovetkezd
tulajdonsadgokban: GLS-ok ¢és bomléastermékeik, enzimaktivitdsok ¢és 4ltalanos
paraméterek (P n = 11 és LB n = 10). Hotérkép és hierarchikus klaszterezéssel
vizsgaltuk a mért eredmények kozotti korrelaciokat ¢és antikorrelaciokat. A
komponensek rendezése a skalazott és kozpontositott jellemzOk adatkészlete szerint a

Minkowski tavolsagmatrix hierarchikus csoportos elemzésével kapott sorrend szerint
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tortént. A csoportositast Ward modszerével végeztiik. A szin ardnyos Pearson két

jellemz6 kozotti korrelacios értékével.

3.2. Atorma illoolaj antifungalis hatdsanak, és hataismechanizmusanak vizsgalata

3.2.1. Antifungalis kisérletek soran vizsgalt izotiocianatok

A kisérleteinkben alkalmazott torma illdolaj at (torma illoolaj; f6 komponensek:
AITC 69 + 2 v/v %; PEITC 18,8 £+ 1,4 v/v %; minor komponensek: egy AITC izomer
1,75 viv %; butil-1ITC 1,13 v/v %; butenil-ITC 0,35 v/v %; 4-pentenil-1ITC 0,23 v/v %) a
KELET PRODUCT Zrt. (Magyarorszag, Ujléta) terméke. Az AITC és PEITC
sztenderdek a Sigma-Aldrich Kft, (Magyarorszag) termékei. Mindharom illoolajat - 20
°C-on taroltuk. Kozvetleniil a kisérletek eldtt 1 v/v % koncentracidban feloldottuk yeast
extract peptone dextrose (YPD) tapkozegben, melyet 5 g/l éleszt6é kivonatbol, 10 g/l
dextr6zbdl és 10 g/l peptonbdl készitettiink. Az igy kapott torma ill6olaj/AITC/PEITC-
YPD oldatokat 37 °C-on, 1 6éran keresztiil zart Eppendorf csében inkubaltuk, és 15

percenként vortexeltiik.

3.2.2. Antifungalis kisérletek soran alkalmazott gomba torzsek

A kovetkezd gomba torzseket alkalmaztuk a kisérletek soran: Candida albicans
SC5314, Saccharomyces cerevisiae S288C, Aspergillus fumigatus AF293, Aspergillus
nidulans FGSCA4. Valamennyi gomba torzs a Debreceni Egyetem Mikrobialis
Biotechnoldgiai és Sejtbiologiai Tanszék torzsgylijteményébdl szdrmazott. A sarjadzo
gombakat YPD agar taptalajon 30 °C-on tartottuk fenn, mig a fonalas gombakat
minimal nitrat agar taptalajon 37 °C-on (130). A kisérletek eldtt az élesztd gomba
sejteket eldtenyésztettiik YPD tapkozegben, 30 °C-on, egy éjszakan at. Az Aspergillus

torzsek esetében 6 napos agaros taptalajon tenyésztett konididkkal dolgoztunk.

3.2.3. A torma illoolaj antifungalis hatasanak vizsgalata

A torma illdolaj illékony fazis antifungalis hatasanak teszteléséhez a 4 vizsgalt
gomba torzset a megfeleld taptalajon 4 részre osztott Petri csészében tenyésztettiik. Az
egyes rekeszekbe 5 ul 1 x 10° szamu élesztd sejtet (Saccharomyces cerevisiae S288C,

Candida albicans SC5314) vagy konidiumot (Aspergillus fumigatus AF293, Aspergillus
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nidulans FGSCA4) tartalmaz6 szuszpenzidt inokulaltunk. A sarjadzé gombakat YPD, a
fonalas gombakat minimal nitrat agaros taptalajon lettek tenyésztettik. A tiszta torma
ill6olaj-t (1 ul) vagy 100 ul 10-szeres higitast torma illoolaj-YPD oldatot, (mely 1 pl
tiszta illoolajat tartalmazott) egy szlir6papirra csoppentettiik, a szlirOpapirt a Petri csésze
osztatanak kozepére helyeztiik. A kultarékat 24 °C-on 5 napig inkubaltuk. A kisérletet 2
alkalommal, alkalmanként 3-3 parhuzamos mintaval végeztiik el.

A torma illoolaj antifungalis hatasat MTT-teszttel (131) folyadék fazisban is
vizsgaltuk. A gomba torzseket 1 ml 0-5 pl torma illdolaj/ ml YPD oldatot tartalmazo
YPD tépkozegben tenyésztettiik. A tapkdzeget 1 x 10* élesztd sejttel vagy konididval
inokulaltuk, és 24 °C-on 1 napig inkubaltuk. A sejteket 0,05 ml 5 mg/ml-es MTT (3-
(4,5-dimetil tiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolium-bromid) oldattal kezeltik 4 o6ran
keresztiil, ezt kovetéen 0,3 ml HCI-SDS oldatot (20 m/v % SDS feloldva 20 mM-o0s
HCI oldatban) adtunk a tenyészethez, melyet tovabbi 20 6ran keresztiil inkubaltunk. A
mintakat centrifugaltuk (10 perc, 20 °C, 3000 rpm) és a feliiluszobol a keletkezett MTT-
formazant detektaltuk spektrofotométerrel 550 nm-en. A mikrobak ndvekedését az
MTT-formazan képzdédés alapjan karakterizaltuk, és ICso értékeket (az a torma illoolaj
koncentracio, mely 50 %-os gatlast okoz a mikroorganizmusok ndvekedésében)
szdmitottunk mind a 4 vizsgalt torzsre.

A torma illoolaj, AITC és PEITC ndvekedést gatlo hatasat razatott C. albicans
kultirékban is teszteltiik. 0-2,5 pl/ml tapkodzeg torma illdolaj-, AITC- vagy PEITC-YPD
oldatokat tartalmaz6 20-20 ml YPD tapkozeget inokulaltunk C. albicans 1 ¢jszakas
elétenyészetével (kezdeti ODsao = 0,1). Az igy 1étrehozott tenyészeteket 37 °C-on, 140
rpm-en 12 oran keresztiil inkubaltuk, majd 640 nm-en meértilk az optikai denzitést.
Minden vizsgalt koncentraciot 3 parhuzamos tenyészeten vizsgaltunk. Az atlag + szoras

értekeket 4 parhuzamosan végzett kisérlet alapjan szamitottuk.

3.2.4. ,, Time-kill assay”

20-20 ml YPD tapkozeget tartalmazd Erlenmeyer lombikokba inokulaltunk C.
albicans sejteket, és 37 °C-on, 140 rpm-en inkubaltuk, amig az ODs4o elérte a 0,6-0,7-€s
YPD oldatokkal kezeltiik: 0; 0,025; 0,25 vagy 2,5; 5; 25 pl/ml, a valtozasokat az ODeaso

értekeken keresztiil kovettiik. A tenyészeteket tovabb inkubaltuk 37 °C-on és 140 rpm-
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en 24 oran keresztiil. A kezeléstdl szamitott alabbi idépontokban vettiink mintakat az €16
sejtszam meghatarozasahoz: 0, 3, 6, 9, 12 és 24 6ra. A ,,0” id6pontban vett mintakat 1 X
103 sejt/ml-re higitottuk, mely szuszpenziobél 100 pl mennyiséget szélesztettiink YPD-
agar taptalajt tartalmazo Petri csészékre. A sejt stirliségtdl fiiggetlentil a fent leirt higitasi
1épéseket végeztik el valamennyi mintabol. A Petri csészéket 37 °C-on 1 napig
inkubaltuk, majd meghataroztuk a kialakult telepek szamat. Az atlag + szoras értékeket

3 parhuzamos kisérlet alapjan szamitottuk.

3.2.5. Analitikai vizsgalatok molekuldris biologiai médszerekkel

A C. albicans sejeket YPD tapkozegben, 37 °C-on, 140 rpm-en tenyésztettiik.
Amikor az ODea4o elérte a 0,6-o0s értéket, a tenyészeteket 0-2,5 pl/ml torma illdolaj-YPD
oldatal kezeltiik, majd 3 oraval a kezelés utan mintat vettiink. A szuperoxid képzddés
méréséhez a kultarakat 3 oraval az illoolaj-YPD kezelést kovetéen dihidroetidiummal
kezeltiik, és a képzddott etidiumot (Et) detektaltuk. A GSH, GSSG tartalmakat ¢és a
specifikus enzim aktivitasokat 3 oraval a kezelést kovetden detektaltuk. Az atlag +
szoras értékeket 3 fliggetlen kisérlet alapjan szamitottuk és abrazoltuk. A kisérletet
AITC-al és PEITC-al is elvégeztiik.
A sejtek szuperoxid tartaman kiviil a kovetkezd enzimek aktivitdsat mértiik a korabbi
tanulmanyokban (132,133) leirtak alapjan: kataldz, szuperoxid diszmutdz (SOD),
glutation reduktdz (GR), glutation-S-transzferaz (GST) és glutation peroxidaz (GPx). Az
atlag + szoras értékeket 3 fiiggetlen kisérlet alapjan szamitottuk.

