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1. BEVEZETES, CELKITUZESEK

A természetben eléforduld bioldgiailag aktiv anyagok azonositasa és koncentracidjuk
minél pontosabban torténd 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 alkalmazzédk a felszini vizekben
jelenlévo toxikus anyagok vizsgalatanal, illetve a ndvényekben taldlhatd kismennyiségii
hatéanyagok kimutatasdra. A  toxikus vizvirdgzasok esetén, — amely fontos
kornyezetanalitikai  probléma — a tomegspektrometridnak kiemelt jelendsége van. A
vizvirdgzas a planktonszervezetek felszini vizekben vald tomeges elszaporodasat jelenti.
Ilyenkor a vizek felszinén zavarosodas ¢és intenziv elszinez0dés figyelheté meg. Toxikus
vizvirdgzasrdl abban az esetben beszélink, ha az ilyenkor nagyszdmban -elszaporodd
planktonikus szervezetek egértesztben toxikusnak mindsiilé anyagcseretermékeket termelnek.
A toxikus vizvirdgzast mind prokariota, mind eukariota szervezetek okozhatjdk. A
prokariotak csoportjaban tartoznak a cianobaktériumok, kézottiik toxikus anyagcesereterméket
(cianotoxint) termel6 és nem termeld szervezetek is el6fordulhatnak. A cianobaktériumok
toxintermelésének vizsgalata csupan néhany évtizedes multra tekint vissza, de a
cianobaktériumok altal termelt toxikus anyagcseretermékeknek tulajdonitott mérgezésekrol
tobb szaz évvel ezeldtrdl is maradtak fenn feljegyzések.

A Novénytani Tanszék kutatocsoportja a Aphanizomenon ovalisporum, Microcystis
aeruginosa ¢és a Cylindrospermopsis raciborskii nevi fajok cianotoxinjainak analizisével és a
cianotoxinok hatasanak novényi rendszereken torténd tanulmanyozasaval foglalkozik. A
Microcystis aeruginosa toxinjair6l, a mikrocisztinekrdl tudjuk, hogy azok a ndvényi protein
foszfatazokat specifikusan gatoljak és megzavarjak a sejtciklust, a sejtanyagcserét. A
Cylindrospermopsis raciborskii toxinjairdl, azok hatdsmechanizmusarél nincsenek ilyen
adataink, a fenti szervezet szekunder metabolitjainak a hatdsmechanizmusat nem ismerjiik.

A kutatasi teriileteink masik irdnya a novényekben eléforduld biologiailag aktiv anyagok
tanulmanyozasa, ezen aktiv metabolitok koziil a PhD értekezés a pterokarpanokkal és azok
tomegspektrometriai vizsgalataval foglakozik részletesen.

Az eldbbiek alapjan alakitottuk ki a kutatdsi céljainkat, amely a Balatonbdl izolalt
cianobaktérium, a Cylindrospermopsis raciborskii egy 1j, novényi ndvekedést gatlo

metabolitjdnak (cianotoxin) szerkezetfelderitésével és annak a mustarnovény anyagcseréjére



kifejtett, tajékoztatd jellegli vizsgalataval foglalkozik. A munka sordn a masik cianobaktérium
faj, a Mycrocystis aeruginosa cianotoxinjai is az érdeklddési koriinkbe keriiltek, amelyekben
olyan cianotoxinokat talaltunk, amelyek ismeretlenek voltak az eddig Magyarorszagon talalt
szervezetekben.

A munka soran a problémafelvetés természetébdl adoddan olyan szerkezetfelderitd

megkozelitéseket alkalmaztunk, melyek alkalmasak 0j kémiai strukturak felderitésére.

A célkitiizéseket az alabbiakban fogalmazhatjuk meg:

1. Az 1995-ben a Balatonbol izolalt Cylindrospermopsis raciborskii torzs laboratériumi
koriilmények kozott torténd nevelésének megvaldsitasa, a tomegtermelés optimalizalasa
toxintisztitas céljabol.

2. A torzs altal termelt ismeretlen cianotoxin izolalasa.

3. A tOrzs altal termelt ismeretlen cianotoxin szerkezetének meghatarozasa.

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

5. A torzs tapanyagéheztetésének tanulmanyozasa.

6. A kis-balatoni vizviragzasbol 2001-ben izolalt Microcystis aeruginosa cianotoxinjainak
szerkezeti meghatarozasa.

7. Egy mar ismert biologiailag aktiv vegyiilet deuteralt szdrmazékainak szintézise az alapvaz

tomegspektrometriai vizsgalatanak céljabol.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A cianobaktériumok altalanos jellemzése

A cianobaktériumok a prokariétak csoportjaban tartoznak, azaz a sejttartalom nem
kiiloniil el citoplazmara és sejtmagra, a nukleoplazmit nem boritja maghartya. A
cianobaktériumok genomja a legnagyobbak ko6zé tartozik a prokariotdk vilagéban,
extrakromoszomalis elem, plazmid talalhato benniik, a genom tobb masolatban van jelen, igy
mutagénekkel és UV-sugarzassal szemben ellendlloak. A cianobaktériumokban talalhato
kromatoplazma szines, a centroplazmat veszi koriil, glikogén szemcsék (tapanyagraktar) és
polifoszfat testek fordulnak el6 benne. A cianobaktériumok Gram negativ sejtfalat
poliszacharid természetii nyalka fedi'. A Gram-negativ cianobaktériumok obligalt
fotoautrofok, szénforrasuk a vizben oldott szén-dioxid, fotoszintézisiik sordn oxigént
termelnek. A citoplazmaban 1€év6 fotoszintetikus apparatusuk néhany kivételtdl eltekintve
nem egyezik meg az eukariotak kloroplasztiszaban taldlhatokkal: a tilakoidok nem tapadnak
egymashoz, felsziniikon fikobiliszomak taldlhatdoak. Ezen fikobiliszomak felépitése a
kovetkezd: allofikocianin core, fikocianin- és fikoeritrin rudak valamint linker peptidek;
szerepiik van a fényabszorpcioban ¢és a PSll-re torténd energiatranszferben. A
cianobaktériumokon kiviil vords algdk kloropasztiszdban van még ilyen rendszer. A
cianobaktériumokban taldlhaté egyéb fotoszintetikus pigmentek még a klorofill-a és a
karotinoidok. A cianobaktériumokban talalhat6 karboxiszomak szerepe a szén-dioxid
felvétele. A karboxiszomakban Rubisco (ribuldz-1,5-biszfoszfat-karboxilaz-oxigenaz) enzim
talalhato, a Calvin-cikluson keresztiil torténik a szén-dioxid fixalasa'. A cianobaktériumok
jellegzetessége még a cianoficin szemcse, amely a tilakoid és a citoplazmamembran kozott
talalhato ¢és nitrogéndepoként muikodik. A cianobaktériumok vertikdlis mozgasat és
fajsulyszabalyzasat a gazvakuélumok teszik lehetévé'. A cianobaktériumok kozott talalhatok
olyan fajok is, amelyek képesek a 1égkori nitrogén kotésére. Ezen fajok — kotott nitrogén
hianyadban — a nitrogénkotést heterocisztak segitségével valositjak meg. A heterocisztdk a
vegetativ  sejtektél eltérd morfoldgiaji, nitrogénkotésre specializalodott sejtek, a
baktériumfonalban 10-12 vegetativ sejt valasztja el Oket egymastol. Sejtfaluk erdsen
megvastagodott, egy belsd glikolipid és egy kiils6 poliszacharid réteg fedi dket, a vegetativ
sejtekbdl differencialodnak. A heterocisztdkban a vegetativ sejtekhez kozel esé oldalon
polaros testek taldlhatoak, melyekbe cianoficin rakodik le.* A heterocisztak a fonalas

cianobaktériumokban a 1égkori nitrogén megkdtését hajtjak végre. A cianobaktériumok



elterjedését az akinétaképzés teszi lehetévé. Az akinétdk cianobakterialis sporak, melyek
gazdag glikogénkészletekkel és tartalék nitrogénnel rendelkeznek. Ezen taléld képletekkel a
légtérben vald terjeszkedésre is képes a faj.' Alapvetd jellemvonasaikat és életmodjukat
magyar nyelven Kis Keve Tihamér foglalta 6ssze”, de a mikrobioldgiai stidiumok anyagat is

képezik®.

2.2. A vizviragzasok és a toxikus cianobaktériumok

A vizviragzas a felszini vizekben a planktonszervezetek tomeges elszaporodasat jelenti.
Ilyenkor a vizek felszinén zavarosodas ¢és intenziv elszinezddés figyelhetd meg, jellemzo lehet
tovabba vizfelilleten megjelend, Osszetomoriild elhalt planktontdmeg, amely hab, hartya,

illetve darabos massza forméajaban jelenik meg® (1. abra).

1. abra Cianobakterialis vizviragzas

A cianobaktériumok tomeges elszaporodasanak feltételeként négy kritériumot
allapitottak meg: (1) szélcsendes vagy enyhén szeles 1d6, (2) 15-30 °C kozotti vizhdmérséklet,
(3) pH 6-9 kozotti viz pH-érték és (4) elegendd novényi tapanyag.® Toxikus vizviragzasrol
abban az esetben beszélhetiink, ha az ilyenkor nagyszamban elszaporod6 planktonikus
szervezetek egértesztben toxikusnak mindsiilé mérgezé anyageseretermékeket termelnek.*” A
Foldon szamos helyen megfigyeltek toxikus vizvirdgzast. Az els6 vizviragzast Giraldius
Cambrensis 1188-ban ,,irta le” a Langrose-t(')ban.é’7 A XX. szazad Otvenes évei elbtt a
vizviragzas jelensége igen ritka volt.® Jelenleg nem csupan az eutrofizald (nitrat- és
foszfatterhelt) vizekre jellemzé ¢és nem mondhatdo ki egyértelmiien, hogy a toxikus
cianobaktériumok elszaporodasat kozvetleniil emberi tevékenység okozta szennyezés idézi

el6.® Magyarorszagon el6szor Sebestyén Olga figyelt meg vizvirdgzast a tihanyi Kis-6bolben



1934 augusztusadban. Ekkor a vizviragzast a Microcystis aeruginosa és Microcystis flos-aquae
fajok okoztak’. Azota tobbszor is megfigyeltek a Balatonban vizviragzast, melyek koziil a
legnagyobb visszhangot a Cylindrospermopsis raciborskii szervezet tomeges elszaporodasa
valtotta ki 1994-ben.” A toxikus vizvirdgzast nem csak prokariota, hanem eukariota
szervezetek is okozhatjak.*'' Elmondhato, hogy a toxikus vizvirdgzasokban altalaban egy
domindns cianobaktérium faj a jellemzd. Az egyes cianobaktérium torzsek kozott
eléfordulhatnak toxikus anyagcsereterméket (cianotoxint) termeld €s nem termel6 szervezetek
is. A toxikus anyagcsereterméket termeld izoldtumok toxicitasa tobb nagysagrenddel eltérhet
egymastol, igy eléfordulhat olyan eset is, hogy tilnyomd részben nem toxikus
cianobaktérumot tartalmazé biomassza kis mennyiségben jelenlevd toxikus faj miatt erdsen
toxikusnak mutatkozik.*"!

A toxikus cianobaktériumok elszaporodésa akkor kiilondsen veszélyes, ha a vizviragzas
ivovizkészletet érintd viztéren torténik, mivel a cianotoxinokat a szokasos viztisztitasi eljaras
nem tudja eltavolitani.*'>"> R4adasul az alkalmazott eljarasok a cianobaktériumok lizisét
idézhetik el8, ezaltal megndvelhetik az ivovizek cianotoxin-koncentraciojat.*'*!? Kisérletek
folynak a cianotoxinok felszini vizekbdl torténd eltavolitasara, ezek a cianotoxinok
megkotésén vagy lebontasan alapulnak. A cianotoxinok megkotésére aktiv - szenet
alkalmaztak, de a moddszer draga, ezenkiviil a kezelt viz gyakran toxinmaradvanyokat

1. Ezen kisérletek alapjan

tartalmazott.'* A cianotoxinok degradalasa torténhet klorra
elmondhato, hogy a klorral (natrium-hipoklorit forméban) toérténd lebontas soran keletkezd
melléktermékek (trihalometanok, haloecetsavak) koncentracidja a megengedett hatarérték
alatt marad. Az ilyen modon kezelt vizet transzgén egérkisérletekben vizsgélva, a vizek
elfogyasztasa nem okozott mérgezési tiineteket, de a cilindrospermopszint, mint cianotoxint
tartalmazé vizminta esetén — a minta kloros kezelését kovetden — zsir rakodott le a him egerek
40 %-4nal, amire nem tudtak magyarazatot adni.'® Egy nemrég megjelent kozleményben a
klorozas kinetikajat vizsgaltak cilindrospermopszin és anatoxin esetén.'’ Oxidaloszerként
natrium-hipokloritot, monokléramint valamint kalium-permanganatot hasznaltak.!”” A
reakciokra masodrendii kinetikat tudtak felirni, az oxidaloszerek koziil a klor volt a
leghatékonyabb, a legidealisabb pH-értéknek a pH=7 bizonyult. A cianotoxinok lebontédsa
UV-fénnyel is torténhet, katalizatorként titdn-dioxidot hasznalva. Megallapitottak, hogy a
pH-nak és a szervesanyagtartalomnak hatasa van a lebontas sebességére.'® Tekintettel arra,
hogy a cianotoxinok nagyon hidrofil anyagok, mivel poléaris (néha ionos) funkcids
csoportokat tartalmaznak (cilindrospermopszin), kisérletek folynak olyan adszorbensek

eldallitasara, melyek szelektiven képesek ezen hidrofil toxinokat megkotni, igy teszik



lehetévé dusitasukat vizanalizis céljabol, illetve eltavolitasukat a vizterekb6l.” Mivel a
cianobaktériumfajok jelentds része gézvakudlummal rendelkezik, a felszinre tudnak
emelkedni. Onnan az aramlatok és a szél a szarazfold felé sodorja a felgyiilemlett biomasszat,
igy halalos dozist jelenthetnek az allatok szamara, amennyiben azt elfogyasztjak.”**' A
huméan mérgezéseket altalaban a cianobakteridlis sejteket vagy toxikus metabolitokat
tartalmazo ivoviz, vagy a taplalék elfogyasztisa okozza.”> Magyarorszagon az emberi
egészségre legveszélyesebb vizviragzas a Velencei-tavon tortént, amikor a M. aeruginosa faj

szaporodott el

A Balatonban az 1970-es évektdl kezdédden komoly gondot okoz az
eutrofizacié a novekvd foszforterhelés kovetkeztében. A hatvanas évek végén az A. flos-
aquae terjedt el, a hetvenes évek végétdl kezdddden a C. raciborskii és a M. aeruginosa is
tomegesen fordult eld. 1995-t6l a to6 kiilsé foszforterhelésének csokkenése kovetkeztében
megindult az oligotrofizdlodas folyamata, ami az A. flos-aquae 0Gjbdli dominancidjaval jar

. 23,24,2526,27,28,29
egyutt.””

2.3. A cianobaktériumok altal termelt toxikus metabolitok (cianotoxinok) altalanos

jellemzése

A cianobaktériumok altal termelt toxikus metabolitokat két szempont szerint
csoportosithatjuk: kémiai szerkezetiik, illetve hatdasmechanizmusuk szerint.

Kémiai szerkezet alapjan a cianotoxinokat a kovetkezd csoportokba sorolhatjuk:
ciklikus peptidek, alkaloidok, lipopoliszacharidok.*>'" A ciklikus peptidek csoportjaba
tartoznak a mikrocisztinek (Microcystis, Anabena, Planktothrix és Nostoc fajok termelik) €s a
nodularin (csak a Nodularina spumigena termeli).*> Ezen ciklikus peptidek szerkezetét az
1980-as évek elején hataroztdk meg, a varidnsok szdma az 1990-es években ugrasszeriien
megno6tt. Kémiai szerkezetiikrél elmondhato, hogy a nodularin esetén 6t, mig a mikrocisztinek
esetén hét aminosavbol allo ciklikus peptidrél van sz6.*'' Mind a mikrocisztinek, mind a
nodularin estén leirtak nem toxikus moédosulatokat is. Ilyen esetekben a kettdskotések
térallasanak valtozasat vagy a glutaminsav acilezését figyelték meg.* Léteznek linearis
mikrocisztin formak, melyek viszont kevésbé toxikusak, mint a megfeleld ciklikus forma; ugy
vélik ezek a linearis formak prekurzorok vagy lebontasi termékek.* Az alkaloidok
csoportjaba tartoznak: az anatoxin-a (kis molekulatdmegli masodlagos amin, Anabaena,
Planktothrix, Cylindrospermopsis®® és Aphanizomenon fajok termelik), az anatoxin-a(s)
(ciklikus N-hidroxi-guanin észter, amit Anabaena fajok termelnek), az aplisiatoxin (Lyngbya,

Schizothrix és Planktothrix fajok termelik), a cilindrospermopszin €s a lingbiatoxin (Lyngbya
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fajok termelik) cianotoxinok®. Fontos megemliteni még a karbamat alkaloid neurotoxinok egy
csoportjat alkotd saxitoxinokat, melyek eléfordulnak szulfdtmentes (saxitoxin), egyszeresen
szulfatalt (goniautoxinok), és kétszeresen szulfatalt (C-toxin) forméban. Az elébbiek az
Anabaena, Aphanizomenon, Lyngbya és Cylindrospermopsis fajok toxikus metaboltitjai.
#3132.33 A kémiai besorolds utolsé csoportjat a lipopoliszacharidok alkotjak, ezek egy cukor-
(4ltalaban hex6z) és egy lipidrészbdl épiilnek fel. Irritald toxinok esetén az allergikus reakciot
a zsirsavrész valthatja ki, hatasukat a bioldgiai rendszerek kiils§ feliiletén fejtik ki.'
Sejtfalalkotoként minden cianobaktériumban jelen vannak, toxicitdsuk fajonként és
izolatumonként széles véltozatossagot mutat.”

Hatasmechanizmusuk alapjdn a cianobakterialis toxinok négy csoportba sorolhatok:
neurotoxinok, hepatotoxinok, citotoxinok valamint bdrirritdld és gasztrointesztinalis toxinok.
A neurotoxinok® az idegrendszert tdmadjék meg, harom csoportjuk ismertes: az anatoxin-a az
acetilkolin-receptorok antagonistdja ¢€s posztszinaptikus neuromuszkularis blokkoloként
miukodik; kotddik az acetilkolin-receptorhoz, 6sszehuzodast valt ki, de az acetilkolin-észteraz
nem tudja lebontani, igy ,talstimulalt &llapot” jon létre. Az anatoxin-a(s) gatolja az
acetilkolin-észterdz enzimet, megakadalyozvan hogy az lebontsa a receptorhoz kotodott
acetilkolint.* A saxotoxin és neosaxitoxin megakadalyozza, hogy az izomsejtekben 1évé
idegsejtek osszehuzodast valtsanak ki.* A hepatotoxinok csoportjaba tartoznak a
mikrocisztinek és a nodularin. A mikrocisztinek koziil tobb specifikusan gatolja a PP1A ¢és
PP2A tipusi proteinfoszfatdz enzimeket. A toxin Mdha része kovalensen kotédik az
proteinfoszfatdz reakcidcentrumaba, ezaltal megakadalyozza az enzim mikodését.
Mikrocisztin vagy nodularin mérgezés esetén jelentds majkarosodas figyelheté meg. Ennek
oka az, hogy a sériilt, lekerekedett hepatocitak karositjdk az endothelsejteket, ami miatt vérzés
1ép fel a majban. A majsejtek fellazulnak, lekerekednek, késébb elfajulnak, nekrotizalédnak

/ . 11 4
és a sejtmagvak degeneralodnak.’***2%78 A

citotoxinok csoportjaba tartozik a
proteinszintézist gatold cilindrospermopszin. A cilindrospermopszin genotoxikus hatasu is,
mivel kromoszomavesztést és DNS-rovidiilést okoz.’ Az irritalo és gasztrointesztinalis
toxinok kozé tartoznak a lipopoliszacharidok.* Fontos megjegyezni, hogy bizonyos
cianotoxinok altal okozott mérgezések esetén egyes emlds szervekben és a kiilsé felszinen

elvaltozasok figyelheték meg.>'***!

Egy fontos torvényszeriiséget érdemes kiemelni a
cianobaktériumok toxintermelésével kapcsolatban: egy adott cianotoxin tobb cianobaktérium

t6rzsbél is szarmazhat, egy cianobaktérium térzs pedig tbb cianotoxint is termelhet.*
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2. abra A legismertebb cianotoxinok szerkezeti képlete

2.4. A cianobaktériumok altal termelt toxikus metabolitok (cianotoxinok)

laboratoriumi vizsgalata

Hosszt idén keresztill a toxikus vizvirdgzasok jellemzésére egyediil az egértesztet™
hasznaltdk, amely a teljes toxicitas mértékérdl néhany 6ran beliil informécidt nyuajthat. Ez a
teszt azonban nem nagyon specifikus, illetve érzékeny. Mara mar szdmos, a cianotoxinok
bioaktivitasan alapuld egyéb bioldgiai kimutatisi modszert is kidolgoztak.** Igy ismeretesek
hatékony hepatotoxikus, neurotoxikus, citotoxikus enzimaktivitasi €és immunologiai
interakciokon alapuld kimutatasi tesztek.**** Mindezek ellenére — elsésorban tradicionalis
okok miatt — Onmagaban egyetlen teszt sem képes az egértesztet helyettesiteni. Az
egértesztben him svijci egereket hasznalnak. A sterilre szlirt és vizzel vagy fiziologids
sooldattal higitott cianobakterialis sejtek kivonatat vagy a toxikus metabolitokat juttatjak az
egerek hasiiregébe. Az egereket 24 oran keresztiil figyelik, a megfigyelt tiineteket €s a halal
beallta utani eredményeket hasznaljak fel az LDsy értékének megaddsara. Tobbfajta
cianotoxin egyiittes jelenléte esetén azonban a gyorsabb hatasi elfedi a tobbi tiineteit.”

A BGST (Blue-Green Sinapis Test) egy in vitro ndvényteszt, amelyet Kos és
munkatarsai** a mikrocisztin kimutatdsara dolgoztak ki, a teszthez axenikus mustar
csirandvényt hasznalnak.*® A teszt kifejlesztése soran t5bb ndvényfajt is kiprobaltak, és bar
mindegyik esetén novekedésgatlast tapasztaltak, a cianotoxinokkal szemben a fehér mustar
bizonyult a legérzékenyebbnek. A teszt eldnye hogy olcsd és a mikrocisztinen kiviil mas

cianotoxinok (cilindrospermopszin) kimutatésara is alkalmas.*
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A biokémiai probak koziil a proteinfoszfatdz inhibicid egy érzékeny modszert jelent a
mikrocisztinek és nodularinok kimutatdsira. A moddszer a toxinok biokémiai aktivitdsan
alapul. Lényege, hogy PP1A és PP2A tipust enzimek altal hasitott, >*P-vel jeldlt szubsztratok
aktivitasat, az eltavolitott **P mennyiségét méri.**>’ Ez a modszer nanogramm/milliliter alatti
mikrocisztin-koncentraciot is képes kimutatni az ivovizekben, igy rovid idon beliil tobb minta
analizisét teszi lehetéve.”

Mas tesztekben is a cianotoxinok biokémiai aktivitasat hasznaljak fel kimutatasukra,
példaul az anatoxin-a(s) esetén az acetilkolin-észterdz gatlast detektaljak, sajnos azonban ez a
teszt nem szelektiv, mert mas toxikus anyagokat, példaul szerves foszfor alapt peszticideket
is kimutat.

A legigéretesebb, egértesztet helyettesitd modszerek az ELISA modszerek. Ezt a
modszert sikeresen alkalmazzak Kindban a mikrocisztinek detektalasara.*”

A cianotoxinok detektalasara hasznalt kémiai modszerek koziil a legelterjedtebb a
HPLC-vel torténd vizsgalat, ahol alkalmazhatnak UV vagy diddasoros detektort, 7454
Mivel az UV detektalasnal az azonositas a retencids idok alapjan torténik, standardokra van
sziikség. A diddasoros detektalas specifikusabb lehet, de az egyedi azonositas a cianotoxinok
hasonl6 spektruma miatt nem megoldhatd. Pontos szerkezeti informaciot szolgaltat a
cianotoxinrdl egy olyan a HPLC-rendszer, ahol detektorként tomegspektrométert hasznalnak.
A tomegspektrométer nagy érzékenysége mellett (nagyon kis koncentracidban is képes
kimutatni a cianotoxinokat) szerkezeti informaciot is szolgaltat. A méréstechnikatdl fiiggden
detektalhatunk pozitiv vagy negativ toltésii ionokat.”™' Amennyiben tandem késziilék 4ll
rendelkezésiinkre, SIM (selected ion monitoring) mod helyett valaszthatunk SRM (selected
reaction monitoring) modot™>, amely még pontosabb azonositist tesz lehetévé.
Dell’ Aversano-nak és munkatarsainak 2004-ben sikeriilt megvalositani a saxitoxin-analdgok,
a mikrocisztinszarmazékok, a cilindrospermopszin és az anatoxin-a elvalasztisat egy
modositott HPLC-rendszerrel Amid-80-as oszlopon, a detektalas soran SIM és SRM MS/MS
modot is kiprobaltak, a két detektalasi modozat kozott nem volt 1ényeges eltérés; mindkettd
soran tisztan elkiiloniilt a cilindrospermopszin és a dezoxi-cilindrospermopszin.™

Jelenleg a leghatékonyabb elvalasztasi technika az elektroforézis elvén alapul. Kapillar-
elektroforézis (CE) esetén két pufferoldatot tartalmazéd edény kozott egy 25-100 um belso
atmér6jii, 20-100 cm hossza kvarckapillarist helyeznek el. A pufferedényekre kapcsolt
nagyfesziiltség hatdsara a vizsgdlni kivant komponensek véandorolni kezdenek. A
kapillarelektroforézis technikdk koz¢ tartozik a micelldris elektrokinetikus kromatografia

(MEK). A MEK esetén a mintakomponensek egy micellaris fazis és egy hatarelektrolit kozott
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oszlanak meg, a megoszlas mértéke a meghatarozni kivant anyagokra kiilon-kiilon jellemzo.
Amennyiben anionos feliiletaktiv anyagokat kritikus micellakoncentracio (CMC) feletti
mennyiségben adnak az elektrolithoz, olyan micelldk képzddnek, melyek feliilete negativ
toltési, belsd teriik hidrofob jellegii. A hidrofilebb jellegli komponensek érik el hamarabb a
detektort, azokat pedig a hidrofobbak kévetik. 1992-ben kidolgoztak a mikrocisztinek™ és a
saxitoxinok® és 2002-ben a cilindrospermopszin® CE-vel torténé elvalasztasat.”®’ A

. : . e . e . 58,59,60
cianotoxinok kimutatasara vékonyrétegkromatografias modszereket is alkalmaznak.”™"™

2.5. A Cylindrospermopsis raciborskii nitrogénkoté, fonalas cianobaktérium részletes

bemutatasa

A C. raciborskii szervezetet Java szigetén izolaltak el8szor® és tipikusan tropusi
cianobaktériumként irtdk le. Azonban mara mar mind a trépusi, mind a mediterran égovi
teriileteken elterjedt faj, amit Eurépa édesvizeiben is kimutattak.'” A kiilsnb6z6 helyeken
izolalt torzsek Osszehasonlitdsara genetikai vizsgalatokat haszndltak. Ausztralidban kiilonb6zo
helyeken izolalt szervezetek sszehasonlitasara rpoCl és STRR szekvenciakat hasznaltak '
C. raciborskii fajon beliil nagy hasonldésagot mutat, igy alkalmazhat6 a faj azonositasara. Az
STRR szekvencia esetén (amelybdl harom ismeretes) eltéréseket tapasztaltak a kiilonb6zd
izolatumok esetén. 2002-ben eurodpai, ausztral és amerikai izolatumokat hasonlitottak 6ssze
nifH és cpcBA-IGS szekvenciajuk alapjan.®® A nifH (amely a dinitrogenaz-reduktiz enzimet
kodolja, és a légkori nitrogén kotéséért felelds) szekvenciak alapjan jol elkiiloniiltek
egymastol az egyes kontinenseken izolalt torzsek. A cpcBA-IGS szekvencia alapjdn azonban
csak az amerikai izolatumok kiiloniiltek el a tobbi kontinensen izoléltaktol. 2001-ben thaifoldi
izolatumokat azonositottak 16sRNS szekvencigjuk alapjan.” Egy 2004-ben kozolt cikkben
japan és thaifoldi C. raciborskii izolatumok STRR és 16SrRNS szekvencidit vizsgaltak.®*
Megallapitottak, hogy az egyes izoldtumok 16SrRNS szekvenciai nagy homologiat mutatnak,
tovabba ezen szekvencia alapjan 99,5 %-os egyezést mutattak ki az Ausztralidban izolalt
torzsekkel. A 16SrRNS szekvencia azonban eltér a mas cianobaktériumokban talalhato
szekvenciaktol. Az STRR szekvencia alapjan a japan és tajfoldi izolatumokat két csoportba
lehetet sorolni, azonban nem lehetet kiilonbséget tenni toxikus €s nem toxikus torzsek kozott.
2005-ben portugdl izolatumok vizsgélata soran ITS, 16SrRNS, M13 és ERCI szekvencidkat
vizsgaltak.”> Megallapitottak, hogy az ITS és 16StRNS szekvenciak konzervativak, igy a faj

azonositasat teszik lehetdvé, mig az M13 ¢és ERIC szekvencidk, mint ,,ujjlenyomatok™
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segitségével az egyes izolatumok kozott tehetd kiilonbség. A faj elterjedésének magyarazatat
keresve vizsgaltdk a négy kontinensen izolalt torzsek genetikai diverzitisat.®® A genetikai
vizsgélatokhoz IST1, rpoC1 és nifH szekvencidkat vizsgaltdk és megéllapitottak, hogy az
europai és amerikai izolatumok elkiiloniilnek az ausztraliai és afrikai izolatumoktol. Az
amerikai és eurdpai izolatumok csoporton beliil nagy homologiat mutatnak, mig az ausztral és
afrikai csoportban a homoldgia csak 91 %-os. Megallapitottdk, hogy a polimorfizmus
vizsgélatara az emlitett 3 gén koziil az IST1 szekvencia a legalkalmasabb. A faj izoldtumainak
vizsgalata soran megfigyeltek egyenes és feltekeredett cianobaktérium fonalakat is. 0164 A faj
tropusi eredetli, de megjelent a mérsékelt ovben is, igy megvizsgaltak a faj hdmérséklet-
tolerancigjat. Azt talaltdk, hogy ndvekedéséhez 20-35 °C az optimalis, alacsony
hémérsékleten (10-19 °C) az izolalt tdrzsek nem ndttek, de amint a hémérséklet ismételten
idedlissa valt, a torzsek novekedésnek indultak.®® Brazilidban izolalt torzsek esetén is
vizsgaltadk azok homérséklet-tolerancidjat; azt talaltak, hogy a novekedéshez a mar emlitett
hémérséklet az idedlis, viszont a toxintermelés szempontjabol az alacsonyabb hdéfok
(19-25 °C) a kedvezdébb, ahol a baktériumfonalak ndvekedése nem olyan dinamikus.”’ A
cilindrospermopszin-szintézis kapcsan kimutattdk, hogy az Ausztralidban izolalt
C. raciborskii torzs 35 °C-on nem termeli a mar emlitett cilindrospermopszint, viszont a
toxintermelés Ujra megindul, amint a hémérséklet alacsonyabb lesz.”’

