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1 Roviditesek jegyzéke

3-a-6-OH-OPA: 3-anhidro-6-hidroxi-ophiobolin A

3-a-6-e-OPA: 3-anhidro-6-epi-ophiobolin A

3-a-OPA: 3-anhidro-ophiobolin A

6-e-OPA: 6-epi-ophiobolin A

6-e-OPC: 6-epi-ophiobolin C

6-e-OPG: 6-epi-ophiobolin G

6-e-OPM: 6-epi-ophiobolin M

6-e-OPN: 6-epi-ophiobolin N

8-e-OPJ: 8-epi-ophiobolin J

25-OH-OPI: 25-hidroxi-ophiobolin |

A-549: Adenocarcinomic Human Alveolar Basal Epithelial Cell Line - humén alveolaris
epitélsejt eredetii adenokarcinoma sejtvonal

B16F10: Mouse Skin Melanoma Cell Line — egér melanéma sejtvonal

BRIP: Queensland Plant Pathology Herbarium

CAM: Calcein-Acetoxymethyl Ester — kalcein-acetoxi-metilészter

CBS: Centraalbureau voor Schimmelcultures

CLL: Chronic Lymphocytic Leukemia Cell Line - Krénikus limfocitas leukémia sejtvonal
DMAPP: Dimetilallil-pirofoszfat

DMSO: Dimetil-szulfoxid

EtOAcC: Etil-acetat

EtOH: Etil-alkohol

FPP: Farnezil-pirofoszfat

GFPP: Geranilfarnezil-pirofoszfat

GGPP: geranilgeranil-pirofoszfat

GPP: Geranil-pirofoszfat

HCT116: Human Colorectal Carcinoma Cell Line — human vastagbélrak sejtvonal
HepG2: Hepatocellular Carcinoma Cell Line — human méj karcinéma sejtvonal
HPLC: High  Performance  Liquid  Chromatography -  Nagyhatékonysagu
folyadékkromatografia

Hs683: Human Glioma Cell Line — huméan glioma sejtvonal

IPA: 1zopropil-alkohol
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IPP: Izopentenil-pirofoszfat

JC-1: 5,5°,6,6-tetrakloro-1,1",3,3’-tetraetil-benzimidazolo-karbocianin jodid
K562: Human Erythroleukemic Cell Line — human eritroleukémia sejtvonal
L1210: Mouse Leukemia Cell Line — egér leukémia sejtvonal

MeCN: acetonitril

MEM: Minimum Essential Medium — minimum esszencialis tapfolyadék
MeOD: Metanol-d4

MeOH: Metil-alkohol

MCF-7: Human Breast Adenocarcinoma Cell Line — human emld adenokarcinéma sejtvonal
MS: Mass Spectrometry - tomegspektrometria

NP-HPLC: Normal Phase High Performance Liquid Chromatography — Normal fazisu
nagyhatékonysagu folyadékkromatogréafia

NRRL: Agricultural Research Service Culture Collection

OPA: Ophiobolin A

OPA-lakton: Ophiobolin A lakton

OPB: Ophiobolin B

OPC: Ophiobolin C

OPH: Ophiobolin H

OPI: Ophiobolin 1

OPJ: Ophiobolin J

OPK: Ophiobolin K

OPL: Ophiobolin L

OPM: Ophiobolin M

OPN: Ophiobolin N

OPO: Ophiobolin O

OPP: Ophiobolin P

OPQ: Ophiobolin Q

OPR: Ophiobolin R

OPS: Ophiobolin S

OPT: Ophiobolin T

OPU: Ophiobolin U

OPV: Ophiobolin V

OPW: Ophiobolin W
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P-388: Mouse Leukemia Cell Line — egér leukémia sejtvonal

PDE: Foszfodiészteraz

PIl — Propidium-jodid

RP-HPLC: Reversed Phase High Performance Liquid Chromatography — Forditott fazisu
nagyhatékonysagu folyadékkromatogréafia

SKMEL28: Human Malignant Melanoma Cell Line — human malignus melanéma sejtvonal
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2 Bevezetés

