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1. BEVEZETES

A természetben el6forduld biologiailag aktiv anyagok azonositasa és koncentraciojuk
minél pontosabb meghatarozdsa a kornyezeti analitika egyik fontos feladata. A szerkezeti
meghatarozasra szdmos lehetdség nyilik, mint példaul az NMR-spektroszkopia és a
tomegspektrometria. A tomegspektrometria elénye, hogy nagyon kis mintamennyiség (pg/ml)
is elegendd az analizishez, ezért egyre elterjedtebben alkalmazzdk a felszini vizekben
jelenlévé toxikus anyagok vizsgalatanal. Ilyen tipusu alkalmazasra kivalo példat szolgaltatnak
a toxikus vizviragzasok.

A vizvirdgzas a planktonszervezetek felszini vizekben valod tdmeges elszaporodéasat
jelenti. Ilyenkor a vizek felszinén zavarosodas és intenziv elszinezddés figyelheté meg.
Toxikus vizviragzasrol abban az esetben beszéliink, ha az ilyenkor nagyszamban elszaporodo
planktonikus szervezetek egértesztben toxikusnak mindsiilé anyagcseretermékeket termelnek.
A Fo6ldon szamos helyen megfigyeltek toxikus vizvirdgzast. A XX. szazad 6tvenes évei el6tt a
vizviragzas jelensége igen ritka volt, jelenleg jellemzd az eutrofizdlodo, azaz nitrat- és
foszfatterhelt vizekre. A toxikus vizviragzast mind prokariota, mind eukaridta szervezetek
okozhatjak. A prokaridtdk csoportjdhoz tartoznak a cianobaktériumok, kozottik toxikus
anyagcsereterméket (cianotoxint) termeld és nem termeld szervezetek is eléfordulhatnak. A
toxikus cianobaktériumok elszaporodasa akkor kiillondsen veszélyes, ha a vizvirdgzas
ivovizkészletet érintd vizteren torténik, mivel a cianotoxinokat a szokéasos viztisztitasi eljaras
nem tudja eltavolitani. Raadasul az alkalmazott eljardsok a cianobaktériumok lizisét is
¢s huméan mérgezéseket altalaban a cianobakteridlis sejteket vagy toxikus metabolitokat
tartalmazo ivoviz, vagy taplalék elfogyasztasa okozza.

A cianobaktériumok 4ltal termelt toxikus metabolitokat két szempont szerint
csoportosithatjuk: kémiai szerkezetiik és hatdsmechanizmusuk szerint. Kémiai szerkezet
alapjan a cianotoxinok a kovetkezd csoportokba sorolhatok: (1) ciklikus peptidek
(mikrocisztin, nodularin), (2) alkaloidok (anatoxin-a, anatoxin-a(s), aplisiatoxin,
cilindrospermopszin, lingbiatoxin) és (3) lipopoliszacharidok. A cianobakteridlis toxinokat
hatdsmechanizmusuk alapjan négy csoportba lehet sorolni: (1) neurotoxinok (anatoxin-a,
anatoxin-a(s), saxitoxin, neosaxitoxin), (2) hepatotoxinok (mikrocisztinek és a nodularin),
(3) citotoxinok (cilindrospermopszin) valamint (4) bdrirritdld és gasztointesztinalis toxinok

(lipopoliszacharidok).



A cianotoxinok kimutatdsara szdmos moddszer ismeretes, ilyenek példaul az egérteszt,
az enzimaktivitasi tesztek, az in vitro novényteszt (BGST) és a kémiai mddszerek. A kémiai
modszerek koziil a legelterjedtebb modszer a HPLC, melyet UV, diddasoros (PDA), MS
illetve MS/MS detektorral lehet kombinalni. A jelenleg leghatékonyabb detektalasi modszer
az olyan HPLC-rendszer, mely detektorként tomegspektrométert hasznal, mivel a nagy
érzékenysége mellett szerkezeti informaciot is szolgaltat. A kapillaris elektroforézis a
leghatékonyabb elvélasztastechnikai modszerek kozé tartozik. A cianotoxinok kimutatdsara
alkalmazhatunk még vékonyrétegkromatografids modszereket is.

Az altalunk vizsgalt Cylindrospermopsis raciborskii szervezetet eloszor Java szigetén
izolaltdk 1912-ben, ¢és tipikusan tropusi cianobaktériumként irtak le. Mara azonban mind a
tropusi, mind a mediterran égdvi teriileteken elterjedt a faj, amit mar Eurdpa édesvizeiben is
kimutattak. A kiilonb6z6 teriileteken izolalt cianobaktériumok osszehasonlitdsdra rpoCl,
STRR, nifH, cpcBA-IGS, 16S rRNS, ITS, M13, ERCI ¢és IST1 szekvencidkat hasznaltak.
Megallapitottak, hogy a faj azonositasara az rpoCl, 16S tRNS és ITS szekvencidk
alkalmasak. Az izolatumok vizsgalata sordn megfigyeltek egyenes ¢és feltekeredett
cianobaktérium fonalakat is. A faj novekedéséhez a 20-35 °C homérséklet tartomany az
optimalis.

A cilindrospermopszinon kiviil a szervezet mas cianotoxinokat is termelhet, ezek
lehetnek a cilindrospermopszin  szdrmazékai  (7-epi-cilindrospermopszin, 7-dezoxi-
cilindrospermopszin) vagy neurotoxinok (pl. saxitoxin, gonyautoxin). A  két
cilindrospermopszin szarmazék koziil a 7-epi-szarmazék ugyanolyan toxikus mint a
cilindrospermopszin, mig a 7-dezoxi-szarmazék nem mérgezd. Szamos tanulmany utal
azonban arra, hogy a C. raciborskii szervezet az elobb ismertetetteken kiviil mas, eddig még
nem azonositott toxikus metabolitot is termelhet.