A C. raciborskii 1979 novemberében keriilt a nemzetkozi figyelem kozéppontjaba,
amikor is az ausztraliai Palm Island-ben 18 gyerek keriilt sulyos, hdnyasos kiszaradéasos
tiinetekkel korhazba. A Solomon Dan viztarozoban a cianobaktérium vizviragzast idézett eld,
amit réz-szulfatos kezeléssel igyekeztek orvosolni, igy keriilt a toxikus metabolit, a
cilindrospermopszin, az ivovizbe. Azbéta szamos mas helyen izolalt C. raciborskii
1zolatumokbdl kimutattak a cilindrospermopszint. A cilindrospermopszinon kiviil a szervezet
mas cianotoxinokat is termelhet, ezek lehetnek kiilonb6z6 szarmazékok, példaul 7-epi-
cilindrospermopszin® (amely hasonloan toxikus, mint a cilindrospermopszin), illetve a
7-dezoxi-cilindrospermopszin,™ (amelyré] azéta bebizonyitottak hogy nem toxikus), valamint
anatoxin® és SPS-toxinok, példaul saxitoxin, gonyautoxin.®*>"** 1999 ¢és 2000 kozott két
brandenburgi t6 vizvirdgzésa sordn a vizviragzast okozo fajokat és a jelenlévd toxinokat
vizsgaltdk. A toxicitds és a toxinok detektalasara CACO-2 ¢és HEP-G2 sejtvonalakat,
HPLC-MS/MS rendszert és egértesztet hasznaltak. Az adatok alapjan kideriilt, hogy a
vizviragzasért a C. raciborskii faj a felelés, a terepen izoladlt biomasszambol

cilindrospermopszin tudtak kimutatni. A tereprdl izolalt monokultiras tenyészetekbdl — bar
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metanolos kivonatuk toxikus volt a sejtvonalakra — nem tudtdk kimutatni a
cilindrospermopszin toxint.”' Hasonlé megfigyeléseket tettek az 1999-ban Portugalidban
harom toban és egy folydban izolalt C. raciborskii torzsek esetében is; az izoldtumokbol sem
saxitoxinokat, sem mikrocisztineket, sem pedig cilindrospermopszint nem tudtak kimutatni. A
sejtlizatumokat egértesztben vizsgaltdk; a cianobaktérium sejtlizatumok toxikusak voltak, de
az extraktum fiziologiai hatdsa eltért a cilindrospermopszint termeld cianobaktériumok
hatasatol. Ezért felvetddott annak a lehetdsége, hogy a C. raciborskii szervezet egy eddig még
nem azonositott toxikus anyagot termelhet.”” A tanszékiink altal 1995-ben a Balatonbol izolalt
C. raciborskii torzsrol munkatarsaink kimutattak, hogy nem termeli a szervezetre jellemz6
toxint, a cilindrospermopszint. A C. raciborskii torzsek saxitoxin termelésének valtozasat
antibiotikum adasa esetén vizsgaltak.”’ Szamos tanulméany foglalkozik a C. raciborskii
szervezet mérsékletdvi vizekben torténé szezonalis megjelenésével.”’* A C. raciborskii
kivonatok hatasat egerekben vizsgalva megallapitottak, hogy a kivonatok mind oralis, mind

hastiregi adagolasa maj és vesekarosodast okoz.***!"">

2.6. A cilindrospermopszin részletes ismertetése

Jelenlegi  ismereteink szerint a cilindrospermopszin nevli  cianotoxint a

: : : - 15,6776 : . 77,78
Cylindrospermopsis  raciborskii, az  Aphanizomenon  ovalisporum, az

7980 3 Raphidiopsis curvata,®" a Lyngbya wollei** és az Umezakai

Aphanizomenon flos-aquae,
natans® fajok termelik. Szintézisérért feltehetéen a PKS (poliketid szintaz) valamint az NRPS
(nem riboszomalis peptid szintaz) a felelds, ezen fehérjék génszekvenciait nem csak a
C. raciborskii toxintermel§ szervezetbél tudtak kimutatni.”**

A cianotoxin 415 Da molekulatomegt, kéntartalmu tricikloguanidind-uracil szarmazék.
Szerkezetét NMR és MS technikdkkal igazoltdk. A cilindrospermopszinnak két szdrmazéka
ismeretes: a 7-epi-cilindrospermopszin és a 7-dezoxi-cilindrospermopszin.”*'** 1995 6ta
szdmos kozlemény jelent meg a cilindrospermopszin és szarmazékainak szintézisével

85,86,87,88,89,90,91

kapcsolatban. Egy 2000-ben megjelent kozleményben a cianotoxin

cianobaktériumban torténd bioszintézisét tanulmanyoztak izotopjelzett glicin, acetat, illetve

1.2 A cilindrospermopszin kimutatasara

guanidino-ecetsav tdpoldatba valdé adagoldsava
leginkabb HPLC-UV,* HPLC-DAD," HPLC-MS,*** HPLC-MS/MS’*' ¢és CE*’
rendszereket hasznalnak. Mivel a kimutatds nyers cianobaktérium-kivonatbdl torténik,
sziikség van egy hatékony tisztitasi modszerre. Ilyen példaul az a 2005-ben kozolt modszer,

mely két egymasra ¢épitett oszlopbol all. Az els6 PS polimer oszlop a hidroféb
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komponensektdl mentesiti a mintat, a masodik anioncseréld oszlop szelektiven megkoéti a
cilindrospermopszint.”® A HPLC-vel torténé elvalasztiskor C18-as'’’® és Amid-80-as
oszlop™™*'°? is hasznalhatd. Detektorként (mint mar emlitettem) mind MS, MS/MS (pozitiv,
negativ mod) valamint DAD detektorokat hasznalnak. Az MS/MS detektorok eldnye, hogy
SRM (416-194, 416-176, 416-336, 416-274 atmenetek),”>> illetve SIM***° moédban is
hasznalhatok. A mindségi meghatarozason kiviil sziikséges mennyiségi analizis is, amihez
HEPES-t (4-(2-hidroxi-etil)-1-piperazin-etanszulfonsav) hasznalnak bels6 standardként.”’
Biologiai vizsgalatokhoz sziikséges a cianotoxinok nagyobb mennyiségben valo izolalasa.
Ehhez a C. raciborskii torzseket laboratoriumban nevelik, majd a megfeleld mennyiségii
biomassza 0sszegyljtése utan a cianobaktérium sejteket feltdrjak. A sejttartalmat szerves
oldoszerrel (altaldban metanollal) extrahdljdk, majd az extraktumot beparlds utan
méretkizarasos oszlopon tisztitjdk. Analitikai tisztasdgu cilindrospermopszinhoz preparativ
HPLC-vel torténd tisztitas soran jutnak.'>*** Stabilitas szempontjabol a cilindrospermopszin
viszonylag stabilnak mondhato: sotétben, 50 °C-on minimalis bomlast tapasztaltak, azonban
napfény és cianobakterialis pigment jelenlétében 2-3 nap alatt a toxin tobb mint 90 %-a
elbomlott.***

A cilindrospermopszinrol elmondhato, hogy jellegzetes, alkaloid tipust cianotoxin
tulajdonsaga ellenére hepatotoxikus sajatossagokkal bir, ellentétben a mar emlitett
neurotoxikus alkaloid tipusii cianotoxinokkal szemben.***'>*® A mar emlitett egértesztben
2,1 mg/kg volt az LDs értéke 24 6ra expozicié utan.* A toxin biologiai hatisat mind allati,
mind noévényi rendszerekben (pl. dohanypollen’’) vizsgaltik. Allati rendszerben sulyosbodd
szervi elégtelenséget okoz, a késleltetett tiinetek miatt a megfigyelést idétartamat 7 napra
kellett megndvelni®. Elektronmikroszkoppal végzett kisérletek bebizonyitottak, hogy
egerekben a toxin f6 tadmadasi teriilete a maj, de jelentds elvaltozasokat tapasztaltak a
vesében, a szivben és a timuszban is.”® A majban torténé véltozasoknak négy lépcséfoka van:
(1) proteinszintézis-gatlas, (2) membranproliferacio, (3) zsircseppek akkumulalodéasa és (4)
sejthalal.” In vitro kisérletek igazoltak, hogy gatolja a glutation-, illetve fehérjeszintézist.”'®
Azt is kimutattdk, hogy a CYN in vitro koriilmények kozott nem kompetitiv moédon gatolja az

uridin monofoszfat szintdz komplexet.'"’

Egy 2002-ben megjelent tanulmany ramutat arra,
hogy majsejtekben haldlos dozisi CYN adasat semlegesiteni lehet kolat és taurokolat

fzonl 102
adagolasaval.
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2.7. A Microcystis aeruginosa és a mikrocisztin

A Microcystis aeruginosa a vizvirdgzasokban leginkdbb eléforduld cianobaktérium,
egysejtii sokezres kolonidt alkotd szervezet. A Gram-negativ sejtfal kiilsé rétege kozos
kocsonyaburokban tartja dssze a sejteket.

A mikrocisztinek a cianobaktériumok altal termelt, a mérgezésekért feleldssé tehetd
cianotoxinok legkutatottabb csoportjat alkotjadk. Mérgezési tlineteik anatomiai elvaltozasok
alapjan a hepatotoxinok csoportjaba sorolhatok. Termelésiikre tobb faj is képes: Microsistis,
Oscillatoria, Nostoc, Anabaena, Anabenopsis, Planktothrix.*> Elészoér 1959-ben Bishop ¢és
munkatarsai  azonositottdk M. aeruginosa-bol.'” Késébb dél-afrikai  és  ausztraliai
tenyészetekbdl is izolaltak hasonld toxikus tulajdonsdgi, de nem teljesen azonos
aminosavdsszetételli mikrocisztineket. 1982-ben Eloff és munkatarsai felismerték, hogy egy
izolatum tobbféle toxin termelésére is képes.* Az altalanos aminosavszekvencia a kovetkezo:
D-Ala-X-D-MeAsp-Z-Adda-D-Glu-Mdha. Az aminosavak ko6zott D- és L-aminosavak
egyarant vannak, az X és Z helyeken taldlhatok a cserélhetd L-aminosavak, ez a névben is
megjelenik, igy példdul a MYC-LR esetén a leucin és az arginin a két cserélheté aminosav.
Toxicitas szempontjabol az Mdha és az Adda kulcsfontossagi.'**'% Napjainkban t6bb mint
60 féle mikrocisztin ismeretes,’ ezek molekulatomege 900-1100 Da. A mikrocisztinek
kémiailag stabil, hdhatasnak ellenall6 molekuldk, lebontasukhoz megfelelé enzimrendszer
sziikséges. A lebontds elsé 1épésében a mikrocisztindz enzim hatdsara a ciklikus
mikrocisztinmolekula linearizadlodik, majd ezt a linearizalt molekuldt egy megfeleld
enzimrendszer aminosavakra bontja.** Bioldgiai rendszerekre gyakorolt hatasukkal

kapcsolatban elmondhatd, hogy példaul a mikrocisztin-LR az enzimfelszin harom kiilonb6z6
- 106,107

2.8. A kornyezetei tényezok hatasa a cianobaktériumokra

Mind a terepi, mind a laboratoriumi adatok mutatjak, hogy a kornyezetei tényezdok, mint
példaul a fény, a homérséklet, a tdpanyagok és a nyomelemek befolyasoljak a
cianobaktériumok toxintermel$ képességét.*'"!%° Bebizonyitottak, hogy a toxintartalom a
novekedés  késéi  exponencidlis  fazisdban a  legmagasabb.''’  Vizsgiltik a
mikrocisztintermelést nitrogén- ¢és foszforlimitalt, valamint optimalizalt laboratériumi

110,111

korilmények kozott. Mivel a M. aeruginosa nem nitrogénfixalo cianobaktérium, ezért a

kotott nitrogén csokkentése limitalja ndvekedését, ez az altalanos stresszreakcio csokkenti a
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mikrocisztintermelést.''

Nemrégiben kozolt adataink ramutattak arra, hogy az Aphanismenon
ovarisporum esetén a kén-, illetve foszforlimitadlt kornyezet hat a cilindrospermopszin-

termelésre.'
2.9. A pterokarpanok

A természet szinpompdjat nyujtd szinezOanyagok csoportjdba tartozé flavanoidokra
Kostanecki és munkatarsainak''* az 1890-es években megkezdett uttoré kutatasai hivtak fel a
figyelmet. Flavanoid Osszefoglaldo névvel elsésorban a C¢-C3-Cs szénvazat (difenil-propan
vazat) tartalmazo anyagokat illetjiik, de e vegyliletcsoportba soroljuk a C;s+C alapvazzal
rendelkez6 homoizoflavanoidokat €s rotenoidokat is. A pterokarpdnok a természetben
eléforduld izoflavanoidok egyik farmakologiailag is értékes csoportjat alkotjak. Szédmos
képviseldjiik figyelemre méltd fungicid hatasuk révén a novényi fitoalexinek csaladjaba is
sorolhato.''> 17 A legnjabb kutatdsok ramutattak arra, hogy a pterokarpan vaz szarmazékai
hatasos cikooxigenaz,'" valamint kigyoméreg elleni szerek.'” Egy 2006-ban megjelent
kozleményben beszamoltak arrol, hogy a (+)-3,4dihidroxi-9-metoxi pterokarpdn ¢és a
(+)3-hidroxi-9-metoxi pterokarpan a human leukémia sejtek apoptozisat idézik eld.'*

Annak ellenére, hogy a pterokarpan vazat tartalmazo6 vegyiiletek kémiai €s spektralis

. . o o a1ea1 121,135
tulajdonsagat mar részletesen vizsgaltak =

meglepd moddon tomegspektroszkopiai
viselkedésiikrdl csak kevés adat lelhetd fel az irodalomban.

Elészor Pelter és munkatarsai'® szamoltak be pterokarpan szarmazékok EI
tomegspektrometriai sajatossagairol és megallapitottdk, hogy a pterokarpan esetében a
kromon vagy kromanon vazat tartalmazo izoflavonoidokra jellemzd, ugynevezett retro-Diels-

Alder (RDA) atalakulds a molekulaion fragmentécioja sordn nem megy végbe (3. abra):

e —te
(@) R1 o)
h R1
: RDA . ; [
R, 1
C\o R,

3. abra A krom(an)on vaz RDA atalakulasa

Az feltiintetett fragmenticié sordn a molekulaion ([M]™) a kromangyiirii oxigénatomja
melletti hidrogént gyokként elvesziti, igy az [M-H]" ion keletkezik. Ezenkiviil jellegzetes
fragmentécios 1épés még a gylrli felnyilast kovetd gytlirlihasadas, ami egy benzofuran

szarmazékot (m/z 162) eredményez (4. abra).
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4. abra A Pelter és munkatarsai altal vazolt fragmentacios elképzelés

Sanduja és munkatarsai'>’ 1979-ben 2’-hidroxi- és 2’-metoxi-izoflavanoidok EI
tomegspektroszkopiai viselkedésérdl szamoltak be. Eldszor mutattdk ki, hogy e vegyiiletek
molekulaionja a 2’ helyzetli szubsztituens gyokként vald vesztése utan pterokarpan vazas

ionna alakul at (5. abra)

5. abra A 2’ helyzetl szubsztituens vesztése altal
bekovetkezo ciklizacio

1990-ben Mizuno ¢és munkatarsai'®® a Cladrastis platycarpa névényb6l izolalt
(—)-2,3-dihidroxi-8,9-metiléndioxi-pterokarpan, ((—)-2-hidroxi-maackiain) EI tomegspektro-
metrias vizsgalata sordn az észlelt m/z 163 és m/z 175 ionokhoz a 6.abra szerinti

szerkezeteket rendelték.

m/z 175

6. abra A Mizuno és munkatarsai altal feltételezett fragmentacio

Az eddigi irodalmi adatok arra utalnak, hogy a pterokarpan véaz esetében a 6, 6a és 1la
helyzetli hidrogénatomoknak a molekulaionok fragmentédcidja sordn donté szerepiik van.
Logikusnak latszott, hogy a fent emlitett fragmentacios hipotéziseket deuteralt szarmazékok

tomegspektrometriai vizsgalataval igazoljuk.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Anyagok és eszkozok

Munkénk sordn a centrifugalashoz Beckman Avanti J25 centrifugat és JA10, JA20,
valamint JA18.1 rotorokat, a vékonyrétegkromatografias vizsgalatokhoz Merck Kieselgel 60
Fas4 tipust szilikagélréteget hasznéltunk. A szilikagéles oszlopokat az eluenssel nedvesitett
Merck Kieselgel 60 (0,063-0,200 mm szemcseméret) szilikagéllel toltottiik meg. A HPLC-s
elvalasztashoz diddasoros UV-VIS detektorral ellatott Shimadzu UV/VIS 1601 késziiléket
hasznaltunk Supelco Supelcosil SPLC-18 (35 x 10 mm x 5 pm) oszloppal. Hasznalt

frakcidszedd: Pharmacia Fine Chemicals Frac-300.

3.2. A munka soran vizsgalt cianobaktérium torzsek és azonositasuk

A kutaté munka soran a Balatonbdl 1995-ben izolalt Cylindrospermopsis raciborskii
(BGSD 266) ¢és a Kis-Balatonbol 2001-ben izoldlt Microcystis aeruginosa (3T) torzset
vizsgaltuk. A szervezeteket a Novénytani Tanszék munkatarsai azonositottak Olympus BX-50
fénymikroszkop segitségével a Vasas altal leirt modon'”. A fajok meghatarozasahoz

Felfoldi'® és Komarek'** hatdrozé miiveit hasznaltuk.

3.3. A planktonikus cianobaktériumok izolidldsa és nevelése laboratériumi

korillmények kozott

Cylindrospermopsis raciborskii (BGSD 266):

A higitasos moddszerrel torténd monocianobakterialis tenyészet létrehozésa utdn a
laboratoriumi neveléshez hig agart (0,1%) tartalmazd petricsészét, valamint Erlenmeyer-
lombikban (100 ml-es; 30 ml tapoldat) razatott tenyészeteket (120 fordulat/perc, News
Brunswick), illetve cumisiivegben (250 ml-es) és Erlenmeyer-lombikban (1 és 5 literes)
buborékoltatott tenyészeteket hasznaltunk. A cumisiivegben nevelt tenyészetekkel végeztiik a
novekedési kisérleteket. A tomegtenyészetek inokumlumanak eléallitdsara a 250 ml-es
tenyészeteket hasznaltuk, amit 1 literes Erlenmeyer-lombikba oltottunk. A cianotoxin
izolalasahoz sziikséges biomasszat biztositod, Allen tapoldatot tartalmazé 5 literes Erlenmeyer-

lombikot oltottuk az 1 literes tenyészetekkel.
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A torzsek fenntartasdhoz BG-NOs, illetve Allen tapoldatokat hasznaltunk.'”* A
tenyészeteket fényen (35-100 pmol foton * m™s™) neveltiik, a megfelel keveredést, illetve a
COs-koncentraciot a razatott lombikokban razégéppel (100-120 rpm), a buborékoltatott
lombikokban steril levegd segitségével értiik el. A nevelShelyiség hémérséklete 28 °C volt.

Ezen a hdmérsékleten a tenyészeteknek nem sziikséges plusz CO;-ot biztositani.

Microcystis aeruginosa (3T):

A torzset a Novénytani Tanszék munkatarsai, a kis-balatoni vizviragzasbol 2001-ben
izolaltdk oly moddon, hogy a viz felszinén 0sz6 biomasszat iivegbe, a vizmintat
tivegszcintillacidos kiivettdba gyljtotték. A toxicitdsi vizsgalatokra szant biomasszat
tartositoszer  nélkil,  hitdszekrénybe  helyeztikk, majd  higitdsos = moddszerrel

monocianobakterialis tenyészetet allitottunk eld.

3.4. A fehérmustar-novényteszt (Blue-Green Sinapis Test)

Laboratoriumunk kordbban megallapitotta, hogy a mustar csirandvények alkalmasak a
cianotoxinok kimutatisara, a modszert Blue-Green Sinapis Test-nek nevezték el.>> A mustar
csirandvény teszt alkalmazidsa tobb szempontbdl is kedvezd és alkalmas cianotoxinok
tisztitdsanal és azonositasanal. Egyrészt gyors modszer: 1 napos csiraztatas és 3-4 napos
nevelés utan értékelhetd adatokat biztosit, masrészt egyszeri: a moddositott mustar
csirandvény teszt 96-os Titertech-lemezen tobb ismétlésben elvégezhetd. Harmadszor:
konnyen kezelheto, mert a csirdztatott mustarmag mérete megfeleld az iiltetéshez, a kifejlodott
novény hosszadatai pedig konnyen lemérhetéek. Negyedszer: reprodukalhato adatokat ad,
mivel az elOcsirdztatds révén kizardlag csirazasnak indult és azonos méretli magokat
hasznaltunk. Otédszor: kéltségkiméls, mivel csak a mustarmagokat és a neveld ,,plateket” kell
biztositani, ellentétben az egérteszttel, amely hasznalata ellen az allatvéddk is tiltakoznak. A
teszt elsé 1épése a hasznalt mustarmagok sterilezése €s csirdztatasa volt. Azért hasznaltunk
eldcsiraztatott magokat, mert mar a korabbi vizsgalatok alkalmaval bebizonyosodott, hogy az
eldcsiraztatasnak koszonhetden, a ndvényi mintdk homogénebbek és nem kell foglalkozni a
csirdzasi szazalék okozta esetleges hibaval. A sterilezés utan, 16-24 6ra elteltével a kb. 3 mm
gyokocskével rendelkezd magokat agarral szilarditott cianotoxintartalml taptalajra tettiik. A
novekedésgatlast a mustarnovények tengelyszerveinek hosszadataival jellemeztik. A

novénykisérleteket az eldzetes adatok alapjan etiolalt koriilmények kozott végeztiik. A tiszta
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mikrocisztin-LR-rel, illetve M. aeruginosa nyerskivonattal munkatarsaim altal végzett
kisérletek bizonyitottdk, hogy az etioldlt novények érzékenyebben jelzik a cianotoxin
jelenlétét, mint a fotoperioduson neveltek. S6tétben nevelve, kisérlettdl fiiggden 2, 3 vagy 4
nap elteltével lemértilkk a novényke hypokotyl-, gyokér-, sziklevél- és teljes hosszat, az
adatokat milliméterben adtuk meg.'”> A névényi novekedésgatlas meghatirozasara mind a
nedvestdmeg, mind a hosszadatok alkalmasak. A hosszadatok lemérése iddigényesebb, de
pontosabb eredményt ad, ugyanis a nedvestomeg eredményeket a gyors nedvességvesztés
valamint a gyokérzetre tapadt agar meghamisithatja. Ezért, kdzvetleniil a mérés eldtt vettiik ki
az agarbol a novényeket és alaposan megtisztitottuk gyokérzetiiket a ratapadt agartol.

A kromatografias eljarasoknal alkalmazott toxicitasi teszteknél az iiltetéstdl szamitott 3

nap elteltével mértiik le a mustarnévény hosszadatait.

3.5. A Cylindrospermopsis raciborskii novekedési gorbéjének meghatarozasa

A C. raciborskii novekedési gorbéit Ago, klorofill-a'%® és fehérje‘[artalom127 meérésekkel,
illetve szaraztdmeg méréssel hataroztuk meg. A novekedési gorbék felvételéhez az eldnevelt,
exponencialis fazisban 1évo tenyészeteket centrifugaltuk (6370 g, 3 perc) majd a szuszpenziot
Ovatosan a tapoldatokba pipettdztuk gy, hogy a kezdeti Aggpp 0,2-nél nagyobb legyen. A

kiilonb6z6 mérési modszerekhez felhasznalt mintdk mennyiségeit az 1. tablazat tartalmazza.

1. tablazat A ndvekedési gorbék meghatarozasahoz felhasznalt mintamennyiségek

. Fehérjetartalom és Szarazanyag-
Médszer Klorofill-a gélelektroforézis Asoo tartalom VRK
Mintamennyiség 3ml 2 ml I ml 2x2ml 2 ml

Az Ago értékeket a vizsgalat idopontjaban mértiik, a tovabbi értéket a kisérletsorozat

végén egyiitt hatdroztuk meg, a mérési hiba minimalizaldsanak érdekében.

3.6. A spektrofotometralas koriilményei

Az fényabszorpci6 mérésekhez — klorofill-a, fehérjetartalom, Aggpo, kromatografias

frakciok elnyelése 210, 240 és 260 nm-en — valamint az UV-VIS spektrumok felvételéhez
Shimadzu UV/VIS 1601 tipust spektrofotométert hasznaltunk.
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3.7. A Kklorofill-a tartalom meghatarozasa

A tenyészet klorofill-a tartalmat igy hataroztuk meg, hogy a tenyészetekbdl 3 ml mintat
centrifugéltunk, majd a csapadékot 200 pl tdpoldatban szuszpendaltuk. Ezt a 200 pl-es mintat
lefagyasztottunk, majd a kisérletsorozat végén minden egyes mintdhoz 800 pl hideg acetont
adtunk. A mintat idénként megkeverve jégen 30 percig allni hagytuk, majd 4 °C-on 15 percig
centrifugaltuk (12000 g). A feliilluszo6t 663 nm-en fotometraltuk, a klorofill-a tartalmat az

extincids koeficiens (g) segitségével hataroztuk meg (e = 82,04 mg/ml).'*®

3.8. Az Ay értékének meghatarozasa

A cianobaktérium tenyészetbdl vett minta abszorbancidjat kdzvetleniil a mintavétel utan

800 nm-en UV-spektrofotométerrel mértiik (1asd a 3.6. fejezet).