A mintédk glutation (GSH) és oxidalt glutation (GSSG) tartamat NADPH-GR-
DTNB teszttel (134) hataroztuk meg Fekete és mtsai (132) és Jakab és mtsai (133) altal

kidolgozott modszerek alapjan.

3.2.6. A torma illoolaj és GSH, GSSG vagy GR kézétti reakciok tanulmanyozasa

GSH-t (50 mM), GSSG-t (50 mM) vagy GR-t (35 U/ml) inkubaltunk 0,1 M Na-
foszfat pufferban (pH = 7,5) 1 ul/ml torma ill6olaj-val vagy nélkiil, 0,5 6ran keresztiil,
szobahOmérsékleten. Az inkubaciot kovetden a mintak GSH és GSSG tartalmat,
valamint GR aktivitasat hataroztuk meg NADPH-GR-DTNB teszttel (134).
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3.2.7. A torma illoolaj és diamid, menadion-Na-biszulfit (MSB) és 1-kloro-2,4-
dinitrobenzol (CDNB) interakciojanak vizsgalata

Az interakciokat 1 ml YPD tapkozegben Candida albicans SC5314 sejteken 37
°C-on, 1 napos tenyésztéssel végeztiik. Elokisérletek soran a torma illdolaj-YPD szdmos
koncentraciojat teszteltik kombinalva a H20;, diamid, MSB ¢és CDNB szamos
eloxidalasa (135)) vagy MSB (redox ciklusban O% képzédés, 4Fe-4S fehérjék
karosodasa (135)) kozott antagonista interakciot, a torma illoolaj-YPD és CDNB (GSH
pool kilirités (136)) kozott szinergista interakciot, mig a torma illdolaj-YPD és H20>
kozott semmilyen interakciot nem feltételeztiink. Ezért a HoO»-ot elhagytuk a tovabbi
kisérletek sordn, és a tovabbi kisérleteket arra hegyeztiik ki, hogy kimutassuk az
antagonizmus jelenlétét a torma illdolaj-YPD ¢és diamid vagy MSB kozott, és a
szinergizmust a torma ill6olaj-YPD és CDNB kozott.
1-1 ml YPD tapkozeget kiegészitettiink 0; 0,13 vagy 0,25 pl/ml torma ill6olaj-YPD-vel
és/vagy 9,6 vagy 16 uM MSB-vel, 6 vagy 10 uM diamiddal, 0,03 vagy 0,06 uM
CDNB-vel és 1 x 10* szamu C. albicans sejttel inokulaltuk. Mindegyik kultarat 37 °C-
on 1 napig inkubdltuk. A novekedés mértékét az optikai denzitds mérésével hataroztuk
meg 640 nm-en. Interakcios ratat (IR) szamitottunk az Abbott formulaval: IR=Io/Ie,
ahol Io a mért és Ie a vélt szdzalékos ndvekedés gatlas, melyet a két tesztelt komponens
egyiittesen okoz. Ie = X31+X2-(X1X2/100), ahol X1 jelenti a két tesztelt komponens
egyenkénti novekedés gatld hatasat. IR > 1,5 érték szinergista, 1,5 > IR > 0,5 additiv, és
IR < 0,5 antagonista interakciot jelent (137). Atlag + szoras értékeket 3 fiiggetlen

kisérlet alapjan szamitottunk.
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4. EREDMENYEK

4.1. Hairy root kulturak létrehozdsa, valamint enzim- és hatéanyagtartalmuk

vizsgalata

4.1.1. In vitro HRC-k

Az 50 izolalt HRC vonalbol 21 volt életképes; 11-et a levéllemez fertézEsébol
(ArLB, Armoracia rusticana Leaf Blade, 5.a és 5.b abra), 10-et pedig a levélnyél
inokulalasabol (ArP, Armoracia rusticana Petiolum, 5.c abra), izolaltunk (5. és 6. abra).
Az Osszes életképes vonalat az A. rhizogenes A4 torzzsel vald inokuladlassal hoztuk
létre. A T37, 15834 és 8196 A. rhizogenes torzsekkel valo fert6zéssel minddssze néhany
vonalat kaptunk, melyek az antibiotikumos kezelés alatt (6.a abra) instabilnak
bizonyultak. A biomassza felszaporitas a Modszerek fejezetben leirtak szerint folyékony

tapkozegben tortént (6.b abra).

5. abra Ketté-négy héttel az inokulacidot kovetden, a fertézés helyén
genetikailag kiilonb6z6 hairy root klonok jelentek meg. a és b: levéllemezen

(ArLB klénok), c: levélnyélen (ArP klonok)

29



DOI:10.14753/SE.2020.2360

6. abra Torma hairy root kulturdk a: fenntartasa antibiotikumos szilard agaros,
b: felszaporitasa folyékony MS taptalajon. Hairy root-ok morfologidja a

levegdbe nyulo cstucsokon c: szilard agaros-, d: folyékony MS taptalajon.

4.1.2. Morfologiai értékelések és biomassza produkcio

A HRC-k morfologiai tulajdonsagai koziil az elagazo és jarulékos hajtas képzo
képességet, valamint a GLS mérések vizes kivonatainak rdézsaszin szinét vizualisan
értékeltiik, a kapott értékeket felhasznaltuk a multi-statisztikai elemzéshez (6. tablazat,
7. abra).

A biomassza produkcid jellemzéséhez napi ndvekedési indexet (DGI) és

szarazanyag tratalmat hataroztunk meg (8. abra, 6. tablazat).
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-es torzzsel transzformalt Armoracia

7. abra Az Agrobacterium rhizogenes A4

rustica HRC-k vizualisan értékelt morfologiai kiilonbségei (a)-(c): jarulékos

agazas

7

(AddShoot); értékek: (a): 0; (b): 1; (c): 2. (d)-(f): El

(Branching); értékek: (d): 0; (e): 1; (f): 2.

hajtasképzddés

(%) wojeype) beAuezelezg

o — — gl (=3

DO o N H m I_L <

1t Armoracia

a

es torzzsel transzform

8. abra Az Agrobacterium rhizogenes A4

rustica HRC

valamint szarazanyag tartalma.

b

dexe

-k napi novekedési in
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4.1.3. A géntranszformdcio igazolasa

A HRC-kba beépiilt bakterialis RoOIC gén jelenlétét minden klon esetében
megerdsitettiik PCR analizissel. Pozitiv kontrollként az A. rhizogenes A4 torzs DNS-ét,

negativ kontrollként az anyandvény DNS-ét alkalmaztuk (9. 4bra).

a b

9. abra Armoracia rusticana HRC-k PCR analizise a: ArP vonalak, b: Ar LB

vonalak.

4.1.4. GLS-ok azonositdasa a torma HRC-kban LC-ESI-MS/MS analizisssel

A jellegzetes fragmensek (110,118,120-124) alapjan (11. abra), hét GLS-ot
azonositottunk (10. abra, 3. tablazat) a HRC-k vizes kivonatabol, melyek a
kovetkezdk: 1: szinigrin (SIN); 2: gliikoiberverin (IBER), 3; gliikoibarin (GIB); 4:
gliikkobrasszicin (BRASS); 5: gliikonaszturtiin (GLN); 6: 4-metoxi-gliikobrasszicin,
vagy neogliikobrasszicin (NEO); 7: gliikaorabishirsutain (ARAB). A detektalt
GLS-ok az oldallancaik alapjan kiilonb6z6 osztalyokba sorolhatdak; alifas, aromas,

indol- és tiometilalkil-GLS-okat is kimutattunk.
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3. tablazat: Armoracia rustica HRC-kbdol LC-ESI-MS/MS-el (feltételesen)

azonositott GLS-ok, és a kvantitativ analizishez felhasznalt MS? fragmensek.

(Feltétele-
D sen) [M-H] Rt GLS MS? CE
azonositott  (m/z) (perc)!  osztaly (m/z) (V)2
GLS-ok
1 SIN 358 2,22 alifas 195,1; 97,0; 75,3 30
2 IBER 406 2,98 alifas 258,8; 97,0; 75,1 30
3 GIB 478 3,71 alifas 414,0; 97,0 25
4 BRASS 447 7,06 indol  258,8; 205,0; 96,9; 75,0 25
5 GLN 422 9,69 aromas 259,0; 180,2; 97,0; 75,2 25
6 NEO 477 11,63 indol  259,1;195,2; 74,7, 96,8 25
7 ARAB 462 17,08 alifas 274,9; 97,0; 74,8 30
! retencios id6; 2 {itkozési energia
V5
.§ ' 7
‘vg ‘ 2 4 V
3 V y
113 6
V| v k
A et A

Retencids id6 (perc)
10. abra Az Agrobacterium rhizogenes Ad-es torzzsel transzformalt
Armoracia rustica HRC-kbol LC-MS/MS-el mért reprezentativ BPC szken
kromatogram. Azonositott és feltételesen azonositott természetes GLS-ok: 1:
szinigrin, 2: glikoiberverin, 3: gliikoibarin; 4: gliikkobrasszicin; 5:
glilkonaszturtiin; 6: 4-metoxi-gliikobrasszicin, vagy neogliikobrasszicin; 7:

gliikaorabishirsutain.
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11. abra Az Armoracia rusticana HRC-kbdl azonositott és feltételesen
azonositott GLS-ok f6 MS? fragmensei. a: Szinigrin: 195,1; 96,9; 75,3; b:
gliikoiberverin: 274,7, 259,1; 79,0; 74,9; c: glikoibarin: 414,0; 97; d:
gliikobrasszicin: 258,7; 205,2; 162,6; 96,8; 75,0; e: glikonaszturtiin: 259,0;
229,0; 180,2; 97,0; 75,2; f: 4-metoxi- vagy neogliikobrasszicin: 195,0; 97,0; g:
gliikkaorabishirsutain: 274,9; 97,0; 74,8.