Jelenlegi ismereteink szerint a cilindrospermopszin nevil  cianotoxint a
Cylindrospermopsis raciborskii, az Aphanizomenon ovalisporum, az Aphanizomenon
flos-aquae, a Raphidiopsis curvata, a Lyngbya wollei és az Umezakai natans fajok termelik. A
cianotoxinok szintéziséért feltehetéen a PKS (poliketid szintdz) valamint az NRPS (nem
riboszomalis peptid szintdz) fehérjék génszekvenciai feleldsek.

A cilindrospermopszin egy 415 Da molekulatomegii, kéntartalmu tricikloguanidino-
uracil szarmazék. Szerkezetét NMR és MS technikakkal igazoltdk. A cilindrospermopszin
kimutatdsara leginkdbb HPLC-PDA, HPLC-MS, HPLC-MS/MS ¢és CE rendszereket
hasznalnak. A cilindrospermopszinrél elmondhatd, hogy jellegzetes, alkaloid tipusu

cianotoxin tulajdonsaga ellenére hepatotoxikus sajatossagokkal bir, ellentétben a mar emlitett



neurotoxikus alkaloid tipust cianotoxinokkal szemben. Egértesztben 2,1 mg/kg volt az LDs
értéke 24 oOra expozicio utan. In vitro kisérletek igazoltak, hogy gatolja a glutation- illetve
fehérjeszintézist, valamint nem kompetitiv médon az uridin-monofoszfat szintdz komplexet.

Az altalunk vizsgalt C. raciborskii térzs (BGSD 266) munkatarsaink eddigi kutatasai
alapjan nem termeli a fajra jellemz6 cianotoxinok koziil a cilindrospermopszint, bar a novény-
¢s egértesztek alapjan toxikusnak bizonyult.

Az mésik tanulméanyozott cianobaktérium torzs a Microcystis aeruginosa volt, mely a
vizviragzasokban leggyakrabban el6forduld cianobaktérium, egysejtli, sokezres koloniat
alkoto szervezet. Gram-negativ sejtfalanak kiilsé rétege kdzos kocsonyaburokban tartja dssze
a sejteket. A szervezet altal termelt cianotoxinok a mikrocisztinek, melyek ciklikus
heptapeptidek. Az 4ltalanos aminosavszekvencia a kovetkezd: D-Ala-X-D-MeAsp-Z-Adda-
D-Glu-Mdha. Az aminosavak kozott egyarant vannak D- és L-aminosavak, az X és Z
helyeken a cserélhetd L-aminosavak taldlhatok, ez adja ezen cianotoxin-csoport nagymértékii
valtozatossagat. A mikrocisztinek kémiailag stabil, hdhatasnak ellendlld6 molekulak,
lebontasukhoz megfeleld enzimrendszer sziikséges. A mikrocisztinek koziil tobb specifikusan
gatolja a PP1A és PP2A tipust proteinfoszfatdz enzimeket.

A felszini vizekbdl izolalt cianotoxinok szerkezetvizsgalatan kiviil mas, biologiailag
aktiv anyagok vizsgalataval is foglalkozni kivantunk, ilyenek példaul a flavanoidok
csoportjaba tartozd pterokarpanok. A természet szinpompdjat nyujtd szinezdanyagok
csoportjaba tartoz6 flavanoidokra az 1890-es években megkezdett, uttérd jellegli kutatasok
hivtak fel a figyelmet. Flavanoid Osszefoglald névvel elsésorban a Ce-C3-Cs szénvazat
(difenil-propan vazat) tartalmazo anyagokat illetjiik, de e vegyiiletcsoportba soroljuk a C;s+C
alapvazzal rendelkez6 homoizoflavanoidokat ¢és rotenoidokat is. A pterokarpanok a
természetben eléfordulé izoflavanoidok egyik farmakolédgiailag is értékes csoportjat alkotjak.
Szamos képviseldjiik figyelemre mélté fungicid hatasuk révén a novényi fitoalexinek
csaladjaba is sorolhat6. A pterokarpanok fizikai és kémiai tulajdonsidgai mar részletesen
vizsgaltak, de tomegspektrometriai viselkedésiikrol csak kevés adat lelheté fel az
irodalomban. Ezen biologiailag aktiv anyagok vizsgalatdhoz elengedhetetlen az alapvaz
részletes tomegspektrometriai vizsgalata, melyet deuteralt szdrmazékokon kivantunk

megoldani.



2. CELKITUZESEK

Célkitlizéseink a kovetkezdk voltak:

1. Az 1995-ben a Balatonbdl izolalt Cylindrospermopsis raciborskii torzs (BGSD 266)
laboratériumi  koriilmények kozott torténd nevelésének megoldasa, a tomegtermelés
optimalizalasa toxintisztitas céljabol.

2. A torzs altal termelt ismeretlen cianotoxin, ndvényi ndvekedésinhibitor izolalasa.

3. A tOrzs altal termelt ismeretlen cianotoxin szerkezetének meghatarozasa.

4. A torzs altal termelt ismeretlen cianotoxin hatdsanak vizsgalata mustar csirandvényeken,
gélelektroforézises technikdk segitségével.

5. A torzs tapanyagéheztetésének tanulmanyozasa.

6. A kis-balatoni vizvirdgzasbol 2001-ben izoladlt Microcystis aeruginosa torzs (T3)
cianotoxinjainak szerkezeti meghatarozasa.

7. Egy mar ismert biologiailag aktiv vegyiiletcsoport, a pterokarpanok deuteralt alapvazanak

szintézise tomegspektrometriai vizsgalat céljabol.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. A munka soran vizsgalt cianobaktérium-torzsek izolalasa és nevelése

Kutatomunkank soran a Balatonbol 1995-ben izolalt C. raciborskii és a
Kis-Balatonbdl 2001-ben izolalt M. aeruginosa torzset vizsgéltuk. Ezen planktonikus
szervezeteket a Debreceni Egyetem NoOvénytani Tanszékének munkatarsai azonositottdk
fénymikroszkop segitségével.

