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Roviditések jegyzéke

4 P. paracarnis 6nallo tenyészete;

4CF A. flavus tenyészete a baktérium sejtmentes kozegében

4D A. flavus tenyészete az inaktivalt baktérium sejtek jelenlétében
AFB1 Aflatoxin B1

CD Compound Discoverer

ESI Electrospray ionization

F A. flavus 6nallo tenyészete

FCF P. paracarnis tenyészete a gomba sejtmentes kdzegében;

FD P. paracarnis tenyészete az inaktivalt gomba micélium jelenlétében

HPLC-ESI-HRMS  High Performance Liquid Chromatography-Electrospray lonization-High
Resolution Mass Spectrometry

HPLC-HRMS High Performance Liquid Chromatography-High Resolution Mass
Spectrometry

K A. flavus és P. paracarnis kdz0s tenyészete

LB Luria-Bertani broth

NMR Nuclear magnetic resonance

MS Mass Spectrometry

MS1 “full scan” spektrum, a molekulaionok detektalasa

MS2 MS-MS spektrum, fragmensek detektalasa

oD optikai denzitas

PDB Potato dextrose broth

PE foszfatidil-etanolamin

PVDF Polivinilidén-fluorid

QS Quorum sensing

SZMC Szeged Microbiology Collection

UHPLC Ultra High Performance Liquid Chromatography



1. Bevezetés

A mikroorganizmusok (beleértve a baktériumokat, gombakat, virusokat) a bioszféra
létfontossdgl részét képezik, megtaladlhatok a talajban, a vizben, a levegben, s6t még a
magasabb eukariotak szervezetében is.
A természetben a mikroorganizmusok 6sszetett kozosseget alkotnak, melynek tagjai komplex
hal6zatokat alkotva kolcsonhatast létesitenek nemcsak az azonos fajhoz tartozd egyedekkel
hanem mas mikrobialis fajok tagjaival is. Ezek a kolcsonhatasok az antagonizmustol a
mutualizmusig terjedhetnek, amelyek kiilonb6z6 mértékben befolyasoljak az érintett partnerek
novekedeset, szaporodasat, szallitdsat/mozgasat, taplalkozasat, stresszel szembeni ellenallasat és
patogenitasat (Deveau és munkatérsai, 2018). A penicillin felfedezése az egyik els6 dokumentalt
megfigyelés a baktériumok és gombak kdzotti, kis molekuldk altal kozvetitett kdlcsonhatésrol.
Az emberi szervezetben eléfordulé baktériumok ¢és gombdk kozotti  kdlesdonhatdsok
Osszefliggésbe hozhatok a betegsegek kialakulasaval, esetleg sulyossagaval (Lapiere és
munkatarsai, 2022). Amennyiben novényi szervezetben fordulnak ¢l6, befolyasoljak a
gazdaszervezet tapanyag-, 4svanyi anyag- és vitaminellatasat, valamint a biotikus és abiotikus
stressz elleni védekezését (Vandenkoornhuyse és munkatarsai, 2015). A mezOgazdasagi
vonatkozasi  gomba-baktérium  kdlcsOnhatdsokra iranyuld  kutatasok  elsésorban a
ndvénybetegségek bioldgiai védekezéséhez idedlis biokontroll térzsek azonositasara, valamint a
szintetikus kozosségek megfeleld tagjainak kivalasztasara, €s a kiilonb6z6 mikroorganizmusok
kozotti kolcsonhatdsok mechanizmusanak vizsgalatara 6sszpontositanak.

A Kkutatasok szerint részben kis jelzémolekuldknak kdszonhetéen a baktériumok és a
gombak kdlcsonosen felismerik egymast és reagalnak a partner organizmus jelenlétére (Chen és
munkatérsai, 2018). Ezen folyamatok tanulményozéaséhoz a transzkriptomika és a metabolomika

hatékony eszkdznek bizonyul.



2. Irodalmi attekintés
2.1. A kdlesonhatédsok jellemzése

A baktériumok és gombak kozotti kdlcsénhatasok tébb szempontbdl is csoportosithatok. A
résztvevl partnerek kozotti kapcsolat létrehozasa alapjan megkilonboztethetiink fizikai és
kémiai kolcsonhatasokat. Mivel a legegyszeriibbnek tekinthetd fizikai kolesonhatasok soran a
baktérium a gomba belsejében, illetve felszinén helyezkedhet el, ezek a kdlcsohatasok
els6ésorban a gomba morfologigjatdl, a felszinén taldlhatd6 molekulaktol, illetve a
reakcidpartnerek szekrécios faktoraitol fiiggenek. A kémiai kolcsonhatasok elsdsorban
mésodlagos metabolitokon keresztll befolydsoljak a partnereket és joval szélesebb skalan
johetnek létre.

2.1.1 Fizikai kolcsonhatasok
2.1.1.1 Endoszimbidzis

Amikor a gomba és a baktérium kdzvetlen kapcsolatba kerll, bizonyos esetekben a
baktériumok behatolhatnak a gomba belsejébe, endoszimbidzis torténik (1. abra). A taplalkozas

modjatol flggetlenul mind bazidiumos, mind tomlés gombak esetén felléphet endoszimbiozis.

Fizikai kélcs6nhatasok

Endoszimbidzis
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1. abra A fizikai kolcsonhatasok tipusai a gomba és baktérium kdzétt (Zhou és
munkatérsai, 2022 alapjan).



Az ezidaig felfedezett endobaktériumok tobbsége elvesztette 6nallo életre valo képessegét,
kiterjedt genomikai redukcion ment keresztiil és eéletciklusukat a gombak citoplazmajat

hasznélva fejezték be (Deveau és munkatarsai, 2018).

2.1.1.2 A baktérium felszini kétodése

A baktérium megkotédhet a gomba felszinén, amely folyamat a felllet hidrofilitasatol
fiigg (1. &bra). Abban az esetben, ha nem biztositottak a fizikai kemiai feltételek a biofilm
képz6déshez (pl.: a hifa fellletének sav-bazis karaktere) akkor a kdlcsénhatas csak rovid ideig,
vagy egyaltalan nem jon létre (Ciolacu és munkatarsai, 2022).
Egyes baktériumok a gomba hifakat, mint “gomba autopalyakat” hasznaljak fel az elterjedéshez

(Kohlmeier és munkatarsai, 2005).

2.1.2 Kémiai kolcsonhatasok
2.1.2.1 Antibidzis

Az antibiotikumok olyan masodlagos metabolitok, melyek féleg tdpanyagszegény
kornyezetben hatékonyak és igen valtozatos kovetkezményekkel jarhatnak az elszenvedd fél
szdméra. Ez megnyilvanulhat a sejtfalszintézis gatlasaban (penicillin) (Ghooi és Thatte, 1995),
vagy akér genetikai madositas révén is (fenazin-1-karbxamid) (Chen és munkatarsai, 2018) (2.
abra). A kiilonboz6 antibiotikumok gyakran kett6s hatéssal birhatnak, mint pl. a Pseudomonas
fajok altal termelt fenazinok koncentraciotdl fiiggéen gatolhatjak, vagy eldsegithetik az
Aspergillus fumigatus sporulélasat (Zheng és munkatarsai, 2015). Az antibiotikumok révén a
kolcsonhatésban 1évé mikroorganizmuok ko6zo6tt oda-vissza rekaciok is kialakulhatnak, pl. a
ndvénypatogén Ralstonia solanacearum altal termelt rasolamicin indukélja a noévénypatogén
Fusarium fujikuroi bikaverin termelését, ami antibakterialis hatast az indukal6é baktériummal

szemben (Spraker és munkatarsai, 2018).