A jellegzetes GLS fragmensek 259 (szulfogliikdz) és 75 (H3SCN), mindegyik
feltételesen azonositott GLS molekuldban jelen voltak, minimum minor
fragmensként. A 97-es fragmens (HSO4) minden vizsgalt GLS molekuldban bazis
fragmensként volt jelen (10. abra). A komponensek azonositasa irodalmi adatokkal
(118-120) ¢s sztenderdekkel (GLN és SIN) vald 6sszehasonlitason alapult.

A multivariabilis statisztikdhoz felhasznalt kvantitativ mérési eredményeket a

6. tablazat tartalmazza.

4.1.5. GLS bomlastermékek - ITC-0K és nitrilek detektaldsa torma HRC-kbol GC-MS
vizsgadlatokkal

A PEITC, a gliikonaszturtiin (GLN) bomlasterméke (4. tablazat, 12. abra) bizonyult
a torma HRC-k ITC fokomponensének. Nem minden detektalt GLS ITC parja volt
kimutathato a GC-MS mintakbol (12. abra, 5. tablazat). Példaul az aromas ITC/nitril
komponensek nem voltak dominansak, de a 3-metiltiopropil-ITC (MeSPITC), ami a
gliikoiberverin (IBER) terméke, nagy mennyiségben volt jelen a mintdkban. A jelenség
hatterében allhat a HRC-k eltér6 MYR enzim mintdzata (kés6bbi fejezetekben
részletezve).

Annak ellenére, hogy 7 GLS-ot detektaltunk, bomlastermékeik koziil minddssze 3
ITC-ot (AITC, MeSPITC, PEITC), és 2 nitrilt tudtunk azonositani (12. abra, 4.
tablazat), melyek koziil a 3-fenilpropionitril (PECN, 5. tablazat) a f6 GLS, a GLN
hidrolitikus bomlasterméke (114,121).

A multivariabilis statisztikahoz felhasznalt kvantitativ mérési eredményeket a 6.

tablazat tartalmazza.
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4. tablazat: Agrobacterium rhizogenes A4 torzzsel transzformalt Armoracia

rustica HRC-kbol GC-MS-sel azonositott és feltételesen azonositott ITC-ok és

nitrilek.
(Feltétele-

D sen) [M-H] Rt ITC/nitril MS Prekurzor
azonositott  (m/z) (min) ! osztaly (m/z) GLS
ITC/ nitril

1 AITC 99 4,6 Alifas 99; 72; 41 (SIN)

2 PECN 131 9,3 Alifas 91, 65; 43 (GLN)

3 MeSPITC 147 10,0 Alifas  101;72;61;41  (IBER)

4 PEITC 163 11,4 Aromas 163;105; 91 (GLN)

156; 155; 130;  (BRASS,

5 I3BACN 155 14,4 Indol

101 NEO)
! retencids id6
< 4

n

L

: -

i

u]

c 104

©

©

c 2 3 5

2 ka1 1 Ly l

Vv
—— J—L L \ A i

T T

Retencids idd (perc)

12. abra Az Agrobacterium rhizogenes A4-es torzzsel transzformalt Armoracia

rustica HRC-kbol GC-MS-sel mért reprezentativ XIC kromatogram. Azonositott

¢és feltételesen azonositott természetes GLS bomlastermékek: 1: AITC; 2: PECN;
3: MeSPITC; 4: PEITC; 5: I3ACN.
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5. tablazat GLS-0k, és enzimatikus ITC és nitril termékeik (6,138-140).

GLS hidrolitikus termékei

GLS _
ITC Nitril (115,141)
Szinigrin (SIN)? Allil-ITC (AITC)? Allil-cianid
3-(metiltio)propil-ITC o
Gliikoiberverin (IBER)? 4-(metiltio)-butannitril
(MeSPITC) @
Gliikoibarin (GIB)? 7-(metilszulfinil)-heptil-1ITC NA
) ) ) indol-3-acetonitril
Gliikobrasszicin (BRASS)? 3-indolilmetil-1TC
(I3ACN)?
o 3-fenilpropionitril
Gliikonasturtiin (GLN)? 2-feniletil-1ITC (PEITC)?
(PECN) @
] 4 -metoxiindol-3-ilmeti- B
4-metoxi -vagy B 1-metoxiindol-3-
vagy 1 -metoxiindol-3- o
neogliikobrasszicin (NEO)? ) ) acetonitril
ilmetil-ITC
Gliikoarabishirsutain o )
7-(metiltio)-heptil-ITC NA
(ARAB)?

Jelolések % Komponensek, melyeket a vizsgalataink soran detektaltunk az A. rusticana

hairy root kultirdkban; NA, nincs adat.
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4.1.6. Torma HRC-k enzim tartama

4.1.6.1. MYR aktivitas

Nativ poliakrilamid géleken 3 kiilonb6z6 MYR izoenzimet figyeltink meg (13.
abra). Az ArP és ArLB csoportokba tartoz6 HRC-k lathaté variabilitast mutatnak. A
Myr2 izoenzim szinte minden kloénban jelen volt (13 abra, 6. tablazat). Néhany HRC
(ArLB113, ArLB116, ArP23) 3 izoenzimet is tartalmazott. A HRC-k kiilonboz6
izoenzim mintazata (13.a és 13.b dbra) magyardzhatja a bioaktiv illékony komponensek

eltérd jelenlétét.

5 6 9 11 13 15 18 23 101 103 108 111112 113 116 119 120

AP ArlLB

a b

13. abra Torma (Armoracia rusticana) HRC-k MYR aktivitasanak detektalasa
nativ poliakrilamid gélen, a: levélnyélbdl 1étrehozva (ArP), b: levéllemezbdl

létrehozva (ArLB) lathat6 varidbilitdst mutat.

4.1.6.2. Peroxidaz tartalom és aktivitas

Irodalmi adatok alapjan (86,102) a torma HRC-k torma peroxidazt (HRP)
termelnek. A két alkalmazott modszer (gél analizis és spektrofotometria) 0sszevethetd
eredményeket adott (6. tablazat) mindkét vizsgalt szubsztrattal (pirogallol, gvajakol), a
korrelacios értékek 0,70 folott voltak (p < 0,001). A géleken 5 izoenzim volt lathato (14.
abra).
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Gy, 1 2 5 6 9 "0 11 %5 15 18 25

Gy L 101103104108 111 112 113 116 119 120 St5U

i b )

14. abra Armoracia rustica HRC-k torma peroxidaz (HRP) gél-analizise.
Mintak: R, torma gyokér; L, in vitro torma novényke levele; levéllemezbdl
létrehozott HRC-k (“ArLB”, 101-120); levélny¢€lbdl 1étrehozott HRC-k (“ArP”,
1-23); 5 egység HRP enzim sztenderd (St5U).
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4.1.7. A torma kiilonbozo névenyi szerveinek inokulalasa agrobaktériummal, kiilonbozo

tulajdonsdag-mintazattal rendelkezo HRC-kat eredményezett

A multivariabilis statisztikai elemzés soran a vizsgalt tulajdonsagok koézott (mint pl.
természetes termék komponensek koncentracidja, enzim aktivitdsok, és bioldgiai
adatok: novekedési érték, szaraz tomeg, Stb., 6. tablazat) érdekes pozitiv és negativ
korrelaciokat figyeltiink meg, melyeket az alabbiakban részletezek.