A C. raciborskii torzs laboratériumi neveléshez hig agart (0,1 %) ¢és tapoldatot
tartalmazo petricsészét, valamint Erlenmeyer-lombikban (100 ml-es) razatott tenyészeteket,
illetve cumisiivegben (250 ml-es) és Erlenmeyer-lombikban (1 és 5 literes) buborékoltatott
tenyészeteket hasznaltunk. A torzs fenntartdsdhoz BG-NO; illetve Allen tapoldatokat
hasznaltunk.

3.2. A C. raciborskii tenyészetek novekedésének jellemzése

A novekedési gorbéket 250 ml-es buborékoltatott cumisiivegben Asgo, klorofill-a és
fehérjetartalom mérésekkel, illetve szaraztomeg méréssel hataroztuk meg. A ndvekedési

gorbékkel parhuzamosan meghataroztuk a tenyészetek toxicitasat is.

3.3. A toxicitas meghatarozasa fehérmustar novényteszttel (BGST)

Laboratériumunk kordbban kimutatta, hogy a mustar csirandvények alkalmasak a
cianotoxinok kimutatdsara; a modszert Blue-Green Sinapis Test-nek (BGST) nevezték el. A
teszthez Sinapis alba L. mustarmagokat hasznaltunk. A ndvekedésgatlast a toxinnal vagy
nyers cianobakteridlis kivonattal kezelt mustarndvények tengelyszerveinek hosszadataival

jellemeztiik.

3.4. A toxikus anyagcseretermékek izolalasa a cianobaktériumokbol

A cianobakterialis sejtek feltardsa fagyasztassal-olvasztassal tortént. A feltart
sejtszuszpenziot 4-szeres térfogatit 75%-o0s metanollal egy éjszakdn at extrahdltuk, majd az
igy kapott szuszpenzidt -centrifugaltuk, a feliillisz6t pedig beparoltuk. A toxikus

anyagcseretermékek tisztitdsa harom, kiillonb6z0 tipust toltetet tartalmazod oszlop



hasznalataval tortént: DEAE-52 Whatman ioncseréld, Toyopearl HW-40 molekulasziird ¢€s
szilikagél. Minden kromatografias 1épés utan a kapott frakciokat UV-VIS spektrofotométerrel
fotometraltuk 210 és 260 nm-en. A végsd tisztitdishoz HPLC-t hasznaltunk. A frakciok
toxicitdsdit mustar csirandvény teszttel vizsgaltuk. A toxintartalmat vékonyréteg-
kromatografids modszerrel is nyomon kovettiikk. A BGST alapjan legtoxikusabb komponens

képezte a kémiai szerkezetanalizis targyat.

3.5. Az ismeretlen vegyiilet NMR-analizise

Az 'H, *C, HSQC (Heteronuclear Single Quantum Correlation), COSY (Correlation
Spectroscopy), HMBC (Heteronuclear Multiple-Bond Correlation), NOESY (Nuclear
Overhauser Effect Spectroscopy) és TOCSY (Total Correlation Spectroscopy) mérések
Bruker DRX-500 miiszeren késziiltek 500 (‘H) illetve 125 (*C) MHz-en, D,O illetve
ds-DMSO oldoszereket hasznalva.

3.6. Az ismeretlen vegyiilet tomegspektrometrias vizsgalata

A ciantotoxin szerkezetének meghatarozdsdhoz sziikséges tomegspektrometriai
mérések az MTA Kémiai Kutatokdzpont tomegspektrometriai laboratoriumaban késziiltek
ESI-Q-TOF (Waters Q-TOF Premier) illetve ESI-Q; (Applied Biosystems API 2000) tipusu,
valamint a Debreceni Egyetem Alkalmazott Kémia Tanszékén miikodé Brucker Biflex
MALDI-TOF késziiléken. A pontos tomegméréseket az ESI-Q-TOF késziiléken végeztiik. A
mikrocisztinek azonositasa a Debreceni Egyetem Szerves Kémiai Tanszékén miikodé FAB

késziiléken tortént.

3.7. Az ismeretlen vegyiilet IR spektrumanak felvétele

Az IR spektrumokat a Debreceni Egyetem Szerves Kémiai Tanszékének IR késziilékén

(Perkin Elmer 16 PC FT-IR) vettiik fel, KBr-tablettaban.



3.8. A mustar csiranovények elozetes vizsgalata a cianobakterialis nyers kivonattal

torténo kezelés utan

Az elokisérletekhez a kisérleti rendszeriinket a kovetkezOk szerint allitottuk Ossze: a
stacioner fazisban 1év0 C. raciborskii cianobaktérium-tenyészetet centrifugaltuk, majd
liofilizaltuk. Az igy kapott szdraz anyagbol torzsoldatot készitettiink. A mustarmagokat a
nyers kivonatot megfeleld koncentracioban tartalmazd 1%-os agarra helyeztiik. A 2. 3. és 4.
napos novényeket kvarchomokkal eldorzsoltik és ndvényi nyers kivonatot készitettiink
beldliik. A kivonatkészités elott lemértiik a ndvények hosszadatait és nedvestomegiiket. A
cianobakterialis nyers kivonat csirandvényekre gyakorolt hatasat denaturaldé (SDS) és nativ

(ssDN-az és protedz) gélelektroforézises technikékkal vizsgaltuk.

3.9. A mustar csiranovények el6zetes vizsgalata a tiszta cianotoxinal torténo kezelés

utan

A mustarnovények tisztitott toxinnal torténd kezelése soran vizsgaltuk a
cianotoxinhatas koncentraciofiiggését. Az elOkisérletek tapasztalatai alapjan 200, 400, 600,
800 és 1600 pg/ml-es koncentraciokat hasznaltunk és az iiltetéstdl szamitott 3. napon vettiink
mintat, hosszadataikat és nedvestomegiiket lemértiik, majd ndovényi kivonatot készitetettiink
beldliik. A tiszta cianotoxin csirandvényekre gyakorolt hatasat SDS, és nativ (ssDN-az és

protedz) gélelektroforézises technikakkal vizsgaltuk.