2.1.2.2 1llékony szerves vegyiiletek

A baktériumok és a gombak is képesek nagy szamu, kis molekulatomegi illékony
szerves vegyuleteket termelni, melyek kdnnyen diffundalnak a vizzel és gazzal teli porusokon
vagy szOveteken keresztill, tehat nagy tavolsagokban is képesek hatéast kifejteni (2. abra). A
molekulak funkcids csoport tekintetében gyakori egyezéseket mutatnak egymassal mind a
baktérium, mind a gomba esetében. Mindketten képesek alkéneket, alkoholokat, ketonokat és



észtereket termelni, de a baktériumok termelhetnek meg terpéneket, benzenoidokat, valamint

pirazinfeléket és szerves savakat is (Piechulla és munkatarsai, 2014).
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2. dbra A kémiai kolcsonhatasok tipusai gomba és baktérium kozo6tt (Zhou és
munkatarsai, 2022 alapjan).
A vegyuletek hatasa legalabb annyira valtozatos, mint ahanyféle vegyiletcsalad jelenik meg a

metabolitok kozott. A baktérium altal termelt illékony szerves vegyiiletek képesek gatolni a
gombaspdrak csirdzasat és a micélium ndvekedését (metil-vinil-keton) (Herrington és
munkatarsai, 1987), enzimaktivitasukat, morfoldgidjukat (Chaurasia és munkatarsai, 2005) és
toxintermelésuket is (dimetil-diszulfid és metil-izovalerat) (Gong és munkatarsai, 2019). A
gombak olyan illékony szerves vegyuleteket termelnek, melyek korlatozzak a baktériumok
mozgasat, illetve gatoljak a biokontrollért felelés gének kifejezédését (Lutz és munkatarsai,
2004; Schmidt és munkatarsai, 2017). Az antibiotikumokhoz hasonloan olyan illékony szerves
vegyiiletek is termelédnek, melyek oda-vissza kdlcsonhatast eredményeznek. A ndvénypatogén
R. solanacearum altal termelt illékony szerves vegyuletek hatasara az A. flavus konidium
termelése visszaszorult, bar az aflatoxin termelddés novekedett. A gomba illékony szerves
vegylletei viszont gatoltdk a R. solanacearum ndvekedését és melanin termelését, viszont

indukaltak poliszacharid termelését (Spraker és munkatarsai, 2014).
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2.1.2.3 Quorum sensing molekulak

Maga a jelenség az egy fajhoz tartozd sejtek kozotti kommunikéciét foglalja magaban,
melynek soran a mikroorganizmusok keémiai jelek segitségével alakitanak ki egy kollektiv
viselkedeést, hogy sajat populacidjukat szabalyozzak a tulélés érdekében, vagy hogy 6sszehangolt
valaszt tudjanak adni mas szervezetekkel szemben (Mukherjee és Bassler, 2019) (2. abra). A
mikrobak a QS molekuldk felhalmozddaséaval érzékelik sajat populacidjuk siriiségét. A QS
felfedezeésekor a jelenséget csak a baktériumokkal hoztdk Osszefiiggésbe, azonban késébb
egyeértelmiivé valt, hogy gombako6zosségekben is fontos szerepet jatszik. A kutatasok szerint a
vegyuletek a gombak morfogenezisében, a csirazasaban, az apoptdzisban, a patogenitasban és a
biofilm kialakulasaban vesznek részt (Wongsuk és munkatérsai, 2016). Mivel a baktériumok és
gombak egyiitt élnek, feltételezhetd volt, hogy a QS jelek is részt vehetnek a kozottiik fellépd
kolcsdnhatasokban. Bebizonyosodott, hogy a gombak képesek értelmezni a bakterialis QS
jeleket, s6t le is bonthatjdk ezeket a molekulakat. A Phialocephala fortinii laktonazt termel a
rizoszféraban korulotte elhelyezked6 baktériumok kommunikaciojat biztositd N-acil-homoszerin
laktonok lebontasara (Uroz és Heinonsalo, 2008). A baktériumokra is hatdssal lehetnek a gomba
QS-molekuldk. Kutatasok szerint a Candida fajok altal termelt tirozol gatolja a Pseudomonas

aeruginosa virulencia faktorok termel6dését (Abdel-Rhman és munkatarsai, 2015).

2.1.2.4 Kemotaxis

A baktérium-gomba koélcsénhatasokban a kemotaxis is szerepet jatszhat. A baktériumok
képesek valamilyen kémiai vegyilet koncentracié gradienséhez kozeliteni vagy tavolodni. A
Pseudomonas fajok hajlamosak a gomba hifak exudatumai felé vandorolni (Grewal és Rainey,
1991) (2. abra). A Fusarium oxysporum példaul fuzéria savat bocsat ki, ami vonzza a
Pseudomonas fluorescens WCS365 izolatumot (de Weert és munkatarsai, 2004). A talajban é16
gombak oxélsavat valaszthatnak ki, ami szintén fontos szerepet tolt be a kornyezetben

elhelyezked6 baktériumok toborzasara (Rudnick és munkatérsai, 2015).

2.1.2.5 Fehérje kivalasztas
Egyes baktériumok sejtfal bonté enzimek (kitinazok, B-1,3-glukonazok, protedzok és
cellulazok) kivalasztasara képesek, melyek méasodlagos metabolitokkal tarsulva alkalmasak a

gombék elpusztitasara (2. abra). Erre vezethetd vissza a Bacillus, a Serratia és a Trichoderma



fajokhoz tartozé kitinazokat termelé mikroorganizmusok hatékony felhasznalasa biokontroll

célbol (Liu és munkatarsai, 2007).

2.1.2.6 Fizikai kémiai tényezdk
A baktériumok és gombak kozotti kdlcsonhatasokat befolyasolhatjak a kornyezet fizikai-
kémiai paraméterei (2. abra). Az egyik leggyakoribb tényez6 a kozeg kémhatasa: a baktériumok

eredendden a lugos, mig a gombak a savas pH-t kedvelik (Fierer és Jackson, 2006).

2.2 Metabolomika

A metabolomika a négy ,omika” (genomika, transzkriptomika, protcomika és
metabolomika) koziil a kismolekuldkkal (1800 Da alatt) foglalkozik: az els6dleges és
masodlagos anyagcseretermékek vizsgalatan keresztul jellemzi a biologiai rendszereket (Fiehn,
2002).
A metabolomikai vizsgélatok lehetnek célzottak és nem célzottak. A célzott metabolomika adott
vegyllet/ek, vagy vegyuletcsaladok mennyiségi analizisét foglalja magéba (pl. egy biokémiai
utvonal résztvevoéi). Célzott metabolomika esetén tehat valamilyen feltételezés vagy sejtés
alapjan torténik a vizsgalandé metabolitok Kkivalasztasa. Ezzel szemben a nem célzott
metabolomika egy ismeretlen, vagy részben ismeretlen metabolitkészletet kivan feltérképezni,
melynek mennyiségi meghatarozasa a nagy szamu metabolit miatt gyakorlatilag lehetetlen. A
nem célzott metabolomikai vizsgalatok ezért els6sorban mindségi informaciot szolgaltatnak és
csak relativ mennyiségi meghatarozast tesznek lehetdvé.
A metabolomikéban hasznalt két f6 analitikai eljaras a nuklearis magneses rezonancia (NMR) és
a tdmegspektrometria (MS). Ez ut6bbit valamilyen elvalasztastechnikai eljarassal, &ltalaban
gazkromatografiaval, vagy folyadékkromatgorafiaval kombinalva alkalmazzéak. A gyakorlatban a
nem célzott metabolomikai vizsgalatok komoly analitikai Kihivast jelentenek, mivel a
metabolitok egyrészt rendkivil széles skadlan mozgd fizikai és kémiai tulajdonsagokkal
rendelkeznek, masrészt valtozd koncentracioban fordulnak eld. Meghatarozasuk ezért altalaban
nem egyetlen analitikai platformmal torténik. A nem célzott metabolomikai vizsgalatokhoz a
folyadékkromatografiaval kapcsolt tomegspektrometria terjedt el széles kérben.
A metabolomikai vizsgalatok f6 lépései a kovetkezdk: a kisérlet tervezése, mintavétel,
mintael6készités (metabolitok extrakcidja), mintak analizise, adatok elemzése és értelmezese. A

folyamat soran az adatok elemzése a legid6igényesebb, a legnagyobb kihivast pedig ketsegkiviil



a metabolitok azonositasa jelenti, hiszen nem célzott metabolomika esetén akar tobb ezer
metabolitot is detektalhatunk és a bioldgiai vonatkozasu vegyiiletek szama kdzel 2 millio is lehet
(Cui és munkatérsai, 2008). A rendelkezésre all6 adatbazisok az egész metabolitkészlet Kis részét
fedik le, a metabolitok kozel 70%-a ismeretlen marad (Zhou és munkatarsai, 2012).
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3. Célkitiizések