Szamos szignifikans kiilonbséget taldltunk az ArP és ArLB vonalak kozott (ArP:
levélnyélbol 1étrehozott HRC-k; ArLB: levéllemezbdl 1étrehozott HRC-K) (15. abra, 7.
tablazat). Valamennyi szignifikdnsan kiilonb6z6 tulajdonsdgban az ArLB vonalak
rendelkeztek magasabb értékekkel. A DGI (napi novekedési index) nagyobb volt az
ArLB vonalakban (16.a abra, p = 0,04864), mig az egyéb ndvekedési paraméterck
(szarazanyag tartalom %, DWpc) nem volt szignifikdnsan eltérd a két csoport kozott
(16.b abra, p = 0,83269). Az enzimek koziil a MyrB2 izoenzim aktivitasa volt az ArLB
vonalakban magasabb, de nem szignifikansan (16.c abra; p = 0,08308). A GLS-ok koziil
az Osszes alifas (SIN, 16.d abra, p = 0,00730; IBER, p = 0,03864; GIB, p = 0,00278;
ARAB, p = 0,03068), valamint két aromas (BRASS, 16.¢ abra, p = 0,00291; NEO, p =
0,00153) volt szamottevoen nagyobb mennyiségben kimutathaté az ArLB klonokbol (7.
tablazat). A GLS bomlastermékeket tekintve, minddssze két nitril mutatott szignifikans
kiilonbséget az ArP és ArLB vonalak kozott (PECN, 16.f dbra, p = 0,00072 és I3ACN;
16.g abra, p = 0,00025), melyek prekurzorai a GLN, ill. a BRASS. Meglep6 modon a
GLN szubsztrat nem mutatott szignifikans eltérést a két csoport kozott (16.h abra, p =
0,09426). A gélen detektalt HRP aktivitas az ArLB klonokban szignifikdnsan magasabb
volt (16.i abra, p = 0,00745).
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15. abra Fékomponens elemzés (PCA, principal component analysis) pont
diagrammja a torma (Armoracia rusticana) HRC-k 0sszes vizsgalt valtozodja
alapjan; GLS tartalom, ITC tartalom, valamint enzim aktivitds/mintdzat. a: A
fokomponens elemzés (PCA) pont diagrammja kiilonb6zé6 HRC-okat mutat a

PC1-PC2 sikban, melyek a tulajdonsagaik alapjan kiiloniilnek el. A kiilonb6z6
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szervekbdl szdrmaz6 vonalakat kiilonbozd szinek jelolik: piros—petidlum,
kék—Ilevéllemez. b: A tulajdonsagok (loading values) hozzarendelése a HRC-
kre kapott értékekhez a fékomponens 1 sikban (PC1, principle component 1).
c. A tulajdonsagok (loading values) hozzarendelése a HRC-kre kapott

értekekhez a fékomponens 2 sikban (PC2, principle component 2).

Ahogyan a 15.a abra szemlélteti, a HRC-k két csoportra kiiloniilnek el az inokulalt
szerv eredete alapjan (ArP: petidlum; ArLB: levéllemez), mindkét csoport laza klasztert
alkot, néhany szorosabb alcsoporttal. A PC1 pimenzidban (15.a abra) jol lathato, hogy a
két csoport a szerv-eredet alapjan kiilonil el (levélnyél versus levéllemez). A PC1
»loading plot” (15.b &bra) alapjan jol megfigyelhetd, hogy a két csoport kozotti
kiilonbségek elsésorban GLS (GIB, NEO, SIN, BRASS, ARAB, IBER ¢s GLN)
tartalombol és a peroxidaz aktivitasbol kovetkeznek, €s nem a biomassza
paraméterekbdl (pl. szarazanyag tartalom (DWpc), fehérje tartalom (ProtCont)). Amig
az ArP csoport tagjai 0,0272 + 0,0710 pg/mg SIN-t tartalmaztak, az ArLB esetében a
koncentraciok egy nagysdgrenddel magasabbak voltak 0,2194 + 0,3015 pg/mg (p <
0,01). Az ArP és ArLB HRC-k GLN tartalma 1,2926 + 4,2789 ng/mg, valamint 2,4240
+ 4,0377 ng/mg volt, de ez a kiilonbség statisztikailag nem szignifikans (p = 0,3760).
Az ArP klonok szarazanyag tartalma 10,47 £+ 1,49 %, az ArLB vonalaké 10,86 = 0,80 %
volt (p = 0,4818). A csoportokon beliili kiilonbségekért (PC2 15.c abra) mindkét
alcsoportban elsdsorban a szarazanyag tartalom (%), protein tartalom, és meglepd

moddon a teljes mirozinaz aktivitas a felelds.
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7. tablazat Statisztikai kiilonbségek a vizsgalt tulajdonsagokban (valtozok) az

inokulalt szerv (levélnyél vagy levéllemez) alapjan elkiiloniilt két torma HRC

csoport kozott.
Viltozok p érték Szignifikancia
Branching 0,06823
AdShoots 0,43899
PinkExtract 0,05616
DWopc 0,83269
DGI 0,04864 *
MyrB1 0,76511
MyrB2 0,08308
MyrB3 0,66652
SIN 0,00730 *x
IBER 0,03864 *
GIB 0,00277 *x
BRASS 0,00291 *k
GLN 0,09426
NEO 0,00153 *k
ARAB 0,03068 *
AITC 0,10321
PECN 0,00072 falaied
MeSPITC 0,34163
PEITC 0,48132
I3ACN 0,00025 falale
ProtContent 0,94386
HRP_pg 0,62207
HRP_gu 0,23127
HRP_pg_AUC 0,01124 *
HRP_gu_AUC 0,00745 ok

Jelolés: Statisztikai szignifikancia: t-teszt, két-oldalu, *** p < 0,001; ** p <
0,01; * p<0,05.
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16. abra A box-plotok szemléltetik a statisztikai kiilonbségeket a torma HRC-k
két  csoportja  kozott  (P-petidlum, LB-levéllemez) a  kovetkezd
tulajdonsagokban: GLS-ok és bomlastermékeik, enzimaktivitasok és altalanos
paraméterek A szignifikans kiilonbségek jelolése: * p < 0,05; ** p < 0,01; ***
p < 0,001; Kruskal-Wallis teszt. Alabrak: a: napi novekedési index (DGI); b:
szaraz tomeg % (DWpc); c¢: mirozinaz (MYR), a gél-analizis soran kapott
masodik band aktivitdsa; d: szinigrin (SIN) tartalom (pg/mg); e:
gliikobrasszicin (BRASS) tartalom (abundancia); f: 3-fenilpropionitril (PECN)
tartalom (abundancia); g: indol-3-acetonitril tartalom (abundancia); h:
gliikkonaszturtiin taratalom (upg/mg); i: torma peroxidaz (HRP) aktivitas,

gvajakol szubsztrattal, gél-analizissel mérve.
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A hotérképen (17. abra) jol lathaté a novekedés versus masodlagos anyagcsere
termékek termelése, szamos komponens szintézise (NEO, BRASS, IBER, GLN, ARAB,
I3ACN) ¢és a biomassza produkcio (DGI, DWpc) kozotti negativ korrelacion keresztiil.
Az ArP kloénokban a GLS-ok (GLN, BRASS, SIN) a HRP (HRP_pg, HRP_pg_AUC)
aktivitassal is negativ korrelaciét mutatnak. Ez a jelenség feltehetben a tapanyag
felhasznalasi arany korlatozasanak tulajdonithatd; az Onfenntartasi és novekedési
folyamatok, valamint a védelmi metabolitok bioszintézise verseng az erdforrasokért.
Mivel a GLS bioszintézishez nem csak szénre, hanem kénre és nitrogére is sziikség van,
igy a jelenség sokkal jelentdsebb, mint egyéb specialis/szekunder metabolitok esetében.

A MyrB2 és egyes bioaktiv komponensek kozotti Osszefliggéseket a 18. abra
szemlélteti. PECN-el pozitiv (18.a abra), mig MeSPITC-al negativ (18.b 4bra)

korrelaciot mutatott.
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17. abra a: A petiolumbdl, b: levéllemezbdl indukalt HRC vonalak korrelacios
hétérképe €s hierarchikus klaszterezése. A szin ardnyos Pearson két jellemzd
kozotti korrelacios értékével.
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18. abra Korrelaciok a MYR enzimaktivitas-és GLS bomlastermékek jelenléte
kozott Armoracia rusticana HRC-k kiilonb6zé vonalaiban. Tengelyek:
MeSPITC, 3-metiltiopropil-ITC (abundancia mérés GC-MS-sel); MyrB2, gél
kiértékeléssel mért mirozinaz izoenzim aktivitas; PECN - 3-fenil-propionitril

(abundancia mérés GC-MS-sel).

4.2. Atorma illoolaj antifungdlis hatdsdanak vizsgdlata

4.2.1. A torma illoolaj szignifikans antifungalis hatasa

Kisérleteinkben a torma ill6olaj figyelemre méltd antifungalis hatasat

tapasztaltuk légtérbe parologtatva Saccharomices cerevisiae-n és Aspergillus nidulans-
on, valamint a human patogén Candida albicans-on és A. fumigatus-on tesztelve (19.
abra). A varakozasoknak megfelelden a tiszta illdolaj (19.c abra) hatdsosabb volt, mint
azonos mennyiségben YPD tapkozegbe oldva (19.b abra). A torma illdolaj folyadék
kultarakhoz adagolva is erds antifungalis hatast mutatott (20.a abra). Az 1Csp értékeket 1
ml-es mikro-kulturakbol MTT-teszt segitségével hataroztuk meg (132), melyek rendre
5,6, 10 és 13 pl torma illdolaj-YPD/ml tapkozeg (koriilbeliil 0,05, 0,06, 0,1 és 0,13 ug

torma illoolaj/ml kultara) értékiinek bizonyultak S. cerevisiae, C. albicans, A. nidulans

valamint A. fumigatus esetében.
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19. dabra A torma ill6olaj antifungalis aktivitasa légtérbe parologtatva.
Saccharomyces cerevisiae S288C (1), Aspergillus fumigatus AF293 (2), Candida
albicans SC5314 (3) és Aspergillus nidulans FGSCA4 (4) torzsek. A tenyészeteket
a: kezelés nélkiil, vagy b: 1ul torma illoolaj/100 ul YPD vagy c: 1 ul tiszta torma

illoolaj légtérbe parologtatasaval neveltiik.