3.10. A kén- illetve foszforéheztetett C. raciborskii torzs novekedésének,

toxintermelésének és fehérjemintazatanak vizsgalata

A BG-NO; tapoldatban nevelt C. raciborskii tenyészetet centrifugalas utan kén- illetve
foszformentes tapoldatba oltottuk. Elobbi K,HPO4 helyett azonos kélium-ekvivalens KCl-ot,
utobbi MgSO,4 helyett MgCly-ot, Fe,(SO4); helyett FeCls-ot tartalmazott. A ZnSOj4-ot
Zn(NOs),, a CuSOg-ot CuCl, helyettesitette a kénmentes mikroelem-oldatban. A
novekedésgorbékhez mintat vettiink, meghataroztuk a tenyészetek klorofill-a, fehérje- ¢és
szarazanyag-tartalmat, Aggy értékét és toxicitasat. A tenyészet fehérjemintazatat denaturalod

(SDS) gélelektroforézissel vizsgaltuk.



3.11. Cianotoxinok izolalasa M. aeruginosa vizviragzasbol (Kis-Balaton)

Az Osszegylijtott biomasszat feltartuk, metanollal extrahaltuk és DEAE-cellul6z
oszlopon tisztitottuk. Az egyes frakciokat fotometraltuk és toxicitadsukat mustarndvényteszttel
vizsgaltuk. A toxikus frakcidkat egyesitettiik és Toyopearl (HW-40) molekulaszlirovel toltott
oszlopon tisztitottuk tovabb. A tisztitds utolsod 1€péseként HPLC-s elvalasztast alkalmaztunk.

A megtisztitott toxinokat tomegspektrumuk alapjan azonositottuk.

3.12. A pterokarpan és deuteralt szairmazékainak eléallitasa

A pterokarpan (11a) szintézisét a konnyen hozzaférhetd szalicilaldehid-metiléterbdl (1)
¢s 2-hidroxi-acetofenonb6l (2) kiindulva hat 1épéses szintézissel valdsitottuk meg. Elso
melynek tallium(III)-nitratos oxidativ dtrendezddési reakcidja a 4 -keto-aldehid-dimetilacetal
szarmazékhoz vezetett. E vegyiiletbdl savas kezeléssel jutottunk a Suginome ¢s Iwadare (cit.)
altal mar leirt 2’-metoxi-izoflavonhoz (5). A szintézis kovetkezd 1épésében a metil
véddcsoportot aluminium-kloriddal vizmentes acetonitrilben hasitottuk le, a reakcié a 6
2’-hidroxi-izoflavont eredményezte (1. abra).

6 natrium-borohidrides redukcidja a 7 alkohol cisz-transz keverékéhez vezetett, melyek
gylriizarasat vizmentes diklormetanban bortrifluorid-éterattal valdsitottuk meg, igy kaptuk
meg a 8 pterokarpant (1. abra).

A 6,6a,11a-trideutero-pterokarpan (10) eldallitasat a 6-os izoflavonbol kiindulva
oldottuk meg. A redukciot deutero-borohidriddel vizmentes tetrahidrofuran és deuterometanol
(CDs0D) oldoszerek elegyében végezve a 9 cisz-transz tetradeutero-izoflavan-4-ol szarmazék
keletkezett, melynek bortrifluorid-éteratos gylirtizarasa a kivant 10 trideutero-pterokarpant

szolgéaltatta (1. abra).
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1. abra

A részlegesen deuteralt pterokarpanok szintézisét szintén 6-bol kiindulva oldottuk meg.
A hidroxil-csoport atmeneti védelmére metoximetil-csoportot alkalmaztunk. Az ily mddon
védett 11 izoflavont litium-aluminium-hidriddel, alacsony hdmérsékleten a 12 izoflavanonna
redukaltuk. 12-t deutero-borohidriddel deutero-metanolban redukalva kaptuk a 13 4-deutero-
alkoholat cisz-transz keverékét, melyet bortrifluorid-éterattal kezelve jutottunk a 14

. .
11a-deutero-pterokarpanhoz (2. abra).
CH,0CH,CI o
. K,CO,
absz. aceton |
65-70 °C o OCH,0CH,
11
o Na*Q~
® "o o8I
LiAIH, NaBD, BF,*OEt,
11 ———> _ " = —
absz. éter OCH,OCH, absz. CD;0D OCH,OCH,
O o

absz. THF 0]
-55-60°C
12 13 14

2. abra

A 6a-deutero-pterokarpan (18) szintézisét a 12-es 2’-metoximetil-izoflavanonbo6l
kiindulva oldottuk meg. A 12 izoflavanon 3-as hidrogénjét deutero-metanolbdl készitett
natrium-alkoholattal, a 15-0s enolforman &t cseréltiik ki deutériumra. Az igy kapott 16

szokdsos modon torténd (NaBHs, majd BF;-Et,O) atalakitasaval jutottunk a 18-as



célvegyiilethez. 16-ot felhasznalva, annak deutero-borohidrides redukcidja, majd BF;-Et,0-o0s

o

gylrlizarasa szolgaltatta a 6a,11a-dideutero-pterokarpant (20) (3. abra).
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3. abra

A 6-deutero-pterokarpan (25), 6,6a-dideutero-pterokarpan (26) és 6,11a-dideutero-
pterokarpan (28) eldallitasa 11-bol tortént, mely vegyiilet kromongytrtjének redukcidjat
deutero-LAH-hal hajtottuk végre, majd a dihidro-benzo[b]furan szerkezeti rész kialakitasat a
mar elézdleg ismertetett mdédon végeztem el. Ezen reakcidk Osszefoglaldsat tartalmazza a

4, abra.
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A vegyiiletek azonositasa NMR- és tomegspektrumuk alapjan tortént.
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4. Eredmények és értékelésiik