A gombék és baktériumok kozotti kolcsonhatasokra szdmtalan példat talalunk a
természetben, melyek mikrobialis 0Okologiai jelenségek mozgatorugdi és tobbek kozott
hozzajarulnak a magasabb rendii névények és allatok normal fejlédéséhez is. Az interakciok
soran valtozo informéciotartalmi, kémiai alapl kommunikacios folyamat alakul ki, mely
metabolomikai eszkdzokkel vizsgalhato.
Célunk a mezOgazdasagban jelentGs karokat okozo Aspergillus flavus torzs és a
kutatdcsoportunk kordbbi eredményei szerint (Papp és munkatarsai, 2024) vele szemben
antagonista hatadst mutat0 Pseudomonas paracarnis (Ps-4) izolatum Kkozott 1étrejovo

kdlcsonhatas metabolomikai hatterének feltarasa HPLC-ESI-HRMS mddszerrel.
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4. Anyagok és modszerek

4.1 Mintak

Az Aspergillus flavus torzs (SZMC 21417) és a Pseudomonas paracarnis izolatum (Ps-4) kdzotti
kolcsonhatast  folyadékfazisban vizsgaltuk. A  konfrontacios Kkisérlet mellett a két
mikroorganizmus 6nallé tenyészetét (F, 4), a partner sejtmentes fellliszéjaban (4CF, FCF),
valamint a partner inaktivalt micélium/sejt maradékainak jelenlétében (4D, FD) torténd

tenyészetet tanulmanyoztuk, amit a 3. abra foglal 6ssze.

A. flavus (F) P. paracarnis (4)

K
F 4CF 4D 4 FCF FD

3. dbra A metabolomikai vizsgalatok alapjaul szolgalé mintak. F= A. flavus 6nallo
tenyészete; 4CF= A. flavus tenyészete a baktérium sejtmentes kozegében; 4D= A.
flavus tenyészete az inaktivalt baktérium sejtek jelenlétében; K= konfrontacio; 4=
baktérium 6nall6 tenyészete; FCF= baktérium tenyészete a gomba sejtmentes
kozegében; FD= baktérium tenyészete az inaktivalt gomba micélium jelenlétében.

A tenyésztések kivitelezését Papp Ddra Anna végezte.

A gombat harom napon keresztul tenyésztettiik (28 °C, PDA) majd a konidiospérakat 0,01%-0s
Tween-80 oldattal mostuk. A konidiospOra szuszpenziot tovabbi felhasznalasig 5 °C
homérsékleten taroltuk. A baktériumot egy éjszakan at tenyésztettiik Luria-Bertani (LB)
tapoldatban, 130 rpm fordulatszamon és 28 °C homérsékleten, majd spektrofotométerrel (BMG
Labtech) mértik az optikai denzitast és ODgoonm=0,8 €értékre allitottuk be.

A gomba 0nall6 tenyészete a kovetkezOképpen késziilt. Az eldzetesen elballitott, 5 °C
hémérsékleten tarolt gomba konidiospora szuszpenziét 100 ml PDB tapoldatba oltottuk ugy,
hogy a koncentracié 10° spéra/100 ml legyen. Harom napig inkubéltuk 28 °C hémérsékleten és
130 rpm fordulatszamon.

A baktérium 0nalld tenyészete a kovetkezOképpen készilt. A bedllitott optikai denzitasu
baktériumbol 60 pl-t oltottunk 100 ml PDB tapoldatba, majd harom napig inkubaltuk 28 °C
hémérsékleten és 130 rpm fordulatszamon.

A folyadékfazist konfrontacids kisérleteket tgy allitottuk éssze, hogy a 100 ml PDB tapoldatban
az A. flavus konidiospéra koncentracidja 10° spéra/ 100 ml legyen és 60 pl ODggonm=0,8 optikai
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denzitasi Pseudomonas torzzsel oltottuk le. A tenyésztések harom napig inkubaltuk 28 °C
hémérsékleten és 130 rpm fordulatszamon. A konfrontacios mintakat az inkubacios id6 leteltét
kovetden steril gézen sziirtik, majd az igy nyert micéliumot fagyasztva szaritottuk ¢és
szdrazanyag-tartalmat szdmoltunk. A fermentlevet centrifugéalassal (7500 g, 10 perc, 25 °C)
sejtmentesitettlik és a mintaeclékészitésig ~80°C homérsékleten taroltuk.

Az inaktivalt gomba micéliumokat és a gomba sejtmentes fellilliszojat tartalmazo tenyészetek
Osszeallitdsa a kovetkezoképpen tortént. Az 6nalld tenyésztésbdl szarmazo gombamicéliumot
steril gézen sziirtlik, majd haromszori steril desztillalt vizes mosast kovetéen a gomba
inaktivalasanak érdekében 100 °C hémérsékleten, 1 oran at forraltuk. Hutést kovetéen az
inaktivalt micéliumokat friss PDB tapoldatba (100 ml) helyeztiik és a bedllitott optikai denzitasd
baktériummal oltottuk le. A gomba fermentlevét centrifugaltuk (10000 g, 25 °C, 20 perc), majd
0,45 um porusatmérdjiit PVDF membrénon sziirtiik. A sejtmentes fermentlevet ezt kovetéen 5 ml
10x toménységli PDB tapoldattal egészitettiik ki, majd a bedllitott optikai denzitdsu
baktériummal oltottuk le.

Az inaktivalt baktérium sejteket és a baktérium sejtmentes feliliszéjat tartalmaz6 tenyészetek
Osszeallitasa a kovetkezOképpen tortént. Az 6nalld tenyésztésbdl szarmazo baktériumtenyészetet
centrifugaltuk (10000 g, 25 °C, 20 perc), majd a baktériumpelletet haromszori desztillalt vizes
mosast kovetden, hdvel inaktivaltuk (100 °C, 1 ora). A szobahdmérsékletli inaktivalt pelletet
friss PDB tapoldatba (100 ml) helyeztilk és a beallitott gomba-spdraszuszpenzidval oltottuk le. A
baktérium sejtmentes feliiliszgjat 0,22 um porusatmérdjii PVDF membranon sziirtiik és 5 ml 10x
toménységii PDB tapoldattal egészitettiik ki, majd a beallitott gomba-sporaszuszpenzioval
oltottuk le.

Mind a sejtmentes, mind az inaktivalt partner jelenlétében torténé baktérium- €s gomba
tenyészeteket tovabbi harom napon keresztil inkubaltuk 28 °C hémérsékleten és 130 rpm
fordulatszdmon. Az inkubaciés id6 leteltével a tenyészeteket steril gézen szlirtlk, majd az igy
kinyert micéliumot fagyasztva széritottuk és szarazanyag- tartalmat meértiink. A fermentleveket
centrifugalassal (7500 g, 10 perc, 25 °C) sejtmentesitettiik és a mintael6készitésig -80°C

hémérsékleten taroltuk.