3.9. A fehérjetartalom meghatarozasa

A tenyészetbdl naponta vett mintakat centrifugaltuk (12000 g, 5 perc,
szobahOmérséklet), majd a feliiliszot eltavolitottuk ¢és a sejteket lefagyasztottuk. A
kisérletsorozat végén a mintdkat steril desztillalt vizzel 50 pl-re egészitettik ki és 50 pl
10 mM pH=7,5 Tris-HCI pufferoldatot adtunk hozzajuk. A sejtek beltartalmat haromszori
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fagyasztassal-olvasztassal tartuk fel, és Bradford moddszeréve (556 nm-en mért

abszorbancia) hataroztuk meg a fehérjetartalmat, haromszoros ismétlésben.
3.10. A szarazanyagtartalom meghatarozasa

A tenyészetekbdl minden nap 2 x 2 ml mintat vettiink 3 ismétlésben, melyeket
centrifugalas (12000 g, 5 perc) utdn egyesitettiink. A kisérletsorozat végén a mintakat
liofilizaltuk ¢és kiszamitottuk az 1 ml tenyészetben taldlhato cianobaktériumok tomegét.

3.11. A toxicitas meghatarozasa mustarnovény teszttel

A cianobaktériumtenyészetekbdl 4 ml mintat vettiink, melyet centrifugaltunk (12000 g,

5 perc), majd a feliilusz6 eltdvolitisa utan lefagyasztottunk. A kisérletsorozat végén a
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mintakat kiolvasztottuk és steril desztillalt vizzel 150 pl-re egészitettiik ki. Az igy kapott
szuszpenziodhoz 75 pul 3%-os agart adtunk. A megszilardult agar felszinére egy eldcsirdztatott,
axenikus mustarmagot helyeztiink, majd 3 nap elteltével lemértiik a csirandvények
hosszadatait.'> Kontrollként cianobaktériumtenyészet nélkiili 1%-os agart hasznaltunk és a

kisérleteket 3 parhuzamossal hajtottuk végre.

3.12. A cianotoxintartalom valtozasanak vékonyrétegen torténé nyomonkovetése

A cianotoxintartalmat vékonyrétegkromatografia segitségével hataroztuk meg. A
tenyészetekbdl naponta vett 2 ml mintat centrifugaltuk, majd a feliilusz6 eltdvolitasa utan a
csapadékot lefagyasztottuk. A mintdkat a kisérletsorozat végén liofilizaltuk, majd 20 pl
viz-metanol 1:1 elegyében szuszpendaltuk. Ebbdl az elegybdl 3 x 2 pl-t vittiink fel
centrifugalds utdn a szilikagél vékonyrétegre. A futtatoelegyek a kovetkezOk voltak:
etilacetat-izopropanol 6:2, izopropanol-etilacetat-viz 10:6:1. A vékonyréteget 365 nm-es

fénnyel megvilagitva az izolalt cianotoxinok foltjai jol lathatok.

3.13. A C. raciborskii sejtek elokészitése a toxikus metabolitok izolalasara

A késo exponencialis vagy stacioner fazisba jutott (3 hét nevelés utan) tenyészetet
centrifugaltuk (6870 g, 5 perc) €s a sejteket fagyasztasos-olvasztdsos modszerrel feltartuk és
20 °C-on taroltuk. A feltart sejtszuszpenziot 4-szeres térfogatu 75%-os metanollal egy
¢jszakan at hiitében (4 °C-on) magneses keverdvel kevertettiik (extrakcio), majd az igy kapott
szuszpenziot centrifugéaltuk (12100 g, 20 perc). A feliiliszo szerves olddszer tartalmat
rotacios beparlon, vakuumban elparologtattuk. A metanolos extrakcioval elsdsorban a

fehérjéket és mas, metanolban nem oldodé makromolekuldkat tavolitottuk el.
3.14. A toxikus anyagcseretermékek izolalasahoz hasznalt kromatografias eljarasok
A toxikus anyagcseretermékek tisztitdsa harom, kiilonb6zd tipusu toltetet (DEAE-52,

Whatman anioncseréld; Toyopearl HW-40 molekulasziird; szilikagél) tartalmazé oszlopon

tortént. A végso tisztitdshoz HPLC eljarast hasznaltunk.
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3.14.1. Az anioncserélé oszlop (DEAE-52, Whatman) elkészitése

Az oszlop (3,8 x 15 cm) toltetét a gyartd javaslatai szerint a kovetkezd modon
készitettiikk eld. Az igy elokészitett toltetet a megfeleld méretli oszlopba toltottiik €s allni
hagytuk, majd tomorodés céljabol egy ¢jszakan at eludltuk. Ezutan 3 o6rédn keresztiil
kondicionaltuk, 10 mM pH=7,5 Tris-HCI pufferoldattal, majd eldkészitettiik a sogradienst,
amely 2 x 280 ml 10 mM pH=7,5 Tris-HCl pufferoldatbol all, az egyik 0,2 M
koncentracioban NaCl-ot tartalmazott. A sogradiens oszlopra juttatdsa perisztaltikus
pumpaval tortént. A kromatografia soran 200 csepp/kémcsé (kb. 8 ml) frakcidkat gylijtottiink

frakcidszedo segitségével.

3.14.2. A Toyopearl HW-40 oszlop elokészitése

A molekulasziirg toltetet (HW-40) az eluensben (50%-os etanol) szuszpendaltuk, majd
buborékmentesen a kromatografias oszlopba (3 x 60 cm) toltottiikk. Ezutan egy napig tilepedni
hagytuk, majd egy liter eluens atfolyatdsaval tomoritettilk és kondiciondltuk. Az eluenst
perisztaltikus pumpéval juttattuk az oszlopra. A mintdkat 50 %-os etanolban oldva vittiik fel a

toltetre és 400 csepp/kémcso (kb. 4 ml) frakcidkat szedtiink frakcidszedd segitségével.

3.14.3. A szilikagéloszlop elkészitése

A széaraz szilikagélt az eluensben (izopropanol-etilacetat-viz 10:6:1 elegye)
szuszpendaltuk, majd a kromatografids oszlopba (3 x 48 cm) toltottiik és egy éjszakén at allni
hagytuk. A mintat az eluensben oldva vittiik fel a toltetre és 400 csepp/kémcsd (kb. 6 ml)

frakcidkat szedtiink.

3.14.4. A HPLC tisztitasi modszerek

A mintdk HPLC-vel torténé tisztitasakor Supelco Supelcosil SPLC-18 (35x10 mm,
5 uwm) szemipreparativ oszlopot, eluensként 3% metanolt és 0,1% TFA-t tartalmaz6 desztillalt
vizet hasznéltunk. Az elvalasztast 40 °C-on végeztiikk, az injektalt minta mennyisége
azonositas esetén 50 ul, mig a szemipreparativ tisztitds esetén 300 pl volt. Az aramlasi

sebességként 3 ml/perc-et alkalmaztunk.
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Minden kromatografias 1épés utdn a kapott frakciokat 210, illetve 260 nm-en
fotometraltuk. Amennyiben sziikséges volt, ehhez a mintdkat 10-szeresére higitottuk a 0-2

abszorbancia tartomany elérése céljabol.
3.15. A kromatografias frakciok toxicitasanak meghatarozasa

A frakciok toxicitasit a mustir csirandvény teszttel vizsgaltuk.” DEAE- és
szilikagéloszlop esetén az egyes frakciokbol 200 upl-t hasznaltunk a ndvényteszthez.
Toyopearl-oszlop esetén 2 x 200 pl-t alkalmaztunk. A mintat 96 helyes Titertech-lemezre
vittiik és 40 °C-on beszaritottuk. Az egyes kamrakba 1%-o0s agart pipettaztunk, erre keriiltek

az eldcsiraztatott mustarmagok.
3.16. A vékonyrétegkromatografia

Az egyes frakciokbol 3 x 2 pl-t vittlink fel 20 x 20 cm-es szilikagél-lapra, majd eldszor
izopropanol:etil-acetdt 1:6 elegyében, majd a réteg megszaradasa utan izopropanol:etil-

acetat:viz 10:6:2 dsszetétell elegyben futtattunk.
3.17. Az NMR analizis

Az 'H, C, HSQC, COSY, HMBC és NOESY mérések Bruker DRX-500 miiszeren
késziltek 500 (‘H), illetve 125 (*C) MHz-en, oldészerként D,O-ot, illetve de-DMSO-ot
hasznalva, 298 K homérsékleten.

A molekulak szerkezetének pontos meghatarozasahoz elengedhetetlenek az tigynevezett
tobbdimenzios mérések, melyeknél az egyik dimenzidban a protonok kémiai eltolodasainak
értékei, mig masikban protonok vagy szénatomok kémiai eltolodasainak értékei szerepelnek
attol fliggden, hogy proton-proton vagy proton-szén spektrumrol beszéliink. ElObbibdl a
proton-proton, utdbbibol a proton-szén korrelaciokat ismerjiilk meg. A proton-proton
kolcsonhatas 1étrejohet kovalens kotésen keresztiil (csatolds), illetve térben is (NOE),
amennyiben a hidrogénatomok egymashoz képest meghatarozott tavolsdgon beliil
helyezkednek el (1.6-5 A). A kotésen keresztiil 1étrejovo kdlcsonhatas erdssége fiigg a két
kolesonhato atom kozott elhelyezkedd kotések szdmatol, azok novekedtével a kdlcsonhatas

eréssége, igy a jelintenzitas csokken. Altaldban 1, 2 és 3, néhany speciélis esetben 4 kotésen
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atterjedé  csatolasokkal talalkozunk.'”® Az ismeretlen cianotoxin  szerkezetének
meghatarozasédhoz a kovetkezd tobbdimenziés NMR-technikakat hivtuk segitségiil:

COSY (COrrelation SpectroscopY): ebben a mérésben mindkét dimenzidt protonspektrumok
alkotjak. A spektrumbo6l megtudhatjuk, hogy az adott proton milyen mdas protonnal vagy
protonokkal csatol, azaz mely protonok vannak téle 3 kotésnyi tavolsagon beliil.

TOCSY (TOtal Correlation SpectroscopY): hasonléan a COSY-hoz mindkét dimenzidban
protonok szerepelnek, a mérésbdl feltérképezhetdk az egy spinrendszerbe tartozo hidrogének.
NOESY (Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY): az egymassal térkozelségben 1évo
felderitésére alkalmas ez a modszer.

HSQC (Heteronuclear Single Quantum Correlation): az egyik dimenzioban protonspektrum, a
masikban szénspektrum talalhatd. A spektrumbol megallapithato, hogy melyik proton
kozvetleniil melyik szénatomhoz kapcsolodik.

HMBC (Heteronuclear Multiple-Bond Correlation): hasonlé a HSQC-hez, csak ez esetben a
tobb kotésen (4ltalaban 2-3) 4t kialakulod proton-szén kélesonhatasok is megfigyelhetok.

3.18. A tomegspektrometriai mérések

A szerkezet meghatarozasdhoz sziikséges tomegspektrometriai mérések az MTA
Kémiai Kutatokdzpont Tomegspektrometriai laboratoriumban késziiltek ESI-Q-TOF, illetve
Q; tipusu késziiléken, valamint a Debreceni Egyetem Alkalmazott Kémia Tanszékén miikodo
Brucker Biftex MALDI-TOF késziiléken. A MALDI mérések esetén a késziilek kalibralasa
maltooligoszacharidokkal tortént (m/z = 527,15, 689,21, 851,26 és 1013,31). A spektrum
felvételekor 2,5-dihidroxi-benzoesav (DHB) matrixot hasznéltunk (10 mg DHB 0,5 ml
etanol:viz 1:1 elegyben), a minta deszorpcidjat/ionizacidjat 337 nm-es nitrogénlézerrel
végeztiik. A pontos tomegméréseket ESI-Q-TOF késziiléken végeztiik pozitiv mddban,
kalibraldssal. A modszer 1ényege az, hogy a mintdhoz kalibrdlé anyagot (leucin-enkefalin)
adunk, amely fragmenseinek ismerjiilk a pontos, azaz négy tizedesjegyli tomegét. Egy, a
vizsgalni kivant anyag kozelében 1évo ilyen fragmensre korrigdlva a tomegskalat
megmeérhetjiikk a vizsgalni kivant komponens pontos tomegét. A Q-TOF késziilék magaban
egyesiti a TOF (Time Of Flight, repiilési id6) valamint a Q3 késziilékek tulajdonsagait. A
mintat elektronspray koriilmények kozott ionizaltuk, amely egy lagy ionizacios technikanak
tekinthetd, igy hdbomlékony bioldgiai mintdk is vizsgalhatok vele. A gdzfazisban 1€vo,

pozitiv toltéssel rendelkezd ionokbdl kivalasztott ion az iitk6zési cellaba kertil, ahol az
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itkozési gazzal litkdzve (ez altalaban nitrogén) fragmentalodik. Az igy kapott fragmensek a
TOF analizatorban tomeg/toltés aranyuknak megfelelden detektdlasra keriilnek. Mivel a
repiilési id6 analizator 4 tizedesjegy pontossaggal tudja megadni az ionok tomegét, lehetdség
van a fragmens ionok elemi Osszetételének meghatarozasara.

A mikrocisztinek azonositasa a Debreceni Egyetem Szerves Kémiai Tanszékén miikodo

FAB késziiléken tortént.

3.19. Az IR spektrumok

Az IR spektrumokat a Debreceni Egyetem TEK Szerves Kémiai Tanszékének IR
késziilékén (Perkin Elmer 16 PC FT-IR) vettiik fel KBr-tablettaban.

3.20. A cianobakterialis nyers kivonattal torténé kezelés hatasanak vizsgalata mustar

csiranovényeken

Az eldkisérletekhez a kisérleti rendszeriinket a kovetkezok szerint allitottuk Ossze: a
stacioner fazisban 1év6 C. raciborskii (BGSD 266) cianobaktérium tenyészetet centrifugéltuk,
majd liofilizaltuk. Az igy kapott szdraz anyagbol szuszpenziot készitettiink. A mustarmagokat
a mar leirt médon eldcsirdztattuk, és a nyers kivonatot megfelelé koncentracioban tartalmazo
(200, 400, 800, 1600, 3000 és 6000 pg/ml, szarazanyag) 1%-os agarra helyeztiik. Kisérleteink
soran azt tapasztaltuk, hogy a Titertech 96-os lemez helyett, amelyben 200 pl agarra egy
darab mustarmagot helyeztiink, célszeriibb 24-es lemezt hasznalni, mivel ekkor a hasznalhato
agar mennyisége 1 ml, amelyre kényelmesen rahelyezhetd 4 db mustarmag. Ebben az esetben
a mért hosszadatok kozott 1ényegesen kisebb szorast tapasztaltunk. Mivel a kisérletsorozat
soran nem csak a toxinhatas koncentraciofiiggését, hanem annak idofliggését is vizsgalni
kivantuk, a magok iltetését kovetd 2. 3. és 4. napon megfeleld szami mustarndvénybdl
(atlagosan 10 db) nyers kivonatot készitettiink. A mustarnévény kivonat készitéshez a
csirandvényeket kevés kvarchomok segitségével dorzsoltik el. A kivonatkészités elott
lemértiik a novények hosszadatait és a nedvestomegiiket. A nedvestomeg adatok alapjan
hataroztuk meg a kivond puffer mennyiségét. A kivonatok elkészitéséhez 10 mM pH=7,5
Tris-HCI puffert haszndltunk, amely megfelelonek bizonyult mindkét tipusa gél
elektroforézishez: nativ (protedz, nukledz) és denaturaldé SDS. A kapott kivonatok

fehérjetartalmat Bradford moddszerével hataroztuk meg. Az SDS gélelektroforézis
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vizsgalatokhoz ,,Cracking” puffert hasznaltunk, abbdl 4-szeres toménységiit adtunk 1:3
aranyban a mintdhoz. A ,,Cracking” mintapuffer 6sszetétele a kovetkez6 volt:

B2 puffer (0,5 mM, Tris-HCI pH=6,8): 125 ul,

SDS (20%-o0s): 150 ul,
glicerin (50%-0s): 100 pl,
merkapto-etanol (cc.): 50 pl,
desztillalt viz: 75 pl.

A nativ, protedz és nukleaz gélekhez 4-szeres toménységu, csokkentett SDS-tartalmu

(0,01 %) mintapuffert hasznaltunk.

3.21. A mustarnovények cianotoxinnal torténé kezelése és a kezelés hatasanak vizsgalata

A mustarndvények tisztitott toxinnal torténd kezelése sordn vizsgaltuk a cianotoxinhatas
koncentraciofiiggését. Az eldkisérletek tapasztalatai alapjan 200, 400, 600, 800 ¢és 1600
ng/ml-es koncentraciokat hasznéltunk és az iiltetéstdl szamitott 2., 3. és 4. napon vettliink
mintat. 24 helyes lemezen dolgoztunk, 1 ml Ossztérfogat mellett, koncentraciokként 5 db
mustarnévénnyel. Minden méréshez kontrollnovényeket is hasznaltunk. A novények tomegét
¢s hosszadatait kivonatkészités elétt lemértiik, majd a nyers kivonatos kezelésnél hasznalt
pufferrel (lasd korédbban) ndovényi kivonatot készitettiink. Ezek fehérjetartalmat is Bradford

modszerével hataroztuk meg. Mintapufferként itt is ,,Cracking” mintapuffert hasznaltunk.

3.22. A fehérjemintazat vizsgalata gélelektroforézissel

A cianotoxinnal kezelt mustar novények fehérjéinek elvalasztasdhoz 20 x 20 x 0,1
cm-es, SDS tartalma gradiens (10-18 %) poliakrilamid gélt hasznaltunk.' A |, Cracking”
puffert tartalmazé mintékat 3 percen at tart6 forralasa utdn az eldkészitett poliakrilamid gélen
futtattuk meg (7 mA/lap, egy ¢éjszakan at, 20 °C-on). Az 5,5 %-os fels6 koncentralo gél
mintatartd helyeire 20 pg fehérjének megfeleld fehérjekivonatot vittiink fel ugy, hogy a
mintdk térfogata azonos legyen. Minden méréshez kontrollnovényeket is hasznaltunk. A
mintdkkal parhuzamosan az egyes fehérjék molekulatomegének meghatirozasara szolgdlo
molekula tomegmarkert (Pharmacia, LMW Calibration kit) is futtatunk, melyet a mintahoz

hasonldan 3 percig forraltunk a gélre vitel el6tt. A megfuttatott géleket Comassie Brilliant
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Blue R-250 oldattal megfestettiik és lefotoztuk. A kiértékelés Sigma-Gel szoftver segitségével

tortént.

3.23. Az ssDN-az aktivitas vizsgalata gélelektroforézissel

A mustarndvény kivonatokhoz (10 pg fehérjetartalom) csokkentett SDS-tartalmu
puffert adtunk, mivel azt tapasztaltuk, hogy a nagy mennyiségii SDS jelenléte a pufferben
csokkenti a sdvok intenzitdsat a nativ gélben. 10 percig szobahdémérsékleten inkubaltunk,
majd gradiens (7,5-18 %) poliakrilamid gélen futtattunk.'” A gélbe el6zéleg 15 pg/ml
egyfonalt csirkevér-DNS-t polimerizaltunk. A gél mérete 13 x 16 x 0,15 cm volt. A gélek
futtatasa egy éjszakdn at, 7 mA/lap aramerdsséggel, hiitészekrényben tortént. A futtatas utan a
gélek mosasa, majd inkubaldsa M-Hamvas szerint tortént.'” A gélek futtatasat kovetden,
azokat 20 percen keresztiil steril desztillalt vizzel, majd 30 percen 4t 10 mM pH=7,5 Tris-HCl
pufferrel mostuk. Az SDS eltavolitasa végett, 20 % izopropil-alkoholt tartalmazé 10 mM
pH=7,5 Tris-HCI pufferrel torténd mosas kovetkezett (30 perc). A maradék izopropil-alkohol
eltavolitasa az inkubalasra hasznalt pufferrel 2 x 15 perces mosassal tortént. Ezek utan a
géleket 4 °C-on az inkubacids pufferben pH=6,8-o0n, illetve pH=8,5-6n egy éjszakan at allni
hagytuk, majd 37 °C-on 4 oOran at inkubaltuk. A pH=6,8-on torténé inkubacid soran az
enzimaktivitas novelése céljabdl az inkubalo pufferhez magnézium-ionokat (10 mM) adtunk.
Az egy éjszakas allas hatdsara a fehérjék renaturalodtak. A gélek kiértékeléséhez etidium-
bromidos (0,5-1,0 pg/ml) negativ festést alkalmaztunk."® 254 nm-es UV fénnyel
megvilagitva az ssDN-azok sotét savként tiinnek eld az etidium-bromid okozta, narancssarga
szinll fluoreszcenciat mutato hattérben, a megemésztett ssDNS miatt.

M-Hamvas a mikrocisztinnel és a cilindrospermopszinnal végzett kisérletei alapjan az
alabbi mustar izoenzimeket tudta kimutatni:'*

A 90 kDa latszélagos molekulatomegli izoenzim: a mustar izoenzim pH optimuma
6,8-7,5, aktivitdsa a ligos tartomanyban csokken, az izoenzim mind a kontrollban mind a
CYN kezelt mintdban kimutathatd, az enzim valdszinlileg a nukleazok ,.exonukleaz I”
csoportjaba tartozik.

Az 50 kDa latszolagos tomegli izoenzim: a mustar izoenzim pH optimuma 5,0, csak
savas tartomanyban mutat aktivitast (pH: 4,0-6,0) magnézium-, kalcium- és mangan(Il)-ionok

(10 mM, 5 mM, 2,5 mM) hatdséra aktivitasa a nem optimalis pH-értékeken is megnd. Eddigi
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kisérletek alapjan ugy tlnik, hogy az etiolalt novények gyokérzetében képzddik. Aktivitasa
MC-LR kezelés hatasara kismértekben megemelkedett.

A 30 kDa latszolagos molekulatomegii izoenzim: pH optimuma 6,5-7,5. Az eddigi
adatok alapjan, a mustar sziklevelében mutatja a legnagyobb aktivitast, molekulatomege
harmada a 90 kDa-os latszolagos molekulatomegili izoenzimének, aktivitasa azzal egyiitt, az
SDS mennyiségének fliggvényében valtozik, az aktivitdis MC-LR kezelés hatasara

megemelkedett. Az enzim valdsziniileg a nukleazok ,,exonukleaz I”” csoportjaba tartozik " 4

konyvjelzé nem létezik.

A 20 kDa latszolagos molekulatomegli izoenzim: pH-optimuma 8,0-8,5. Aktivitasa a
semleges ¢€s lugos tartomanyban (pH=6,5-9,0) jelentds. Az etiolalt ndvényekben nagyobb
aktivitdst mutat, mint a fény jelenlétében nevelteknél, a ndvényi szervek koziil a mustar
gyokerében mutatja a legnagyobb aktivitdst, az aktivitas MC-LR kezelés hatasara

megemelkedett.

3.24. A proteazaktivitas vizsgalata gélelektroforézissel, cianotoxinokkal Kkezelt

mustarnovényekbdl

A mustar proteazaktivitdsanak valtozasat poliakrilamid gél elektroforézisével a
Debreceni Egyetem Novénytani Tanszékének munkatarsai mar vizsgaltak a M. aeruginosa és
C. raciborskii cianobaktériumok 4ltal termelt cianotoxinok esetén. Megvizsgaltuk, hogy a
C. raciborskii nyerskivonat, illetve a C. raciborskii szervezetbdl izolalt uj ,,cianotoxin”
hogyan befolyasolja a mustar csirandvény protedz izoenzimeinek aktivitasat. Az altaluk
hasznalt Schlereth és munkatarsai altal 2000-ben kifejlesztett modszer'”' a Laemmli-féle
gélrendszer'” modositasa. A modositas lényege, hogy a 10 %-os poliakrilamid gélbe
0,04 %-0s  végkoncentracioju  zselatint  polimerizaltunk, igy Ilehetové valik a
proteazaktivitassal rendelkezd (elsOsorban savas protedzok) fehérjék kimutatasa. A
vizsgalatokhoz 13 x 16 x 0,1 cm méretli gélrendszert alkalmaztunk. A mintakat ,,Cracking”
puffer hozzaadasa utan, forralas nélkiil, egyenld térfogattakra kiegészitve vittiik fel a gélre. A
felilrétegzd gél Osszetétele megegyezett a fehérjemintdzat meghatidrozasanal hasznalt
gélrendszer feliilrétegzd géljével, de nem tartalmazott zselatint. A gélelektroforézist 15
mA/lap erdsségli egyenarammal, hiitdszekrényben végeztiikk. Az elektroforézist kovetden a
gélt steril desztillalt vizzel mostuk, majd az SDS-t 20 % izopropil-alkoholt tartalmaz6 100
mM pH=8,0 Tris-HCI pufferrel, vagy 100 mM pH=5,0 NaH,PO4 pufferrel valé 2 x 20 perces

mosassal tavolitottuk el. Az inkubalas sitétben, 4-8 6ran at a megfelel6 mosopufferrel tortént.
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Ezutan a géleket Comassie Brilliant Blue R-250 oldattal festettiik, igy a zselatint hasito
fehérjék savjai nem festddnek. Valamennyi gélen a latszélagos molekulatomeg

meghatarozasdhoz molekulatomeg markert hasznaltunk.

3.25. A kornyezeti hatasok vizsgalata

Munkacsoportunk mar kordbban vizsgalta a cilindrospermopszint termeld
Aphanizomenon ovalisporum esetén a cianotoxintermelés valtozasat kén- ¢és foszforlimitalt
koriilmények kozott.'? Ezeket a vizsgalatokat a C. raciborskii (BGSD 266) szervezeten
folyatattuk tovabb.

A kisérletekhez 200 ml tapoldatot tartalmazd buborékoltatott tenyészeteket hasznaltunk.
A BG-NOs; tapoldatban nevelt C. raciborskii tenyészetet centrifugalas utan kén-, illetve
foszformentes tapoldatokba oltottuk oly mddon, hogy a tenyészetek induld optikai denzitasa
(Asgoo) mind az ,,¢heztetett”, mind a kontroll (Allen ¢s BG-NO; tapoldat) tenyészetben kozel
azonos legyen. A mar leirt modon a novekedésgorbékhez mintat vettiink, meghatdroztuk a
tenyészetek klorofill-a, fehérje- ¢és szdrazanyag-tartalmat, Aggp értékét valamint
vékonyrétegkromatografids modszerrel az extrahalhato cianotoxinok relativ mennyiségét.
Kivancsiak voltunk arra is, hogy hogyan valtozik a tenyészet fehérjemintazata a kén-, illetve
foszforlimitalt kornyezet hatdsédra. A foszfatmentes tapoldatokba dikalium-hidrogénfoszfat
helyett azonos kalium-ekvivalens kalium-kloridot, magnézium-szulfat helyett magnézium-
kloridot, vas(IIl)-szulfat helyett vas(Ill)-kloridot adtunk. A cink-szulfatot cink-nitrat, a

réz(I1)-szulfatot réz(I1l)-klorid helyettesitette a mikroelem oldatban.