4.1. A C. raciborskii cianobaktérium laboratoriumi koriilmények kozotti nevelése

A szervezet novekedését kotott nitrogént tartalmazo taptalajon (AllentNaNO;j) és
nitrogénkotd kortilmények kozott (BG-NaNO; nélkiil) kovettiikk nyomon. Az Aggo, fehérje és
klorofill-a adatok alapjan elmondhato, hogy a lag fazis 3-4 napig tart, majd 2 hét elteltével a
tenyészet atlép a stacioner fazisba. Az eldkisérletek azt bizonyitottdk, hogy ha a tenyészetet
Ag0o=0,2 érték ala oltjuk, ugy olyan kevés sejt van a tenyészetben, hogy nem valosul meg a
sejtek onarnyékolasa, igy nagyon nagy fénysokk éri a tenyészetet, a novekedés nem vagy csak
igen lassan indul meg. A nitrdtmentes taptalaj — mivel csak a nitrogénkotésre képes
szervezetek fejlodését teszi lehetdvé — idedlis a torzsfenntartdsra illetve a izolalashoz
sziikséges inokulum elkészitésére. A biomassza eldallitasara az kotott nitrogént tartalmazéd
Allen tapoldat alkalmasabb, mivel gyorsabban és nagyobb tomegben szaporodnak benne a

cianobaktérium sejtek.

4.2. A cianotoxin(ok) izolacidja

Munkéank célja a toxikus, novényi ndvekedést gatldé anyag(ok) izolalasa volt a
C. raciborskii szervezetbdl, amihez kromatografias eljarasokat alkalmaztunk. A tisztitas soran
40 g biomasszabol indultunk ki, melyet az ,,Anyagok és moddszerek” részben leirt mdédon
elokészitettiink. Az igy kapott toxikus maradékot DEAE anioncserélé oszlopon tisztitottuk.
Az oszloprél elualodd, novényinhibitor tulajdonsagu frakcidkat Toyopearl molekulasziird
oszlopon tisztitottuk tovabb. A toxikusnak itélt frakciok végsd tisztitdsa szemipreparativ
HPLC-vel tortént. A nyers cianobakteridlis kivonat hatékonyabb tisztitdsat a szerves kémiai
szintézistermékek tisztitdsanal hasznalatos szilikagéles oszlop bevezetésével értik el. Az
szilikagéles oszlopon torténd tisztitdsnal a kis polaritdsi szennyezd- és szinanyagok a
kromatogramm elején jelennek meg, mig a végén elkiiloniilve talalhaté a vizsgalni kivant
cianotoxin komponens. Ez a tisztitdsi moddszer kis mennyiségeknél olyan hatékonynak
bizonyult, hogy a toxikus frakciok kozvetlenil HPLC rendszerrel tisztithatéak voltak.
Nagyobb mennyiség esetén azonban szilikségessé valt a HPLC 1épés el6tt a toxikus frakciok
molekulaszilirds (Toyopearl) tisztitdsa is. A tisztitdsi 1épéseket vékonyrétegkromatografias
modszerrel kovetiik nyomon, de ez nem jelentette a frakciok fotometraldsanak és a mustar

csira novénytesztnek, mint toxicitast jelz6 probanak az elhagyasat.
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4.3. A tisztitott, ismeretlen metabolit szerkezetazonositasa

A megtisztitott toxikus anyag szerkezetének felderitéséhez a kdvetkezd modszereket
hasznaltuk: NMR-, IR-, UV-spektroszkopia, tomegspektrometria és molekulamodellezés. Az
egyes modszerekkel parhuzamosan dolgozva, az 5. abra szerinti séma alapjan jutottunk el az

izolalt toxikus metabolit szerkezetéhez.

Nominalis M Cserélhetd
molekulatomeg | —=| | SR | | chatarosst | | mérdselc| | _hidrogének
meghatarozas 9 9 meghatarozasa

Részszerkezet
l felirasa
Q-TOF
fragmentacio \
Az aglikonon
IR ]elenlgyo jellegzetes Szerkezet-
adatok funkcids csoportok meghatarozas
meghatarozasa
NMR /
adatok
5. dabra

4.3.1. A nominalis molekulatomeg meghatarozasa

A tisztitds sordan kapott mintait a MTA Kémiai Kutatokdzpont Tomegspektrometriai
laboratoriumban ESI-Qs késziilékkel megmértiik és m/z 436 Da-nal kaptunk jelet. Az addukt
tipusanak eldontése céljabol a minta egy kis részéhez kalium-, illetve littumvegytileteket
adtunk. Ennek hatisira az el6zé spektrumhoz képest 420 Da-nal (M+Li") és 452 (M+K")

Da-nal jelentek meg tovabbi csucsok, melyek bizonyitjak, hogy a molekulatomeg 413 Da.

4.3.1. A pontos molekulatomeg meghatarozasa

A pontos tomegméréseket egy ESI-Q-TOF késziiléken végeztik pozitiv modban,
kalibralassal. Az izolalt toxikus anyagcseretermék esetén mind a ndtrium- mind a protonalt
adduktnak egymastdl fiiggetleniil meghataroztuk a pontos tomegét. Ezek alapjan az elemi

Osszetétel a kovetkezo:

Osszegképlet Meért érték (Da) | Elméleti érték (Da)
Molekulaion + H+ C16H2408N5 414,1617 414,1625
Molekulaion + Na" C16H2305NsNa 436,1448 436,1444

Az izolalt toxikus metabolit 6sszegképlete tehat a kovetkezd: C16H2308Ns.
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4.3.3. Az alkalmazott NMR modszerek

A tomegspketrometriai mérésekkel parhuzamosan NMR méréseket is folytattunk, ezen
két méréstechnika adta a szerkezetkutatatds alapkovét. A csatolasi halot COSY, TOCSY
("Jun, n =2-5) és HSQC ("Jcn, n=1) és HMBC ("Jcp, n=2-5) kétdimenziés NMR technikakkal
térképeztiik fel. Elvileg ezek az informacidk elegenddek lehetnek az ismeretlen molekula
konstitucidjanak megallapitdsdra. Azonban — amint a vizsgalatok eldrehaladtaval kideriilt — a
viszonylag kisszdmu hidrogén miatt az egymdashoz kozeli (0.16-0.5 nm) protonok
térkozelségének 2D NOESY modszerrel torténd megallapitasa is elengedhetetlen volt a
szerkezeti javaslathoz. Az NMR spektrumok felvételét mind nehézvizben (D,0O), mind
de-DMSO-ban is elvégeztiik. A molekulaban 1évo cserélhetd hidrogének (-NH—, -NH,, -OH)
jelei ugyanis csak a de-DMSO-ban késziilt felvételekben jelennek meg, mivel D,O-ban ezen
hidrogének deutériumra cserélédnek.