4.2 Felhasznalt anyagok

A mintdk extrakciojadhoz és a HPLC-HRMS mérésekhez LC-MS minéségii vizet, metanolt,

acetonitrilt, hangyasavat és ammodnium-formiatot hasznaltunk, melyek VWR Kft. termékek
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voltak. Bels6 standardként buszpiront és homovaniliasavat alkalmaztunk, melyek a Merck Kft-
t61 kerlltek beszerzésre. A PD tapkozegek eldallitasahoz burgonya-dextrozt az VWR Kft.-t6l, a
PDA téptalajhoz az agart a Biolab Zrt.-t6l vasaroltuk. Az LB tapoldatosszetevok a Molar

Chemicals Kft.t6] keriiltek beszerzésre.

4.3 Mintaelokészités

Valamennyi minta fermentlevének 2 ml térfogatat liofilizaltunk. A metabolitok extrakcidjahoz a
fagyasztva széritott mintdkhoz 500 ul, 0,5 pg/ml koncentracioju buspiront és homovaniliasavat,
mint bels standardot tartalmazé methanol/viz elegyet (8/2, V/V) adtunk. Az extrakciot
ultrahang segitségével hajtottuk végre (80 kHz, 20 °C, 3 x 10 perc) és az egyes ultrahangos
kezelések kozott a mintdkat 1 percig homogenizaltuk. Az extrakciot kdvetéen a mintikat
centrifugaltuk (10 000 g, 20 perc, 20 °C), majd a feltlusz6kat HPLC-fiolaba pipettaztuk és a
HPLC-HRMS vizsgalatig -20 °C hémérsékleten taroltuk.

A mindségellendérz6 (quality control, QC) minta valamennyi mintdbdl 5 pl térfogatot

tartalmazott.

4.4 Metabolomikai vizsgalatok

Az HPLC-HRMS mérésekhez Dionex UltiMate 3000 UHPLC keésziilékhez kapcsolt ESI-
ionforrassal ellatott Thermo QExactive Plus tdmegspektrométert hasznaltunk.

A kromatografias elvalasztast Phenomenex Gemini NX-C18 110 A, 150 x 2 mm, 3 um oszlopon
valositottuk meg. Az el6tétoszlop Gemini-NX-C18, 4 X 2 mm volt.

A gradiens alapu elvalasztashoz az “A” olddszer viz:acetonitril:metanol 95:2,5:2,5 (V/V) elegy
volt, amely 5 mM amménium-formiatot és 0,1% hangyasavat tartalmazott, a “B” oldoszer
viz:acetonitril:metanol 5:47,5:47,5 (V/V) elegy volt, ami 5 mM ammonium-formiatot és 0,1%

hangyasavat tartalmazott. Az alkalmazott gradiens az 1. tAblazatban lathatd.

1. tblazat Az alkalmazott gradiens

1d6 (perc) B (%)

0 5
2 5
13 95
19 95
19,5 5
24 5
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Minden mintabol 3 pl térfogatot injektaltunk. Az elvalasztast 25 °C hémérsékleten valositottuk
meg.

A metabolitokat pésztdzd-adatfiiggé msms modban (fullscan-ddms2) vizsgaltuk pozitiv és
negativ ionizacios modban. A pasztazo adatgyljtéshez a 200-2000 m/z tomegtartomanyt
alkalmaztuk 70 000 felbontas, 1x10° AGC (Automatic Gain Control), és 100 ms IT (isolation
time) mellett. Az adatfiiggd msms mérések esetén a felbontast 17 500 értéknek valasztottuk, a
kvadrupodl izolécios ablaka 0,4 m/z, a normalizalt Gtkdzési energia 35 a késziilékre jellemzd

tetszleges egység volt.

4.5 Alkalmazott programok
Az HPLC-HRMS adatok gytijtéséhez Thermo Xcalibur 3.1 szofvert hasznaltunk.
A nyers mérési eredményeket a CompoundDiscoverer 3.3 (CD) program segitségével dolgoztuk
fel az 4. dbran lathatdO munkamenet szerint. A metabolitok azonositdsahoz tébb, nyilvanos
tdmeglista is a rendelkezésiinkre allt:

e Avrita Lab 6549 Flavonoid Structure Database,

e EFS HRAM Compound Database,

e Endogenous Metabolites database 4400 compounds,

e Extractables and Leachables HRAM Compound Database,

e LipidMaps Structure Database.
Az azonositashoz felhasznaltunk harom, a relevans irodalom alapjan altalunk 6sszeéllitott
tomeglistat is:

o Aspergillus fajokra jellemz6 metabolitok,

e Altalanos gomba masodlagos metabolitok (Nielsen és Smedsgaard, 2003),

e Pseudomonas hioaktiv metabolitok.

15



E.?] Input Files
v

Lual Select Spectra

v

Ll Align Retention Times
(ChromAlign)

v

Lé Detect Compounds ‘ L 2 Search mzCloud ‘
‘ a Fill Gaps ‘ d— Lé Group Compounds ‘ —P ‘ 3 Search Mass Lists J

l . Assign Compound
a bR ' Annotations
Correction
+ ‘ 2 Predict Compositions
&4 Mark Background 'Qz Map to Metabolika
Compounds Pathways

4. dbra A nyers mérési adatok feldolgozasanak munkamenete a CD program szerint.

A szimulalt fragmentécidkat MassFrontier 8.1 és a CFM-ID 4.0 programokkal végeztik el.
A MetaboAnalyst online program segitségével hataroztuk meg a szignifikans metabolitokat a CD
program segitségével szlirt metaboltitkészletb6l. A hdétérképet (Heatmap) a program

alapbeallitasaival hoztuk létre.

16



5. Eredmények

Munkéank sorén célunk az volt, hogy megvizsgaljuk egy baktérium-gomba kdlcsonhatés
metabolomikai hatterét. A részvevd mikroorganizmusokat kutatocsoportunk korabbi
eredményeire tAmaszkodva valasztottuk ki: egy Aspergillus flavus torzs (SZMC 21417) és egy
Pseudomonas paracarnis (Ps-4) izolatum kozoétti antagonista kolcsonhatast vizsgaltunk folyadek
tenyészetben. A Kkisérletsorozat dsszedllitasakor figyelembe vettlik azt az irodalmi attekintésben
mar emlitett megallapitast, miszerint a mikroorganizmusok érzékelik egymas jelenlétét, ami
vonatkozhat a parner organizmus metabolitkészletére, illetve fizikai jelenlétére is. Ennek
megfeleléen nem csak a két mikroba 6nallé és konfrontacios tenyészetét vizsgaltuk, hanem az
egyes mikroorganizmusoknak a partner sejtmentes felliliszdjaban, illetve az inaktivalt
micélium/sejt jelenlétében torténd tenyészetét is.
A baktérium és a gomba kozotti kélcsonhatas metabolomikai hatterét a fermentlevek HPLC-

HRMS moadszerrel térténd analizisén keresztiil tanulmanyoztuk.

5.1 HPLC-HRMS analizis ¢és a metabolitok sziirése

A fermentlevek metabolitdsszetételét HPLC-HRMS mddszerrel, elektroporlasztasos
ionizacié segitségével vizsgaltuk. Célunk a lehet6 legtobb metabolit detektalasa volt, ezért
pozitiv és negativ ionizacios mddban is analizaltunk valamennyi mintat, mivel egyes vegyuletek
csak pozitiv, masok csak negativ ionokat képeznek, bar szamos olyan vegyiletet is ismertnk,
amelyek mindkét ionizaciés modban detektalhatok. Az 5. dbréan lathaté a gomba fermentlevének,

illetve a baktérium fermentlevének teljes ion kromatogramja.