3.26. A cianotoxinok izolalas a terepi mintakbol

A 2001. évi kis-balatoni vizvirdgzasokbol szarmazo €s izolalt M. aeruginosa cianotoxin
tartalmat kivantuk meghatarozni, jellemezni. Az 0Osszegylijtott biomassza (sejtek
centrifugéldsa, 9000 g, 20 perc) fagyasztasaval és felolvasztasaval feltartuk a sejteket, majd
4-szeres mennyiségli metanollal extrahaltunk egy éjszakan at. A kapott szuszpenziot 4 °C-on,
8000 g-n centrifugaltuk 30 percen at, majd a feliiliszot vakuumbeparlassal toményitettiik. Az
igy kapott maradékot DEAE-celluléz oszlopon tisztitottuk. Az elacidhoz 10 mM pH=7,5
Tris-HCI puffert és 0-0,1 M NaCl ségradienst hasznaltunk. Ezutan a ségragienst 0,2 M NaCl
koncentraciora emeltiik és az oszlopon maradt komponenseket is eltavolitottuk. Az egyes

frakciokat 240 nm-en fotometraltuk és mustarnovényteszttel vizsgaltuk toxicitasukat (200 pl
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Ossztérfogatba 50 pl frakcid + 20 pl steril desztillalt viz + 100 pl 2 %-os agar, eldcsiraztatott
mustarmag). A novényteszttel toxikusnak itélt frakciokat C-18 Sep-Pack Plus tdlteteken
tisztitottunk tovabb. A tdltetek kondiciondladsa metanollal, majd 10 %-os metanollal tortént. A
toxinok lemosasahoz metanolt hasznédltunk. Amennyiben sziikséges volt a mintat Toyopearl
(HW-40) molekulasziirdvel toltott oszlopon tisztitottuk tovabb. Az oszloprol elualodott
frakciokbol 200-200 pl-t beparoltunk 96-os Titertech-lemezen, majd a frakcidk toxicitdsat
mustarnovényteszttel vizsgaltuk (beparolt frakcid, 200 upl 1 %-os agar, eldcsiraztatott
mustarmag). A toxikus frakciokat egyesitettiik és A tisztitds utolsd lépéseként HPLC-s
elvalasztast alkalmaztunk. Szemipreparativ C-18-as kolonnat és acetonitril:viz:trifluorecetsav
30:70:0,07 eluenst hasznaltunk a toxikus anyagok elvalasztasara 40 °C-on 3 ml/perc aramlési
sebesség mellett. A toxicitdst ismét novényteszttel detektaltuk. A toxikus frakcidkat
Osszeparlas utan visszainjektaltuk a tisztasag ellendrzése céljabol . A megtisztitott toxinokat

tomegspektrumuk alapjan azonositottuk.
3.27. A pterokarpan és deuteralt szarmazékainak szintézise

A pterokarpan (11a) szintézisét a konnyen hozzaférhetd szalicilaldehid-metiléterbdl (1)
¢s 2-hidroxi-acetofenonbol (2) kiindulva hat 1épéses szintézissel valdsitottuk meg. Elso
melynek tallium(III)-nitratos oxidativ atrendezddési reakcioja a 4 B-keto-aldehid-dimetilacetal
szarmazékhoz vezetett. E vegyiiletbél savas kezeléssel jutottunk a Suginome és Iwadare'
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 (7. abra).

6 natrium-borohidrides redukcidja a 7 alkohol cisz-transz keverékéhez vezetett, melyek
gylrlizarasat vizmentes diklérmetdnban bortrifluorid-éterattal valositottuk meg, igy kaptuk
meg a 8 pterokarpant (7. abra).

A 6,6a,11a-trideutero-pterokarpan (10) eldallitasait a 6-os izoflavonbodl kiindulva
oldottuk meg. A redukciot deutero-borohidriddel vizmentes tetrahidrofurdn és deuterometanol
(CD3;0D) oldodszerek elegyében végezve a 9 cisz-transz tetradeutero-izoflavan-4-ol szdrmazék
keletkezett, melynek bortrifluorid-éteratos gytirizarasa a kivant 10 trideutero-pterokarpant

szolgaltatta (7. abra).
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7. abra 6, 8 ¢s 10 eldallitasa

A részlegesen deuteralt pterokarpanok szintézisét szintén 6-bol kiindulva oldottuk meg. A
hidroxil-csoport atmeneti védelmére metoximetil-csoportot alkalmaztunk. Az ily modon
védett 11 izoflavont litium-aluminium-hidriddel, —50-—60 °C-on 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 (8. abra).

CH,OCH,CI o
K,CO,
6 —_—

absz. aceton |
65.70 °C o OCH,0CH,

1

1O g ) o3 1)
LiAIH, NaBD, BF;xOEt,
1M1 —— _ " = —_—
absz. éter OCH,OCH, absz. CD;0D OCH,OCH,
(¢} ]

absz. THF
-55-—60°C

0

12 13 14

8. abra 14 elGallitasa

A 6a-deutero-pterokarpan (18) szintézisét a 12-es 2’-metoximetil-izoflavanonbdl
kiindulva oldottuk meg. A 12 izoflavanon 3-as hidrogénjét deutero-metanolbdl készitett
natrium-alkoholattal, a 15-6s enolforman at cseréltiik ki deutériumra. Az igy kapott 16

szokdsos modon torténd (NaBH4, majd BF;-Et,O) atalakitisaval jutottunk a 18-as
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célvegyiilethez. 16-ot felhasznalva, annak deutero-borohidrides redukcioja, majd BF;-Et,O-os
gylirlizarasa szolgaltatta a 20 6a,11a-dideutero-pterokarpant (9. abra).

CD;0"Na*

NaBH, BF,xOEt,
CD,0D D Sch.och, bsz CHiOH o OCH,0CH,
(o) 2 3 (o)
15 16 17 18
NaBD,
absz. CD,0D

9. abra 18 és 20 el6allitasa

A 6-deutero-pterokarpan (25), 6,6a-dideutero-pterokarpan (26) és 6,11a-dideutero-

"o

pterokarpan (28) eldallitasa 11-bol tortént, mely vegyiilet kromongytirijének 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
10. abra.

1"

‘| absz. éter
absz. THF
-55—60°C

[0}
absz. CD,0D O CD,0"Na*

- —_ .
NaBD, CD,0D
o OCH,0CH o ~p OCHOCH

22 21

LiAID,

BF,xOEt,

absz. CD,0D NaBH, J absz. CH,OH

Na*O-

[ OCH,0CH, OCH,OCH,

BF,xOEt, l BF,xOEt,
: 0 : 0
0" D o

26 29

D
D
10. abra A 26-hoz, 27-hez és 29-hez vezetd szintézis

A vegyliletek azonositasa NMR- és tomegspektrumuk alapjan tortént.
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4. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

4.1. A C. raciborskii (BGSD 266) cianobaktérium laboratériumi koériilmények kozotti

nevelése

A laboratoriumi koriilmények kozott nevelt tenyészetek ndvekedési gorbéinek
meghatarozasdhoz a kovetkezd adatokat vizsgaltuk: Aggy, klorofill-a, fehérjetartalom,
szaraztomeg, toxicitas. Az Aggo, fehérje- €s a klorofill-a tartalombdl kittinik, 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 Agp=0,2 érték ald oltjuk, ugy olyan kevés sejt van a
tenyészetben, hogy nem valosul meg a sejtek onarnyékolasa, igy nagyon nagy fénysokk éri a
tenyészetet, a ndvekedés nem vagy csak igen lassan indul meg. A C. raciborskii nitrogénkotod
cianobaktérium, amely a 1égkdri nitrogént képes hasznositani. A szervezet ndvekedését kotott
nitrogént tartalmazo taptalajon (Allen + NaNO;) és nitrogénkotd koriilmények kozott
(BG-NaNOs nélkiil) kovettiik nyomon. Az adott koriilmények kozott nem taldltunk 1ényeges
kiilonbséget a novekedésben (az Allen tapoldatban a kiinduldsi Aggo €érték 6-szorosara, a BG

tapoldatban 4-szeresére nétt 12 nap alatt) (11. abra).

A C. raciborskii novekedési gorbéje

1,4
1,2 1
1,0 A
éS 0,8 - —=—Allen
0,6 BG-NO3

0.4 o
0.2 \.-/'/./'——

0,0

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
napok szama

11. abra Az Ay értékének valtozasa a kotott nitrogént tartalmazo és
nitrogénkdto tenyészetek esetén

A szérazanyagtartalom, fehérjetartalom és a klorofill-a tartalom valtozasa is hasonlo

tendenciat mutat (12. és 13. abra).
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Klorofill-a tartalom
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Klorofill-a tartalom
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12. abra A klorofill-a tartalom valtozasa a kotott nitrogént tartalmazo és
nitrogénkdto tenyészetek esetén

Szarazanyagtartalom
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13. 4bra A szarazanyagtartalom valtozasa a kotott nitrogént tartalmazo és
nitrogénkdto tenyészetek esetén

Felfigyeltiink arra, hogy a kotott nitrogént tartalmazd tapoldatban a tenyészet
fehérjetartalma 5-szorosére, a nitrogént kotd tenyészeté pedig 3-szorosara emelkedett

(14. abra).

Fehérjetartalom

120 4

100 /’
80

—a—Allen
BG-NO3
40 .

0!\\\\\\\\\\\
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napok szama

Fehérjetartalom
o
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14. abra A fehérjetartalom valtozasa a kotott nitrogént tartalmazo és
nitrogénkdotd tenyészetek esetén
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A kiilonbség magyarazata az lehet, hogy a nitrogént kot tenyészet novekedési rataja
kisebb a kotott nitrogént hasznositd tenyészeténél. Ez utdbbi kiilonbség lathatdan nem

mutatkozik meg a fényszoras alapjan mért ndvekedési ratadkban.

Toxicitas
40
L

35 '\\
g% - —e—Hypokoty! (Allen)
E 25 Gyokeér (Allen)
N 20 .
? 45 | A —e— Hypokotyl (BG-NO3)
z 10 —a— Gybkér (BG-NO3)

5 —m;;%

0 R e

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
napok szama

15. abra A toxicitas valtozasa a kotott nitrogént tartalmazo és
nitrogénkdto tenyészetek esetén

A 15. abran a csirandvények hosszat tiintettiik fel az ido fliggvényében. Az egyre
kisebb ndvényhossz a toxicitds mértékének novekedését jelenti.

A toxicitasi adatokat figyelve elmondhat6, hogy az Allen tapoldatban nevelt tenyészet
végig toxikusabb, mint a nitrdtmentes tdpoldatban nevelt, tekintettel arra, hogy a toxicitasi
gorbe a novekedési gorbe inverze. Mint azt lattuk, az kotott nitrogént tartalmazoé tapoldatban
nagyobb a cianobaktérium sejtek mennyisége. Az adatok alapjan elmondhat6, hogy a
tenyészetben 1év0 sejtmennyiség €s a toxicitds kozott linearis dsszefliggés van. Az 1Csy érték
hypokotyl esetén (a kezdeti hypokotyl hosszhoz viszonyitva) Allen médium esetén a 4,5-ik
napra mig a nitratmentes médiumban az 5,5-ik napra adddott. Az ICs, érték gyokér esetén (a
kezdeti gyoOkérhosszhoz viszonyitva) Allen médium esetén a 4. napra, nitratmentes
médiumban a 7. napra adodott. Mint lathaté, a gyokér érzékenyebben reagal a toxikus
anyagcseretermékekre, mint a hypokotyl. A ndvény teljes egészét nézve nem taldltunk
morfologiai elvaltozasokat, pl. nekrotikus foltokat.

A 250 ml-es buborékoltatott tenyészettel folytatott kisérleteket kovetden meghataroztuk
az 5 literes tomegtenyészet neveléséhez sziikséges optimalis koriilményeket. Kisérleteink azt
mutattak, hogy az 5 literes tenyészeteket legcélszeriibb 1 liter exponencidlis novekedést,
nitrogénkotd tenyészetekkel beoltani. Az elébbi koriilmények kozott a tenyészet 800 nm-en

mért fényabszorpcidja 0,2-nek adodott. A tenyészet ,,0narnyékoldsa”, az inokulum nagysaga
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lehetdvé teszi a cianobaktérium eredményes novekedését a kotott nitrogént tartalmazo
tapoldaton. Kiprébaltuk a 10 literes tenyészeteket is az izolacidhoz sziikséges biomassza
eléallitasdhoz, de ez a méretli edény nem biztositotta az idedlis fényviszonyokat a

novekedéshez, a sejtek szaporodasa igen lassu volt.

Eredményeinket Osszefoglalva elmondhatd, hogy a Balatonbdl izolalt C. raciborskii
(BGSD 266) torzs buborékoltatott tenyészetben torténd neveléséhez minimum A=0,2-es
értekt 800 nm-en mért kezdd optikai denzitas sziikséges. A tenyészet Allen tdpoldatban 2 hét
alatt éri el a késO exponencialis / korai stacioner fazist (Agg=0,7-0,8), centrifugalassal 7-8
gramm nedves sejttdomeg nyerhetd. Megfigyeltilk ugyanis, hogy ha tovabb hagyjuk a
tenyészeteket novekedni, a fonalak eltéredeznek. A nitratmentes tiptalaj — mivel csak a
nitrogénkotésre képes szervezetek novekedését teszi lehetdvé — idedlis a torzsfenntartasra,
illetve a izolalashoz sziikséges inokulum elkészitésére. A biomassza eldallitasara az kotott
nitrogént tartalamzd Allen tapoldat alkalmasabb, mivel gyorsabban és nagyobb tomegben
szaporodnak benne a cianobaktérium sejtek, rdaadasul BG-NOs tipoldatban a tenyészetek
tobb, mint 3 hét alatt (25 nap) érik el az exponencidlis fazist és az izolalhatd cianotoxin

mennyisége is kevesebb.

4.2. A cianotoxinok izolacioja

A Novénytani Tanszék munkatarsai tomegspektrometriai, HPLC-s, valamint kapillaris
elektroforézis mérések segitségével folytatott kisérletekkel bebizonyitottdk, hogy a
C. raciborskii torzs nem termeli a cilindrospermopszin nevii cianotoxint. A mustar
csirandvényekkel folytatott kisérletekben azonban az erésen toxikusnak mutatkozott.'” A
megallapitds meglepd, mert az irodalmi adatok, a fajmeghatarozas (Komarek, személyes
kozlés) arrdl tantskodik, hogy a szoban forgd szervezet azonos az Ausztralidban talalt
cilindrospermopszint termeld szervezettel. Ezek utan felmeriilt az az alapvetd kérdés, milyen
anyagcseretermékek feleldsek a tesztnovényre kifejtett novekedésgatlo hatdsért. Erre a
kérdésre a toxikus anyagcseretermék(ek) izolalasaval ¢és szerkezetiik meghatarozasaval
kivantuk megadni a valaszt.

A tobblépcsds izolalas soran tobb toxikus frakciot is sikeriilt elkiiloniteni. A tisztitasi
miiveletet a legtoxikusabbnak itélt frakcidkkal folytattuk tovabb. A toxicitasi tesztekhez a mar

crer

biomasszabol indultunk ki, melyet az ,,Anyagok ¢s moddszerek” fejezetben leirt mddon
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feltartunk és metanollal extrahéaltuk. A metanol altal kicsapott anyag, mustar csirandvény
teszttel nem mutatott toxicitast. A metanolos feliiliszot vakuumrotacios beparlon 35 °C-on
beparoltuk, az igy kapott toxikus anyagot tartalmazé maradékot DEAE anioncseréld oszlopon

tisztitottuk a mar leirt médon (16. abra).

Tisztitas DE anioncserélé oszlopon

2,5
= 20 4
3 s —a— hypokotyl
E 15 § | _o_gyoker
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T g —%—210 nm
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Frakcioszam

16. abra A toxikus cianobakterialis extraktum DEAE cellul6z oszlopon torténé elvalasztasa

A DEAE anioncserél6 oszloprél elualodo, ndvényinhibitor aktivitdsa toxikus frakciokat
(16. abra, 53-70 frakciok, az 4abran nyillal jelolve) Toyopearl HW-40 molekulasziird
oszlopon tisztitottuk tovabb, ami nem csak a tovabbi tisztitast, hanem a somentesitést is
szolgalta. A toxicitds meghatdrozdsara mustar csirandvény tesztet hasznaltunk. Axenikus
rendszerben dolgozunk, igy feltételezhetjiik, hogy a gatlas csak a toxin hatasabol adodik. A
Toyopearl oszloppal mar jol elkiiloniild csticsokat kaptunk. Ott kaptuk a legnagyobb gatlast,
ahol a 210 nm-en mért fényelnyelés a legnagyobb volt (17. abra).
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Tisztitas Toyopearl oszlopon
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17. abra A DEAE cellul6zos tisztitas toxikus frakcioinak tisztitasa
Toyopearl molekulasziiron

Toxikusnak a 47-53-ig terjedd frakcidk (az abran nyillal jeldlve) bizonyultak; ezeket
HPLC-vel tisztitottunk tovabb. A tisztitds hatékonysaganak ndvelése érdekében a szerves
kémiai szintézistermékek tisztitasanal hasznalatos szilikagéloszlopot vezettiik be, amely a
megfeleld eluensek hasznalataval alkalmasnak bizonyult a tisztitdas hatékonysaganak
novelésére. Miutan a keresett, ismeretlen anyag mar a keziinkben volt, a tisztitdst nyomon
tudtuk kovetni vékonyrétegkromatografias modszerrel is; ez azonban nem jelentette a mustar
csirandvényteszt, mint toxicitast jelzo proba elhagyasat. Amint az a 18. abrabol is jol lathato,
az alkalmazott szilikagéloszlopon torténd tisztitdsndl a szennyezO- ¢és szinanyagok a
kromatogram elején jelennek meg, mig a végén, elkiiloniilve taldlhaté a vizsgéalni kivant

komponens (79-212 frakciok, a 18. abran nyillal jelolve).

Szilikagéles tisztitas
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18. abra A cianobakterialis extraktum szilikagél oszlopon torténd tisztitasa
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Ezt a frakciok vékonyrétegkromatografids vizsgalata is alatamasztotta (19. abra).

19. abra A szilikagéles tisztitassal kapott frakciok
vékonyrétegkromatogrammja

Ez a tisztitasi modszer kis mennyiségeknél olyan hatékonynak bizonyult, hogy a toxikus
frakciok kozvetleniil HPLC-rendszerrel tisztithatéak voltak. Nagyobb mennyiség esetén

azonban sziikségessé valt a molekulaszlirds Toyopearl tisztitas.

Szilikagéles tisztitas utani Toyopearl kromatografia
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20. abra Szilikagéles oszloppal elétisztitott termék Toyopearl kromatografiaja

A vizsgalatok soran itt is alkalmaztuk a frakciok vékonyrétegkromatografias vizsgalatat

(21. abra).
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21. abra A szilikagéles oszlop utani Toyopearl molekulasziirés tisztitas frakcidinak
vékonyrétegkromatogrammja 254 és 365 nm-es fényben

A toxikus frakciokat Osszegytjtottiik és HPLC-vel tisztitottuk tovabb. A tisztitott anyagot
visszainjektaltuk, azért, hogy lassuk a tisztitas hatékonysagat. Egy tipikus, tisztitas elotti és

utani HPLC-kromatogramm lathat6 a 22. abran.

Tisztitas elott Tisztitas utan
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22. abra A cianotoxin HPLC-kromatogrammja tisztitas eldtt és utan
Osszegzésként elmondhatjuk, hogy a C. raciborskii tenyészetbdl sikeriilt egy ndvényi

inhibitor metabolitot izolalni, az izolalashoz szilikagél- és Toyopearl-oszlopot valamint utolsd

1épésként szemipreparativ HPLC-t alkalmaztunk.

4.3. A tisztitott, cianobakterialis ismeretlen metabolit szerkezetazonositasa

A mar korabban leirt modon megtisztitott toxikus anyag szerkezetének felderitéséhez a
kovetkezd modszereket hasznaltuk: NMR-, IR-, UV-spektroszkopia, tomegspektrometria és
molekulamodellezés. Az egyes modszerekkel parhuzamosan dolgozva, a 23. abra szerinti

séma alapjan jutottunk el az izolalt toxikus metabolit szerkezetéhez.

Nominalis lonforma Pontostéme NMR Cserélheto
molekulatomeg | —>= meghatarozas e me hatérozé% e mérések e hidrogének
meghatarozas 9 9 meghatarozasa

Részszerkezet
l felirdsa
Q-TOF
fragmentacié \
Az aglikonon
IR jelenlévo jellegzetes Szerkezet-
adatok funkcids csoportok meghatarozas
meghatarozasa
NMR /
adatok

23. abra A szerkezetazonositas folyamatanak sémaéja

4.4. A nominalis molekulatomeg meghatarozasa

A tisztitas soran kapott mintat a Debreceni Egyetem Alkalmazott Kémiai Tanszékén
mikédé MALDI tomegspektrométeren megmértiik ¢s m/z 436 Da-nal valamint m/z 452
Da-nél kaptunk cstcsot. Elszor arra voltunk kivancsiak, hogy az m/z 436-o0s cstcs natrium
addukt-e (M+Na"). Az addukt tipusanak eldontésére iranyuld kisérleteket a MTA Kémiai
Kutatokozpont Tomegspektrometriai  laboratoriumban  végeztik ESI-Q;  késziiléken.
Hasonloan a MALDI technikdhoz, ennél az ionizaciés modszernél is protonalt vagy
natrium-addukt formajaban jelennek meg a molekulaionok. Az addukt tipusdnak eldontése

c¢ljabol a minta egy kis részéhez kalium-, illetve litiumvegyiiletet adtunk (KCl, illetve LiCl).
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Ennek hatasara az el6z6 spektrumhoz képest 420 Da-nal (M+Li") és 452 (M+K") Da-nal

jelentek meg tovabbi csucsok, melyek bizonyitjak, hogy a molekulatomeg 413 Da. (24. abra)
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24. abra Az izolalt cianotoxin tomegspektruma a kalium-, ill. littumvegyiilet hozzaadasa el6tt €s utan

Tovabbi bizonyiték arra, hogy a 452 Da-os csucs kalium-addukt az is, hogy az MS-MS

kisérletben 30 eV iitkdzési energiandl megjelenik és 40 eV {itkdzési energia hatdsara

jelentdsen megnd a kélium-ion intenzitasa. (25. abra)
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Azt, hogy egyszeresen toltott ionokrdl van szé az tdmasztja ald, hogy mindegyik

esetben az izotopcesucsok kozotti kiilonbség 1 Da volt (2. tablazat).

2. tablazat A litium-, natrium- és kalium-adduktok izotopcsucsai

[zotop- Cstics (Da)
eloszlas M+Li M+Na" M+K*
mind "*C 420,1 436,1 452,1
1db *C 421,1 437,1 453,1
2db *C - 438,1 454,1

4.5. A pontos tomeg és az o6sszegképlet meghatarozasa

A pontos tomegméréseket egy ESI-Q-TOF késziiléken végeztiikk pozitiv moddban,
kalibralassal. Az izolalt toxikus anyagcseretermék esetén mind a natrium-adduktnak mind a
protonalt csticsnak egymastol fiiggetleniil meghataroztuk a pontos tomegét, amely megadja az

addukt elemi Gsszetételét (3. tablazat).

3. tablazat A protonalt molekula és a natrium-addukt tomegei és 6sszegképletiik

" . Meért értek Elméleti érték ppm

Osszegkeplet (Da) (Da) eltérés
Molekula + H+ C16H2403N5 414,1617 414,1625 -1,93
Molekula + Na" Ci6H2303NsNa 436,1448 436,1444 0,92

Az izolalt toxikus metabolit 6sszegképlete tehat a kovetkezd: C16H2305Ns.
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4.6. Az NMR modszerekkel kapott eredmények és értékelésiik

A tomegspketrometriai mérésekkel parhuzamosan NMR méréseket is folytattunk, ezen
két méréstechnika adta a szerkezetkutatatds alapkovét. Az NMR méréseket a Debreceni
Egyetem (Bruker DRX-500 spektrométer) NMR laboratériumaban végeztik. Az NMR
polarizaci6d atviteli modszerek segitségével meghatiroztuk az atomok szomszédossagat a
kémiai kotések mentén. A csatolasi halot COSY, TOCSY ("Jyu, n =2-5) és HSQC ("Jcy, n=1)
és HMBC ("Jcn, n=2-5) kétdimenziés NMR technikakkal térképeztiik fel. Elvileg ezek az
informaciok elegenddéek lehetnek az ismeretlen molekula konstiticiojanak megallapitasara.
Azonban —amint a vizsgélatok eldrehaladtaval kideriilt — a viszonylag kisszdmt hidrogén
miatt az egymashoz kozeli (0.16—-0.5 nm) protonok térkozelségének 2D NOESY modszerrel

torténd megallapitasa is elengedhetetlen volt a szerkezeti javaslathoz.

4.6.1. Egydimenziés NMR-spektrumok ('H, Bo) spektrumok Kkiértékelése

Elészor a 'H-NMR ¢és a "C-HMR spektrumokat vettiik fel. Ezen spektrumok alapjan
elmondhat6, hogy a molekulaban 15 db nem cserélhetd hidrogénatom van (azaz olyan
hidrogénatom, amely szénatomhoz kapcsolodik).

A PC-izotop kis gyakorisaga miatta a *C-spektrumok felvétele hosszabb idét, illetve
nagyobb mintamennyiséget igényel. Mivel a mintamennyiség kicsi volt, a spektrumokban az
eleve kis intenzitassal jelentkez6 kvaterner szénatomok intenzitasa nagyon kicsi. A J-modulalt
BC-spektrum informaciot szolgaltat a szénatomok rendiiségérdl (azaz a hozzajuk kapesolodé
hidrogének szamarol). Az ilyen tipust spektrumban — megegyezés szerint — a paratlan szdmu
hidrogént viselé szénatomok (primer ¢és tercier) jele az alapvonal felett, mig a paros szamu
hidrogént visel6 szénatomoké (szekunder) és a kvaternereké az alatt jelentkezik. A
molekuldban 1év6 szénatomok koziil 10 paratlan €s 6 paros rendiiségu.

A gondos tisztitasi folyamatok ellenére is maradhatnak kis mennyiségben jelenlévd
szennyezok a mintaban. Igy példaul — egyebek mellett — allandé szennyezdként jelentkezik az
etanol és a trifluor-ecetsav (TFA). Ezeket a tisztitas utolsé 1épésében hasznaljuk és tobbszori
liofilizalas utan sem tavolithatok el nyomtalanul, ezért jeleik — altalaban kisebb intenzitassal —

az NMR-spektrumokban megjelennek.
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4.6.2. A kétdimenzios NMR-spektrumok kiértékelése

4.6.2.1. A HSQC-spektrumok kiértékelése

Az egydimenzids spektrumok utdn a mintarol HSQC felvételeket készitettiink azért,
hogy megéllapitsuk mely szénatomhoz mely hidrogének tartoznak.

A spektrumok alapjan 11 szénatomhoz kapcsolddik hidrogénatom. A nehézvizes, illetve
dimetil-szulfoxidos spektrumok alapjan a kovetkezd kémiai eltolodasokat észleltiik (4.

tablazat):

4. tablazat "C és 'H eltolodasok a HSQC-mérések alapjan, D,0-ban és dg-DMSO-ban

Eltolodas D,O-ban (ppm)

BC 1 14.36 | 56.52 | 60.42 | 64.49 | 67.54 | 70.80 | 73.82 | 75.70 | 79.24 | 94.59 | 148.56

H | 134 | 333 ;fg 3.81 | 3.69 | 211 | 417 | 496 | 3.68 | 493 | 8.85

Eltolodas de-DMSO-ban (ppm)

PC | 153 |56.70 | 61.88 | 64.98 | 67.96 | 71.41 | 73.47 | 76.12 | 80.43 | 95.75 | 149.09

'H | 120 | 3.38 g;g 3.68 | 3.75 | 2.62 | 4.02 | 4.67 | 295 | 475 | 8.85

Mint lathatd, a de-DMSO-ban felvett spektrum ppm értékei kismértékben eltérnek a
nehézvizben felvett értékektdl. Az NMR spektrumok alapjan az alabbi, 26. abran lathato

részszerkezetet tudtuk felirni.