Az NMR adatok alapjan a kovetkezd megallapitasokat tettiik: a molekuldban 15 db
nem cseré¢lhetd hidrogénatom van, a szénatomok koziil 10 primer vagy tercier, 6 szekunder
vagy kvaterner rendiiségli. A HSQC adatok alapjan elmondhatd, hogy 11 szénatomhoz
kapcsolddik hidrogén. A HMBC, TOCSY és NOESY spektrumok értékelései valamint a
"H-NMR csatolasi adatok alapjan elmondhatjuk, hogy az izolalt ndvényi inhibitor tartalmaz
egy 3-O-metil-galakt6z molekularészletet. Ez a galaktdz-rész glikozidos hidroxil-csoportjan
keresztiil egy izopropil-csoporthoz kapcsolddik, amely kapcsolatot teremt a molekula eddig
még ismeretlen részével. Ezen ismeretlen rész tisztdzasahoz felhasznaltuk a hidrogén-
deutérium csere, a nagy tomegpontossagu MS/MS fragmentaci6, az IR- ¢és az
NMR-spektroszkopia adatait. Ezek alapjan elmondhato, hogy a molekula aglikonrészében 6t
szénatom talalhatd, melyek koziil négyhez nem kapcsolodik hidrogén, az 6todiken azonban
egy proton taldlhatd. Ez utobbi szénatomhoz kapcsolddd hidrogén jele szingulett, tehat vagy
heteroatomhoz, vagy olyan szénatomhoz kapcsolodik, melyen nem talalhaté hidrogén. Az
aglikonban talalhat6 tovabba 6t nitrogénatom €s harom cserélhetd proton. Az dsszegképletbol
kiszdmolva a molekularészletben 1évo kettdskotések és gyliriik egyiittes szdma 6-nak adddott.

A molekularészlet egy hidroxil-csoporton keresztiil kapcsolodik vissza a cukoregységhez.

4.3.4. Tomegspektrometriai adatok

A nagy tomegpontossagi MS adatatok alapjan elmondhatd, hogy a protonalt

molekulaion a cukorrészt semleges molekulaként vesziti el (m/z 238). Az igy létrejovod
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protonalt agikonbdl vizvesztéssel jon 1étre az m/z 220-as ion. Ennek az ionnak az MS/MS

spektrumaban a 6. abran lathat6 jellegzetes ionokat talaltuk.

- cukor -H,0 -C,H,0
m/z414 — m/z238 —> m/z 220 m/z 178
-CO
m/z 192
miz 203 -NH, "HCN
-H,0
_C2H2
m/z 202
m/z 194 m/z 193
6. abra

Az MS/MS és IR adatok alapjan megallapitottuk, hogy a molekula aglikon része hidroxil-,
amino- és karbonil-csoportokat (amid formaban) tartalmaz. Ezen adatok alapjan a 7. abran

bemutatott szerkezetet tudtuk felirni.

A vegylilet kémiai neve:
4-amino-5,10-dihidroxi-9-(hidroximetil)-13-imino-11-metoxi-6-metil-5,6,7a,9,10,11,11a,13-
oktahidropirano[2,3-j]pirimido[4,5-¢][ 1,9,3]dioxaazacikloundecin-2(3 H)-on.

A vegyiiletnek a cilindrospermopsziciklin trivilis nevet adtuk.

4.4. Az izolalt metabolit biologiai hatasainak el6zetes analizise

4.4.1. A C. raciborskii cianobaktérium nyerskivonatinak hatisa a mustar csiranévényre

Az izolalt toxikus cianobakteridlis anyagcseretermék hatdsanak vizsgalatdhoz mustar

csiranovényeket hasznaltunk. Minden tisztitott cianotoxinnal végzett kisérlet elétt az
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»Anyagok ¢és modszerek” fejezetben mar leirt modon eldkisérleteket végeztink a
C. raciborskii szerkezet nyerskivonataval. Mivel axenikus mustar rendszerben dolgoztunk, a
gatlohatast csak a tdpanyagba (agarba) adott nyerskivonat, vagy tiszta toxin okozhatja. A
kisérletekhez etiolalt novényeket hasznaltunk. Az elécsiraztatott mustarmagokat a kiilonbozo
koncentracioban nyerskivonatot tartalmazé agarra helyeztiik és 2, 3 és 4 nap elteltével mintat
vettiink. A novényi ndvekedés gatlas meghatarozésara, mind a nedvestémeg mind a
hosszadatok alkalmaztuk. Az eredmények alapjan elmondhato, hogy a nyerskivonat egyarant
gatolta a mustarndvény gyokerének ¢és hypokotyljanak novekedését a ndvényeken nem
tapasztaltunk morfoldgiai elvaltozasokat. A nyers cianobakteridlis kivonat ICsy értéke
800-1600 pg/ml kozé esett. A toxicitas mértéke a hosszadatokban jobban megnyilvanul, mint
a tomegadatokban. A hdrom vizsgalt idOpont kozil a harom napos adatok a
leginformativabbak, igy célszerlinek latszik a tiszta toxinos kezelés hatdsat az iiltetéstol

szamitott harmadik napon vizsgalni.