1.80 NL: 6.89E9
e F(‘) TICF: FTMS -¢
ESI Full ms
[100.0000-
50 1597 1300.0000] MS
159 \ 2.35 3.66 8.06 f4_vii_neg
i N, 0 410 463 7.01 80 821 1027 11,39 13.69 n 17.34 17.96 1870 20.82
0||||||||||||‘|||‘||||||||‘|'||||I||||‘|'||||||||||||
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
Time (min)
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5. abra A gomba (F(-), F(+)) és a baktérium (4(-), 4(+)) 6nallo tenyészetének
teljes ion kromatogramja mindkét ionizaciés modban.

A nyers mérési adatokat a CD program segitsegével dolgoztuk fel a 4. dbran bemutatott és az
alabbiakban részletezett munkamenet szerint:

1. A mérések soran esetlegesen fellépé retencios id6 ingadozas korrigaldsa.

2. A molekulaionok detektalasa és az egy vegyiiletre jellemz6 molekulaionok csoportositasa.
Mivel az elvalasztas soran kiilonb6z6 oldoszereket, valamint sét és savat is alkalmaztunk, a
rendszerben egy vegyilet tébb molekulaiont (adduktot) is képezhetett. A 6. abran egy pozitiv
ionizaciés modban mért MS1 spektrum lathatd, melyen az adott molekula nyolc kiilonboz6
adduktjat lehet azonositani. A protonalt molekulaion a sav, az alkalifémes adduktok megjelenése
a metanol, az ammonium addukt pedig a sO jelenlétére vezethet6 vissza. Termeszetesen a

tobbféle molekulaion képzédése nem csak pozitiv ionizaciés modban lehetséges.
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k4_V_pos (F137) #3561, RT=7.359 min, MS1, FTMS (+)
C9 H17 N O5 as [M+H]+1
- 141 220.11801
2 1.2 ] [M+H]+1
o
= 1.0 ]
2
§ 0.8 ]
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2 04 1 . e
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0.0 ; ,
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m/z

6. abra Egy metabolit pozitiv ionizaciés mdédban képzett molekulaionjai.

A 7. abran egy masik vegyulet negativ ionizaciés mddban felvett MS1 spektruma lathato. A

vegyllet 6 adduktot hozott Iétre a mérési korilmények kozott.

4d_VII_neg (F77) #512, RT=1.914 min, MS1, FTMS (-)
C6 H10 06 as [M-H]-1
o 124
S
- 1.0 4
£ 08 ]
3
8 064 159.02995 215.01428
= [M-H-H20]-1 [M-2H+K]-1
2 044 177 6a0s6
E 02 ] [M-H]-1 323#%43081 355.08841 401.09644
il | [M+FA-H]- L [2M-H]-1 [2M+FA-H]-1
0.0 11 D M T L b A ;
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m/z

7. abra Egy metabolit negativ ionizacio soran képzett molekulaionjai.

3. A pontos tdmeg €és az izotdpelosztas alapjan az 6sszegképlet meghatarozasa.

4. A metabolitok pontos tdmegének és dsszegképletének dsszehasonlitasa a kivalasztott online
konyvtarakban, adatbazisokban, illetve az altalunk készitett adatbazisokban szereplé hasonld
adatokkal.

Az ertékeles eredményeképpen pozitiv ionizacios modban 11193, negativ ionizacio mellett 8299
metabolitot kulonitett el a program (2. tablazat). A metabolitok szamat tovabb sziikitettiik.
Elészor azokat a vegyiileteket szirtiik ki, amelyek nem rendelkeztek izotopeloszlassal, tehat
joésolt dsszegképletik nem megbizhatd. Majd azokat a vegyuleteket hagytuk el, melyek nem
rendelkeztek MS2 spektrummal. A vegyiiletek megbizhaté azonositasahoz ugyanis a pontos

tdmegen kivil az MS2 spektrum, ami a metabolitok fragmentacios spektruma, mindenképpen
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szilkséges. Végiul meghataroztunk egy altalanos detektaldsi hatart, egy olyan minimalis
csUcsterllet értéket, ami szikséges ahhoz, hogy egy vegyllet létezése bizonyithato legyen. A
sziirések eredményeképpen a tovabbiakban 5020 pozitiv ionizaciés modban, valamint 4768
negativ ionizacios modban detektalt metabolittal dolgoztunk tovabb. Mivel az adatok
feldolgozéasakor valamennyi mintat egyszerre értékeltiik, kovetkezé 1épésként el kellett
kilonitetniink, hogy mely vegytletek rendelheték a gombahoz, illetve a baktériumhoz, melyek
vesznek részt a konfrontacioban, a sejtmentes kisérletekben, valamint az inaktivalt partnert
tartalmazo Kkisérletekben. Tovabba ki kellett szlirni azokat a metabolitokat is (ezek elsGsorban

elsédleges metabolitok), melyek mennyisége allando volt valamennyi mintaban.

2. tablazat A metabolitok szlirése.

Sziirési faktor . PO.ZI,t v _Ne_ga}tly,

ionizacio ionizacio
Osszes detektalt metabolit 11193 8299
Izotopeloszlassal rendelkezik 8571 7030
Van MS2 spektruma 5058 4810
KiiszObérték feletti cstcsterilettel 5020 4768

rendelkezik

Az altalanos metabolitok elhagyasaval 267 282

kapott specifikus vegytletek
Szignifikans metabolitok a mindkét
ionizacios modban detektalt metabolitok 263 229
elhagyasaval

Ennek eredményeképpen 0sszesen 549 metabolitra csokkent az értékelésben részt vevod
metabolitok szama. Ezt kovetdéen megvizsgaltuk, hogy melyek azok a metabolitok, melyeket
mindkét ionizaciés mddban detektaltunk. A tovabbiakban ezeket a metabolitokat Ugy vettik
figyelembe, mintha csak pozitiv ionizacids modban detektaltuk volna 6ket. Kovetkezd 1épésként
Kiszlirtik a nem szignifikans metabolitokat is. Végeredményként 492 vegyiletet kaptunk és ezek

képezték az értékelés alapjat.

5.2 A kisérletek 6sszehasonlitd elemzése
A 492 szignifikans vegyilet mennyiségi eloszlasat valamennyi mintaban hétérképen

abrazolva kaptuk a 8. abrat. A hotérkép alapjan megallapithato, hogy a mintak alapvetéen ket
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csoportba oszthatok. A konfrontacios kisérletet (K), az eldlt gomba mellett tenyésztett
baktériumot (FD) és a baktérium 0nallo tenyészetét (4) reprezentald mintak egy csoportot
képeznek és elkilonilnek a tobbi mintatol, tehat a hdrom kisérlet metabolitdsszetétele hasonlo.
Ez alapjan megéllapithatjuk, hogy a konfrontacios kisérlet metabolit dsszetételét a baktérium
metabolitjai hataroztak meg, ami arra utal, hogy a gomba nem tudott megfeleléen fejlodni a

baktérium mellett.

class ]
4CF —
4D =

FCF =

8. &bra A szignifikans metabolitok eloszlasa valamennyi mintaban.
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Ezt a feltételezést tamasztjak ala a tenyésztésekrol késziilt fényképek (9. abra) és a tenyésztések
ODgoonm €értékeibdl szamitott sejtszamok és micélium témegek is (3. tablazat).

Kilon csoportot képeznek a baktérium (4CF), illetve a gomba sejtmentes kdzegében tortént
tenyésztéseket (FCF), valamint az el6lt baktérium mellett tenyésztett gomba (4D) és az A. flavus
onallé tenyeszetét (F) reprezentalé mintak.

Az A. flavus sejtmentes kodzegében felnevelt baktérium tenyeészetek (FCF) dsszetételiikben
hasonlitanak az A. flavus 6nall6 tenyészetére (F), illetve az el6lt baktérium mellett felnevelt A.

flavus (4D) tenyészetére.