4.2.2. A torma illoolaj erdsebb novekedésgatlo hatast mutatott, mint a fokomponensei

onmagukban

A torma ill6olajat 20 ml-es razatott C. albicans kultirakon is vizsgaltuk, hogy
tobb informaciohoz jussunk antifungalis hatasat illetéen. Az Aspergillus fajok esetében
a novekedésiik biztositasdhoz sziikséges razatasi frekvencia (220 rpm) feltehetden
jelentdsen lecsokkentette a torma illéolaj folyékony fazisban tartasat, ami gyenge
ismételhetdséget eredményezett. A torma illdolaj, hasonléoan a fékomponenseihez
(AITC és PEITC) nagymértékben gatolta a C. albicans kultarak novekedését (20. abra).
Annak ellenére, hogy a torma illdolaj, AITC ¢és PEITC antifungalis aktivitasa
hasonlonak bizonyult, a ndovekedést gatlo hatds a torma ill6olaj esetében (20.a abra)
szignifidnsan magasabb volt, mint az AITC (20.b abra) vagy PEITC (20.c ébra)
hatasara. Az AITC erdsebb gatlo hatdst mutatott, mint a PEITC (20. abra).
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A tenyésztés idétartama (6ra) A tenyésztés idétartama (6ra) A tenyésztés iddtartama (6ra)

20. abra A torma illoolaj, AITC és PEITC hatasa Candida albicans SC5314
torzs novekedésére. 0 (m); 0,025 (0); 0,25 (e) vagy 2,5 (o) ul torma illdolaj-
YPD/ml tapkozeget (a), AITC-YPD-t (b) vagy PEITC-YPD-t (c) oldatokat
tartalmaz6 YPD tapkozegben tenyésztett Candida albicans razatott kultarak
novekedési gorbéi. Megjegyzés: néhany esetben a szoras jelei nem lathatdak,

mert kisebbek, mint a hasznalt szimbolum.

A PEITC novekedést csokkentd hatasa szignifikdnsan kisebb volt (Student’s t-
teszt, n=4, p < 0,05), mint a torma illdolaj-¢ vagy az AITC-¢, 0,025 ul ITC-YPD/mI
(a kisérlet kezdetétdl szamitott 4. és 10 6ra kozott), valamint 0,25 ul ITC-YPD/m
tapkozeg (a kisérlet kezdetétdl szamitott 6. és 12. o6ra kozott). Az AITC
novekedésgatld hatdsa szignifikansan alacsonyabb volt (Student’s t-teszt, n=4, p <
0,05), mint a torma illdolajé 0,025 és 0,25 ul ITC-YPD/mI oldatot alkalmzva (a

kisérlet kezdetétdl szamitott 6. és 8. ora kozott).

4.2.3. A torma illoolaj nagy koncentracioban fungicid

Time-kill assay-vel demonstraltuk, hogy a torma ill6olaj inkabb fungicid
(fungitoxikus) mint fungisztatikus C. albicans sejteken tesztelve. A torma illdola;
néhany ora elteltével elpusztitotta a gomba sejteket (21. abra). A kisérleteink soran 1-2
esetben néhany sejt talélte még a 25 pl torma illdolaj-YPD/ml tapkozeges kezelést is
(21.b abra). Viszont érdekesképpen a taléloket csak az iddsebb tenyészetekben tudtuk
kimutatni. A jelenség azt sugallja, hogy mindossze néhany sejt (a detektalasi limit alatt)

maradt €letben az illoolajos kezelés hatasara, majd a torma illdolaj tenyészetekbdl vald
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elparolgasat kovetéen a taléld sejtek ujra elkezdtek novekedni, igy az idds
tenyészetekben a sejtstirliség elérte Ujra a kimutatdsi hatart. A talélé sejtek ujabb
kisérletekben nem mutattak megvaltozott torma ill6olaj érzékenységet, ami azt mutatja,

hogy a talélésiik nem mutacionak, hanem fiziologiai adaptacionak tulajdonithato.

20 1000
1.8 900
1.6 4 800 -
14 700
1.2 1 600
1.0 1 500
0.8 400 |
0.6 300
04 200 I I I

0.2 100

0.0 T 0 = - -

0 20 40 60 0 0025025 25 S5 25
A tenyésztés idétartama (éra) ITC-YPD (pl/ml tapkdzeq)

a b

21. abra Time-kill assay Candida albicans SC5314 torzson. az ODes0=0,6-0s

crer

ODeé40

Kolénia szdm (1/Petri csésze)

oldatokkal kezeltiik: O (m); 0,025 (00); 0,25 (®) vagy 2,5 (0); 5 (¢); 25 (0) wl/ml. b:
A kezelést kovetden az €16 sejtszam meghatarozasahoz rendszeresen vettiink
mintdkat: 0 ora (fekete), 3 o6ra (sotét sziirke), 6 oOra (sziirke) 9 ora (viladgosabb
sziirke), 12 ora (legvilagosabb sziirke) és 24 ora (fehér). Megjegyzés: a magasabb,
mint 1000 kolonia / Petri-csésze értékeket 1000 kolonia / Petri-csésze oszloppal

abrazoltuk. A szoéras értékek kisebbek voltak, mint 20 %.

4.2.4. A torma illoolaj in vitro interakcidja redukdlt és oxidalt glutationnal és glutation

reduktazzal

A torma ill6olaj (1 ul/ml) 0,5 6ras inkubalasi periddust kdvetden 84 + 5 %-kal

crer

%-al a kiindulasi 35 U/ml GR (S. cerevisiae-bol) aktivitasat. GSSG esetében (50 mM

kiindulasi koncentracid) nem tapasztaltunk szignifikans csokkenést.
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4.2.5. A torma illoolaj oxidativ stresszt indukalt, és koncentracio fiiggd modon kiiiritette
a glutation raktarakat

A torma illdolaj C. albicans sejteken mar kozepes koncentracioban (0,25 pl
torma illéolaj-YPD/ml tapkdzeg) oxidativ stresszt generalt. Az oxidativ stresszt
jellemezte a sejtek megemelkedett szuperoxid szintje (22. abra), az indukalt specifikus
GR, GPx, katalaz és SOD aktivitas (8. tablazat). A GSH ¢és GSSG tartalom viszont
meglepd mdédon nem valtozott, a kultira ndvekedése mégis csokkent (20. abra).
Magasabb koncentracioban (2,5 ul torma illéolaj-YPD/ml tapkozeg), rovid (3 oras)
expozicid viszont kiiiritette a GSH poolt (8. tablazat), mikdozben a szuperoxid szint
er6sen megnovekedett (22. abra), és azonnal megolte a sejteket (20. abra), még az
antioxidans enzimek indukélddasa elétt (8. tdblazat). Az AITC és PEITC hasonl6é hatést
mutatott a GSH metabolizmusra, valamint a szuperoxid ¢és antioxidans enzim

produkciora, mint a torma illoolaj.

2.0
1.8 -
16 1
14 -
1.2 1 *
1.0 -
08 - *
06 1
04 1

0.2 1 |—|

0.0

[

Et tartalom (1000 x F / OD 640)

0 0025 025 05 1
Torma illéolaj-YPD (pl/ml téapkdzeg)

22. abra A torma ill6olaj-YPD kezelés hatasa a Candida albicans SC5314
torzs szuperoxid termelésére.

* - Szignifikans kiilonbség a kezeletlen kulturdkhoz viszonyitva (Student’s t-
teszt, n = 3, p < 0,05).
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8. tablazat A torma illdolaj hatasa a GSH, GSSG mennyiségére, valamint a specifikus
GR, GPx, katalaz, GST és SOD aktivitasokra C. albicans SC5314 torzsben.

torma illoolaj-YPD (ul/ml)

0 (kontroll) 0,025 0,25 2,5
4,1+04 3,8+0,4 3,6+£0,3 0,4 +0,2%
GSH?
0,021 £0,003 0,017+ 0,003 0,016 +0,002 0,023 + 0,003
GSSG?
195+ 34 225 £ 46 225+ 34 18 £ 9*
GSH/GSSG
3,6 0,36 3,5+0,36 5,2 £0,40%* 3,6 0,40
GRP
0,56 + 0,08 0,60+0,08 0,72+0,08* 0,52+ 0,08
GPxP
1,3+0,12 1,5+0,12* 1,8 +0,12* 1,0+ 0,16
Katalaz®
146 £+ 30 340 + 60* 360 + 60* 160 £ 40
sobd
1,0+0,12 1,4+0,16 1,8 +0,16* 0,8 +0,16
GSTP

3 - nmol/(ml ODes0); ® - (mkat/kg protein); ¢ - (kat/kg protein); ¢ - (unit/mg

protein)

* - Szignifikans kiilonbség a kezeletlen kultirdkhoz viszonyitva (Student’s t-

teszt, n = 3, p <0,05)

4.2.6. A torma illoolaj interakcioja CDNB-al, MSB-al és diamiddal

A torma illoolaj antifungalis hatdsa antagonizmust mutatott MSB-el és

diamiddal,

valamint szinergizmust CDNB-lal (9.