4.4.2. A tisztitott cianotoxin hatasa a mustarnovényekre

Mivel a nyerskivonattal tortént kezelések bebizonyitottdk, hogy a cianotoxin
vizsgalatahoz haromnapos ndvényeket a legalkalmasabbak ezért a tisztitott cianotoxinon hatésat
3 napos mustarndvényeknél tanulméanyoztuk. A hosszadatok alapjan az 50 %-os ndvekedésgatlas
a hypokotyl és a gyokér esetén is 400-600 pg/ml, mig a nedvestomeg esetén 600 pg/ml
koncentracioértéknek adodott. Nem tapasztaltunk az alacsonyabb koncentracidknal
novekedésserkentést, illetve magasabb koncentracioknal nekrotikus folt megjelenését. A
legnagyobb alkalmazott cianotoxin koncentraciok esetén is elkezdddik a mustarndvény fejlédése,
nagyon kevés csirandvény maradt magbazart allapotban. Nagy cianotoxin koncentracioknal a

gyokérnyak megvastagodasa figyelhetd meg.

A tiszta toxin hatasa a mustarnévényre

—a— hypokotyl
—e— gyokér
—x—sziklevél

Hossz (mm)
Tomeg (9)

——teljes hossz
témeg

% %
= T

0 200 400 600 800 1600

Koncentréacié (ug/ml)

8. abra
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4.4.3. A fehérjemintazat valtozasa a C. raciborskii nyers kivonataval, valamint a

tisztitott cianotoxinnal kezelt novényekben

Mivel a cianotoxin kezelés hatasara tapasztalt novekedésgatlas stresszfolyamatokat
feltételez, ezért kivancsiak voltunk arra, hogy az éltalunk izolalt toxikus anyagcseretermékkel
torténd kezelés a mustarnovényekben indukdlja-e a fehérjék szintjének valtozasat. A
cianobakteridlis nyers kivonattal torténd kezelés hatasara a mustar csirandvényekbdl
gélelektroforézis segitségével két tjonnan megjelend fehérje sév volt kimutathatd (18,9 és
19,5 kDa). A tiszta toxinos kezelés hatasara is megjelentek ezek a savok, de ezenkiviil tovabbi
két sav (20,1 kDa ¢és 21,7 kDa) megjelenését is tapasztaltuk. Szdmos sav intenzitasa csokkent

a kezelés hatasara.

4.4.4. A proteazok gélelektroforézise

A nativ proteazaktivitds mérésére 4 % zselatint tartalmazd SDS-poliakrilamid gélt
hasznaltunk. Az altalunk hasznalt protedzaktivitds-gél a cisztein protedzok kimutatdsira a
legalkalmasabb. A kisérletekhez etiolalt koriilmények kozott nevelt 3 napos mustar
csirandvényeket hasznaltunk. A protedz géleket két kiilonbozé pH-értéken (savas és lagos)
inkubaltuk. A tiszta toxinos vizsgalat el6tt nyers cianobakteridlis kivonattal eldkisérleteket
végeztiink. A kontrollnovényekbdl 6 protedz izoenzimet sikeriilt azonositani (36,3, 38,6, 59,4,
66,9, 77,0 és 88,0 kDa). Megallapitottuk, hogy a nyerskivonatos kezelés hatdsara a savas
tartomanyban miikkodé 36,3 és 38,6 kDa-os izoenzimek csokkenése figyelhetd. A tiszta

toxinos kezelés hatasara azonban valamennyi izoenzim aktivitasa csokken.

4.4.5. Az izolalt cianotoxinnak mustarnovény-nukleazok aktivitasara kifejtett hatasa

Tekintettel arra az irodalomban mar jol ismert tényre, hogy a névényekben az egyszali
DNS-t bontoé enzimek aktivitdsdnak novekedése figyelhetd meg stresszkoriilmények kozott,
evizsgalni kivantunk, hogy az éltalunk izolalt toxikus metabolit hogyan véltoztatja meg a
mustar csirandvény nukleazainak aktivitasat. Vizsgalatainkhoz cianobakerialis nyers
kivonatot hasznaltunk, a kontroll ndvényekbdl 6 izoenzimet sikeriilt kimutatni (90, 80, 60, 40,
33 ¢és 25 kDa latszolagos molekulatomegli). Mar ekkor megfigyeltiik a nukledz aktivitas
csokkend tendencidjat. Ugyanezt a csokkend tendenciat tapasztaltuk a tiszta toxinos kezelés

hatasara is.
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4.5. A foszfor- és kénéheztetés hatasa a C. raciborskii cianobaktérium novekedésére és

toxintermelésére

Mivel az altalunk vizsgalt C. raciborskii sejtek nem termelik a cilindrospermopszint,
kivancsiak voltunk arra, hogy ez a szervezet miként reagdl tdpelemmegvonésra. A
kisérletekhez kén-, illetve foszformentes tapoldatokat hasznaltunk. A tenyészetek novekedését
a novekedés gorbék segitségével, mig toxicitdsukat mustarteszttel kovettiik nyomon.
Megallapitottuk, hogy a foszfor-, illetve kénlimitacid hatdsara a tenyészetek fejlddése nem
indul meg, a tapasztalt minimalis novekedés a raktarozott tdpanyagoknak koszonhetd. A
vékonyrétegkromatografids képekbdl kideriil, hogy jelentdsen csokken a termelt toxin
mennyisége is. A gélelektroforézises vizsgalatok ramutattak arra, hogy a tapanyagéheztetés uj

fehérjék megjelenését indukalja.

4.6. A Kis-Balatonbol izolalt cianobakériumok mikrocisztintartalmanak meghatarozasa

A 2001-es évben a Kis-Balatonban vizvirdgzas volt megfigyelhetd, amelybdl
szarmaz6 planktonmintat sziiréssel és/vagy centrifugalassal koncentraltuk. Az igy nyert
tiledékbdl szamos mikrocisztin tipusu vegyiiletet izolaltunk. A tisztitas 1épései a kdvetkezdk
voltak, metanolos extrakcid, DEAE celluldzos tisztitds, amelyet egy C-18 Sep-Pack Plus
tolteteken valo tisztitas kovetet. A toxikus frakciokat ezutan Toyoperl oszoplon tisztitottuk
tovabb. A tisztitas utolso 1épésében DAD-HPLC-t alkalmaztunk, amely segitségével konnyen
felismerhetdek voltak a mikrocisztint tartalmaz6 frakciok jellegzetes spektrumuk alapjan. Az
izolalt mikrocisztinek szerkezetét MS spektrumuk alapjan hatdroztuk meg. A toxicitasi
vizsgalatokhoz mustarcsirandvény tesztet hasznaltunk, a mikrocisztintartalmu frakciok
elkiilonitését az is segitette, hogy a vizsgalt koncentraciok esetén is megjelentek a ndvényeken
a mikocisztinek hatasara jellemzd nekrotikus foltok.