K FD 4 ACF FCF 4D F

9. abra A tenyésztésekrodl késziilt fényképek. K= konfrontacio; FD= inaktivalt

gomba micéliumokat tartalmaz6é baktérium tenyészet; 4= baktérium 6nallo

tenyészet; 4CF= A. flavus tenyészete a baktérium sejtmentes kzegében; FCF=

baktérium tenyészete a gomba sejtmentes kdzegében; 4D= inaktivalt baktérium

sejteket tartalmazo A. flavus tenyészet; F= A. flavus 6nall6 tenyészet.
A fentiek arra utalnak, hogy a baktérium nem tudott szaporodni az A. flavus sejtmentes
kdzegeben. Ezzel dsszhangban vannak a tenyésztések ODgoonm értékeibdl szamitott sejtszdm

értékek (3. tablazat).

3. tablazat A tenyésztések sejtszama és micélium témeg adatai.

K" FD 4 4ACF FCF 4D F
Sejtszam 9.3E8 8,3E8 8,6E8 - 3,4E5 - -
+2E8 +51E7  +2,3E8 - +6,1E4 - -
mmicélium(g) 0,011 - - 0,188 - 0,378 0,299
+0,004 - - +0,031 - +0,025 +0,036

“A roviditések megfelelnek a 9. dbra roviditéseinek.
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Ezen a csoporton belil kissé elkulonilnek a baktérium sejtmentes kdzegében felnevelt A. flavus
mintak  (4CF), melyek  Osszetételikben egyértelmilen eltérnek a  konfrontacid
metabolitosszetételétol és a baktérium o6nallo tenyészetétél. A konfrontacios kisérletben, ahol
egyutt fejlédik a két mikroorganizmus, az A. flavus nem tudott megfeleléen névekedni, viszont a
baktérium sejtmentes felliliszojaban és az inaktivalt baktérium sejtek mellett is képes volt a
fejlodésre (3. tablazat).

Osszegezve: a hétérkép adatai alapjan megallapithatjuk, hogy a gomba és a baktérium
kolcsbnhatdsa antagonista kolcsdnhatasnak tekintheté, mivel a baktérium gatolja a gomba
fejlodését. Erdekes modon a gomba 6nmagaban képes olyan metabolitokat termelni, melyek
gatoljak a baktérium fejlédését, viszont a baktérium 6nalld tenyésztésekor keletkez6 metabolitok
csak kis mértékben gatoljak a gomba fejlodését. Ez alapjan feltételezhetjuk, hogy a kdzos
tenyésztéskor a mikroorganizmusok érzékelik egymas jelenlétét es reagalnak arra.

5.3 A kisérletek 6nalld elemzése
5.3.1 A gomba és a baktérium masodlagos metabolitkészlete

Elsé 1épésként megvizsgaltuk, hogy a kisérletben résztvevd mikroorganizmusok
termelnek-e az irodalomban leirt masodlagos metabolitokat. Ennek megallapitasahoz egyrészt
felhasznéltuk azt a kutatocsoportban mar kordbban dsszeéllitott Pseudomonas-tdmeglistat, ami
olyan Pseudomonas metabolitokat tartalmaz, amelyek bioaktiv hatassal rendelkeznek. Emellett
létrehoztunk egy olyan tdmeglistat, ami az Aspergillus masodlagos metabolitokat (Vadlapudi és
munkatarsai, 2017) gyiijti 6ssze. A tdmeglistakban csak a metabolitok neve, elemdsszetétele és
pontos tdmege talalhaté meg, ami csak egy kiindul6pont lehet a metabolitok azonositasdhoz. A
pontos azonositashoz ugyanis ismerniink kell az adott molekula fragmentaciés mintazatat is.
A 492 szignifikans vegyiiletbdl adott szliréfaktorok alkalmazasaval 186 metabolitrol allapitottuk
meg, hogy az A. flavus termeli. Megvizsgalva a spektrumkonyvtéarakban talalhatd, valamint az in
silico letrehozott fragmentaciés mintazatokat 12, az irodalomban megtalalhatd A. flavus
metabolitot tudtunk azonositani (4. tablazat). A tablazatban felsorolt a metabolitok kozil
gyakorlati szempontbol kiemelten fontos az aflatoxin B1 (AFB1).
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4. tdblazat Az A. flavus altal termelt ismert metabolitok.

Detektalt ion Detektalt ion

Vegyiilet Osszegképlet RT [M+H]* [M-H]
(min)

m/z m/z
citromsav CsHgO7 2,9 193,0345 -
aszperfuran C13H1403 13,2 219,1017 -
strobilakton A C15H20,4 11,2 267,1592 -
6-metil-citreoizokumarin C15H1606 12,8 293,1025 -
aflatoxin B1 C17H1,06 12,6 313,0719 -
2-oxo-ciklopiazonsav C1gH2505P 13,7 353,1514 -
ausztdiol C12H1205 11,7 - 235,0613
hidroaszpergillosz sav C12H20N203 9,7 - 239,1403
aszpersav C16H2804 13,7 - 283,1915
aszpersav C16H2804 13,0 - 283,1916
szerantripinon CooH200sg 14,4 - 387,1088
asztelloid F C,4H280g 12,6 - 443,1713

Az Aspergillus fajok négyféle aflatoxint termelhetnek, a kisérletekben részt vevo izolatum esetén
csak AFB1 toxint detektaltunk. A 10. abran tuntettiik fel, hogyan valtozott a toxin mennyisége az

egyes mintakban.
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10. &bra Az aflatoxin B1 mennyiségének alakulasa valamennyi vizsgalt mintaban.
4= baktérium 6nallo tenyészet; 4CF= A. flavus tenyészete a baktérium sejtmentes
kdzegében; 4D= inaktivalt baktérium sejteket tartalmazo A. flavus tenyészet; F= A.
flavus 0nall6 tenyészet; FCF= baktérium tenyészete a gomba sejtmentes
kozegében; FD= inaktivalt gomba micéliumokat tartalmaz6 baktérium tenyészet;
K= konfrontacio.

AFB1 csucsteriilet(tetszéleges egység)
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A 10. abra adatai szerint az A. flavus sem a konfrontacié soran, sem a baktérium sejtmentes
feluliszdjaban nem termelt AFB1-et, tehat a toxintermelés gatlasara a baktérium mar 6nmagaban
is képes.

Adott sziiréfaktorok felhasznélasaval a 492 szignifikans vegyiiletb6l 185 metabolitrol
allapitottuk meg, hogy a baktérium termeli. A metabolitok pontos tomegét és Osszetételét
0sszehasonlitva a Pseudomonas bioaktiv metabolitokat felsorakoztaté toémeglistaval azt
tapasztaltuk, hogy a kisérletekben alkalmazott P. paracarnis izolatum egyetlen olyan metabolitot

sem termel, ami a tdmeglistaban megtalalhato.

5.3.2 A konfrontacié metabolitkészlete
A konfrontdci6  metabolomikai  héatterének  vizsgalatthoz a  konfrontacio
metabolitkészletét Osszehasonlitottuk a résztvevé mikroorganizmusok Onallo tenyészetének

metabolitkészletével. Szamitasaink eredményét foglaltuk dssze a 11. abran.

)+

F K 4

11. dbra A konfront4cidban detektalt metabolitok sz&rmazas szerinti eloszlésa.