tablazat). Az antagonizmus

magyarazata lehet az antioxidans enzimek és/vagy GSH termelés (132,142). A

szinergizmus valosziniileg a CDNB GSH-pool kiiiritd hatasanak a kdvetkezménye, amit

tobb tanulmanyban, szamos Candida albicans fajon vizsgalva leirtak mar (143).
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9. tablazat A torma illdolaj interakcidja oxidativ stresszt generald anyagokkal

Antifungalis anyag torma illoolaj-YPD lo le
(M) (ul/mi) %) (%) IR Interakcio

- - 0,25 54+5 - - -

- - 0,13 32+5

MSB 9,6 - 50+7 - - -

MSB 16 - 72+ 8 - - -
Diamid 6 - 62+8 - - -
Diamid 10 - 85 +10 - - -
CDNB 0,03 - 6=+2 - - -
CDNB 0,06 - 213 - - -

MSB 9,6 0,25 38+4 81 0,47 antagonizmus
MSB 16 0,25 7£2 87 0,08 antagonizmus
Diamid 6 0,25 25+4 83 0,30 antagonizmus
Diamid 10 0,25 45+6 93 0,48 antagonizmus
CDNB 0,03 0,13 89+8 36 2,5 szinergizmus
CDNB 0,06 0,13 93+7 46 2,0 szinergizmus

8 — az atlag + szoras értékeket 3 fliggetlen kisérlet alapjan szamitottuk.
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5. MEGBESZELES

5.1. Hairy root kulturak létrehozdsa, valamint enzim- és hatéanyagtartalmuk

vizsgdlata

5.1.1. A nativ torma gyokeér és a HRC-k GLS mintazatanak osszehasonlitdsa

A nativ torma gyokérnek f6 GLS komponense a SIN (2,3), ezzel szemben a torma
HRC-k f6 GLS komponensei tobbek kozott aromas és indol GLS-ok: ARAB, BRASS,
melyek a nativ gyokérben csupan minor komponensként vannak jelen. A nativ
gyokérben a GLN altalaban egy nagysagrenddel kisebb mennyiségben van jelen, mint a
SIN (2,108). A fentieckb6l addddan, az aroméas GLS-ok dominancidja HRC
specifikusnak tlinik.

Annak ellenére, hogy a HRC-k 0ssz-GLS szintje az anya ndvényénél
alacsonyabbnak bizonyul, a HRC-kben az indol GLS-ok sokkal domindnsabbak, mint
az anya novényben (94,95,113,144,145).

7 kiilonb6z6 mirozinaz B (MYB) transzkripcios faktort detektaltak Brassica rapa
ssp. Pekinensis-ben (146), amelyek szerv és GLS-osztaly specifikus jelenlétet mutattak.
Az alifas GLS-ok transzkripcidjaban a MYB28 ¢s MYB29 transzkripcids faktorok
vesznek részt, melyek szintje a szarban és egyéb szervekben eltéré volt (146). A teljes
novény szerv specifikus GLS akkumulacioja és transzkripcios mintazata eltér az in vitro
kultarakétol (115,144). Az alifas GLS gének transzkripcios faktorai a HRC-kben
szignifikansan alacsonyabbak voltak, mint a nativ gyokérben (144).

Az alacsony SIN-AITC tartalom ellenére felismerhet6é az Armoracia rusticana
anyanovény jellegzetes GLS-ITC/nitril mintazata a torma HRC-kben (3-5 tablazat). A
mintazat nem emlékeztet az Armoracia macrocarpa-ra az IBER-MeSPITC, GIB,
BRASS ¢és ARAB komponensek jelenléte miatt (2,124). Tovabba a tipikus A.
macrocarpa komponensek, mint az 5-metiltiopentil-ITC (berteroin) és 6-metiltiohexil-

ITC (lesquerellin) (124) nincsenek jelen a torma HRC-k mintazataban.

5.1.2. Indol GLS-ok és hidrolitikus bomldastermékeik

Az indol GLS BRASS ¢és az indolecetsav kapcsolatat érdemes kozelebbrol

megvizsgalni. Eldszor is, a ndvényi eredetli indol GLS-ok képesek I3ACN-¢
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hidrolizalodni. Ez a komponens képes a novénynek védelmet nyujtani a gombakkal
szemben (140), tovabba az I3ACN az indolecetsav bioszintézisnek is a koztes terméke
(120,123). Az agrobakterialis fert6zés soran, a T-DNS — mely tartalmazza az auxin (pl.
indolecetsav) termelésért felel6s géneket — integralddik a ndvényi genomba (88), mely a
HRC-k korlatlan novekedési képességét okozza (147,148). Tehat a detektalt 3ACN
szarmazhat a GLS-ok hidroliziséb6l, valamint az Agrobacterium gén terméke is lehet
(138,147-149). A novény az I3ACN-t eredetétdl fliggetleniil tudja hasznositani
antifungalis anyagként, vagy a novekedést elésegitve auxin (indolecetsav) termelés

intermedierként (9).

5.1.3. A torma kiilonbozo novényi szerveinek agrobakteridlis inokuldcioja kiilonbozo

tulajdonsag mintazatu HRC-ket eredményez

Legjobb tudasunk szerint ez az els@ Osszehasonlitdé tanulmany, melyben a szerv-
fliggd agrobakterialis inokulacid6 ekkora metabolit és enzimbeli kiillonbségeket
eredményezett a Keresztesviragiiak csaladjaban. Egy tanulmany szerint Arabidopsis
thaliana-ban a GLS-ok akkumulacidja és transzkripcioja szovet specifikus, és eltér az in
vitro kulturdkban (mint HRC) megfigyeltektdl (144), de azzal kapcsolatban nem kozol
adatot, hogy a GLS tartalom és enzim aktivitds hogyan alakul kiilonb6z6 szovetekbol
indukalt HRC-kbdl. Mindéssze Coffea arabica hairy root-ok esetében irtak le a
kovetkezd jelenséget: kiillonbozd embrid szervek inokulacigja eltérd gén expresszios
mintdzatot eredményezett (150). Az, hogy eddig nem vizsgaltak a kiilonb6z6 szervekbdl
létrehozott HRC-k kozotti eltéréseket, részben annak tudhato be, hogy az altaldnos hairy
root indukcios protokollok célszerve a levél, a szovet allaga miatt (151). A ,,leaf-disc”
modszer (feldarabolt levelek baktérium szuszpenzidba martasa) a legelterjedtebb hairy
root képz6 technika (105,107,152-154). Habar Saitou és mtsai (106,155) fertéztek
kozvetleniil tiivel axialis torma levelet, valamint petidlumot is, késébb egyiitt
analizaltak a létrehozott HRC-k peroxidaz tartalmat. A jelen tanulmanynak
megfelelden, a HRP szint joval magasabb volt a HRC-kben, mint az in vitro ndvényke
levelében. Sajnos Saitou €s mtsai (106) kéziratiban nem kozoltek adatokat a bioaktiv
komponensekkel kapcsolatban. Egy masik tanulmanyban Brassica rapa hipokotilt,
levelet és gyOkeret inokulaltak tii segitségével. A gyokérbodl 1étrehozott HRC-K nem
voltak életképesek, ill. az életképes HRC-k 89%-at levelekrdl izolaltak, minddssze
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11%-uk szarmazott hipokotilrol (141). Az altalanosan alkalmazott levél életképesebb

HRC forrasnak tiinik a levélnyélhez hasonlitva.

5.1.4. A biologiailag aktiv komponensek koncentrdcioja feltehetoen a MYR izoenzim

mintdzattol fiigg

Az ArP és ArLB csoportok kozotti szignifikdnsan eltéré aromds nitril
koncentraciokért feltehetden a kiilonbozoé MYR izoenzim aktivitasok a felelosek (11.
abra, 17. abra). Ez a kovetkezo két, egymassal ellenkezd jelenséggel szemléltethetd a
legjobban: egy MYR band (MyrB2) intenzitisa és a PECN abundancidja kozott
szignifikansan pozitiv korrelaciot tapasztaltunk (korrelacios érték = 0,58; p = 0,014;
17.a éabra); masrészr6l a MyrB2 enzim nagyobb mértékii jelenléte alacsonyabb
mennyiségii MeSPITC-ot (korrelacios érték = -0,516; p = 0,03; 17.b abra)
eredményezett. Tehat a kiilonb6z0 izoenzimekkel katalizalt hidrolizis feltehetdleg
kiilonb6z6 bomlastermék mintdzatokat hoz létre a HRC-kben. A hatasnak nem kell
kozvetlennek lennie: a MYR izoenzimek mikodése nélkiil is bekovetkezhet
megnodvekedett nitril termelddés; spontan bomlas, vagy egyéb enzimek, enzim
komplexeken keresztiil, mint pl. NSP, ESP (6,15,139,156-158).