A Bipolaris nemzetség (Ascomycota, Euascomycetes, Pleosporales, Pleosporaceae)
tagjai imperfekt fonalas gombak, melyek a természetben elsésorban fiiféléken (Poaceae)
fordulnak el6, de novényi maradvanyokrol és talajbol is izolalhatok. A nemzetség
ndvénypatogén fajai az elmult évszazadban tobb esetben okoztak jelentdés mezdgazdasagi
karokat. A fert6zés legjellemzObb tiinetei a csirafoltosodas és a levéliiszog kialakuldsa,
ugyanakkor egyes fajok a buza €s arpa térothadasat, valamint gyokérddlését is okozhatjak. . A
Bipolaris és a velik kdzeli rokonsagban all6 Curvularia nemzetség képvisel6inek teleomorf,
azaz ivaros szaporodasra képes, torzseit koradbban egyarant a Cochliobolus nemzetségbe
soroltak.

E nemzetségek tagjai sokféle masodlagos metabolitot termelnek, tobbek kdzott
szeszkviterpéneket (pl. sorokinianin), diterpéneket, illetve szeszterterpéneket. Ez utobbiak
csoportjaba tartozik a valtozatos bioldgiai aktivitassal biréd ophiobolinok csaladja. Napjainkig
mintegy 50 bioldgiailag aktiv ophiobolin szarmazékot irtak le. Kezdetben fitotoxinokként
azonositottak Oket, késébbi kutatasok azonban ravildgitottak antimikrobialis, baktericid,
fungicid, nematocid tulajdonsagaikra is. Gombaellenes hatasukat részben a B-1,3-gliikan-
szintaz gatlasaval magyarazzak. Az ophiobolinok csaladjanak legismertebb és legtdbbet
vizsgélt tagja, az ophiobolin A (OPA) kalmodulin antagonista hatasa méar a 80-as években
ismerté valt, és azdta is szamos vizsgalat targyat képezi. Az OPA és néhéany szdrmazéka, pl.
6-epi-ophiobolin A (6-e-OPA), 3-anhidro-6-epi-ophiobolin A (3-a-6-e-OPA) és ophiobolin |
(OPI) citotoxikusnak bizonyult human eredetii rakos sejtekkel szemben. Mas
ophiobolinoknak, példaul az ophiobolin C-nek (OPC) HIV-1 integraz gatlo hatasuk van. Az
ophiobolinokra, valtozatos bioldgiai aktivitdsuk révén, egyre fokozodo figyelem irdnyul mind
a ndvényvédelem, mind a gydgyaszat, illetve a biotechnoldgia teriiletén.

Jelen munkankban célul tiiztiik ki az ophiobolinokrél rendelkezésre allé ismeretek
bovitését, kiilonds tekintettel a termelés koriilményeire, bioldgiai aktivitasukra, valamint
stabilitasukra. Tobb Bipolaris torzs esetében megallapitottuk a termelési kinetikakat, majd a
kiemelkedé ophiobolin termel6k koziil a B. oryzae SZMC 24163 torzzsel elvégeztik a
termelési korilmények optimalizalasat. E torzs bevonasaval hatékony félpreparativ eljarast
dolgoztunk ki az ophiobolin szarmazékok tisztitasara. Ezen eljaras eredményeként egy eddig
le nem irt ophiobolin szarmazék tisztitasat valositottuk meg szdmos mar ismert ophiobolin

szdrmazék sikeres tisztitdisa mellett. A tisztitott vegyuletek bioldgiai aktivitdsdnak
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vizsgalataval informaciokat nyertiink ezen vegylletek toxicitasarol. Tovabba vizsgaltuk a
vegyllet csalad legismertebb tagjanak az OPA-nak a stabilitasat szerves oldoszerekben.
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3 Irodalmi attekintés