F=A. flavus metabolit; K=konfrontacié metabolit; 4=Pseudomonas metabolit.
Az abra adatai szerint az A. flavusra jellemz6 186 metabolitb6l 173-at nem tudtunk detektalni a
konfrontaciés mintakban, a gomba csak 13 vegyiletet termelt a baktériummal kolcsdnhatva.
Ebbdl a 13 vegyiiletbél csupan egyetlen vegylletet detektaltunk kdzel négyszeres mennyiségben,
egy tovabbi vegylletet ugyanabban a mennyiségben, mint az énall6 gomba tenyészetben. Ezzel
ellentétben a baktériumra jellemz6 185 metabolitbol 149 jelent meg a konfrontaciés mintakban
és csak 36 baktériumra jellemz6 metabolit nem termeldott a kolcsonhatas soran.
A 11. abra adatai szerint nyolc olyan metabolit jelent meg a konfrontacioban, amelyeket sem a
gomba, sem a baktérium 6nmagaban nem képes termelni. S6t, ezeket a vegyiileteket a gomba és
a baktérium sem a partner organizmus sejtmentes felliliszojaban, sem az inaktivalt partner
micélium/sejt jelenlétében nem termelte. Ebb6l négy vegyiilet a foszfogliceridek csoportjaba

tartozo foszfatidil-etanolaminok (PE) képvisel6je, melyek az eukariotak masodik legfontosabb
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sejtmembran alkotoi. Azonositasuk a pontos tdmeg és a jellemz6 fragmentacios mintazat alapjan

tortént.

5. tablazat Kizardlag a konfrontacioban detektalt nyolc vegyllet.
RT Detektalt ion

Vegyilet Osszegkeplet (min) [M rrJ]r/I;I]
PE(16:1(92)/0:0) Co1HaNO;P 16,8 4522779
PE(0:0/16:1(92)) Co1HaNO;P 16,6 4522781
EEEé(SO?l/gg;/ C21H44NO7P 17,5 454,2937
PE(17:1(92)/0:0) CyoH44NO;P 17,3 466,2935

9,1 545,2819
Triacetil-fuzarinin Cz9HgoNgO15 11,4 853,4136
10,3 877,3718
10,7 906,3255

Mivel a sejtmembran alkot6 PE vegyiiletek nem jelzémolekulak, megjelenésik a
mikroorganizmusok egyitt tenyésztésekor azt sejteti, hogy a kdlcsonhatds soran az egyik
résztvevé membranja sériill. Mivel az A. flavus ndvekedése gatolt a konfrontacio alkalmaval,
feltételezzlik, hogy ezen vegyiiletek gomba eredetiiek.

A konfrontacidban megjelend tovabbi négy vegyiilet is egy vegyuletcsoportot képvisel, mivel
MS2 spektrumuk nagy hasonlésagot mutat: mindegyik vegyiilet protonalt molekulaionjanak
fragmentacidja 284 tomegii semleges vesztést eredményezett (12. dbra). A négy metabolit kozul
a 12/C vegyilet pontos tdmege és MS2 spektruma egyezést mutat egy gomba sziderofor, az
N,N’,N -triacetil-fuzarinin (13. &bra) tdmegével és MS2 spektrumaval (Walsh és munkatérsai,
2021). A 284 tomegli semleges vesztés az N-acetil-fuzarinin (13. dbra). Mivel a masik 3 vegyulet
MS2 spektrumaban is megjelenik a 284 tomegl semleges vesztés, elképzelhetd, hogy azok a
metabolitok is szideroférok, de nem kizarélag N-acetil-fuzarinint tartalmaznak. Pontos

Osszetetelik megallapitasa folyamatban van.
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12. &bra Az [M+H]* molekulaion fragmentécitjakor 284 tomegli semleges vesztést
mutaté metabolitok.

A szideroforok mikroorganizmusok altal termelt, 500-1000 Da molekulatomegii vas-kelatképz6

ligandumok, amelyek lehet6vé teszik a mikrobdk szaméara az aerob kortlmények kozott
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oldhatatlan Fe-hidroxidokbol és Fe-oxihidroxidokbdl a Fe(lll) felvételét. A baktériumok
valtozatos Osszetételli, mig a gombak elsOsorban hidroxamat tipusd szideroforokat termelnek
(Renshaw és munkatarsai, 2002). Az N,N’,N’-triacetil-fuzarinin gomba eredetii sziderofor
vegylilet, ezért nagyon valdszinii, hogy a konfrontacioban az A. flavus termeli, azonban nem
zarhatjuk ki annak a lehet0ségét, hogy a tobbi vegyiilet a Pseudomonastdl szarmazik. Penicillium
fajokkal végzett vizsgalatai soran Moore és Emery a tenyészet felliluszojaban N-acetil-fuzarinin
tartalmu vegyuleteket azonositottak (Moore és Emery, 1976). A szideroforok megjelenése a
baktérium-gomba kélcsonhatdsokban Pierce és munkatarsa szerint a kdlcsonhatasok konzervalt

mozgatorugoi (Pierce és munkatarsai, 2021).

\]400
| '?‘ X N’OH N~
OH

13. &bra Az N,N',N " -triacetil-fuzarinin (A) és a monomeregység (B) szerkezeti

képlete.

Osszegzésként megallapithatjuk, hogy a P. paracarnis és az A. flavus konfrontacidja soran 8
olyan, a tobbi tenyésztés esetén nem detektalt vegyulet jelenik meg, melyek két
vegylletcsoportott  képviselnek és feltételezésink szerint barmelyik mikroorganizmustol
szarmazhatnak. A foszfatidil-etanolaminok feltehetéen a gomba membrénjanak felbomléasaval
véltak szabadda. A szideroférok koziil az N,N',N " -triacetil-fuzarinin az A. flavushoz kothetd, mig

a tobbi eredete kérdéses.
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5.3.3. A sejtmentes feliiliszokban tenyésztett mikrobak metabolitkészlete

A 14. abran a kétféle sejtmentes fellildszdban torténé tenyésztések soran detektalt

jellemzé metabolitok és a résztvevé mikroorganizmusok altal termelt metabolitok eloszlasat

tlntettik fel.

@)1

14. &bra A sejtmentes feliiliszokban torténd tenyésztésekben detektélt metabolitok
szarmazas szerinti eloszlasa. F=A. flavus metabolit; 4CF= baktérium sejtmentes
kdzegében termel6dott metabolit; FCF= gomba sejtmentes kdzegében termel8dott
metabolit; 4=Pseudomonas metabolit;

A 14. dbra adatai szerint a két mikroorganizmus sejtmentes fellilusz6jaban tenyésztett partnerek

87 olyan vegyuletet termeltek, melyeket csak a sejtmentes felliliszokban detektaltunk. Fontos

kiemelni, hogy ugyanazokat a vegyileteket termelte a baktérium és a gomba is.

5.3.3.1. A gomba novekedése a baktérium sejtmentes felliliszojaban

Kisérleti eredményeink azt mutattak, hogy a gomba fel tudott néni a baktérium

sejtmentes fermentlevében, ellentétben a konfrontacidban tapasztaltakkal.

6. tablazat A P. paracarnis izolatum fermentlevében tenyésztett egyedi A. flavus metabolitok.

Detektalt ion

Detektélt ion

Vegyiilet (min) [M+H]" [M-H]
m/z m/z
1. 10,8 230,2116 -
2. 10,8 2442273 -
3. 10,6 290,2696 -
4. 10,6 304,2496 -
5. 10,7 334,2971 -
6. 14,7 474,3068 -
7. 7,3 492,2095 -
8. 14,7 504,3538 -
9. 14,8 - 363,1462
10. 15,7 - 383,2111
11. 6,8 - 641,1816
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Ezzel 6sszhangban all az a tény, hogy a baktérium sejtmentes feltliszéjaban a 186 A. flavus
metabolitbdl 145 vegyiiletet detektaltunk.

Megjelent azonban 11 olyan metabolit, melyeket semmilyen mas mintaban nem észleltink (6.
tablazat). Fragmentacios mintazatuk alapjan négy tipust tudtunk elkiloniteni. A 6. tablazatban

szerepld elso két vegylilet 6sszegképlete és fragmentacids mintazata alapjan aminozsirsav.

4CF_|II_pos (F56) #5495, RT=10.821 min, M52, FTMS (+), (HCD, DDA, 230.2477@35, +1)
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15. dbra A Ci3H,7NO, Gsszegképletii és 10,8 perc retencids idejii, valamint a
C14H2NO; dsszegképletli és 10,8 perc retencios idejii vegyiiletek MS2 spektrumai
és feltételezett szerkezetiik.