Statisztikailag ugyan nem szignifikansan, de ugy latszik, hogy a szerv-eredet
befolyasolja a HRC-k MYR mintazatat (11. abra, 15.c abra). Brassicaceae novényekben
mar irtak le szerv-specifikus MYR aktivitast és génexpressziot. Li és Kushad (159) azt
tapasztaltdk, hogy a nativ torma ndvény leveleinek és gyokereinek a GLS tartalmuktol
fiiggetleniil eltéré a MYR aktivitasuk. Wittstock és mtsai (156) Arabidopsis thaliand-
ban a MYR izoenzimek és nitril specifikus proteinek (NSP) jelenlétét szerv specifikus
kombinacioban figyelték meg. Annak ellenére, hogy a MYR nem szubsztrat specifikus
enzim (22), az enzimatikus hidrolizis kiilonféle termékeket (pl. ITC, nitril) (158)
eredményezhet a kiilonb6z6 MYR koté fehérjéken és MYR asszocidlt fehérjéken (pl.
NSP vagy epitiospecifikus proteinek, ESP-k) keresztiil.

A fentiekkel 6sszhangban az eredményeink azt mutattak, hogy az ITC-nitril csere
valoszintsithetden a MYR jeler6sség valtozasok kovetkezménye (158). Eriksson és
Minddssze a mag szovetben tapasztaltak MyrA izoenzim génexpressziot, mig a MyrB

izoformak a kotiledonban ¢€s a levelekben fejezddtek ki. Tovabba feltételezték a MyrB
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gének egyedi szerv-specifikus expressziojat, mert a magok és a levelek tartalmaztak
egyedi MyrB traszkriptokat. Ezen feliil az Arabidopsis thaliand-ban szintén szerv-
specikus NSP génexpresszios szabalyozast mutattak ki (161). Az eredményeink alapjan
az illékony anyagoknak nem csak a teljes hozamat, hanem az Osszetevoket is erésen
befolyasolhatja az enzim mintdzat. Az emlitett enzimek mintazatat pedig feltehetdleg a
HRC-k szerv eredete hatarozza meg.

Osszegezve, valdsziniisithetd, hogy a kiilonbozd szervek inokulaciojabol szarmazo
eltér6 enzim expresszidos mintazatok kovetkezményei az eltérd komponensek

bioszintézisét okozé GLS—MYR-ITC/nitril rendszerben megfigyelt kiilonbségek.

5.2. Atorma illéolaj antifungadlis hatdsdanak vizsgdlata

5.2.1. A torma illéolaj erdsebb antifungadlis aktivitast mutat, mint egyéb ITC-0kK

onmagukban

Az ITC-ok antifungalis hatdsat, ideértve a torma ill6olaj-ét is, szadmos
publikacioban tanulmanyoztak (11,26,27,29-33,35,36). Kisérleteink soran a torma
illéolaj légtérbe parologtatva és folyadék fazisban is hatasosan gatolta az S. cerevisiae,
C. albicans, A. nidulans és A. fumigatus novekedését (7. abra). A mért ICso értékek
(0,05-0,13 pg/ml a vizsgalt fajoktol fiiggben) Osszevethetdek a torma fékomponensét
alkotd AITC és etil-ITC, ill ezek elegyeinek hatasaval Botrytis cinerea-an és Penicillium
expansum-on tesztelve (ECso = 0,07 — 0,14 pg/ml) (30).

Szamos kisérletben megfigyelték, hogy a kiilonb6z6 ITC-ok antifungalis
hatasanak erdsségét jelentdsen befolyasolja az oldallanc tipusa, valamint a cél molekula
természete (32,45). Nem meglepd, hogy az ITC-ok keveréke altalanossagban erdsebb
hatast, mint az egyes ITC komponensek dnmagukban. Példaul Wu és mtsai (30) az
AITC ¢és etil-ITC 3:1 aranyu keverékét erdsebb antigerminacios hatdsunak talaltak P.
expansum és B. cinerea sporakon vizsgalva, mint az AITC-t és etil-ITC-t Gnmagaban.
allapitottak meg, mint az AITC-ét, szamos baktériumon és egy C. albicans torzson
tesztelve. Kisérleteinkben a torma ill6olaj szintén szignifikdnsan erdsebb novekedés

gatlo hatast mutatott C. albicans-on tesztelve, mint a f&6 komponensei (AITC, PEITC)
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onmagukban (18. abra). Ezek az adatok kiemelik az ITC keverékek, csak ugymint a

természetes torma illoolaj folényét az 6nallo ITC-ok hatdsaval szemben.

5.2.2. A torma illéolaj koncentracio fiiggéen fungicid, illetve fungisztatikus hatdsu

Candida albicans-on tesztelve

Az ITC-k illékony természete dontd szerepet tolt be az antifungélis aktivitasban,
mivel a gomba ndvekedése ujra megindulhat egy fungisztatikus, de nem fungicid
komponens elparolgasat kovetden. Annak ellenére, hogy a kisérleteinkben a torma
illéolaj talnyomoéan fungicid (fungitoxikus) hatasunak bizonyoult C. albicans-on
tesztelve (19. abra), ismert a kiilonbozé ITC-ok koncentracid fiiggé fungisztatikus
(alacson koncentraciok esetén) és fungitoxikus (magasabb koncentraciok esetén) hatasa
Sclerotinia sclerotiorum teszt organizmusokon (32). Az er6s, de id6leges antifungalis
hatast ITC-ok elénydsek lehetnek: a taplalékként bevitt ITC-ok hatékonyan
kontrollalhatjak a mikrobialis aktivitast a szajiiregben és a vékonybélben, anélkiil, hogy
maradand6 karokat okoznanak a mikroflordban. Masrészrl a mikrobakban a rovid
jelenlétiik az erds hatdsukkal kombinalva megeldzheti a rezisztencia gyors kifejlodését.
Nem meglepé moddon, az ITC-ok fontos szerepet tdltenek be szamos ndvény

antifungalis és egyéb védelmi rendszerében (35,36,47).

5.2.3. A GSH védi a Candida albicanst a torma illoolajtol

Szamos in vivo és in vitro kisérleti adat demonstralja, hogy az ITC-ok reakcioba
lépnek a GSH-al, akar ki is irithetik a GSH-pool-t, de fehérjéket is inaktivalhatnak tiol
csoportjaikkal reagalva (19,23,24,42-45,161,162). Az adataink (8. tablazat) a torma
illoolaj szignifikdns novekedésgatlo hatasat szemléltetik, anélkiil, hogy megzavarndk a
sejtek GSH 0Osszetételét. Ezt részben magyardzhatja a torma illoolaj altal generalt
oxidativ stressz (19. abra, 8. tablazat), mely feltehetdleg a mitokondrialis funkciokat
karositja (32). A megfigyelés azt sugallja, hogy a GSH deplécié nem sziikségszerli a
torma illoolaj antifungalis aktivitasaban. Alacsony torma illoolaj koncentracié esetén a
GSH-ITC reakciot katalizaldo (20,26,46,47,162-164) GST indukcidja (8. tablazat),
valamint a magas koncentracioknal a GSH-pool deplécioja azt sugallja, hogy a torma
illéolaj reagal a GSH-nal in vivo, de a sejtek ellensulyozni tudjak a folyamatot alacsony

torma illoolaj szint mellett. Nem meglepé mdodon a C. albicans-ban jol ismert médon a
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GSH szint csokkenését okozé CDNB (143) erds szinergizmust mutatott a torma illdolaj-
val (9. tablazat). EbbSl a szempontbdl feltételezziik, hogy a GSH nem az ITC-ok
célmolekuldja, hanem a védelmi rendszer része, azaz a GSH védi a sejteket a tiol-

reaktiv anyagokkal szemben.
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6. KOVETKEZTETESEK

6.1. A hairy root kulturak GLS mintdizataban a GLN domindl

Vizsgalataink soran megallapitottuk, hogy a HRC-k GLS mintazata eltér a nativ
gyOokér mintazatatol. Amig a nativ gyokérben az alifds SIN dominal a nala koriilbeliil
egy nagysagrenddel kisebb mennyiségben jelen 1évé GLN mellett, a HRC-kben
egyértelmiien az aromas GLN a f6komponens. Enzimatikus bomlastermékeik
(SIN—>AITC, GLN—PEITC) is prekurzoraikkal azonos aranyban vannak jelen. A nativ
gyokérben minor komponensként megjelend indol GLS-0K és nitrilek néhany HRC-ban
major komponensként jelentek meg. Az indol-3-acetonitril nemcsak a gliikobrasszicin,

hanem az agrobakterialis géntranszformacioé terméke is lehet.

6.2. A torma hairy root kulturik enzim és metabolit mintdazatiban meghatdrozo

szerepe van az inokuldlt novényi szervnek

A tanulmany alapjan kiemelendd, hogy kiilonb6z6é novényi szervek Agrobacterium
rhizogenessel valé inokulalasaval novelheté a képz6d6 HRC genetikai klonok
variabilitdsa. Annak ellenére, hogy a legelterjedtebb célszerv a levéllemez, egyéb
novényi szervek, mint pl. levélnyél (petidlum) is transzformalhaté agrobaktériummal
HRC képzési céllal, mas metabolit €s enzimmintazatot eredményezve.

Az enzim- és egyéb proteinek termelése altalaban a nativ ndvényekben is
szervspecifikus. Ez felteheten atforditodik a HRC-k szerv specifikus MYR jelenlétére,
ami hozzdjarul a torma HRC-k biologiailag aktiv komponenseinek a kiilonb6zd
mintazat- és koncentraci6 beli kiilonbségeihez. Ez jelenik meg a GLS—MYR-ITC/nitril

rendszer szerv-fiiggd kiilonbségeiben.