26. abra Az NMR spektrumok alapjan megallapitott részszerkezet

A

5. tablazat 0sszegfoglaldlag tartalmazza a részszerkezetre vonatkozé6 NMR-adatokat.
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5. tablazat A felirt részszerkezet NMR adatai

D,O d¢-DMSO
Rendii. 'H kémiai | °C kémiai | Csatolasi | 'Hkémiai | *C kémiai
Atom . Csoport | eltolédas | eltolodas allando eltolédas | eltolodas
ség

[ppm] [ppm] [Hz] [ppm] [ppm]

1 T CH 4,94 94,59 Ji2=4,0 4,75 95,75

2 T CH 3,69 67,54 Jr3=10,3 3,75 67,96

3 T CH 3,08 79,24 J34=3,0 2,95 80,43

4 T CH 3,82 64,59 Jas5~0 3,68 64,98

5 T CH 2,11 70,80 Js6a=15,7 2,62 71,41
3,26 J5,6b = 770

6a, 6b S CH, 319 60,42 Tengy=11,1 3,10-3,29 61,88

7 P CH; 3,34 56,52 - 3,38 56,71

8 T | cH 4,17 73,82 |87 62 4,02 73,47
Jg10=2,1

9 P CH; 1,34 14,36 Js9=16,2 1,2 15,31

10 T CH 4,96 75,70 Js10=2,1 4,67 76,12

P = primer, S = szekunder, T = tercier, Q = kvaterner

A H-1 proton csak a H-2 protonnal csatol, emiatt H-1 jele dublettként jelentkezik a
spektrumban; a mért csatolasi allando6 Ji., = 4 Hz. Ebbdl az értékbdl kovetkezik, hogy a H-1
¢s H-2 hidrogénatomok egymassal kis diéderes szdget zdrnak be. A H-2 jele dupla-dublett,
Jo3=10,3 Hz, tehat a H-2 és H-3 atomok altal bezart di¢deres szog nagy, vagyis azok transz-
diaxialis helyzetben vannak. J;4 = 3 Hz, igy a 3-as és 4-es hidrogének kozotti diéderes szog
kicsi. J4.s~ 0 Hz, tehat a H-4-es H-5 diéderes szog is kicsi, vagyis H-4 ekvatoridlis allasu. H-5
csatol a H-6,, H-6,, és a CH; protonokkal is. A csatolasi allandok: Js.¢,= 7, Js.6a= 15,7 Hz. A 6,
€s 6, hidrogének egymassal is csatolnak, a csatoldsi allandd Je,6o = 11,1 Hz, ez az érték
jellemzé a geminalis helyzetli protonokra. A 7-es metoxi-csoport jele szingulett. A 8-as
szénatomhoz kapcsolodd hidrogén csatol a 9-es metil-csoport hidrogénjeivel és a 10-es
protonnal, a csatoldsi allandok: Jgo = 6,2 Hz és Jg10 = 2,1 Hz. Az utdbbi kis érték, ezért
feltételezhetjiik azt, hogy a 8-as és 10-es szénatomokon 1évd protonok kis diéderes szoget
zarnak be egymassal, azaz a relativ térhelyzetik cisz. A 9-es helyzetben metil-csoport

talalhat6, melynek protonjai csatolnak a H-8-as hidrogénnel. A 10-es szénatomon 1év6 proton
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kizarolag csak a 8-as szénatomon Iévovel csatol, ezért a szerkezetfelderitésnél azt
feltételeztiik, hogy a 10-es szénatomhoz egy heteroatom, vagy egy kvaterner szénatom
kapcsolodik.

Az 'H-NMR spektrumban talalhato jelek kémiai eltoloddsai, integralértékei és
felhasadasai alapjan egy monoszacharid-vazat sejtetnek. A vazprotonok csatoldsi allandoi
o-D-galaktopiranozid egységre engednek kovetkeztetni, amely torzitatlan *C, szék
konformacioban taldlhato. Az o-anomer konfiguracot megerdsiti a mért nagy, 'Jeim = 170
Hz csatolasi allando is.

A PC-NMR spektrumok alapjan a kovetkez6k mondhatok el: az Osszegképlet
meghatarozasanal azt talaltuk, hogy a szénatomszam 16, amelybdl 10 talalhat6 a feltiintetett
részszerkezeten. A C-NMR spektrumban ezen szenek a

5. tablazatban feltiintetett kémiai eltolodasokndl adnak jelet. A spektrumban a 6-o0s
szénatom jele ,lefelé”, mig az 1l-es, 2-es, 3-as, 4-es, 5-0s, 7-es, 8-as, 9-es és 10-es

szénatomoké ,.felfelé” mutatnak.
4.6.2.2. A TOCSY spektrumok kiértékelése

Mint azt mar az ,,Anyagok ¢és moddszerek” részben emlitettiik, kovalens kotésen
keresztiil homonuklearis korrelacio johet 1étre (COSY, TOCSY). A COSY csak a spin-parok
kozt ténylegesen milkddd spin-spin csatolas esetén ad jelet, azaz elsésorban 2-3 kotés
tavolsagban. A TOCSY tovabbi magnesezettség atvitellel a teljes spinrendszereket egy
kisérletben igazolhatja. Tekintettel arra, hogy a COSY spektrumokban manifesztalodo
skalaris csatolasok 4ltaldban jol észlelheték a TOCSY spektrumokban is, ezért a COSY
spektrumban 1év6 csatolasokat nem ismertetem kiilon.

A TOCSY spektrumokat is mindkét olddszerben felvettiik annak a reményében, hogy a
cseré¢lhetd protonok altal generalt csatoldsokat is nyomon tudjuk kévetni. Mivel nagyon kevés
anyag allt rendelkezésiinkre és a minta nagyon higroszkopos volt, ilyen jellegii csatolasokat a
vizzel vald csere miatt nem vagy csak egy-egy spektrumban taldltunk, igy meglétiik

megkérddjelezhetd.
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6. tablazat Proton-proton csatolasi halo a TOCSY mérések alapjan

H1 H2 H3 H4 HS Héa,b H7 HS8 H9 H10
a |b|l a|b|la|b a bl a |[b|] A |bla|lb[ a |b[ a |b| a |b
H2 (3 |H1|3|H2|3| H3 |3|H6a|3|H6ab|2|-|-| H9 [3]| H8 |3 | HS8
H3 | 4|H3|3|H4|3| H2 |4(H6b|3| HS |3|-|-|HI0|3|HIO|4([HIO |4
H4|5(H4|4(H1 |4 HI |5| H4 |3 H4 |4]|-|-
HS5 | 4 Hé6a,b |4 | H1 |4 - |-
a: csatolo proton sorszama; b: a csatold protonok kozotti kdtéstavolsag

Mivel a tablazatban minden csatolas kétszer szerepel, proton-proton csatolasrol 1évén

sz0 a jobb attekinthetdség kedvéért a kovetkezOkben kotéstavolsag szerinti sorrendben

targyalom az egymassal csatold hidrogéneket.

Ketkoteses konnektivitasok:

Kétkotéses geminalis csatolds van a 6a és a 6b
hidrogének  kozott. (Ez a  csatolas

megtalalhaté a COSY spektrumban is).

Mint az abran is lathaté, haromkotéses
(vicinalis) csatolas van a H1-H2, H2-H3, H3-
H4, H4-HS, HS5-H6, H8-H9 ¢és HS-HI10
protonok kozott. (Ezen csatolasok
megtalalhatéak a COSY spektrumban is). A
jelek megléte nem fiigg az alkalmazott

olddszer mindségétol.
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Négykotéses konnektivitasok:

Négy kotésen keresztiil haté konnektivitas van
a H1-H3, H1-H5, H2-H4, H4-H6a,b valamint a
H9-H10 protonok kozott.

Otkotéses konnektivitds van a H1 és a H4

hidrogének kozott.

Ezen adatok alapjan elmondhat6, hogy a cukorrész egy spinrendszert alkot, a masik
spinrendszer a cukorhoz kapcsolodo oldalldnc. Fontos megjegyezni, hogy a 3-as szénatomhoz
kapcsolddd metoxi-csoport az éterktésii oxigén miatt megszakitja a spinrendszert, igy a
C7-es szénatomhoz kapcsolodo hidrogének nem tagjai a cukor spinrendszerének. Ugyanilyen

éterkotésli oxigén valasztja el egymastol az oldallanc spinrendszerét a cukor spinrendszerétol.

4.6.2.3. A HMBC-spektrumok kiértékelése

A cukorrész szerkezetének alatamasztasa céljabol olyan NMR-kisérleteket végeztiink,
amelyek a tobbkotéses proton-szén csatolasokrdl adnak felvilagositast.

A HMBC kisérlet itt alkalmazott valtozata (lecsatolt, gradienses valtozat, egyszeres
alulateresztd sziirével) altalaban jol elnyomja az egykotéses konnektivitist, melyeket
egyébként a HSQC spektrumbdl kapunk meg. A spektrumok felvételét mind nehézvizben
(D20), mind ds-DMSO-ban elvégeztiik. A molekuldaban 1év cserélhetd hidrogének (—-NH-,
—NH,, —OH) jelei ugyanis csak a de-DMSO-ban késziilt felvételekben jelennek meg, mivel

D,0-ban ezen hidrogének deutériumra cserélédnek. igy a nehézvizben felvett proton-NMR
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spektrumbdl megismerhetjik a nem cserélhetd protonok szamét és kornyezetét. Az
Osszegképletben szerepld hidrogénatomok szdmanak és a nehézvizes kisérletben kapott
hidrogénatomok szdmanak kiilonbsége tehat a cserélhetd hidrogének szamat adja meg.

A kapott eredmények Osszegzését tablazatos formaban tiintettiik fel (7. tablazat). A
magyarazathoz a jobb attekintés céljabol abrakat alkalmaztunk. Az adatokbdl egyértelmiien
kidertiil, hogy az alapvaz egy hattagt cukor, melyhez az anomer hidroxil-csoporton keresztiil
egy propil-oldallanc kapcsolddik. A kapcsolodas a propil-rész kettes szénatomjan keresztiil
jon létre.

7. tablazat Proton-szén csatolasi hal6 a HMBC mérések alapjan

H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6 H-7 H-8 H-9 H-10

a |[b|l a |[b]a|b|la|bla|bla]|bla]|b|] a bl a [b] a |b
C3|3]Cl |2]C2|2|C3|2(C4|2|C5|2|C3|3|Cl |3|C8 [2]C8
C5131C3 |2(C4|2|C2|3[C6[2|C4|3|C4 |4 Cilo|3| Cl1 |4
C8|3|Cl6|3|C7|3|1C6(3|C1|3[C1|4]|C5/|5
C2 2|1 C4 |3(C3]|1 C715 C711

G514
a: csatold szénatom sorszama; b: a csatold atomok kozotti kotéstavolsag

Az egyes protonok csatolasainak ismertetése elott szeretném megjegyezni, hogy
kiilonbozé paraméterekkel €s olddszerekben tobb mérést is végeztiink, az abrdkon és a 7.
tablazatban csak azokat a csatolasokat tlintettem fel, melyeket legalabb két mérés igazolt.

Megjegyzendd, hogy 4-5 kotéses proton-proton csatolasok eléfordulnak csak telitett
kotéseket tartalmazo szénhidratokban is. Hasonld, heteronuklearis tavolhatd csatolasok
szintén el6fordulhatnak (bar erre kevesebb irodalmi példa van), azonban jelenlétiik mindig

egy merev, rogzitett konformaciora utal (pl. W alaku elrendezddés).

Az 1l-es szdmu szénatomon 1évd hidrogén
csatol a tole két kotéstavolsagra 1évo 2-es,
valamint a téle harom kotéstavolsagra 1évo
3-as, 5-0s és 8-as szénatommal. Utobbi

csatolas perdontd.
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A 2-es szénatomon 1év6 hidrogén csatol a tdle
két kotéstavolsagra 1évo 1-es és 3-as, valamint
a harom kotéstavolsagra 1évé 4-es szén-

atommal.

A 3-as szénatomhoz kapcsolédd hidrogén
csatol sajat szénatomjaval, a téle két
kotéstavolsagra  1évé  2-es  és  4-es
szénatomhoz, tovabba a harom kotésre 1évo
7-es  metoxi-szénatommal. Ez  utdbbi
kolcsonhatds bizonyiték arra, hogy a cukor
3-as helyzetében hidroxil-csoport helyett
O-metil csoportot talalunk. Taladlhatunk még
egy gyenge négykotéses csatolast is az 5-0s

szanatommal.

A 4-es szénatomhoz kapcsolédd hidrogén
csatol a téle két kotésre 1évo 3-as
szénatommal. Tovabbi, harom kotésen
keresztiili csatolasok jelentkeznek a 2-es ¢és

6-0s szénatommal.

Az 5-0s proton csatol a téle 2 kotéstavolsagra
1évo 4-es és 6-0s szénatommal, tovabba
talalunk még haromkdotéses csatolast Cl-hez,

valamint egy 0tkotéses csatolast C7-hez.
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A 6-0s szamu szénatomon két hidrogén van,
mindkettd csatol a veliik két kotéstavolsagra
1év6 5-0s, a harom kotéstavolsagra 1évo 4-es
¢s a négy kotéstavolsagra 1évé 1-es

szénatommal.

A 7-es szénatomon 1év0 metoxi-hidrogének
csatolnak a t6liik harom kotéstavolsagra 1évo
3-as szénatommal €és a négy kotéstavolsagra
1évé C4-gyel, ezenkiviil két spektrumban
megtalaltuk az 6t kotéstavolsagra 1évé C5-tel
torténd csatolast is. Megtalalhatjuk még a
sajat  szénatommal  torténd  egykotéses
csatolast is. A 3-as, illetve 4-es szenekkel
torténd csatolds igazolja a metoxi-csoport

jelenlétét.

A 8-as szénatomon lévd hidrogén a harom
kotéstavolsagra 1évo l-es szénatommal ad

jelet.

A 9-es metil-szénatomon 1év0 hidrogének
kétkotéses csatolasban vannak a  8-as,
haromkd&téses csatolasban a 10-es

szénatommal.
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A 10-es szénatomon 1évd hidrogén teremt
kapcsolatot a cukorrész és az aglikon kozott:
jelet ad a két kotésnyi tavolsagra 1évo 8-as és
a négy  kotéstavolsagra  1éve  1-es

szénatommal.

Az eddigi eredmények alatdmasztjak a cukoregység glikozidos hidroxil-csoportja és az

aglikon heterogytiriije kozotti oldallanc meglétét.

4.6.2.4. A NOESY-spektrumok Kkiértékelése

Amint arr6l mar szé volt (,,Anyagok és modszerek™ fejezet), a hidrogének egymassal
nem csak kotéseken keresztiil (COSY, TOCSY), hanem téren keresztil is képesek
kolcsonhatni (NOE, Nuclear Overhauser Effect). Ezért ez a vizsgalati modszer alkalmas lehet
a molekula térszerkezetének megjosolasara. A molekula térszerkezetére a rontgendiffrakcios
vizsgalatok szolgaltatnanak pontos adatokat, de az ehhez sziikséges egykristaly novesztése
esetiinkben nem volt lehetséges, egyrészt az anyag kis mennyisége, masrészt higroszkopos
tulajdonsdga miatt.

A NOESY spektrumokat nehézvizben vettiik fel. A kapott eredményeket a 8. tdblazat
tartalmazza.

8. tablazat Térbeli csatolasi halo a NOESY mérések alapjan

H1 | H2 | H3 | H4 | H5 |H6ab| H7 | H8 | H9 | HI0
H2 | HI H2 | H7 | H6ab | Héab | H3 H9 | HI H9
HY | H3 H4 | H3 H4 | H4 | H4 | HIO | HY | HS

H8 H5 HS5 H3 H5 HS5 HI10 Hl
HS5 H7 | H6a,b | HI1 HI HI5
H9
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A Dbaloldali é4bran az 1-es szénatomhoz
kapcsolodd anomerproton téren 4t hato
csatolasait jeloltem be. Lathatdo, hogy

csatolast taladlunk a 2-es hidrogénnel; ez

tovabbi bizonyitéka annak, hogy a cukorrész
alfa  helyzeti oldallincon  keresztiil
kapcsolodik az aglikonhoz. A 8-as és 9-es
hidrogénekkel vald csatolds az ezen
oldallancon keresztiil torténd kapcsolatot

tamasztja ala.

A 2-es hidrogén csatol az l-es és 3-as

szénatomon lévokkel.

A 3-as szénatomhoz kapcsolddéd proton csatol
a mar emlitett 2-es hidrogénnel. Az axialis
helyzet miatt kézenfekvd az 5-0s és 4-es
szénatomokon 1évé hidrogénekkel vald

csatolas.

A 4-es szénatomhoz kapcsolédd hidrogén —
mint azt mar emlitettik — csatol a 3-as
hidrogénnel. A 4-es hidrogén ezenkiviil csatol
még az 5-0s ¢és 6-0s szénatomon 1évo

hidrogénekkel is, ez varhatd volt a galaktoz

térszerkezetébdl.
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Az 5-06s hidrogén helyzetébdl szamos
hidrogénnel van csatolasban. Csatol a mar
emlitett 1-es, 3-as ¢és 4-es hidrogénekkel.
Természetesen csatol a 6-0s szénatom

metilén-hidrogénjeivel is. Gyenge csatolast

taldltunk tovabbd az oldallinc  metil-
hidrogénjeivel. Ezen csatolas erdssége
azonban elhanyagolhatdo a tobbihez képest,
igy azt feltételeztiik, hogy a tavolsag 5SA-nél
nagyobb is lehet.

A 6-0s szénatomon 1évd hidrogének a mar
emlitett 4-es 5-0s hidrogénekkel torténd
csatolason kiviil természetesen egymadssal is

csatolnak.

A 7-es szénatomon 1év6 hidrogének csatolnak

a mar emlitett 3-as és 4-es hidrogénekkel.
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Természetszerli a 8-as proton 9-es és 10-es
protonokkal valé térkozelsége. Az 1-es és
5-0s hidrogénekkel torténd csatolds perdonto:
mindketté a cukorvaz ¢és az oldallanc
térkozelségére utal. Valoszintisitik egy merev
struktura 1étét, ugyanis flexibilisen
kapcsolodod propil-csoport esetén (szabad
CI-C8 rotacid) a H-8-H-5 kapcsolat

kizarhato.

A 9-es metil-csoport hidrogénjei a mar
emlitetteken kiviil (1-es és 8-as szénatom
hidrogénje) csatolnak a 10-es szénatomon

1év6 hidrogénnel.

Az oldallanc utolsé szénatomja a 10-es
szénatom, melynek protonja csatol a mar

emlitett 1-es és 9-es szénatomokkal.

A NOE-mérések eredményeit 6sszefoglalva megéllapithatd, hogy a metil-csoport NOE
kolcsonhatasaibol annak az anomer protonhoz képest elfoglalt térhelyzetére Ilehet
kovetkeztetni. Az itt bemutatott elemzéssel bizonyitottuk, hogy az izolalt toxikus metabolit

egy galaktoz-szarmazék.

4.6.3. A cserélheté hidrogének szamanak meghatarozasa (hidrogén-deutérium csere)

A deuteralési kisérletek célja az volt, hogy igazoljuk azon elképzelésiinket, miszerint az

altalunk izolalt cianotoxinban 6 cserélhetd hidrogén van, és meghatarozzuk ezen protonok
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szamat a cukorrészben, illetve az aglikonban. Ehhez a nehézvizben felvett mintakat mértiik
meg az ESI-Qs késziilékkel. A kisérletet elvégezve egy nyolc tagbol allo csticssorozatot
(414—421) kaptunk a 414 Da-os és egy hét tagbol allo cstucssorozatot (436—442) az m/z 436

Da-os ion esetén (27. abra)

B .Q1:2.030 to 3.677 min from Sample 2 (highres) of deuterotoxin.wiff (Turbo Spray) m T Max. 2.9¢5 cps.
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27. abra A nehézvizben oldott cianotoxin tomegspektruma

Az NMR adatokkal Osszevetve ez azt jelenti, hogy a molekuldban Osszesen 6 db
cseré¢lhetd hidrogén van —OH, -NH—, —-NH; formaban. Ha megnézziik a molekula eddigi
részszerkezetét lathatjuk, hogy a cukorrész két hidroxil-csoportja mar szubsztitualt, azaz
maximum harom cseré¢lhetd hidrogén lehet a cukorrészen. Ha ez igy van, akkor a maradék
harom cserélhetd hidrogénnek az eddig még nem ismert aglikon részen kell lennie. Ha az
aglikonrész viszont nem csak az anomeres hidroxil-csoporton keresztiil kapcsolodik a
cukoregységhez, hanem van egy visszakapcsolddas is, akkor a cukor részen mar csak kettd
cserélhetd hidrogén lesz. Ez azt jelenti, hogy az aglikonon a cserélhetd hidrogének szama
négy. A visszakapcsolodas kérdésének eldontése céljabol MS-MS felvételeket készitettiink.
Elokisérleteinkben megfigyeltiikk, hogy a nem deuteralt anyag esetén az m/z 414-es ion

MS-MS spektrumaban megjelent az m/z 238-as és az m/z 220-as ion (28. abra).

| B +MS2 (414.30): 3.603 to 4.053 min from Sample 1 (414msms) of toxing.wiff (Turbo Spray) Max. 1.5e4 cps.
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28. abra A m/z 414-es ion MS/MS spektruma
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Feltételezziik, hogy a molekulaion cukorvesztésével jon létre a 238-as ion, tovabba
hogy az ebbdl torténd vizvesztéssel az m/z 220-as ion. Az m/z 220-as ion, amely ilyen forman
az aglikon rész protonalt forméja, megfelelének bizonyult a deuteralasi kisérletekben. A
deuteralt minta spektrumabol az m/z 419-es ion valasztottuk ki az aglikon vizsgéalatira. Az
m/z 419-es ion esetén 5 deutérium taldlhatd a molekulaionban a cserélheté hidrogének helyén.
fgy ha ebbdl az 5 deutériumbol 4 az aglikonon talalhatd, akkor m/z 225-6s ion megjelenése

varhato.

B 4MS2 (419.20): 0.435 to 1.972 min from Sample 3 (419msms) of deurotoxinmsms.wiff (Turbo Spray) Max. 101.5 cps.
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29. abra Az m/z 419-es ion MS/MS spektrumanak részlete

Az m/z 419-es ion MS-MS felvétele azt a feltevést tdmasztotta ald, hogy az aglikon két helyen
kapcsolodik vissza a cukorrészhez, ugyanis egy 6 tagbol allo csucssorozatot kaptunk: 220,
221, 222, 223, 224 ¢és 225 Da-nal (29. abra). Ez csak ugy képzelhetd el, ha magan az
aglikonon van 4 cserélhetd proton. Ez viszont azt jelenti, hogy a cukorrészen csak két
cser¢lhetd hidrogén van. Ebbdl az kovetkezik, hogy az aglikon két helyen kapcsolodik a

cukoregységhez, amit a mar meglévé NMR eredmények alapjan is valdszinisitettiink.
4.6.4. Az NMR és MS mérésekbol kovetkezo részeredmények

Eddigi eredményeink osszefoglalasaként elmondhatd, hogy a toxikus anyagcseretermék
egy 3-O-metil-galaktéz szarmazék, melynek anomeres hidroxil-csoportja egy izopropil-
csoporthoz kapcsolédik. Ezen izopropil-csoport a 10-es sorszamu szénatomjan (metil-csoport,
sp° hibridizacioju szénatom) keresztiil kapcsolodik a molekula aglikonrészéhez. A
kapcsolodés heteroatomon, vagy kvaterner szénatomon keresztiil torténik, a 10-es szénatom
masik vegyértékével is egy heteroatomhoz, vagy egy kvaterner szénatomhoz kapcsolddik. A
molekula tovabbi részleteinek tisztazasahoz felhasznaltuk az MS-MS fragmentéacid adatait,

illetve az infravords spektrumbol levont kdvetkeztetéseket.
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4.6.5. A molekula aglikonrészének szerkezetfelderitése

A molekula tovabbi részének kideritése céljabol az 6sszegképlet alapjan meghataroztuk
a molekuldban talalhat6 kettoskotések és gytiriik egylittes szdmataza — % b + 7% ¢ + 1 képlet
segitségével, mely egy adott C,H,N.Oq4 0sszegképletli molekuldra alkalmazhato. A gytriik és
kettoskotések szamdra 8-at kaptunk. A cukorvdz és az aglikon visszakapcsoloddsa miatt 6
darab kettdskotés és gytiri taldlhaté az aglikon részben. A nitrogénatomok nagy szama és
gytriikre és kettdskotésekre kapott relative (a szénatomok szaméhoz viszonyitva) nagy érték
miatt valdszinlinek tiinik, hogy az aglikon egy heteroaromas vegyiilet.

A molekula 6sszegképletébdl kovetkezik, hogy az aglikon CcHsNsO, Osszegképleti,
ebbdl 4 hidrogén cserélhetd (OH, NH,, NH) formaban van jelen. Egy hidrogénatom
szénatomhoz kapcsolédik. Ehhez a szén-hidrogén kapcsolathoz egy ~ 8,8 ppm-es
'H-eltolodas és egy ~ 148 ppm-es ~C-eltolodas rendelhet. A proton eltolodas értékébél
nyilvanvalo, hogy ez a CH-csoport egy hiperkonjugalt, vagy egy aromds rendszer része. A
szénatomon 1évd hidrogén kémiai eltolodasa feltételezi egy heteroaromas rendszerben valo
részvételét, jelének szingulett volta pedig azt, hogy kozelében nem taldlhat6 olyan szénatom,
melyhez hidrogénatom kapcsolodik. Tehat feltételezhetd, hogy a szdban forgd szénatom (148
ppm) heteroatomhoz vagy kvaterner szénatomhoz kapcsolddik. Az aglikonban 1évd tobbi
szénatom nem hordoz protont (a HSQC spektrumban nem adnak jelet). Egydimenzids
PC-spektrumban nagy, 100 ppm feletti eltolodassal rendelkeznek, ez sp® hibridizacioju
szénatomokra utal. Ez a hibridizacios allapot aromas, illetve konjugalt rendszerekre jellemzo.

A toxikus anyagcseretermékrdl felvett HMBC spektrum alapjan a kovetkezd, 30. abran

jelzett észrevételeket tehetjiik az aglikonnal kapcsolatban:

H
c1esppm 7 N

CH 148 ppm

C 154 ppm

C152ppm  C 145 ppm

30. abra A cukor rész kapcsolata (csatolasai) az aglikonnal,
a HMBC mérés alapjan
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A galaktozegységhez kapcsolddd izopropil-csoport 8-as hidrogénje jelet ad a 128-as
szénatommal (zold nyil), igy ez a két atom maximum 4 kotés tdvolsagra lehet. Az izopropil-
csoport 10-es szénatomja jelet ad a 145-0s, 148-as és 152-es szénatomokkal (kék nyilak), igy
ezek a szénatomok is maximum 4 kotés tavolsagra lehetnek a 10-es hidrogéntdl; ez az jelenti,
hogy a 10-es szénatomtdl harom kotés tavolsdgra négy masik szénatomnak kell lennie. A
148-as szénatom hidrogénje jelet ad a 128-as, 144-es és 152-es szénatommal (rozsaszin
nyilak), ezért feltételezhetd, hogy ezen szénatomok maximum 4 kotés tavolsagra vannak a
hidrogénatomto6l. A cukorrész 2-es szénatomjanak hidrogénje csatol a 168-as szénatommal
(piros nyil). Ez tovabbi bizonyiték arra, hogy az aglikonnak két kapcsolddasi pontja van a
cukorrésszel. A csatolas ténye valamint az, hogy a szén eltolodéasértéke ilyen nagy arra enged
kovetkeztetni, hogy ez a szénatom (2-es) kozvetleniil kapcsolodik a 2-es helyzetii hidroxil-
csoporthoz, illetve kettdskotéssel (sp’-hibridizacio miatt) nagy valoszintiséggel nitrogén- vagy
oxigénatomhoz kapcsolodik.

A TOCSY spektrumban csatolast taldlunk a 10-es proton és a 148 ppm eltolddasu
szénatomhoz kapcsolddé hidrogén (8,85 ppm) kozott (31. abra).