Az izolalt M. aeruginosa szervezetbdl a 9. abran lathaté mikrocisztineket tudtuk kimutatni.
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9. abra

4.7. A pterokarpanok szintézise és tomegspektrometrias vizsgalata

Az ,,Anyagok ¢és modszerek” részben leirt mddon eldéllitottuk a pterokarpan
szarmazékokat, szerkezetiiket és deuteraltsagukat MNR spektroszkopiai modszerrel igazoltuk.

A preokarpan-vaz jellegzetes fragmensionjait, valamint az egyes ionokra kapott
nagyfelbontast eredményeket a 10. abran tiintettiik fel (csillaggal jeldltiik a szamitott, csillag
nélkiil a mért értékeket).

o, [M-H] [M-OH{*
\ miz 223,0759 /z 207.0810 N
*m/z 223,0765 2/22 207.0815

N 118,0415
D 118,0420 . m/z "205.0653
o 1 *m/z 205.0659
m/z 131.0493 H11a O
*m/z 131.0497
O

j+

o
+ 1
[ ] miz 224.0797 \ \ OH Ne)

*m/z 224.0802

miz 195.0806
miz 152.0626 O‘O m/z 195.0811
*m/z 152.0634

miz 181.0649
”r:]/,zz 112%_%77% *m/z 181.0656

10. abra




A tomegspektrumok alapjan megallapithatd volt, hogy a pterokarpan nagy intenzitasu
molekulaiont eredményez, amely minden deuteralt szirmazék esetén a spektrum baziscsticsat
adta. A masodik legnagyobb intenzitasti fragmens a [M-H'] ion, ami tobbféleképpen is
keletkezhet. Létrejohet a 6-os hidrogén vagy a 1la helyzetli hidrogén vesztésével, az
intenzitasértékekbdl kitlinik, hogy a 6-os helyzetli hidrogén vesztése a kedvezményezett. Az
m/z 207-es fragmens a molekulaionbdl atalakult enol-forméabol keletkezik hidroxilgyok
vesztésével, mig az m/z 205-0s fragmens viz eliminaciot kovetd hidrogéngyodk vesztéssel jon
létre. A molekulaionbol formaldehidgyok (COH’) vesztés utan jon létre az m/z 195-6s ion. Az
m/z 181-es ion a molekulaionbodl etilénoxid vesztést kdvetd hidrogén gyok vesztéssel jon
létre. Az atrendez6dott molekulaionbdl aldehidgydk vesztést kovetd atrendezddés utan
ismételt aldehid molekula vesztéssel jon létre a m/z 165-6s ion. A m/z 152-es ion a
molekulaion atrendezodését kovetden, acetaldehid vesztést kovetd szénmonoxid vesztéssel
jon létre. A molekulaionban 1évé benzofurdn-, illetve kromanongytiri kotéseinek szimultan
hasadasaval jon létre m/z 131-es pirillium szerkezet, illetve az m/z 118-as benzofuran

gyokkation.
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5. Osszefoglalas

Eredményeink 0Osszefoglalasaként elmondhatd, hogy sikeriilt megvaldsitani a
Balatonbol szarmazé Cylindrospermopsis raciborskii (BGSD 266) cianobaktérium nevelését
laboratériumi kozott.

A tenyészetbdl kromatografias eljarasokkal sikeriilt egy (1j ndvényi inhibitort izolalni,
az altalunk bevezetett szilikagéles tisztitds és vékonyrétegkromatografids nyomonkdvetés
lényegesen megnovelte az izoldlas hatasfokat. Az izoldlt 1) vegyiiletnek a
cilindrospermopsziciklin trivialis nevet adtuk.

Szerkezetvizsgalati modszerekkel (NMR-, IR- spektroszkopia, MS) sikertilt javaslatot
tenni az izolalt ndvényi inhibitor szerkezetére.

Mustarnovénnyel — végzett kisérleteink ramutattak arra, hogy az izolalt
anyagcseretermék  gatolja a mustar novekedését, ICsy értéke 600 pg/ml. A
fehérjegélelektroforézissel végzett kisérleteink alapjan elmondhatd, hogy a tisztitott
cianotoxin hatdsara 0j fehérjék jelennek meg. A cianotoxin hatasara csokken a mustér
ssDN-4zanak és savas protedzanak aktivitasat.

A Cylindrospermopsis raciborskii torzs tapanyagéheztetése (foszfor- illetve
kénmegvonas) a tenyészet novekedésének csokkenését idézi eld. A tapanyagmegvonas
hatdsara csokken az altalunk izolalt cianotoxin mennyisége, amelyet vékonyréteg-
kromatografids modszerrel hataroztunk meg.

A Kis-Balatonb6l 2001-ben izolalt Microcystis aeruginosa szervezetbdl sikertilt
izolalni négy mikrocisztint ([Dha’]MCYST-FR, MCYST-HilR, MCYST-LY és
[D-Ser']MCYST-EE(OMe)), melyek szerkezetét tomegspektrometrias modszerrel hataroztuk
meg.

Sikeriilt eldallitani a pterokarpan hét kiilonb6zé deuterdlt analdgjat, melyek az
irodalomban eddig még le nem irt vegyiiletek.

A pterokarpan deuteralt szarmazékainak tomegspektrometriai vizsgalataval a
természetes anyag fragmentacids Utvonaldt sikeriilt feltérképezni, megallapitottuk, hogy a
molekula jellegzetes fragmensei a kovetkezok: molekulaion, [M-H'] ion, [M-OH]" ion,

pirillium-kation és benzofuran-gydkkation.
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