Egy masik vegyiiletcsoportot képviselnek a tablazat 3.-5. soraban feltlintetett metabolitok,
melyek szintén nitrogén-tartalmuak, azonban a kis molekulatomegii jellemz6 fragmensek alapjan
feltételezziik, hogy dietilamin-szdrmazékok. A csak negativ ionizacios modban detektalt 3
vegylletet, illetve a 474,3068 m/z, 492,2095 m/z, valamint a 504,3538 m/z értékhez tartozo

vegylletet még nem sikerilt azonositanunk.
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5.3.3.2. A baktérium novekedése a gomba sejtmentes feliilluszdjaban

Metabolomikai adataink is alatdmasztjék azt a kisérletekben tapasztalt jelenséget, hogy a
baktérium nem tud az A. flavus fermentlevében szaporodni. Ennek megfeleléen egyetlen olyan
metabolitot sem tudtunk kimutatni a gomba sejtmentes feliiliszojaban torténd tenyésztés végén,
ami a baktériumra jellemz6. Azonban megjelent 4, kordbban egyik rendszerben sem detektalt

metabolit, melyeket a 7. tdblazatban foglalunk 6ssze. Azonositasuk folyamatban van.

7. tablazat Az A. flavus sejtmentes fermentlevében tenyésztett egyedi baktérium

metabolitok.
RT Detektalt ion Detektalt ion
Vegyiilet : [M+H]" [M-H]
(min) m/z m/z
1 2,9 - 506,1567
2 3,0 - 607,2702
3 3,1 - 536,2099
4 15,8 447,1925 -

5.3.3.3 Az inaktivalt partner jelenlétében tenyésztett mikrobak metabolitkészlete
Az inaktivalt partner jelenlétében torténé tenyésztések soran detektalt jellemz6

metabolitok és a résztvevé mikroorganizmusok altal termelt metabolitok eloszlasat tuntettik fel a

16. abran.
F 4D FD 4

16. abra Az inaktivalt partner jelenlétében torténd tenyésztésekben detektalt
metabolitok szarmazas szerinti eloszlasa. F=A. flavus metabolit; 4D= inaktivalt
baktérium jelenlétében termelddott metabolit; FD= inaktivalt gomba jelenlétében
termelddott metabolit; 4=Pseudomonas metabolit;

A sejtmentes feliiluszokban torténd tenyésztésekkel ellentétben az inaktivalt partner jelenlétében
mindkét mikroorganizmus fel tudott néni, bar metabolitkészletiiknek csak 80-90%-at detektaltuk.

Nem észleltiink egyetlen kézos metabolitot sem. Megjelentek viszont olyan vegyuletek, melyek
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kizardlag vagy csak az inaktivalt gomba mellett termelt a P. paracarnis, vagy csak az inaktivalt
baktérium mellett termelt az A. flavus (8. tablazat).

8. tblazat Az inaktivalt partner jelenlétében torténd tenyésztések soran
detektalt jellemz6 metabolitok.

RT Detektalt ion Detektalt ion

Vegyiilet  Tenyésztés (min) [M+H]" [M-H]
m/z m/z
1. AD” 1,4 - 295,1512
2. 4D 8,8 - 314,1726
3. 4D 15,8 - 240,1728
4. 4D 16,2 319,2265 -
5. FD™ 4,9 - 867,3479
6. FD 6,2 - 940,3912
7. FD 6,9 - 940,3912
8. FD 7.1 - 555,1360
9. FD 7.8 - 540,1325
10. FD 9,4 678,2173 -
11. FD 9,8 516,1691 -

"AD= inaktivalt baktérium sejteket tartalmazé A. flavus tenyészet; ~FD= inaktivalt gomba
micéliumokat tartalmazé baktérium tenyészet;

Ezidaig ezeket a metabolitokat nem sikertilt azonositanunk.
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6. Osszefoglalas

Munkéank sordn az A. flavus és a P. paracarnis kozott fellépd antagonista kolcsonhatas
metabolomikai hatterét kivantuk felderiteni. Mivel az irodalmi adatok szerint a kdlcsonhato
mikroorganizmusok érzekeli egymas jelenlétét, a konfrontacié mellett megvizsgaltuk, hogyan
befolyasolja a baktérium és a gomba viselkedését a partner organizmus metabolitkészlete, illetve
inaktivalt micéliuméanak/sejtjeinek jelenléte.
A folyadékfazisban végrehajtott tenyészetek liofilizalasat és megfeleld olddszerben torténd
visszaoldasat kovetden, a metabolitosszetételt pozitiv és negativ ionizaciéos modban HPLC-ESI-
HRMS modszer alkalmazéasaval hataroztuk meg. A nyers adatok értékelése soran a kiértékeld
program altal megallapitott nagyszami metabolitot tobb sziir6faktor segitségével 492 olyan
metabolitra sziikitettlik, melyek mennyisége szignifikans valtozast mutatott a tenyésztések soran.
Els6 lépésként megvizsgaltuk a baktérium és a gomba metabolitkészletét azzal a céllal, hogy
felderitsiik termelnek-e az adott fajra jellemz6 masodlagos metabolitokat. Az A. flavus esetén 12,
az irodalomban megtalélhaté metabolitot azonositottunk, viszont a P. paracarnis egyetlen ismert
bioaktiv metabolitot sem termelt.
Eredményeink szerint az A. flavus és a P. paracarnis kozotti antagonista kolcsdnhatasban a
baktérium szinte teljes metabolitkészlete, a gombametabolitoknak pedig alig 7%-a jelent meg. A
koélcsonhatds sordn nyolc olyan metabolitot detektaltunk, amelyeket sem a gomba, sem a
baktérium sem Onmagaban, sem a partner organizmus sejtmentes fellluszéjaban, sem az
inaktivalt partner micélium/sejt jelenlétében nem termelt. Feltételezésiink szerint a nyolc
metabolit, amely két vegyiletcsoportot képvisel, barmelyik mikroorganizmustdl szarmazhat.
Négy foszfatidil-etanolamin — mely vegylletcsoport az eukaridtdk masodik legfontosabb
sejtmembran alkot6ja - feltehetéen a gomba membranjanak felbomlasaval valt szabadda. A
mésik 4 metabolit koziil az egyik egyértelmilen beazonosithatd gomba sziderofor, az N,N',N -
triacetil-fuzarinin, ezért valdszini, hogy a konfrontacioban az A. flavus termeli. A méasik harom
vegyulet is tartalmaz N-acetil-fuzarinin egységet, ezert feltételezziik, hogy szintén szideroférok,
azonban nem zarhatjuk ki annak a lehet6ségét, hogy a Pseudomonastdl szarmaznak.
Mindket sejtmentes felliliszoban és az inaktivalt partner micéliumanak/sejtjeinek jelenlétében
mindkét mikroorganizmus termelt (j, a tobbi tenyésztésben nem észlelt metabolitot. Ezek egy

részét azonositani is tudtuk.
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A sejtmentes felliluszokban és a partner inaktivalt micéliuma/sejtjei jelenlétében torténd
tenyésztések  metabolitosszetételét  vizsgalva és  Osszehasonlitva a  konfrontécio
metabolitkészletével arra a megallapitasra jutottunk, hogy a baktérium és a gomba a konfrontacio
sorén érzékelte és valaszolt a partner jelenlétére. A baktérium sejtmentes felliliszdjaban ugyanis
az A. flavus szinte teljes metabolitkészletét, a gomba sejtmentes felliliszojaban viszont egyetlen
baktérium metabolitot sem detektaltunk ellentétben a konfrontacidban tapasztaltakkal. Tehat a
partner organizmusok valaszreakcidja egyértelmiien meghatarozta az A. flavus és a P. paracarnis
kozotti antagonista kdlcsdnhatas kimenetelét.
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