C-H 8,85 ppm

31. abra A 10-es proton csatolasa az aglikon ismeretlen részével a
TOCSY spektrum alapjan
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A NOESY spektrumok elemzése sordn a kovetkezd megallapitasokat tettiink: a 148
ppm eltolodasu szénatomon 1évd hidrogén csatol a 3-as, 5-0s, 8-as, 9-es és 10-es szénatomon

1év6 hidrogénekkel. (32. abra)

C-H 8,85 ppm

32. abra Térbeli csatolasok a NOESY spektrumok alapjan

A jelintenzitdsokbol megallapithatd, hogy a 3-as, 8-as és 10-es hidrogénatomok kozotti
csatolds erdsebb, azaz ezek a hidrogének kozelebb helyezkednek el a 148 ppm eltolodasu
szénatomon 1évé hidrogénekhez, mint a 5-0s hidrogén. A 9-es hidrogénekkel torténd csatolas
ugyan kimutathatd, de szinte elhanyagolhatoan kicsi. Ezek a csatolasok arra engednek

kovetkeztetni, hogy ez a 148 ppm eltolddast CH-csoport a cukorvazhoz kozel talalhato.
4.7. Az infravoros spektrum értelmezése

Az IR spektrum felvételénél problémat okozott az anyag higroszkopos tulajdonsdga
(emiatt a KBr-tabletta bemattult), amit mar korabban is tapasztaltunk, hiszen liofilizalas utan
szobahdémérsékleten képlékennyé valt. A kapott spektrum (33. abra) alapjan a kdvetkezo
észrevételeket tettiik. A 3500 cm™ értéknél jelentkezd széles sav a molekuldban 16v6
hidroxil-, illetve amino-csoportokra utal, az 1800-1600 cm™ érték kozott 1évé széles dupla sav
alatamasztja a heteroaromas rendszer feltételezését, mivel nagy valdszinliséggel a v(C=C),
v(C=0), v(C=N), tovabba az amidok jellegzetes savja is itt talalhatd. Az 1500 cm'-nél
talalhaté jelek az aromas véz jellemzd vegyértékrezgései, az 1412 ecm™ értéknél 16v6 sav
alatdmasztja a hidroxil-, illetve amino-csoportok meglétét (B(OH), Bas(NHz)). Az 1204 cm’'-
nél jelentkezd sav éterkotésben 1évo oxigénre utal, (HasC-O-C)), mig az 1150 cm-es sav a

metoxi-csoport meglétét tdmasztja ala (v(O-C-OCHs)). Az 1000 cm értéknél 16v6 erds sav
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ismételt bizonyitéka a hidroxil-csoport jelenlétének (n(C-OH)), a 840 cm™ értéknél jelentkezd

sav a CH-csoportra jellemzo.
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33. abra A tisztitott cianotoxin infravords spektruma

Osszefoglalasként elmondhatd, hogy a molekula aglikonrészében egy tobbszordsen
szubsztitudlt heteroaromas gytri talalhatd, amelyhez egy amid funkcids csoport, illetve egy

guanidino-csoport kapcsolédik. A molekuldban nagy valoszinliséggel amino-csoport

talalhato.
4.8. Az MS-MS spektrumokbdl levont kovetkeztetések

Az ESI-Q-TOF késziilek lehetévé tette, hogy nem csak a molekulaion, hanem a
fragmens ionok tomegét is nagy pontossaggal megmérjiik.

A fragmensek pontos tomegének meghatarozasara két lehetéségiink nyilt. Amennyiben
az adott fragmension lathatd volt az eredeti, azaz nem MS-MS spektrumban, a fragmension
kozelében kalibralva megkaptuk annak pontos tomegét. Ezt a modszer valasztottuk a nagy
intenzitassal megjelend 238-as, illetve 220-as ion esetében. A masik lehetdség az volt, hogy a
kivalasztott iont (414, 238, 220) fragmentalasakor olyan iitk6zési energiat valasztunk, ahol
még lathatd az anyaion a spektrumban. Ezeknél a spektrumoknél az anyaionra, mint ismert
pontos tomegli ionra kalibraltunk. A pontos tomegek és igy a pontos tomegvesztések

ismeretére azért van sziikség, mert igy kiilonbséget tudunk tenni példaul egy hidroxil-csoport,
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illetve egy ammodniamolekula vesztése kozott, amit nem tehetnék meg alacsony felbontasu
késziiléknél, mivel mindkettd nomindlis tomege 17 Da. A 28. abra (4.6.3. fejezet) a toxikus

metabolit MS-MS spektrumat mutatja, a 9. tablazat pedig a jellegzetes fragmenseket

tartalmazza.
9. tablazat Az m/z 414-es ion fragmensei
Meért tomeg [Da] Szamitott tomeg [Da] Osszegképlet ppm eltérés
414,1625 414,1617 C16H2403Ns5 1,9
238,0927 238,0940 CoH2N503 -1,3
220,0835 220,0834 CoH;oNs502 0,5
203,0578 203,0570 CoH7N4O, 3.9
202,0730 202,0729 CoHgNsO 0,5
194,0681 194,0679 C7HgNsO, 1,0
193,0789 193,0726 CsHoN4O» 33
192,0883 192,0887 CsHioNsO -2,1
178,0728 178,0729 C7HgNsO -0,6

Ha a molekulaion 0sszegképletébdl kivonjuk az m/z 238-as ionnak megfeleld
Osszegképletet lathatjuk, hogy helyes volt azon elképzelésiik, hogy a molekulaionb6l ez az ion
a cukorrész semleges molekulaként torténd tadvozasaval jon 1étre. Az m/z 238-as ion MS-MS
spektruméban megtalalhaté az m/z 220-as ion, amely az m/z 238-as ionbdl vizvesztéssel jon
1étre. Az m/z 220-as ion MS-MS spektrumaban (34. abra) a 9. tablazatban szerepl6 ionok

jelentek meg.
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220 MS/MS
051208_TE_MSMS220 80 (2.819) AM (Cen,4, 80.00, Ar,7000.0,178.07,0.70); Sm (SG, 1x2.00); Cm (65:85) TOF MSMS 220.00ES+
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34. abra Az m/z 220-as ion MS/MS spektruma

Ezen ionok a 35. abran lathat6 neutralis vesztések soran jonnek 1étre:

- cukor -H,0 -C,H,0
m/z414 ——— m/z238 —— m/z 220 m/z 178
/ -CO
-NH,
m/z 203 -HCN m/z 192
-H,0
'CZHZ
m/z 202 m/z 193
m/z 194

35. abra Az m/z 220-as ion neutralis vesztései

Mint azt mar emlitettem, a 238-as ionban még megtalalhatd a cukormolekula egyik
hidroxil-csoportja, igy a 220-as ion mondhat6 az aglikon protonalt form4janak. Ez a protonalt
forma ammoniat képes vesziteni, ami feltételezi az amino-csoport jelenlétét. A 220-as ionbol
torténo vizvesztés csak ugy képzelheto el, ha az aglikonban talalhat6 egy hidroxil-csoport. Az
acetilénvesztés az izopropil-oldallancbol vagy a heteroaromas gylriibol torténhet. A
hidrogén-cianid vesztés torténhet a heteroaromds gytirtibdl, illetve olyan oldallancbdl, ami a
cukorvaz tdvozéasaval valik szabadda, valosziniileg a 2-es hidroxil-csoporthoz kapcsolddva.
Annak a valoszinlisége, hogy a molekula maga ciano-csoportot tartalmaz kicsi, mivel az IR
spektumban 2200 cm™ értéknél nem talaltunk jelet. Az m/z 220-as ion szén-monoxid vesztése
karbonil-csoport jelenétét feltételezi.

Osszefoglalva elmondhat6, hogy az aglikonrész karbonil-, hidroxil- és amino-csoportot

tartalmaz, és egy nitrogéntartalmu oldallancon keresztiil kapcsolodik vissza a cukorrészhez.
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4.9. Az UV-spektrum értelmezése

Az abszorbancia-maximumok 214, 238, 275 és 347 nm-nél talalhatok, ezek aromas

amidra jellemzdk (36. abra).

Hulldmhossz | Abszorbancia Abszorpcids
[nm] (c=0,1 mg/ml) koefficiens
214 0,998 4,12x 10°
238 0,988 4,12x 10°
275 1,274 5,03 x 10°
eeeeeeeeeeeeee f e 347 0,552 2,57x 10°

36. abra A cianotoxin UV-spektruma, valamint abszorbancia-maximumai
4.10. A cianotoxin szerkezetének felirasa

A fentebb ismertetett adatok birtokdban a toxikus anyagcseretermék szerkezetére
javaslatot tettiink. A feltételezett szerkezetet molekuladinamikai moédszerekkel vizsgalva a

cianotoxin térbeli szerkezetére is tettiink javaslatot (37. dbra). A kvantumkémiai szamitasok

részletes ismertetése nem képezi a dolgozat targyat.

37. abra Az izolalt cianotoxin szerkezete

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 (CYC) trivialis nevet adtuk.
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4.11. Az aglikonra vonatkozo NMR adatok értelmezése

Az aglikon eddig még nem ismertetett atomjainak 'H- és *C-NMR eltolédas értékeit a 10.
tablazat
10. tablazat tartalmazza.

10. tablazat Az aglikon NMR adatai

D,0O ds-DMSO
'Hkémiai | "“Ckémiai | '"Hkémiai | "C kémiai
Atom | Rendlség | eltolodas eltolodas eltolodas eltolodas
[ppm] [ppm] [ppm] [ppm]
10 (OH) - - - 3,5 -
11 Q - 128,04 - 128,18
12 Q - 154,63 - 154,20
12 (NHy) - - - 6,4 -
13 Q - 154,93 - 154,73
14 Q - 152,81 - 152,24
15 T 8,91 148,56 8,78 149,09
16 Q - 164,88 - 169,81
16 (NH) - - - 3,7 -

4.11.1. A HMBC spektrum értelmezése

A 8-as szénatomon 1évé hidrogén az eddig
ismertetetteken kivil a 11-es szénatommal ad

jelet.
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A 10-es szénatomon 1évd hidrogén teremt
kapcsolatot a cukorrész és az aglikon kozott:
jelet ad az aglikonrészben talalhatd 12-es és
14-es (harom kotéstavolsag), valamint a 15-6s
(négy kotéstavolsag) szénatomokkal. Ezzel is
bizonyitott a  cukor-aglikon  kovalens

kapcsolat.

Az elébbiekben igazolt aglikonrészben az
egyetlen nem cserélheté hidrogén a 15-0s
szénatomon talalhatd, ez a hidrogén csak az
aglikon szénatomjaival van csatolasban:
kétkotéses  csatolast mutat a  14-es,
haromkotésest a 11-es és négykotésest a 13-as

szénatommal.

A DMSO-ban feloldott minta HMBC ¢s TOCSY spektrumanak részletes
tanulmanyozasakor két cserélhetd proton hetero- és homonuklearis csatoldsaira is figyelmesek
lettiink (38. abra), ezzel a 10-es szénatom hidroxil-csoportjanak és a 16-os szénatomhoz
kapcsolddd nitrogénatom hidrogénjeinek cserélhetdé mivoltat tudtuk igazolni. A
heterogytiriiben 1évé —NH—, valamint az -NH, hidrogének igazolasat az neheziti, hogy ezen
protonok jelei gyakran diffuzak (igy pl. nehezen integralhatok), s ehhez a jelenséghez

esetiinkben még a tautoméria is hozzajarulhat.

38. abra Két cserélhet6 proton csatolasai a HMBC és TOCSY
mérések alapjan (de-DMSO)
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4.11.2. A NOESY spektrum értelmezése

Tekintettel arra, hogy a NOESY spektrumban is ,,megfordithatd” kapcsolatokrol
beszEllink, a jellemzd csatolasokat Osszefoglalva, a 15-6s szénatomon 1évé hidrogén esetén

ismertetjiik (39. abra).

39. abra Térbeli csatolasok a NOESY spektrum alapjan

A 15-06s szénatomon 1év0 hidrogénatom kapcsolatot mutat a cukorvaz és a molekula
tobbi részének protonjaival. A NOE kolcsonhatasok igazoljdk azt, hogy a 15-6s hidrogén a
cukorrészhez térben is kozel helyezkedik el. Ha megnézziikk a jelek intenzitdsat azt
allapithatjuk meg, hogy minden egyes jel intenzitidsa nagyobb, mint a 15-0s proton 9-es
protonnal valé kolcsdnhatdsanak intenzitdsa. Ezen csatolas gyengesége 5 A-nél nagyobb
atlagos tavolsagot feltételez, igy feltételezhetd, hogy az oldallanc és a heterogytirti altal
kialakitott gytirtiben a 10-es hidrogén befel¢ (erds csatolas a 15-0s szénatomon 1évo
hidrogénnel), mig a metil-csoport abbol kifelé néz. A 15-6s és 3-as szénatomokon talalhato
hidrogének egymadssal vald intenziv csatolasa bizonyitja azon elképzelésiinket, hogy az
aglikon a cukorvaz alatt helyezkedik el, viszont nem fordul teljesen ald, mivel a 5-0s
hidrogénnel val6 csatoldsa gyengébb mint a 3-as hidrogénnel 1étrejévo csatolds.

Osszefoglalva: az NMR-adatok alatamasztottak az altaluk felirt szerkezeti képletet, és
segitségiikkel megjosoltuk a molekula térbeli szerkezetét is. A kapott eredmények a

térszerkezetre vonatkozé kvantumkémiai szamitasokkal 6sszhangban voltak.

4.12. A fragmentacios utvonalak

crer

kivanjuk bemutatni. A 40. és 41. abrakon lathato az m/z 414-es molekulaion MS/MS

spektruma.
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LeuEnk-el
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40. abra Az m/z 414-es ion MS/MS spektruma (185-300 Da tartomany)

LeuEnk-el
051208_TE_4MSMS414 218 (7.683) AM (Cen.4, 80.00, Ar,7200.0,178.07,0.70); Sm (SG, 1x2.00); Cm (215:279) TOF MSMS 414 20ES+
P 3 3.894
178.0729
®
177.0666
119.0870 175.0624 | | 179.0748
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161.0463 1 1
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41. abra Az m/z 414-es ion MS/MS spektruma (30-185 Da tartomany)

Az m/z 238-as ion képzddése

A molekulaion kotései a tomegspektrométer ionforrasaban vagy iitkozési cellajaban
elhasadnak oly modon, hogy a molekula cukorrésze semleges molekulaként tdvozik és egy
pozitiv toltésii aglikonrész marad vissza. A toltés egy tobblet proton miatt jon létre, ami
barmely heteroatomhoz kapcsolddhat, ezért a molekula mellett tiintettiik fel. Ezt az dbrazolast

kivanjuk alkalmazni minden olyan esetben, amikor az ion egy semleges molekula

73



protonalodasaval jon 1étre. Az igy keletkezd m/z 238-as ionra harom féle szerkezet irhat6 fel,

ezeket 238a, 238b ¢és 238c-vel jeloltiik (42. abra).

H* H

NH NH /< N

CH
Ho% Ho  cn, HO— HO CH, 3 /</ HO  CH,
H

N=— N= ¥ OH N=
- —_— )y OH
NN wm NN NH, NH, NN NH,

2
s s N

H
m/z 238 o m/z 238a

N N
g H g H
m/z 238c m/z 238¢

42. abra Az m/z 238-as ion képzddése

Az m/z 220-as ion képzddése

Az m/z 238-as ionbol vizvesztéssel jon létre az m/z 220-as ion. Az m/z 220-as ionok
lehetséges szerkezetét a 43. abra mutatja be. Az m/z 238 ionban két hidroxil-csoport is van,

ezek barmelyike tavozhat vizként.

N
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43. abra Az m/z 220-as ionok lehetséges szerkezetei



Mint az az 4bran is lathato, csupan az m/z 220-as ionra 11 kiilonb6z6 szerkezet irhato
fel. Ha megnézziik ezen ionok szerkezetét, akkor kézenfekvonek latszik ammonia [M-17], viz
[M-18], acetilén [M-26], hidrogén-cianid [M-27], szén-monoxid [M-28] és etilénvesztése
[M-28]. (Az etilén- és szén-monoxid vesztés egyarant 28 tomegegységgel csokkenti a
fragmens ion tomegét, a két lehetséges ut kozott a nagypontossagu tomegmérés képes
kiilonbséget tenni). A jellegzetes fragmentacios Utvonalakat a legelsd fragmens nominalis

tomegének megfeleld sorrendben ismertetjiik.

Az m/z 203-as ion fragmenticiodja

Az els6 fragmentacids Utvonal az m/z 203-as ionnal kezdddik. Ez az ion az m/z 220-as

ionbdl torténd ammoniavesztéssel jon 1étre (44. abra).

m/z 220 a o) m/z 203 a o) o) m/z 185 o m/z 158 m/z 130 m/z 104

44. abra Az m/z 203-as ion keletkezése és fragmentacidja

Az m/z 220-as ion ammoniavesztésével a heterogyliriin egy pozitiv toltés jon létre,
amely egy kettoskotés kialakulasaval és tobblettoltés protonkét torténd megjelenésével
stabilizalodik. Az m/z 203-as ion vizvesztés utdn eredményezi a m/z 185-0s iont. Az m/z
185-0s ion hidrogén-cianid vesztés utan (m/z 158) szén-monoxidot (m/z 130), majd acetilént
veszit (m/z 104).

Az m/z 203-as ion nem csak vizet, hanem szén-monoxidot is veszthet, igy jon 1étre az
m/z 175-0s ion. Ebbdl az ionbdl képzddik az m/z 149-es €s az m/z 147-es ion. Az m/z 149-es
ion acetilénvesztéssel jon létre, mig az m/z 147-es ion egy atrendezddést kovetd
szén-monoxid vesztéssel. Az m/z 149 ion szerkezetébdl kovetik, hogy megvaldsulhat beldle
egy szén-monoxid, illetve egy hidrogén-cianid vesztés, mig az m/z 147-es ion hidrogén-cianid
és acetilénvesztéssel fragmentalodik tovabb. A dolgozat tovabbi részében szerepld
fragmentacios utak sordn maés szerkezetli, de ugyanilyen Osszegképleti m/z 149-es és

crer

fentebb feltlintetett csoportokat veszithetik el, részletesen nem mutatjuk be.
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45. abra Az m/z 203-as ion fragmentacioja

Az m/z 202-es ion fragmentacioja

Az m/z 220-as ionbdl ammoniavesztésen kiviil vizvesztés is tOrténhet, ami az m/z

202-as iont eredményezi. Ez az ion ammoniakilépés utan adja a mar ismert m/z 185-6s iont,

melynek tovabbi fragmentacidjat mar ismertettem.

bl W e

m/z 220a miz 158 miz 130 m/z 103
/ m/Z 202 miz 175
H* -NH. C
N= A
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‘>_§—/ w \N
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+
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N -N,
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46. abra Az m/z 202-es ion keletkezése ¢és fragmentacioja

A 202-es ion hidrogén-cianid eliminacié utan adja az m/z 175-6s iont, amely ammoniat,
szén-monoxidot, acetilént, valamint propint tud vesziteni, igy kapjuk rendre az m/z 158, 149
147 és 135-0s ionokat. Az m/z 158-as ion szén-monoxidot veszitve adja az m/z 130-as iont,
amelybdl hidrogén-cianid tavozasaval jon létre az m/z 103-as ion.

Az m/z 147-es ion az oldallanc teljes vesztésével adja az m/z 107-es iont. Ugyanezt a

iont kapjuk meg akkor is, ha az m/z 202-es formabol képz6ddé m/z 175-6s ion eldszor vesziti
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el az oldallancot (m/z 135), majd szén-monoxidot. Az m/z 175-6s ionban olyan az oldallanc
szerkezete, hogy torténhet az acetilénvesztés is.

Az m/z 202-es ion szén-monoxid vesztésével jon létre az m/z 174-es ion, mely
lehetséges vesztései a kovetkezOk: az oldallanc vesztése, ammoniavesztés, valamint hidrogén-

cianid vesztés (47. abra).

N + H* H*
g H = =
CH N= CH N= _ H* -
<N v ij v ‘\N NSy N= "
B “CH, £ MN HON A
8 - N
4 -Co 4 4 — 1l AL
}—QHZ N\\ NH, N ) NH, AN /) N‘\ /J
N N -NH, Sy N N
3 miz174 H H miz 107
miz 202 l HCN m/z 134

=

CH N= CH
Vi N Vi NaN e //CH Vi
: (N e
N + 7 —_—
NI ) NH, ~ N\N/ N

m/z 157

Iz _
=

47. abra Az m/z 174-es ion keletkezése és fragmentacidja

Az m/z 194-es ion fragmentacioja

Az m/z 220-as ion kdvetkez0 lehetséges vesztése az acetilénvesztés, ami viszont csak az
,,a” formabol valosulhat meg. fgy jon 1étre az m/z 194-es ion amely tovabbi fragmentaciojat

mutatja be a 48. abra.
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48. abra Az m/z 194-es ion keletkezése és fragmentacidja

Mint lathat6, az m/z 194-es ionbol torténhet vizvesztés, (igy jon létre az m/z 176-0s ion),
illetve szén-monoxid vesztés, (igy jon létre az m/z 166-0s ion). Amennyiben az m/z 176-0s
ion hidrogén-cianidot, vagy az m/z 166-os ion ammoniat veszit, ugyanazon osszegképletii, de

eltérd szerkezetli m/z 149-es ion jon létre.
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Az m/z 193-as ion fragmentacioja

Az m/z 220-as ion lehetséges vesztése a hidrogén-cianid vesztés, ami minden olyan
220-as ion formabol megvaldsulhat ahol a molekula 2-es hidroxil csoportjanak oxigénje és a
16-o0s szén atom kozotti kotés heterolitikus hasadasaval jon 1étre a 238-as ion.az m/z 193-as
ionra jellemzd hidrogén-cianid vesztést kovetd szén-monoxid eliminacié (m/z 193). Az igy

1étrejovo ion metan molekula kilépéssel eredményezi az m/z 149-es iont (49. abra)
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49. abra Az m/z 193-as ion keletkezése és fragmentacioja

Mint az 49. abra mutatja, az m/z 220e ion két helyrdl is elimindlhat szén-monoxidot: vagy a
heterogytiriibdl vagy az oldalldncrol. Az igy 1étrejové m/z 165-es ion metant veszitve adja az

m/z 149-es iont. Ugyanehhez az ionhoz jutunk, ha heterogyliriibdl térténd szén-monoxid

vesztést kovetden az oldallanc acetonmolekulaként tavozik.

Az m/z 192-es ion fragmenticiodja

Az m/z 192-es ion a m/z 220-as ionbdl képzddik szén-monoxid vesztés soran. Mint az
az m/z 220-as ion szerkezetekbdl kitlinik, az emlitett szén-monoxid vesztés a heterogytiriibol
valosulhat meg. Amennyiben az ion (220-as) keto formaban felirhat6, akkor az oldallancbdl is
torténhet szén-monoxid vesztés. Az m/z 192-es ion lehetséges vesztései a kovetkezok:
ammonia, acetilén, hidrogén-cianid és formaldehid. Ammodniavesztés soran jon létre az m/z

175-6s ion, amely szén-monoxid vesztés utan adja a mar ismert m/z 147-es iont (50. abra).
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50. abra Az m/z 192-es ion keletkezése és ammoniavesztése

Amennyiben az m/z 220-as anyaion az oldallancon tartalmazott acetilénvéget, akkor

lehetdség van az ammoniavesztést kovetd szén-monoxid vesztés mellett acetilénvesztésre is.

Ezt mutatja be a 51. abra.

N H*
N H* Y, N
/</ HO /CH2 < HQ CH, /</ HQ  CH, /</N H* o c //N e N
N= -co q Y cNH M= 9 S X Q S 4w oH,
7\ _— =\ / N= €O N— J
NG N NH, NN — — —/
2 ™~ ANVA N 4
%N N N ./ N 7 N
i H H miz175 N W ~/
° miz192 “CH N
m/z 220a \2 2 m/z 147
N
/</ Hho
N= / H

%
miz 149 N\N/

51. abra Az m/z 220a ion fragmentacioja

Acetilénvesztés akkor valdsulhat meg, ha a 220-as ion tartalmaz az oldallanc végén
acetilén részt. Ennek a kritériumnak a 220a, 220f ¢s 220h szerkezetek felelnek meg. Az

acetilénvesztést a 220a szerkezet példajan mutatom be (52. abra):

H+

N H
Y. N N H N
< HO cCH, /</ HO  CH, /</ /</ H o
N= -Cco N= H
7 - HH "G
N NH, N, —nn N\
2
m/z 220a %N \N
o H H m/z192 N
m/z 166 m/z 149

52. abra Az m/z 192-es ion acetilénvesztése

Mint a fenti dbran lathatd, az m/z 192-es ionbo6l acetilénvesztés soran jon 1étre az m/z

166-0s ion. Ez az ion ammoniat eliminalhat, igy jon 1étre az m/z 149-es ion.

Az m/z 192-es ionok minden olyan esetben képesek hidrogén-cianid eliminéaciora

amikor az anyaionként szereplé m/z 220-as ion ciano-csoportot tartalmaz.
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53. abra Az m/z 192-es ionbol torténé HCN-elimicacio

Mint azt a 53. abra mutatja, az m/z 192-es ion hidrogén-cianid vesztése az m/z 165-0s
iont eredményezi. Ez az ion tovabb fragmentalodhat tigy, hogy metéan 1€p ki beldle, igy az m/z
149-es fragmenst kapjuk. Erdekes megjegyezni, hogy amennyiben a m/z 192-es ion tigy jon
létre, hogy a 220-as ion heterogytirtijébdl 1ép ki a szén-monoxid akkor az igy keletkezett m/z
192-es ion hidrogén-cianid vesztést kdvetd propionaldehid eliminacidjaval adja az m/z 109-es
iont.

Az m/z 192-es ionbodl torténhet formamidvesztés is abban az esetben, ha az m/z 192-es
ion anyaionja ugy jon létre, hogy a molekulaion fragmenticidja soran a cukorvaz 2-es

hidroxilcsoport oxigénje €s a 2-es szénatom kozotti kotés hasad heterolitikusan.

NH, H NH, H* NH
2 2
O:< CH o) CH H* CH
N= 7 co :<Nf /) H/AO N= Z
H — H
N —y NN NH, N/\\ NH,
%N Ny N
H H
o) H
m/z 220h m/z 192 m/z 147

54. abra Formamidvesztés az m/z 192-es fragmensbdl

Az m/z 177-es és m/z 178-as ionok fragmentacidja

Az m/z 177-es ion az m/z 220i-bdl képzddik gyodkvesztéssel. Az m/z 178-as ion is a
m/z220i ionbdl képzodik, amikor az oldallanc egy része lehasad, az igy 1étrejovo m/z 178-as
ion ammoniat, hidrogén-cianidot és szén-monoxidot tud vesziteni. Ammodniavesztés soran jon
létre az m/z 161-es ion ami szén-monoxidot veszit (m/z 133). Ez az ion hidrogén-cianid
molekula veszést kovetden adja a m/z 106-os iont. Az m/z 178-as ion masik lehetséges
vesztése a hidrogén-cianid vesztés. Ekkor keletkezik az m/z 151-es ion ami szén-monoxid

eliminacio6 utan adja az m/z 123-as iont (55. abra).
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55. abra Az m/z 177-es és 178-as ionok keletkezése és fragmentacidja

Az m/z 220-as ion acetaldehidvesztése

q

m/z79

Az m/z 220-as ionbodl torténhet acetaldehidvesztés abban az esetben, ha a 220-as ion

oldallanca tartalmaz acetaldehid egységet. Ilyen oldallanccal taladlkozhatunk az m/z 220e

forma esetén (ennek a formanak a tautomerjei az m/z 220c és 2201 formak)

N
/ _
</ H+* CH3 (0] Nq H+ o
N— AL - )k N=— N=
(0] H,C H 1 X -HCN 7 S
NN NH, N Y N Y
%N N NH, N NH,
o " 0 o
m/z 220e m/z 176 m/z 149

56. abra Az m/z 220-as ion acetaldehidvesztése

Az m/z 220-as ion formamidvesztése

Formamidvesztés soran jon létre az m/z 175-6s ion ami szén-monoxid vesztés utan adja

az m/z 147-es iont (57. abra).