3.1 A Bipolaris nemzetség jellemzése

A Bipolaris nemzetség (Ascomycota, Euascomycetes, Pleosporales, Pleosporaceae)
tagjai novénypatogén gombak, melyek foként a Poaceae csaladba tartozo fajokat fertéznek,
mint példaul bulza, rizs kukorica vagy cirok (Ellis 1971, Sivanesan 1987, Berbee és mtsi.
1999). Tobb, koradbban a Bipolaris nemzetségbe sorolt fajt az Ujabb filogenetikai elemzések
alapjan mara a Curvularia nemzetség tagjaiként tartjak szamon (Manamgoda és mtsi. 2012),
tobbek kozott az opportunista humanpatogénként is ismert Curvularia australiensis, C.
hawaiiensis és C. spicifera, melyek phaeohyphomycosisok (azaz melanintermelé fonalas
gombak altal okozott fert6zések) okozdi lehetnek (Kopper és Schaff 2004). A Bipolaris fajok
ivartalanul, konidiumok segitségével szaporodnak. Barna konidiumtartdikban egyenes, orso
alakl vagy ivelt 6-10 sejtes konidiumok talalhatok, melyek a két végukon kezdenek
csiratomlét fejleszteni (1. &bra). Err6l a jellegzetes tulajdonsagardl kapta a nevét a
nemzetség. Telepeik szine a sziirkésfehértdl a feketéig valtozhat, de a tenyésztés 5. napjatol
jellemzben sotét szintiek, melyet a gombafonalban és a konidiumokban felhalmoz6do
sOtétbarna szinanyag, a melanin okoz. A melanin eldsegiti a fert6zést mind a névényi mind az
emberi szervezetben azéltal, hogy védi gombat a kdrnyezeti stresszel szemben (Ikeda és mtsi.
2003). A Bipolaris nemzetség ivarosan szaporodd (teleomorf) alakjai a Cochliobolus
nemzetségben talalhatok. A két szaporodasi forma kozott jelentds morfologiai és fiziologiai

kilonbség van, igy korabban ezeket killon nemzetségbe soroltak.

1. abra. Bipolaris fajok konidiumai: A: B. maydis, B: B. microstegii (Manamgoda és mtsi. 2014).
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A Bipolaris és rokon nemzetségeit eredetileg az egységes Helminthosporium
nemzetségbe soroltak, késébb azonban morfoldgiai szempontok alapjan felosztottdk ezt a
nemzetséget a Bipolaris, Curvularia, Drechslera és Exserohilum nemzetségekre (Sivanesan
1987). A Bipolarishoz igen kozelalld, szintén aszexualis Curvularia nemzetség teleomorf
alakjai is a Cochliobolus nemzetségben talalhatok.

A Bipolaris, Cochliobolus és Curvularia nemzetségek taxondmiai viszonyait
Manamgoda és mitsi. (2012) tisztaztak. Ezen nemzetsegek harmincét fajanak 61 izolatumat
részletes filogenetikai vizsgalat ala vetették, ahol egy tobbgénes vizsgalatot valositottak meg
ITS, GPDH, EFl-a és LSU génszekvencidkkal. Eredményeik alapjan két csoport valt
elkiilonithetové. Az 1-es csoportba a Cochliobolus heterostrophushoz kozeli, erésen patogén,
gazdasagilag jelent6s Bipolaris és Cochliobolus fajok tartoznak, mig a 2-es csoportot a C.
lunataval rokon Curvularia, Bipolaris, Cochliobolus, valamint Pseudochochliobolus fajok
alkotjak. A B. australiensis, B. coicis, B. ellisii, B. graminicola, B. hawaiiensis, B. ovariicola,
B. ravenelii, B. spicifera, B. perotidis és B. tripogonis fajok szintén a 2-es csoportba kertltek.
Tekintettel arra, hogy mind a Bipolaris, mind pedig a Culvuraia elnevezések kdzismertebbek,
a tovabbiakban ezen nemzetségneveket célszerii hasznalni.

A Bipolaris nemzetség tagjai egyardnt megtalalhatok fliféléken, novényi
maradvanyokon és talajban. Novénypatogén fajaik szamos alkalommal okoztak mar sulyos
gazdasagi karokat vilagszerte. A cukornad egyik legjelentésebb kartevéjeként szamon tartott
B. sacchari jelentds terméskiesést okozott Java, Hawaii és Puerto Rico lltetvényein az 1920-
as években. Az 1970-es években a Bipolaris maydis az Egyesilt Allamok, valamint Kanada
tertletén okozott nagy kérokat. A Kdzép-Nyugaton a vart termés 15%-a, Dél-Keleten 50%-a
veszett kdrba. Mindezek tiikrében ezt a jarvanyt tartjak a XX. szazad egyik legrovidebb id6
alatt, legnagyobb mennyiségli kukoricatermés elvesztésével jaro jarvanyanak (Sugawara és
mtsi. 1987). A fert6zés legjellemzObb tlnetei a csirafoltosodas, valamint a levéluszog
kialakulasa. Emellett egyes fajok a buza €s arpa torothadasat és gyokérddlését okozzak (2.
abra). A ,Déli kukorica levélisz6g”, B. maydis okozta betegség tanulmanyozésa soran
megallapitottak, hogy patogenitds szempontjabol két csoportra oszthato a térzs. Az O (old)
osztalyu gombék kevesbé bizonyultak virulensnek, mint a T osztalyuak, melyek els6sorban
Texas himsteril kukoricatorzseket fertéznek. Mindkét csoport tagjai egyarant termeltek
fitotoxint, azonban az O tipusuak esetében a termelt toxin mennyisége alacsonyabbnak
bizonyult a T tipusuak altal termelt toxin mennyiségénél, tovabba nem rendelkezett