6.3. A torma illoolaj antifungalis hatdsa

Kimutattuk, hogy a torma ill6olaj koncentracio fiiggé fungicid (nagyobb
koncentraciok) és fungisztatikus (kisebb koncentraciok) hatassal bir fonalas €s sarjadzo,
valamint human patogén (Candida albicans, Aspergillus fumigatus) és apatogén
(Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus nidulans) gombakra, illékony és folyadék

fazisban egyarant.

66



DOI:10.14753/SE.2020.2360

Vizsgalataink soran megallapitottuk, hogy a torma illoolaj (természetes ITC-0k
keveréke) erdsebb antifungdlis hatissal bir, mint fokomponensei (AITC, PEITC)
onmagukban. Ennek magyarazata a major é¢s minor ITC és nitril komponensek egyiittes

additiv vagy szinergista hatasa lehet.

6.4. A GSH védi a Candida albicanst a torma illoolaj dltal okozott oxidativ

stresszhatastol

A torma ill6olaj antifungalis hatasédval kapcsolatos kisérletek eredményeit
Osszefoglalva feltételezziik, hogy a torma illdolaj egyéb ITC-okhoz hasonloan tobb
tamadasponton hat (25). A torma illoolaj a sejtekben szamos enzimet és fehérjét
inaktivalhat, valamint a mitokondrialis funkciokra hatva oxidativ stresszt indukalhat
(32). A sejtek GSH-nal képesek detoxifikalni a torma illoolaj komponenseit (46,163). A
GSH spontan reagal a torma illéolaj ITC komponenseivel, mely reakciot a GST
katalizalhatja. A sejtek talélik a torma illdolaj kezelést, amig ez a folyamat aktiv. Az
antioxidans folyamatok szintén segithetik ezt a jelenséget (32,47). Magas
koncentracioban a torma illoolaj letalis, mivel kiiiriti a GSH poolt (a gyors GSH
felhasznalas, és/vagy a GSH termelés inaktivalasan keresztiil), ami kontrolalatlan ITC-
protein és a sejt egyéb érzékeny reakciojadhoz vezet, stlyos oxidativ stresszt és
valdszinleg egyéb karokat is okozva. Ennek kovetkeztében a GSH metabolizmus
manipulalasa hatékony stratégia lehet a gombak ITC toleranciajanak megzavarasahoz.

Szintén bemutattuk, hogy a torma ill6olaj hat a C. albicans sarjadzo sejtjeiben
zajlo. GSH metabolizmusra, és oxidativ stresszt okozhat elsésorban a GSH-pool

crer

mely védelmet nyqjt a reaktiv ITC molekuldkkal szemben.
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7. OSSZEFOGLALAS

A torma hairy root kulturdk a gliikkozinolat-mirozinaz-izotiocianat rendszer
tanulmanyozasara, valamint a biologiailag aktiv izotiocianatok, valamint a molekularis
biologidban széleskdrben felhasznalt torma peroxidaz termeltetésére alkalmas névényi
szervek. Armoracia rusticana levélnyél, illetve levéllemez Agrobacterium rhizogenes-
szel valo fertézést kovetden 21 életképes hairy root genetikai klont izolaltunk és
vizsgaltunk. Multivariabilis statisztikai moddszerrel elemeztilk a hairy root klonok
biomassza tulajdonsagait, gliilkozinolat-, izotiocianat- €s nitril tartalmat, mirozindz és
torma peroxiddz enzimek mintazatat, valamint a morfoldgiai tulajdonségaikat. A pozitiv
¢s negativ korrelaciokon tul, a hairy root kultirdk szdmos vizsgalt tulajdonsagukban
szerv-eredet fliggdséget mutattak. Példaul a napi ndvekedési index, a gliikkobrasszicin és
torma peroxiddz értékek szignifikdnsan magasabbak voltak a levéllemezbdl indukalt
hairy root vonalakban.

A torma (Armoracia rusticana) fliszerként, valamint gyogyaszati
felhasznalasaért is az illoolaja (kiilonbdzd izotiocianatok természetes keveréke) a
felelds. Az izotiocianatok antikarcinogén hatasa mellett az antimikrobidlis — elsGsorban
az antibakterialis — aktivitasa széles korben tanulméanyozott. A kisérleteinkben a torma
illoolaj erds fungicid hatasat mutattuk ki Candida albicans-on tesztelve, illékony,
illetve folyékony fazisban egyarant. Folyadék fazisban a torma illoolaj antifungalis
hatasa joval jelentdsebb volt, mint a 86 komponenseinek (allil- és fenetil-izotiocianat)
hatasa 6nmagukban. A torma illoolaj szubletalis koncentracidban oxidativ stresszt
generdlt, amit a megemelkedett szuperoxid tartalom, a megndvekedett specifikus
glutation reduktdz, glutation peroxiddz, kataldz, valamint szuperoxid diszmutiz
aktivitasok jellemeztek. A glutation-fiiggd detoxifikaciot jelzé specifikus glutation-S-
transzferaz aktivitds novekedését is megfigyeltik. A torma illéolaj magasabb
koncentracioban kitiritette a glutation poolt, erésen megnovelte a szuperoxid termelést,
¢és gyorsan elpusztitotta a sejteket. A torma illdolaj és a glutation poolt kitirité 1-klor-
2,4-dinitrobenzol egyiittes alkalmazasa erds szinergizmust mutatott Candida albicans
sejteken. Mindezek alapjan feltételezziik, hogy a glutation metabolizmus megvédi a

gombat az izotiocianatoktol.
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8. SUMMARY

Horseradish hairy root cultures are plant tissue organs, used to study the
gliikosinolate—myrosinase—isothiocyanate system and also to produce the biologically
active isothiocyanates and horseradish peroxidase, which enzyme is widely used in
molecular biology. After Agrobacterium rhizogenes infection of sterile Armoracia
rusticana petioles and leaf blades, 21 viable hairy root clones were isolated. Biomass
properties, gliikosinolate content, isothiocyanate and nitrile content, myrosinase and
horseradish peroxidase enzyme patterns, and morphological features were analysed
with multi-variable statistical methods. Beyond that several positive and negative
correlations were observed, the most outstanding phenomenon was many parameters
of the hairy root clones proved dependence on the organ of origin. For example, the
daily growth index, gliikkobrassicin, or horseradish peroxidase values showed
significantly higher levels in horseradish hairy root cultures initiated from leaf blades.

Both for the condimental and medicinal usage of horseradish (Armoracia
rusticana), it’s essential oil (a natural mixture of different isothiocyanates) is
responsible. Beside of the isothiocyanates anticarcinogenic effect, its antimicrobial —
primarily the antibacterial - activity, and the mechanism of action is wide-spread
studied. In our experiments, horseradish essential oil had strong fungicide effect against
Candida albicans both in volatile and liquid phase. In liquid phase this antifungal effect
was more significant than those of it’s main components allyl, and 2-phenylethyl
isothiocyanate. Horseradish essential oil, induced oxidative stress at sublethal
concentration, which was characterized with the increase of superoxide content and up-
regulated specific glutathione reductase, glutathione peroxidase, catalase and
superoxide dismutase activities. Induction of specific glutathione S-transferase
activities as marker of glutathione dependent detoxification was also shown. At higher
concentration, horseradish essential oil depleted the glutathione pool, increased heavily
the superoxide production and killed the cells rapidly. When horseradish essential oil
and the glutathione pool depleting agent, 1-chlore-2,4-dinitrobenzene were applied
together to kill Candida albicans cells, strong synergism was observed. Based on all

above, we assume that glutathione metabolism protects fungi against isothiocyanates.
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11. KOSZONETNYILVANITAS

Hélas koszonettel tartozom témavezetdmnek, Dr. Széke KEva professzor
asszonynak, a biologiai tudomanyok doktoranak, aki akkori intézetvezetoként
lehetOséget biztositott arra, hogy doktori kutatdomunkamat elkezdhessem. Tovabba
halaval tartozom hasznos tanacsaiért, a novényi biotechnoldgia gyakorlati tudoméanyaba
vald bevezetéséért, szakmai iranyitasaért, tamogatasaért.

Halas koszonettel tartozom témavezetOmnek, Dr. Vasas Gabor egyetemi
tandrnak, a Debreceni Egyetem Novénytani Tanszék vezetdjének, hogy a
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soran nyujtott mintaértékli emberi és szakmai, elméleti és gyakorlati iranymutatasaért,
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szovettenyészetek fenntartdsaban, felszaporitasaban, begytjtésében.

Koszonetemet szeretném kifejezni Mathuny Rudolfnénak a szovettenyésztés
gyakorlati rejtelmeinek valdo megismerésében.
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Semmelweis Egyetem Farmakognéziai Intézet igazgatd  helyettesének, a
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kisérletekben nyujtott Gtmutatasaért.

Koszonet illeti Héthelyi Evat, az MKE miiszaki szakért6jét, hogy bevezetett a
gazkromatografia alapjaiba.

Koszonettel tartozom Mikoné dr. Hamvas Marta egyetemi adjunktusnak
(Debreceni Egyetem, Novénytani Tanszék) az enzim vizsgalatokban nyujtott kutatoi
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