NH H* H+ NH2 H+
HO CH CH (o] CH
%N— // N= // :<N7 //
7 — HCONH — HCONH
N>;\ NH, 2 N/%\ NH, ’ NN NH,
4 N N N
H o H g H
m/z 220f m/z 175 m/z 220h
i -CO
m/z 147
57. abra Az m/z 220f ionbol torténo formamidvesztés
utak

hogy ezen fragmentacios

Osszegzésként  elmondhato,

alatamasztottak az altalunk felirt szerkezetet.
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4.13. Az izolalt metabolit (cilindrospermopsziciklin) biologiai hatasainak elozetes

analizise

A C. raciborskii cianobaktérium nyers kivonatanak hatdsa a mustar csirandvényre

Az izolalt toxikus cianobakteridlis anyagcseretermék hatidsanak vizsgdlatdhoz mustar
csirandvényeket hasznaltunk. Minden tisztitott cianotoxinnal végzett kisérlet eldtt az
»Anyagok ¢és modszerek” fejezetben mar leirt moddon eldkisérleteket végeztiink a
C. raciborskii szervezet nyerskivonataval, mivel a tiszta cianotoxin eldallitdsa nemcsak draga,
de nagyon iddigényes folyamat is. Mivel axenikus mustarrendszerben dolgoztunk, a
gatlohatast csak a tdpanyagba (agarba) adott nyerskivonat, vagy tiszta toxin okozhatja. A
kisérletekhez etioladlt ndvényeket hasznaltunk, mivel sotétben a hypokotyl hirtelen
megnyuldsa miatt a novekedésgatlas szembetiindbb ¢és ezzel egyidejiileg az ICsy érték
pontosabb meghatarozasara nyilik lehetdség. A novénytesztkisérletekhez 1-3 mm
gyokocskével rendelkezd, eldcsirdztatott mustarmagokat hasznaltunk, igy feltételezhetd volt,
hogy a fOgyokér altal felvett ¢és a hypokotyl 4ltal tovabbitott cianotoxin hatdsat
tanulmanyoztuk, de nem volt kizadrhaté a maghéjon keresztiil t6rténd cianotoxin felvétel sem.
A nyerskivonat, illetve a tisztitott cianotoxin csirazasra gyakorolt hatasdt azonban nem
vizsgaltuk, azaz nem végeztlink olyan kisérletet amikor a nyerskivonatot vagy a tisztitott
cianotoxint tartalmazé taptalajra még csirazdsnak nem indult mustarmagot helyeziink. Az
eldcsiraztatott mustarmagokat a kiilonb6z6 koncentracidban nyerskivonatot tartalmazo agarra
helyeztiik (10 db mustarnévény/koncentracid/nap), ezutan 2, 3 és 4 nap elteltével mintat
vettlink. Lemértilk a mustdrndvény tengelyszerveinek hosszat és nedvestomegét. Nulla
idépontnak az iiltetés id6épontjat tekintettiik, viszont az agarra helyezett magok tomegének és
hosszértékeinek hianyaban nem rendeltiink hozzajuk adatokat. Az els6 mintavételi idépontban
(2. nap) a kontrollndvények atlagos hypoktylhossza 24 mm, mig gyokérhossza 18 mm volt, az
ICs érték 800 pg/ml-nek adodott. A két legnagyobb koncentracid esetén szamos magba zart
novényt talaltunk. A kdvetkezd abrakon (58., 59., 60. és 61.) a koncentracidadat a liofilizalt

biomassza (C. raciborskii) végso koncentracidjat jelenti a tapagarban.
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A nyers kivonat hatasa a 2 napos mustarnévényre
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58. abra A nyers cianobakterialis kivonattal kezelt
2 napos mustarnoéveény tengelyszerveinek hosszadatai

A harom napos kontrollndvények elérték az &tlagos 38 mm hypokotyl és 25 mm

gyokérhosszat, az ICsg érték 800-1600 pg/ml kozé esett (59. abra).

A nyers kivonat hatasa a 3 napos mustarnévényre
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59. abra A nyers cianobakterilis kivonattal kezelt
3 napos mustarnovény tengelyszerveinek hosszadatai

A 4 napos kontrollnovények esetén a hypokotylhossz 56 mm-nek, mig az atlagos gyokérhossz
28 mm-nek addédott. A hosszadatokban nagymértékii ugras figyelheté meg a 1600-3000
pg/ml-es tartomanyban, ahol az ICsp-érték is talalhato (60. abra).

A nyers kivonat hatasa a 4 napos mustarnévényre
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60. abra A nyers cianobakterialis kivonattal kezelt
4 napos mustarnovény tengelyszerveinek hosszadatai
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Ezek az eredmények 6sszhangban vannak az M-Hamvas altal kapott adatokkal,'” aki a
4 napos novények esetén az ICsg értéket 2 mg/ml-nek mérte. Erdekes megjegyezni, hogy a
mikrocisztinnel ellentétben alacsony koncentracioknal nem tapasztaltunk
novekedésserkentést, tovabba megfigyeltiik, hogy az id6 teltével a toxicitas mértéke csokken.
cianobakterialis pigmentek jelenlétében.”* A sziklevelek vizsgalatahoz a fény hianyaban valé
nevelés nem kedvez, mert mint azt korabban a tanszék munkatarsai kimutattak, a
mikrocisztin-LR ¢és a cilindrospermopszin esetén sotétben a csirandvények sziklevele nem
valtozik szignifikansan a cianotoxinok hatasara. Fény hidnyaban a kontrollndvény sziklevelei
is csak alig novekednek, méretiik atlagosan 6,5 x 3,2 mm volt. A cianotoxinnal kezelt

mustarnévények atlagos nedvestomegét tartalmazza az 61. abra.

A nyers kivonat hatasa a mustarnévény

nedvestomegére
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61. abra A mustarnévények nedvestomegének valtozasa az
alkalmazott cianobakterialis nyerskivonat fliggvényében

A nedvestomegeknél hasonld tendenciat tapasztaltunk, mint a hosszadatoknal. A
nedvestomeg adatok alapjan az 50 %-os novekedésgatlast eléidézd koncentracid (ICsg)
sOtétben a 2, 3 és 4 napos novényeknél rendre 1600, 1600 és 3000 pg/ml koriili érték.
Felvetddik, hogy a mustar csirandvények képesek lebontani a névényi novekedés inhibitor
vegyliletet vagy a szoban forgd komponens stabilitdsa valtozhat.

Osszeségében elmondhatd, hogy a nyerskivonat egyarant gatolta a mustarnévény
gyokerének és hypokotyljanak ndvekedését. A gatlas mértéke idoben csokkend tendenciat
mutat, az 1Csy érték 800 és 1600 pg/ml kozé esett. A toxicitds mértéke a hosszadatokban
jobban megnyilvanul mint a témegadatokban. A harom vizsgalt idépont koziil a hdrom napos
adatok a leginformativabbak, igy célszerlinek latszik a tiszta toxinos kezelés hatasat az

tiltetéstdl szamitott harmadik napon vizsgéalni. A nyerskivonattal tortént kezelések
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bebizonyitottak, hogy a 2 napos névények még til kicsik a toxinhatas vizsgalatdhoz, mig a 4

cre

tartalmaz6 mikrotiter lemezen a ndvény teljesen ,,megeszi az agart”.

4.14. A tisztitott cilindrospermopsziciklinnel kezelt mustarnovények novekedése

A tisztitott CYC-cel végzett kisérleteket 3 napos novényeken végeztik. A 62. abran

tiintettem fel a 3 napos novények adatait (hypokotyl- és gyokérhossz, valamint nedvestomeg).

A tiszta toxin hatasa a mustarnovényre
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62. abra A tisztitott cilindrospermopsziciklinnel kezelt mustarnovények képei és adatai

Hasonloan a nyers kivonatnal tapasztaltakhoz, a mikrocisztinnel ellentétben itt sem
tapasztaltunk az alacsonyabb koncentraciok esetén novekedésserkentést. A C. raciborkii
(BGSD 266) cianobaktériumbdl izolalt toxikus anyagcseretermék (nyerskivonat) erdteljesen
gatolja a gyokérzet kialakuldsat és fejlddését. Szamos kutatd a mikrocisztinhez hasonlo6 hatast
proteinfoszfatdz-gatld toxinok, novények gyokerére kifejtett hatasat vizsgalta és a
gydkérrendszer, illetve a gydkeér és gyokérszor kialakulasanak gatlasat tapasztalta.'” Azonban
a mikrocisztin-LR esetén csak az oldalgyokerek szamdnak csokkenését figyelték meg

. 1125
munkatarsaink.

Az eldzetes vizsgalatok alapjan valosziniisithetd, hogy a hossznovekedés
mellett az oldalgyokerek képzddését is gatolja az altalunk izolalt cianotoxin (ezen adatokat a
dolgozatban nem mutatjuk be). Az oldalgyokerek szadma szamos kornyezeti tényezo
figgvénye lehet, ilyen példdul a tapkozeg agartartalma és a neveldedény alakja, ezért
valamennyi novekedési kisérletet hasonld kiképzésli edényben, és hasonld szilardsagu
(1%-0s) agaron végeztiik. A kiilsé morfoldgiai valtozasok alapjan az altalunk ujonnan izolalt

cianotoxin (CYC) hatasat 6sszehasonlitva a mar ismert és tanulméanyozott mikrocisztin-LR és
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cilindrospermopszin hatasaval a kdvetkezok mondhatdk el: a mikrocisztinnel kezelt névények
nem csak méretiikben kisebbek mint a kontrollnévények, hanem kiils6 morfologidjukban is
eltéréseket mutatnak; nekrotikus foltok jelennek meg a szikleveleken és a gyokérnyakon.'> A
cilindrospermopszinnal kezelt ndvényeknél ezzel szemben csak a ndvekedés erdteljes gatlasa
érvényesiil. Hasonlo, csak a novekedésre kifejtett hatas figyelhetd meg az altalunk izolalt
cianotoxin esetén is. Igy elmondhatd, hogy a tisztitott cianobakterialis anyagcseretermék
hatasmechanizmusa eltér a mikrocisztinétol, mivel nem idézi el6 a fentebb emlitett
morfologiai valtozasokat. A cilindrospermopszinnal valé sszehasonlitdshoz azonban tovabbi
vizsgélatok sziikségesek. Mind a hosszadatok csokkenése, mind a nedvestomeg adatok
valtozdsa  alatdmasztja az  izolalt novényi ndvekedésgatld  anyagcseretermék
mustarcsirandvényre gyakorolt toxikus hatdsat. A hosszadatok alapjan az 50 %-os
novekedésgatlas hypokotyl és a gyokér esetén is 400-600 pg/ml, mig a nedvestomeg esetén
600 pg/ml koncentracioértéknek adodott.

Osszegezve elmondhatd, hogy az altalunk cilindrospermopsziciklin ICsy értéke
600 pg/ml, amely egy kdzepesen erds cianotoxin ICsy értékének felel meg. Hatasat tekintve a
C. raciborskii (BGSD-266) szervezetbol izolalt CYC eltér a mikrocisztin hatasatol, mivel
nem tapasztaltunk az alacsonyabb koncentracioknal novekedésserkentést, illetve magasabb
koncentracioknal nekrotikus folt megjelenését. A legnagyobb alkalmazott cianotoxin
koncentraciok esetén is elkezdddik a mustarndvény fejlddése, nagyon kevés csirandvény
maradt magbazart allapotban. Nagy cianotoxinkoncentraciokndl a  gyokérnyak
megvastagodasa figyelhetd meg a cilindrospermopszinhoz hasonléan. A C. raciborskii
cianobaktériumbol  izoldlt 17  cianotoxin  hatdsmechanizmusanak  részletesebb
tanulmanyozasara és megértésére novényi anyagceserét érintd vizsgalatok szilikségesek. A
cianotoxin ndvényi szovetekre gyakorolt hatdsdnak vizsgdlata nem targya a dolgozatnak, bar
mind a nyerskivonattal, mind a tiszta CYC-cel kezelt ndvények esetén is késziiltek szovettani

metszetek (ezen adatokat a dolgozatban nem mutatjuk be).
4.15. A fehérjemintazat valtozasa a C. raciborskiival kezelt novényekben

Irodalmi adatok alapjan a csiranovények fejlodéséhez 3-4 napig elegenddek a
sziklevélben raktdrozott fehérjék, szénhidratok és lipidek. A csirandvények fejlédése soran

¢lénk anyagcesere figyelhetdé meg, de novo szintetizalt fehérjék és enzimek miikodése

jellemzd.
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A cianotoxin kezelés hatdsara tapasztalt novekedésgatlas, stresszfolyamatokat feltételez,
ezért kivancsiak voltunk arra, hogy az altalunk izolalt toxikus anyagcseretermékkel torténd
kezelés a mustarnovényekben indukalja-e a fehérjék szintjének valtozasat, illetve miként hat a
konstitutiv fehérjék mennyiségére. Kisérleteink soran vizsgaltuk a tisztitott cianotoxinnal
(CYC) torténod kezelés koncentraciofiiggését.

A cianobakterialis nyers kivonat és a CYC hatdsara bekovetkezd valtozasok alapjan a
kimutatott fehérjék a kovetkezd osztalyokba sorolhatok:

1. Azon fehérjék csoportja, melyek mind a kontroll, mind a toxinkezelt mintdban kozel
azonos mennyiségben jelennek meg (az abrakon fekete szinnel jelolve);

2. Azon fehérjék, melyek mennyisége a toxinkezelés hatasara novekedett (az abrakon zdld
szinnel jelolve);

3. Azon fehérjék, melyek mennyisége a toxinkezelés hatdsara csokkent (az dbrdkon piros
szinnel jelolve);

4. Azujonnan megjelend fehérjék csoportja (az abrakon kék szinnel jeldlve).

A 63. abran lathatok a cianobakterialis nyers extraktummal kezelt 2, 3, és 4 napos
mustarndvények kivonatanak fehérjemintazat adatai. A fehérje gélre a kontroll, a 200 pg/ml,
800 pg/ml és a 1600 pg/ml cianobakteridlis nyers kivonattal kezelt mustarnévények
kivonatait vittiik fel. A tablazatban az ,,17, ,,2”, ,,3” és ,,4” szdmok a fentebb emlitett négy

fehérjecsoportot jelentik.

molekula-
témeg 2.nap | 3.nap | 4.nap
[kDa]
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63. abra A nyers cianobakterialis kivonat hatdsa a mustarndvény fehérjehaztartasara
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A gélek kiértékelése tdblazatos formaban tortént. A tablazat elsé sora az egyes fehérjék
molekulatomegét tartalmazza, az azt kdvetd sorokban az adott molekulatomegnek megfeleld
sav ¢s a savra jellemz0, fentebb emlitett sorszam talalhato.

A mustarnovény fehérjemintazatanak valtozasait a tisztitott CYC esetében is
megvizsgaltuk. A kapott eredményeket a 64. abra tartalmazza. A tablazatban az ,,17, ,,2”, ,,3”

¢s ,,4” szamok a fentebb emlitett négy fehérjecsoportot jelentik.

76;:kDa K 200 400 60D 80D 1600 molekula- molekula-
- \ —wwa  |témeg [kDa] tsmeg [kDal
584 kDa \ e — 76,7 1 29 2
SN | e 742 1 28,1 2
e = ===
em [ g 47,3 1 24,6 I
35”'):/_# i | _/ a e — 30 kDa : :
348 kDa [ = = T 41,7 1 21,7 4
33,6 kDa ' =] S 40 1 20,1 4
S e 38 3 19,6 4
i — 21,7 kDa .
- by a
- = -«'\fgé \0a — @4 k0 36,9 23 19 4
18,3 kDa — B—— H_-: :? k?? 35,8 2’3 18,3 2
14,7 kDa — . '. s s SiiiE 34.8 1 17 5
33,6 1 14,7 1
318 23 1.1 2
29,5 3 9,8 2

64. abra A tiszta cianotoxin hatasa a mustarnovény fehérjehaztartasara

Osszefoglalva elmondhat6, miszerint a tisztitott cilindrospermopsziciklin hatdsira a
kontrollhoz képest négy Gjonnan megjelend, 19,0, 19,6, 20,1 és 21,7 kDa molekulatomegi
fehérjét talaltunk, melyek koziil a két elsé a nyers kivonatos kezelés hatdsra is megjelenik (az
abran kék szinnel jelolt adatok). Szamos fehérje savjdnak az intenzitdsa novekedett a
toxinkezelés hatasara (az abran zold szinnel jeldlt adatok). Azokban az esetekben ahol a
tablazatban két érték is szerepel, a fehérjesavok intenzitdsa ndvekedni, majd egy maximalis

érték utan csokkeni kezdett (az abran rézsaszin szinnel jeldlt adatok).

4.16. Enzimvizsgalatok a C. raciborskii nyers Kivonataval és a szervezetbdl izolalt

cilindrospermopsziciklinnel kezelt mustarnovényekkel

4.16.1. A proteazok gélelektroforézise

Az elOkisérleteket nyers cianobaktérium kivonattal kezelt 3 napos, etiolalt

mustarnovényekkel folytattuk. Tapasztalataink alapjan 10 pg fehérjetartalomra volt sziikség a

megfeleld proteazaktivitas kimutatasara. A nyerskivonatos mintak futtatasanal tobb inkubalasi
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1dot is kiprobaltunk (4, 8 és 20 6ra). Ezt ugy valdsitottuk meg, hogy a kiprobalni kivant
inkubalasi 1d6 fliggvényében a mintdkat két sorozatban vittiik fel a gélre. Ezutdn a mintakat
megfuttatva és a sorozatokat megjelolve a géleket az ,,Anyagok és moddszerek™ részben leirt
mosasi protokollnak vetettiik ald. Az inkubalast két kiilonboz6 pH-értéken a teljes géllel
kezdtiik, majd az elére meghatarozott id6 elteltével egy sorozatnyi mintat levagtunk a gélrdl

¢s Comassie Brilliant Blue R-250 festékkel megfestettiik.

K 200 400 800 1600 3I]l]l]___5l]l]l]___ R 6000 3000 1600 800 400 200 K
94 kDa — — 88 kDa 98 kDa — — 94 kDa
— 77 kDa 77 kDa —
67 kDa — — 66.9 kDa 66,9 kDa — 67 KkDa
— 994 kDa 594 kDa —
b — 418 kDa 1,8 kDa — —Adida
3686 kDa —
36,3 kDa —
30 kDa — — 30 kDa
— 20,1 kDa
A cianobakterialis nyers kivonattal kezelt A cianobakterialis nyers kivonattal kezelt
mustarndvény protazmintazata mustarnévény protazmintazata
(Tris pufferben inkubalva; pH=8,0) (Foszfat pufferben inkubalva; pH=5,0)
1600 800 600 400 200 K K = 200 400 600 800 1600
BT .
.- . g
94 kDa — 1 .
74 ka — ‘ 4kDz
656 kDa —
62,6 kDa — b kD — 66,9 kDa
59,4 kDa — 65,6 kDa
B 62,6 kDa
594 kDa
43 kDa—
— 38,6 kDa
— 36,3 kDa
30 kDa—
A tiszta CYC-cel kezelt A tiszta CYC-cel kezelt
mustarndvény protazmintazata mustarndvény protdzmintazata
(Tris pufferben inkubalva; pH=8,0) (Foszfat pufferben inkubalva; pH=5,0)

65. abra A protedazenzimek aktivitasanak valtozasa

A gélek inkubalasara a két pH-érték koziil (5,0 és 8,0) a pH=5,0 volt a legalkalmasabb.

Az inkubdlési 1d6 valtozdsa nem befolydsolja az izoenzimek megjelenését, igy a 8 Oras
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inkubalas megfeleldonek bizonyult. Mint az adatokbol is lathat6, a proteazaktivitas csokkenése
figyelheté meg a koncentracido novekedésével, ez a hatas a tiszta cianotoxinos kezelés esetén
markansabb (65. abra). Mivel a vizsgélatok tajékozodd jellegliek, a cisztein-protedzok

tovabbi karakterizalasatol eltekintettiink.

4.16.2. Az izolalt cilindrospermopsziciklin hatasa a mustarnovény-nukleazok

aktivitasara

Az altalunk izolalt toxikus anyagcseretermék (CYC) gatolja a mustarnovény fejlodését,
valamint 1) fehérjék megjelenését okozza, ezt a mustar fehérjék gélelektroforézises vizsgalatai
bizonyitottdk. Az eldébbiek alapjan felmeriil a kérdés, hogy a stresszfolyamatokra jellemzd
enzimvaltozasok koziil a novényi hidrolitikus enzimek egy jellegzetes csoportjanak, az
egyszalu DNS-eket specifikusan bontd enzimcsoport aktivitdsnovekedése megfigyelhetd-e? A
géleket a megfeleld6 mosasi eljards utan (amivel az SDS-t eltavolitjuk a rendszerbdl és
renaturaljuk a fehérjéket) a géleket pufferben inkubdlva, majd etidium-bromiddal megfestve
az aktiv helyeken sotét foltok jelennek meg (negativ festés). Ez jelzi azokat a fehérjéket,
melyek az egyszali DNS-t szubsztratként tudjak hasznositani. Mivel az altalunk izolalt és
vizsgalt toxikus metabolittal még nem folytattunk kisérleteket, ezért sziikségesnek tartottuk a
nyers kivonattal torténd elokisérleteket. Az eldkisérletek célja a megfeleld inkubacios
pH-érték megvalasztasa volt. A megfeleld inkubaciés pH kivalasztasakor a 3 napos
kontrollnévények kivonatat egytitt futattuk meg egy 50 %-osan és egy 90 %-osan gatolt nyers
kivonattal kezelt ndvény kivonataval. Az 5-t6l 10-ig terjedé pH-tartomanyt tanulmanyozva
azt talaltuk, hogy az M-Hamvas éltal javasolt'> pH=6,8 ¢és 8,5 értékek a legalkalmasabbak a
mustar ssDN-4z izoenzimek vizsgalatara. Uj izoenzim megjelenését a kezelés hatisara nem
tapasztaltunk. A novekvo koncentracioval az izoenzimek aktivitasa csokkent. A nukleaz-gélek
inkubalasa 6,8-as ¢és 8,5-as pH-n tortént. 6,8-as pH-n megjelenik a 90 kDa-os, a 80 kDa-os a
40 kDa-os, a 33kDa-os valamint halvanyan a 25 kDa-os izoenzim. A 8,5-0s pH-n torténd
inkubdalésra hatdsara az 90 kDa-os valamint halvanyan a 60 kDa-os izoenzim jelenik meg. A
cianobakterialis nyerskivonattal torténd kezelés hatasara az izonzimek aktivitdsa csokken. A
tiszta toxinnal végzett kisérletekhez is 3 napos mustarnovényeket hasznaltunk. Ugyanazt a
tendenciat tapasztaltuk, mint a nyers kivonat esetén, azaz az enzimaktivitds csokken a

koncentracio novekedtével (66. abra).
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— 40 kDa
n S . — 33kDa
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A cianobakterialis nyers kivonattal kezelt
mustarndvény nulkeazmintazata
(pH=16.8)
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94 kDa-
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6000 3000 1600 800 400 200 K
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A cianobakterialis nyers kivonattal kezelt
mustarndvény nulkeazmintazata
(pH =8,5)

1600 il 600 400 200 K

94 kDa—

— 80 kDa

67 kDa—
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— 40 kDa
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30 kDa—
20,1 kDa—
—

30 kDa —
20,1 kDa—

— 25 kDa
14,4 kDa

o
14,4 kDa

A tiszta cianotoxinnal kezelt
mustarndvény nulkedzmintazata
(pPH=38,5)

A tiszta cianotoxinnal kezelt
mustarndvény nulkeazmintazata
(pPH=16,8)

66. abra Az ssDN-az enzimek aktivitasdnak valtozasa a
nyers kivonattal és CYC-cel kezelt ndvényekben

4.17. A tapeleméheztetés hatasa a C. raciborskii cianobaktérium novekedésére és

toxintermelésére

A kutatocsoportunk mar vizsgalta az Aphanizomenon ovalisporum cianobaktérium
esetén az obligalt fotoautotrof éldlények szempontjabol 1étfontossagu foszfor €s kén hatdsat a

. . rea 113
cilindrospermopszin termelésre.

A C. raciborskii sejtek cianotoxintartalmanak vizsgalatat
vékonyrétegkromatografidval kovettiik nyomon a kontroll és az éheztetett tenyészetekben. A
nem ¢€heztetett tenyészetek esetén a toxintartalom a sejtek novekedésével egylitt novekedett,
majd a stacioner fazisban a sejtek novekedésével parhuzamosan leallt. A tapelemhiany
vizsgélatara az Allen tapoldatban a foszfat-, illetve szulfatkomponenseket ugyanolyan kationi
nitrat-, illetve kloridtartalmii komponensekre cseréltiik. Az elézetes tapasztalatok alapjan a
tapelem hianyos, illetve teljes médiumokban az Agy=0,2-es optikai denzitas felé oltottuk a

tenyészeteket, ¢s minden kisérletbdl két parhuzamos mérést végeztiink. Ezen mérések adatait
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tartalmazzdk a 67., 68. ¢s 69. abrak, melyek jol mutatjak, hogy mind a kén-, mind a
foszformegvonas novekedésgatld hatassal volt a tenyészetekre. A kontroll tenyészetekben a
sejtek novekedése 3 napig tartd lag fazis utdn megindult és a 12 napra elérték a kezdeti érték

hatszorosat (67. abra).

Az optikai denzitas valtozasa
kén-, illetve foszforéheztetés hatasara
1,4
J_|

1,2

1,0 A / —m—Allen
0,8 BG-NO3
0,6 /'/. —x—Allen-P

0,4 - —+—Allen-S

Asoo

0,2 L — S

0,0 \ \ T T T T T \ \ \

napok szama

67. abra A kén-, illetve a foszforéhezetett C. raciborskii tenyészetek
optikai denzitasanak valtozasa az id6 fiiggvényében

A klorofill-a tartalom valtozasa
kén-, illetve foszforéhezés hatasara

g 35 //

é 30 o A —e—Allen

5= 25 —a—BG-NO3

3 £ 2 o L

= 3 15 / / —o—Allen-P

S 10 e Allen-S
D .

: =

172 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
napok szama

68. abra A kén-, illetve foszforéhezetett C. raciborskii tenyészetek
klorofill-a tartalmanak valtozésa az id6 fliggvényében

Az ¢heztetett tenyészetek sejttartalma a lag fazis utdn minimalisan emelkedik, de igy
sem éri el a kiindulasi érték kétszeresét. Hasonlo tendenciat talalunk a klorofill-a tartalom

esetén is, az €heztetett tenyészetek alig érik el a kiindulasi érték kétszeresét (68. abra).
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A fehérjetartalom valtozasa
foszfor-, illetve kénéhezés hatasara
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69. abra A kén-, illetve foszforéhezetett C. raciborskii tenyészetek
fehérjetartalmanak valtozasa az 1d6 fliggvényében

A fehérjetartalomrol is ugyanez mondhaté el (69.abra). Az egyediilli novekvd

tendencidt mutatd adatsor a szarazanyagtartalomnal talalhatd, de itt sem éri el a nem éheztetett

tenyészetek értékét (70. abra).

A szarazanyagtartalom valtozasa
foszfor-, illetve kénéhezés hatasara

1,0
A
g 08 /é://. —e—Allen
5T 06 /- —=—BG-NO3
8 204 — Allen-P
5 E
B o2l W= Allen-S
or--
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

napok szama

70. abra A kén-, illetve a foszforéhezetett C. raciborskii tenyészetek
szarazanyagtartalmanak valtozasa az id6 fiiggvényében

A mért novekedési gorbéken kiviil vizudlisan is figyeltik a tenyészeteket és azt
tapasztaltuk, hogy az ¢hezetett tenyészetek elkezdenek sargulni, majd a kisérlet végére
teljesen elveszitik zo6ld sziniiket. Felvetdodott a kérdés, hogyan valtozik a toxikus
anyagcseretermék koncentracioja az €heztetett tenyészetben. Ennek vizsgélatara az altalunk
kidolgozott ~ vékonyrétegkromatografids  eljards  megfeleldnek  bizonyult. =~ Pontos
toxinkoncentracidt ugyan nem szolgaltatott, de a mintdk parhuzamos futtatasaval lehetdség
nyilt a foltok intenzitdsdnak Osszehasonlitdsdra. Ebben az esetben nem sziikséges a
mintaelOkészités, mivel kidolgoztunk egy olyan eléfuttatd rendszert, amelyben a vizsgalni

kivant komponens a startponton marad, mig a szinanyagok tulfutnak a 0,5-6s Ry —értéken

(71. abra).
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71. abra A tapeleméheztetett cianobakterialis nyerskivonatok szilikagéles futtatasa
kis polaritasu oldoszerelegyben (a cianotoxin a startponton marad)

Ezek utdn egy polarisabb oldoszerelegyben a réteghossz feléig futtatva a réteget, a
toxikus anyagok is elmozdulnak a startpontrél. A foltintenzitasokbol jol lathatod, hogy
Iényegesen kevesebb toxin taldlhatdo az ¢heztetett tenyészetekben mint a teljes médiumban

neveltekben.

Teljes médium Kénmentes médium Foszformentes médium

Teljes médium Kénmentes médium Foszformentes médium

72. abra A tapeleméheztetett cianobakterialis nyerskivonatok szilikagéles futtatasa
nagy polaritasu oldészerelegyben (a cianotoxin elmozdul a startpontrol)

Ezen megfigyelések utan felmeriil a kérdés, hogy a kén-, illetve foszforlimitacid, mint
stressztényezd okoz-e — és ha igen milyen — valtozast a fehérjehaztartasban. Ennek a
kérdésnek a megvalaszolasara a tenyészetbdl vett mintakat SDS-poliakrilamid gélen futattuk.
A tapasztalt valtozasokat a 73. ¢és 74.abran tlntettik fel. A mintdk konnyebb
Osszehasonlitasa céljabol az €heztettet és nem ¢éheztetett mintakat egyméssal parhuzamosan
futtattuk meg, igy a bekovetkezd valtozasok jobban nyomonkovethetéek voltak. A
tapasztalatok alapjan elmondhato, hogy ezek a valtozasok a kén-, illetve foszformegvonas

hatasara kovetkeztek be, mivel a tenyészeteket ugyanabbdl az inokulumbdl oltottuk, illetve

94



ugyanolyan koriilmények kozott neveltiik egymas mellett. A foszfor-, illetve kénlimitacio
hatdsara a tenyészetek novekedése leall, a tapasztalt minimalis novekedés a raktarozott
tapanyagoknak koszonhetd. A vékonyrétegkromatografias képekbdl, illetve a mért toxicitasi
adatokbol kideriil, hogy jelentésen csokken a termelt CYC mennyisége is. A 73. és 74. abran
a kén- ¢és foszforéheztetett tenyészetek fehérjemintazata lathat6, a géleken a ¢Eheztett

tenyészetekkel parhuzamosan a kontroll tenyészetek mintait is megfuttattuk.