gazdaspecifitassal (Berbee €s mtsi. 1999).
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2. abra. B. sorokiniana altal okozott betegség tiinetei biza levelén (A), gyokerén (B) és buzaszemeken (C).
(Kumar és mtsi. 2002)

3.2 Az ophiobolinok kemiaja

3.2.1 Az ophiobolinok bioszintézise, kémiai szerkezete, csoportositasa

Az ophiobolinok a Bipolaris, Curvularia, Drechslera, Cephalosporium, Aspergillus,
Emericella és Ulocladium nemzetségekbe sorolhaté gombafajok altal termelt masodlagos
anyagcseretermékek. Els6ként B. oryzae-bdl tisztitottak és jellemeztek ophiobolint (Orsenigo
1957), melyet cochliobolinnak neveztek el. 1958-ban Nakamura és Ishibashi szintén sikeresen
azonositotta ezt a vegyiiletet, 6k azonban ophiobolinnak nevezték el (Nakamura €és Ishibashi
1958). A 60-as évek masodik feléig ezen vegyiiletcsalad nevezéktana nem volt egységes. A
sorra azonositott vegytileteket ophiobolinnak, ophiobolosinnak, cochliobolinnak, zizazinnak
és caphalonsavnak hivtadk, végll azonban ezeket a masodlagos anyagcseretermékeket
ophiobolinoknak nevezték el (Tsuda és mtsi. 1967).

Az ophiobolinok a szeszterterpének csoportjaba tartozo triciklikus (5-8-5 gytiriis) 25-
27 szénatomos hidrofob vegylletek. Bioszintézisik az ugynevezett klasszikus mevalonsav
bioszintézis Utvonalon megy végbe, mely soran tobb lépésben kialakul az izoprénvaz
épitékove, az 5 szénatomos izopentenil-pirofoszfat (IPP) (3. dbra) (Lombard és Moreira
2011).
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3. abra. A klasszikus mevalonsav Utvonal.

Az ophiobolinok bioszintézise a klasszikus mevalonsav utvonalon indul, majd a
terpének specifikus bioszintézis utvonalan haladva a keletkezett IPP alegységek sorozatos
Osszekapcsolodasaval valosul meg (4. abra). Az IPP izomeraz segitségével kialakul a
dimetilallil-pirofoszfat (DMAPP). Egy IPP és egy DMAPP egység geranil-pirofoszfat (GPP)
szintaz A&ltal katalizalt 6sszekapcsolddasaval létrejon a 10 szénatomos GPP, mely a
monoterpének tovabbi kialakuldsanak prekurzor vegyiilete. A farnezil-pirofoszfat (FPP)
szintaz biztositja egy tovabbi IPP alegység kapcsolddasat a GPP-hez, kialakitva ezzel a 15
szénatomos FPP-t, mely szeszkviterpének, illetve triterpének prekurzora. Az FPP-hez egy
tovabbi IPP kapcsolddasaval az immar 20 szénatomos geranilgeranil-pirofoszfat (GGPP)
alakul ki, mely a terpének egyik legismertebb csoportjanak, a karotinoidoknak is a prekurzor
vegyllete. A 25 szénatomos geranilfarnezil-pirofoszfat (GFPP) egy tovabbi IPP egység

kondenzaciojaval valosul meg, melyet, a GFPP szintaz katalizal.
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4. bra. Terpének bioszintézis Gtvonala.