Ujonnan Csokkend

- megjelend intenzitasu
:111!,5 kD: fehér] ék fehéI'J ¢k
— B4 g kDa 1 18,4 kDa 111,5 kDa
84,8 kDa 42,8 kDa

r i 66,5 kDa 41,9 kDa
38,6 kDa 36,1 kDa
.= i 26,9 kDa
24,1 kDa

22,1 kDa

kontroll tenyészet kénéheztetett tenyészet

73. abra A normal és a kénéheztetett tenyészet fehérjemintazata

Mint lathato, kénéheztetés hatasara négy uj fehérje savja jelenik meg és szamos sav

intenzitasa csokken.

L Ujonnan Csokkend Novekvo
- w3wa | megjelend | intenzitas(l | intenzitasu

— 1274 kDa

. —wmawa | fehérjék fehérjék fehérjék

i,

w‘ﬁﬁi-"--—'-'

137,4kDa | 102,86 kDa | 51,71 kDa

Jm wa| 135,3 kDa 25,4 kDa 49,03 kDa

T 49,1 k0a

127,4 kDa

— 43 kDa — 406 kDa

40, 6 kDa

— 254 kDa

kontroll tenyész-et foszforéhezetett tenyészet

74. abra A normal és a foszforéheztetett tenyészet fehérjemintazata
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Mint lathat6, négy ujonnan megjelend fehérjét, két névekvod intenzitdsu és két csokkend
intenzitasa fehérjét tudtunk detektalni.
Eredményeinket Osszefoglalva elmondhatd, hogy a kén-, illetve foszforéheztetett

tenyésztek novekedése csokken, majd ledll, hasonloan a mar vizsgalt A. ovalisporumhoz.

4.18. A Kis-Balatonbol izolalt cianobakériumok mikrocisztintartalmanak

meghatarozasa

A 2001-es évben a Kis-Balatonban vizviragzas volt megfigyelhetd, amelybdl szarmazé
plankton mintat sziiréssel és/vagy centrifugalassal koncentraltuk. Az igy nyert {iledékbdl
szamos mikrocisztin tipusu vegyiiletet izolaltunk. Az izolalas harom lépésbdl allt, az elsd
1épés a DEAE celluldz oszlopon valo eltcio volt. Az elvélasztas soran kapott kromatografis

frakciok 240 nm-en val6 fényelnyelését a frakcidszam fiiggvényében abrazoltuk (75. abra).

A M. aeruginosa kivonat DEAE cellulézos tisztitasa

1,4
1,2
1,0
0,8

—s— hypokotylhossz
—e— abszorbancia

Hossz (mm)
(=}
»
Abszorbancia

Frakcioszam

75. abra A M. aeruginosa nyerskivonatanak DEAE celluldzos tisztitasa

A toxikusnak azok a frakciok mutatkoztak, ahol a legnagyobb volt 240 nm-n a
fényelnyelés. A mikrocisztin tartalmt frakciok elkiilonitését az is segitette, hogy a vizsgalt
koncentraciok esetén is megjelentek a ndvényeken a mikocisztinek hatdsara jellemzd
nekrotikus foltok. Az izolaci6 masodik 1épése a C-18 Sep-Pack Plus tolteteken torténd
tisztitas volt, amelyet amennyiben sziikséges volt egy tovabbi Toyopearl tisztitast kovetett.

A tisztitas utolso 1épésében DAD-HPLC-t alkalmaztunk, amely segitségével konnyen
felismerhetéek voltak a mikrocisztint tartalmaz6 frakciok jellegzetes spektrumuk alapjan, A

vegyliletek azonositasa tomegspektrumuk alapjan tortént. Az izolatumban alapvetéen négy
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mikrocisztint tudtunk kimutatni, ezek a MCYST-LY, [D-Ser7]MCYST-EE(OMe),
MCYST-HilR, [Dha’] MCYST-FR voltak. A vegyiiletek szerkezete a kovetkezd (76. dbra):

COOH COOH

Cll, CIL
W A [ W A [ N
CH, CH, CH, CH,
o (OOHO o COUHO

[Dha’] MCYST-FR MCYST-HilR

(UOH (OOH

W W CHX
CH, CH; CH, CH,
COOH
H,C. O COOH O COOHO

CH,
cn,0” o
OH

MCYST-LY [D-Ser’] MCYST-EE(OMe)

76. abra A M. aeruginosa 3T izolatumbdl kimutatott mikrocisztinek szerkezeti képlete

Eredményeinket 6sszefoglalva megallapithatjuk, hogy a kis-balatoni planktonmintabodl

négy, mar ismert mikrocisztint tudtunk izolalni és azonositani.
4.19. A pterokarpan vaz jellegzetes fragmentacios utvonalai

Az ,,Anyagok és modszerek” fejezetben leirt modon eldalitott pterokarpanszarmazékok
jellegzetes fragmentédcios utvonalait, bomlési szabalyszerliségekeit a deutériumot nem
tartalmazd pterokarpan esetében mutatom be, tdblazatban mellékelem az egyes deuteralt
szarmazékoknak megfeleld m/z €s intenzitas értékeit. A konnyebb attekinthetoség kedvéért a

vizsgalt pterokarpanokat ismételten feltiintettem, a 77. abran.
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77. abra A tomegspektrometriaval vizsgalt pterokarpanok
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A jellegzetes fragmensionokat,  valamint az egyes ionokra kapott nagyfelbontdsu

eredményeket a pterokarpan példdjan szemléltetve a 78. abra mutatja.

od

m/z 121. 0281

[MHF [M-OHT*

m/z 207.0810
*m/z 207.0815

m/z 223,0759
*m/z 223,0765

118 0415
118,0420 m/z 205.0653

/
O;  *miz 205.0659
*m/z 121.0295

@\/j \ H“ /
- ' N ‘
7 / So
. m/z 224.0797
*miz 224. 0802 I

m/z 152.0626
*m/z 152.0634

m/z 181.0649
*m/z 181.0656

m/z 131. 0493

“miz 131.0497
m/z 131.049 miz 195.0806

*m/z 195.0811

m/z 165.0704
*m/z 165.0712

78. abra A pterokarpan jellegzetes fragmensei
(m/z: szamolt; *m/z: mért)

A jellegzetes fragmens ionok tomegét és a csucsok intenzitasat a pterokarpanra és az

egyes deuteralt szirmazékokra vonatkozoan a 11. tablazat tartalmazza.

11. tablazat A pterokarpan és a deuteralt szarmazékok fragmenseinek tomegei €s intenzitasai

Vegyiilet 1 2 3 4 5 6 7 8
M 224(100) | 225 (100) | 225 (100) | 225 (100) | 226 (100) | 226 (100) | 226 (100) | 227 (100)
. 224 (75) 224(50) | 225(75) | 225(43) | 225(65) | 226(83)
[M-X] L2305 | 302 | 2460 | 302) | 22430) | 22425 | 22425) | 225(53)
[M-0X7" 2| 2072 | 20811y | 2077 | 208(8) | 20811) | 20009) | 208(8) | 209(12)
¢ 207 (5) 207 (8)
31 20s0 | 2600 | 05 | 20600 | 2060 | JCET | 2068 | 50060
® b 3 205 (4) 054) | 205@ | 50 | 2050) | 5000
O O 4] 1956) | 195 | 1964 | 196@) | 196G) | 1962) | 1978) | 1970)
ol
*OH
182 3) 1823) | 1823) | 1824 | 1824 | 182(8)
S| B | gy | O | gi@y | 1813y | 1813) | 181@) | 18102
166 (12) 166 (12) | 166(12) | 166(7) | 166(12) | 166 (10)
6 | 16505 | 655y | 15D | yesi0) | 165310) | 1654 | 165(5) | 165(5)
w 7 1200 | 15206 | 1524 | 1520 | 120) | 120) | 152Q) | 1524
N 13208) | 13232) | 133018) | 13334) | 13322) | 134(15)
@f{; 8| BI@Y) | 13265 | 13150y | 1317 | 13208 | 13206 | 13261 | 133(52)
o)
(f 9| 1@ | 2@ | 1220 | 2 | 1220 | 1210 | 120 | 1220
OH*
o 10| 1sas) | 19CY | 1909 | 11900 | 12004 | 19¢2) | 12012) | 1200])
©/J 10 @3 1 1825 | 118(G2) | 118@®) | 11933) | 118(8) | 119(35) | 119(45)
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A feltiintetett vegyiiletek valamennyi esetben nagy stabilitdsu molekulaiont adnak. Mint
a tabldzatbol lathatd, ezek adjdk a spektrumok bdaziscsicsat. A nagy intenzitdsu
molekulaioncstics alkalmasnak bizonyult nagyfelbontast (R=15000), pontos tdmegmérésre. A
deuteralt vegyiiletek molekulaionjainak szdmitott és mért pontos relativ tomegértékeit a 12.
tablazat tartalmazza. Mint lathato, az elméleti és a kisérleti adatok kitlind egyezést mutatnak,

ami igazolta a vegyiiletek szerkezetét.

12. tablazat A deuteralt pterokarpanok molekulaionjainak pontos tdmegei

Az M"" ion nagyfelbontasi MS adatai (m/z)
Vegyiilet Osszegképlet | Szamitott érték |  Mért érték
1 Ci5H1,0, 224.0797 224,0802
2 CisH11DO;, 225,0900 225,0905
3 CisH;1 DO, 225,0900 225,0908
4 CisH11DO, 225,0900 225,0904
5 Ci5sHoD>0O, 226,0963 226,0967
6 Ci5H10D20O, 226,0963 226,0970
7 Ci5sHoD>0O, 226,0963 226,0966
8 C15HoD30, 227,1026 227,1035

A masodik legnagyobb intenzitasu fragmens a [M-H'] ion, ami tobbféleképpen is
keletkezhet. Egyrészt 1étrejohet a 6-os hidrogén (illetve deutérium) vesztésével a pterokarpan
molekulaionbol, illetve az ebbdl atrendezddéssel képzddott izoflavanonbol, vagy (a
hidrogénvandorlassal 1étrejott) enolformabol. Tovabbi érdekesség még, hogy /la és a 6a
szénatom kozotti kotés-alfa hasadasaval egy olyan molekulaion jon 1étre, ami szintén képes
hidrogént vesziteni. Ennek a formanak a fontossagara késébb majd kiilon kitérek. Lehetséges
még a //a helyzeti hidrogén vesztése ami az alapvazbol, vagy az enolformabol valosulhat
meg (79. abra). Ha 0sszehasonlitjuk a 11. tablazat 1. és 2., valamint 3. és 5. oszlopat, az
intenzitasértékekbdl kitlinik, hogy a 6-os helyzetii hidrogén vesztése a kedvezményezett.
Amennyiben deutérium van a hidrogén mellett (6-os szénatom), akkor inkabb a hidrogén

tavozik, ami vilagosan kovetkezik a tablazat 4., 6., 7., és 8. sorainak adataibol.
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79. abra Az [M-H'] (1) fragmens képzédése

Azz [M-OX']" fragmens (2) az izoflavanon molekulaion enolformajabsl (M (b)) jon
1étre hidroxilgyok vesztéssel (80. abra). Az intenzitas adatok alapjan elmondhatd, hogy a

deutériummal jelzett szarmazékok intenzitdsai nagyobbak.

Hﬁa
-OH" + O

2 m/z 207

80. abra Az [M-OX']" (2) fragmens képzddése

A tablazatban szerepld 3. sorszamu fragmens az enolformabol szarmaztathat6 viz és az
azt kovetd hidrogéngyok vesztésével (81. abra). Az intenzitasadatokbdl itt is latszik, hogy a
hidrogén-, és nem a deutériumvesztés a kedvezményezett abban az esetben, ha mind a kettd

megtorténhet.

m/z 205

81. abra Az enolformdbdl torténd vizkilépés és hidrogéngyodk-vesztés

A fentebb emlitett az a-kotés hasaddsi mechanizmus soran jon létre a M'(d)

molekulaion. Ennek a molekulaionnak a tovabbi fragmentacidjat lathatjuk a 82. abran.

g — @*f\@%

oZ H
M* (e) * miz195

82. abra Az a-kotés-hasadassal 1étrejott molekulaion tovabbi fragmentacioja
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Ebbd] a molekulaionbol tovabbi toltésatrendezddés (M*"(e)), majd formaldehid gydk
(COH") vesztés utan jon létre az m/z 195-6s ion (4). Ez megvaldsulhat ugy is, hogy el6szor
egy hidrogéngyok-vesztés, majd szén-monoxid vesztés torténik. A kapott kation jelének
intenzitasa valamennyi, kiilonb6zd helyen és mértékben deuteralt molekula esetén kicsi.

Az M"(d) molekulaionbél kiindulva a hidrogén-vandorlas torténhet ugy is, hogy nem
nyilik fel a gylirli, hanem az eredetileg //-es oxigénen 1évo pozitiv t6ltés attevédik a masik
5-6s oxigénre, mikdzben az egyik 6-os helyzetii hidrogén a //a szénatomra vandorol M"(f),
majd a kettds kotés a 6-6a szénatomok kozé rendezddik at M(g). A kis stabilitasa m/z 182
ion egy etilénoxid vesztése utan jon létre. Ez a fragmens hidrogéngyokot veszit, majd

atrendezddik, igy adja az m/z 181-as iont (J). (83. abra)

SR~ 00= oL [y = oS

P

- B

M**(d) M* () mlz182 ‘i H‘
‘ -CH,0

“+
o A .5‘ s
7 m/z 152

m/z 181 m/z 181
l rH

SN
m/z 76
5b Sa

m/z 181

83. abra Kiilonb6z6 szerkezetii m/z 181 ionok megjelenése

Valamennyi vizsgalt vegyiilet esetén elmondhat6, hogy a deutériumot tartalmazé forma
a kedvezményezett. A kis intenzitasi m/z 182 ion formaldehidvesztéssel adja az m/z 152
fragmenst (7), ami kettéhasad €s egy valtozé intenzitast csucsot ado benzingydk-kationt (m/z
72) eredményez. A mar emlitett m/z 181 fragmens kdzvetleniil a molekulaionbol M™(d) is
létrejohet atrendezddés utan, acetaldehid-gyok vesztéssel. Az m/z 181-es ion formaldehid-

gyok vesztéssel eredményezi az m/z 152-es iont (84. abra):

H

=0
SN e a's
o . . e .
R -CHCHO -CHO a*
@ - > HD = Tt s [ ] |
H H

0 HH COH —0" 7 m/z152 miz76

M**(d) M** (h)
5b

84. abra Az m/z 152-es fragmens keletkezése
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Az atrendez6dott molekulaionbol aldehidgydk vesztést (m/z 195) kovetd atrendezodés
utan, ismételt aldehidmolekula vesztéssel jon létre az m/z 165-6s ion (6a,6b), mely nagy

intenzitasu (85. abra).

e

i H H H
0 _ H~/0 —o =0
-CHO
U= T D=0 - Q1D == el Jel)
* H™H H™H 6a M by

COH miz 165
M+ (h) miz 195 miz 195

85. abra Az a-kotéshasadas utan atrendez6dott molekulaion tovabbi fragmentacioja

Itt is megmutatkozik az a tendencia, hogy a deutériumot tartalmazé szerkezeti részek
intenzitasa nagyobb, mint a hidrogént tartalmazoké.

Ha a molekulaion atrendezddése soran a //a szénatom ¢€s a benzolgyliri megfeleld
szénatomja kozotti kotés homolitikusan hasad, akkor a molekulaion M™"(i) tovabbi hidrogén
vandorlas soran eredményezi az M (j) szerkezeteket. A M'"(k)-bdl az 5-6s szamu oxigén és a
6-os szénatom homolitikus hasadasa soran 1étrejové m/z 131 ion ciklizalodik, igy egy stabil

pirillium (8a) szerkezet alakul ki (86. abra) amelynek nagy stabilitasat a csicsintenzitasok jol

tukrozik.
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86. abra A 1(a pirilliumszerkezet kialakulasa

rH

Az M™(j) molekulaionbél képzddhet benzofuran-gyokkation (£0a, 10b) is (87. abra):

O+
+o +e
H o_ _H o_ _H!
Lo — OO OO
0~ H 10a H 100 H
Mt G) mi/z 118 m/iz118 =

87. abra A 10a és 10b benzofuran-gyokkationok

A benzofuran-gyokkationok (/0a,10b) esetén érdemes megnézni a 11. tablazat adatait,

ugyanis a 2. €s az 5. vegyiilet értékeit Osszehasonlitva lathato, hogy a /0b forma fordul el
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nagyobb gyakorisaggal. Ezenkiviil a 3. és a 7. vegyiiletre vonatkozé adatokbol megéallapithato
az is, hogy a deutériumot tartalmazo vegyiilet az, ami nagyobb intenzitasu (kék szinnel jelolt
atom, mely ezekben az esetekben lehet hidrogén, illetve deutérium).

Végiil, de nem utolsé sorban meg kell emliteni azt a molekulaion szerkezetet (M™"(1)),
amely a 6a szénatom ¢és a benzolgylrii megfeleld szénatomja kozotti kotés homolitikus
hasadasat (M"(m)) koveté hidrogénvandorlas soran jon létre. Az igy keletkezett forma
(M™(n)) benzolgydkvesztés utan adja a m/z 147 kroménszarmazékot. A hidrogének
elhelyezkedése alapjan itt is két szerkezet irhat6 fel. Ezen fragmensek intenzitdsai kicsik, az
intenzitasok kozotti kiilonbség az egyes szarmazékok esetében nem tal nagymértékii. Az
emlitett m/z 147 ion acetilénvesztéssel adja az m/z 121 kationt (9), amelybdl egy

szén-monoxid vesztés torténik (m/z 93) (88. abra).

R

M miz 147 9 m/Z 121 m/z 93

88. abra A 6a szénatom és a benzolgylrli szénatomja kozotti kotés
homolitikus hasadasaval létrejott M fragmentécidja

A pterokarpan molekulaionbdl hidrogénvandorlds soran 1étrejovo izoflavanon
molekulaion fragmentéciojat lathatjuk a 89.abran. A hidrogénvandorlast kdvetd

gylrithasadéssal 1étrejott forma kettéhasad az m/z 121 kationra (9) és egy sztirilgydkre.
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89. abra Az izoflavanon molekulaion fragmentacioja
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A ketoformabdl torténd aldehidvesztés soran jon létre az m/z 194 gyokkation, mely
hidrogénvesztést kovetd gylirlizarodas utdn egy stabilabb szerkezetre tesz szert (m/z 193).
Ebbdl egy szén-monoxid vesztéssel kapjuk az m/z 165 fragmensiont (6b). Ebben az esetben
csak egyféle hidrogénelrendezddés valosulhat meg (6b). Ha az izoflavanon forma szén-
monoxidot veszit (m/z 196), akkor tovabbi kotéshasadast kovetd benzolvesztéssel kaphatjuk
meg a pterokarpanok egyik jellegzetes fragmensét, a benzofuran-gyokkationt (10b), azonban
ennek a  hidrogénelrendez6dése = nem  azonos annak a  benzofurannak a
hidrogénelrendezddésével, amelyet a gyliri hasadasaval kapunk.

Az keto-formabol képzddhet még gylirtthasaddssal az m/z 120 (RDA ion), illetve az
m/z 104 fragmens (90. abra).
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90. abra A ketoforma gytirtthasadasa

Végezetiil nézziikk meg, milyen lehetéség van a pterokarpan molekulaionbdl, annak
kotéseinek szimultan hasadasaval fragmensképzédésre. Ha a benzofuran gylrti kotései
hasadnak, akkor egy benzoxirant és egy m/z 132 (3,4-benzokromén) fragmenst kapunk. Ez
utobbi hidrogénvandorlassal tovabb alakulhat fahéjaldehiddé, illetve hidrogéngydkvesztéssel
aromatizalédhat benzopirillium ionna (8b). Az igy létrejove szerkezet (8b) hidrogén-
elrendezddése eltér a Sa pirillium kationétol. Ha az m/z 162-es fragmens formaldehidet veszit,

az m/z 102 szerkezet jon 1étre (91. abra).

m/z 131

91. abra Szimultan kotéshasadassal 1étrejott fragmensek

Visszatérve a pirilliumszerkezetre, az 1-es, 2-es, 4-es ¢€s 6-os szammal jelzett

pterokarpanok esetén nincs m/z érték novekedés amiatt, hogy a zdlddel jelzett atom hidrogén.
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Ha azokat a vegylileteket nézziik meg, amelyekben a kék jelii atomok mindkét tagja hidrogén,
lathatd, hogy nagyobb intenzitassal fordul eld az a szerkezeti forma, amely az M™ (g)
molekulaionbdl az oxigén €s a 6-os szén kozotti kotés hasadasaval keletkezik (8a). Ezt az is
indokolja, hogy a fentebb emlitett molekula esetén csak egy kotés hasadasanak kell
megtorténnie, mig a masik esetben (8b) két kotés szimultan hasad, mely folyamat
energetikailag kedvezdtlen. Kiillonbozo ionizéacids energiat alkalmazva a gytirlthasadas soran
keletkezd 8b pirilliumszerkezet jelének intenzitdsa az ionizacids energia csOkkenésével
rohamosan csokken.

A 8b szerkezet igy is kialakulhat, hogy a kation szimultan kotéshasadast szenved

(92. abra):
©\)XH
O/ H

) +
1 8b m/z 131

92. abra 8b kialakulasa

A kromanongytirii hasadasaval benzofuran-gyodkkation (/0a) jon 1étre, illetve egy olyan
szerkezeti forma, mely két gyokcentrumot tartalmaz, ezért azonnal ciklizalodik, majd
ionizalodik (m/z 116), s észlelhetd a spektrumban. A benzofuran-kationbdl szén-monoxid
vesztéssel kaphato az m/z 90 fragmens, amely hidrogénvesztés utan kétféle szerkezettel irhatod

fel (m/z 89) (93. Abra).
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93. abra A pterokarpan-vaz szimultan kotéshasadasa

Osszegzésként elmondhatd, hogy a pterokarpan az EI tdmegspektrumban nagy
intenzitdsi molekulaiont ad, ami a spektrum béziscsticsa. Ez a nagy intenzitdsti molekulaion
lehetdvé teszi a vegyiilet azonositasat Osszegképlete alapjan, nagy tomegfelbontds mérést
végezve. A molekulaion jellegzetes fragmensei a [M-H]", a pirillium és a benzofuran
gyokkation. A részleges deuteralt szarmazékok esetén megallapitottuk, hogy amennyiben

lehetdség van rd akkor mindig a hidrogén és nem a deutérium tavozik gyokként.
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5.  OSSZEFOGLALAS

Eredményeink 0Osszefoglaldsaként elmondhatd, hogy sikeriilt megvaldsitani a
Balatonbol szarmaz6 Cylindrospermopsis raciborskii (BGSD 266) cianobaktérium nevelését
laboratériumi kozott, amely lehetdvé tette tomegtenyészetek eldallitasat.

A tenyészetbdl kromatografias eljarasokkal sikeriilt egy uj ndvényi inhibitort izolalni,
az altalunk bevezetett szilikagéles tisztitds és vékonyrétegkromatografidas nyomonkdvetés
lényegesen megnovelte az izolalas hatasfokat.

Szerkezetvizsgalati modszerekkel (NMR- ¢és IR-spektroszkopia, MS) sikertiilt
javaslatot tenni az izolalt ndvényi inhibitor szerkezetére, melynek kémiai neve: 4-amino-5,10-
dihidroxi-9-(hidroximetil)-13-imino- 1 1-metoxi-6-metil-5,6,7a,9,10,11,11a,13-
oktahidropirano [2,3-/]pirimido[4,5-¢][1,9,3]dioxaazacikloundecin-2(3H)-on, a vegyliletnek a
cilindrosper-mopsziciklin (CYC) trivialis nevet adtuk.

Mustarndvénnyel — végzett kisérleteink ramutattak arra, hogy az izolalt
anyagcseretermék gatolja a mustar novekedését, ICsy érteke 600 pg/ml. A
fehérjegélelektroforézissel végzett kisérleteink alapjan elmondhatd, hogy a tisztitott
cianotoxin hatasara 1 fehérjék jelennek meg. A cianotoxin hatasara csokken a mustar
ssDN-azanak ¢és a savas proteazénak aktivitasa.

A Cylindrospermopsis raciborskii torzs tapanyagéheztetése (foszfor-, illetve
kénmegvonas) a tenyészet novekedésének csokkenését idézi eld. A tapanyagmegvonds
hatasara csokken az altalunk izoldlt cianotoxin mennyisége, melyet vékonyréteg-
kromatografias modszerrel hataroztunk meg.

A Kis-Balatonbdl 2001-ben izolalt Microcystis aeruginosa szervezetbdl sikeriilt
izolalni négy mikrocisztint, melyek szerkezetét tomegspektrometridas modszerrel hataroztuk
meg. Az izolalt mikrocisztinek a kovetekz6k voltak: [Dha’]MCYST-FR, MCYST-HilR,
MCYST-LY és [D-Ser']MCYST-EE(OMe).

Sikeriilt eldallitani a pterokarpan véaz hét kiilonboz6é deuteralt analogjat, melyek az
irodalomban eddig mig le nem irt vegyiiletek. A deuteralt szarmazékok tomegspektrometriai
vizsgalataval a természetes anyag fragmentacidos utvonalat sikerilt feltérképezni,
megallapitottuk hogy a molekula jellegzetes fragmensei a kovetkezok: molekulaion,

[M-H'] ion, [M-OH]"" ion, pirillium-kation és benzofuran-gyokkation.
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6. SUMMARY

Summarizing our results we conclude that culturing of the cyanobacterium
Cylindrospermopsis raciborskii (BGSD 266) isolated from Lake Balaton can be succesfully
performed under laboratory circumstances.

From C. raciborskii we have isolated a new plant growth inhibitor, named to
cylindrospermopsicyclin using chromatographic techniques. The purification method involves
silica gel and the thin-layer chromatography introduced by us has significantly increased the
efficiency of the isolation.

The chemical structure of cylindrospermopsicyclin has been identified using structure
determination methods (NMR and IR spectroscopy and MS). The newly isolated molecule
has molecular mass of 413 Da. The chemical name of cylindrospermopsicyclin is: 4-amino-
5,10-dihydroxy-9-(hydroxymethyl)-13-imino- 1 1-methoxy-6-methyl-5,6,7a,9,10,11,11a,13-
octahydropyrano[2,3-/]pyrimido[4,5-¢][1,9,3]dioxaazacyclo-undecin-2(3H)-one. For trivial
name cylindrospermopsicyclin (CYC) was chosen.

Experiments showed that the isolated metabolite inhibits the growth of the mustard
plant with the 1Csy value of 600 pg/ml. By the protein gelelectrophoretic studies it can be
concluded that the purified cyanotoxin induces new proteins. The cyanotoxin decreases the
activity of the ssDNase and acidic protease of the mustard.

Nutrient starvation (deprivation of phosphorous or sulfur) of the strain C. raciborskii
induces fall-off in the growth of the culture. The amount of cyanotoxin produced by the
culture (determined by thin-layer chromatography) also decreased under nutrient starvation
conditions.

In a seperate study we have isolated four microcystins ([Dha’]MCYST-FR,
MCYST-HilR, MCYST-LY and [D-Ser' ]MCYST-EE(OMe)) from the organism Microcystis
aeruginosa isolated in 2001 from Kis-Balaton Reservoir. The structures of these microcystins
have been identified by mass spectrometry.

We have succesfully synthesized seven deuterated analogues of pterocarpan. By mass

spectrometric studies the fragmentation pathway of the natural compound has been mapped.
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