5. abra. Az ophiobolinok triciklikus alapvaza
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Az ophiobolinok kialakuladsa a GFPP ciklizaciojaval valdsul meg, melyet mar a korai

szakirodalom is leir (5. abra) (Canonica és mtsi. 1967, Nozoe és mitsi. 1968b).

ophiobolinok egyes alcsoportjai

Az

a szénvazhoz kapcsolodd jellegzetes csoportokban

kiilonboznek egymastol. Az alcsoportok egyes analdgjai pedig elsdsorban sztereokémiai

kiilonbségeket mutatatnak. Példaként emlithetd az OPA sztereoizomerje a 6-e-OPA, melyben

a 6. szénatomon talalhaté H atom o helyzetii hasonléan a 3-anhidro-ophiobolin A-hoz (3-a-

OPA) és 3-a-6-e-OPA-hoz. Napjainkig mintegy 50 ophiobolin szarmazékot irtak le (1.
téblazat, 27. Melléklet).

1. tdblazat. Napjainkig leirt ophiobolin szarmazékok.

Sorszam  Megnevezés felfedezés M (g/mol) Osszegképlet  Hivatkozas
éve
1 ophiobolin A 1957 400,56 CosH3604 Orsenigo és mtsi. 1957
2 ophiobolin B 1961 402,57 Cy5H350, Ishibashi 1961
3 ophiobolin C 1966 386,57 Ca5H3503 Nozoe és mtsi. 1966
5 ophiobolin D 1967 400,55 Cu5H3604 Itai és mtsi. 1967;
Nozoe és mtsi. 1967
6 ophiobolin F 1968 358,61 Cy5H40 Nozoe és mtsi. 1968a
7 ophiobolin A lakton 1978 400.56 Cy5H3604 Rossi és mtsi. 1978
8 ophiobolin G 1984 366,54 Cy5H3,0, Cutler és mtsi. 1984
9 3-anhidro-ophiobolin A 1984 382,54 C5H3.03 Kim és mtsi. 1984
10 3-anhidro-6-epi-ophiobolin 1984 382,54 Cy5H3403 Kim és mtsi. 1984
A
11 ophiobolin H 1984 386,57 CysH3503 Cutler és mtsi. 1984
12 6-epi-ophiobolin A 1984 400,56 CasH3604 Kim és mtsi. 1984
13 ophiobolin | 1987 384,56 CysH3603 Sugawara és mtsi.
1987
14 25-hidroxi-ophiobolin | 1987 400,56 Cy5H3,04 Sugawara és mtsi.
1987
15 8-deoxiophiobolin J 1988 384,56 Cy5H3603 Sugawara és mtsi.
1988
16 6-epi-ophiobolin | 1988 384,56 Cy5H3503 Sugawara és mtsi.
1988
17 ophiobolin J 1988 400,56 Cy5H360, Sugawara és mtsi.
1988;
Yun és mtsi. 1988
18 ophiobolin K 1991 384,56 CasH3603 Singh és mtsi. 1991
19 6-epi-ophiobolin K 1991 384,56 Cy5H3603 Singh és mtsi. 1991
20 ophiobolin B lakton 1995 402,57 Cy5H350, Li és mtsi. 1995
21 ophiobolin L 1995 416,56 CusH3605 Li és mtsi. 1995
22 6-epi-ophiobolin L 1995 416,56 Cy5H3605 Li és mtsi. 1995
23 ophiobolin M 1996 384,56 Cy5H3603 Tsipouras és mtsi.
1996
24 6-epi-ophiobolin M 1996 384,56 CysH3503 Tsipouras és mtsi.

1996
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Sorszam  Megnevezés felfedezés M (g/mol) Osszegképlet  Hivatkozas
éve
25 6-epi-ophiobolin C 1996 386,57 Cy5H3503 Tsipouras és mtsi.
1996
26 18,19-dihidro-ophiobolin C 1996 388,59 Cy5H4003 Tsipouras és mtsi.
1996
27 6-epi-3-anhidro-ophiobolin 1999 384,56 Cy5H3603 Shen és mtsi. 1999
B
28 6-epi-ophiobolin G 2004 366,54 CH3.0, Wei és mtsi. 2004
29 6-epi-ophiobolin N 2004 368,56 Cy5H360, Wei és mtsi. 2004
30 ophiobolin E 2006 382,54 Cy5H3403 Evidente és mtsi. 2006
31 8-epi-ophiobolin J 2006 400,56 CasH3604 Evidente és mtsi. 2006
32 (6a)-21,21-O-Dihidro- 2011 368,56 Cy5H350, Liu és mtsi. 2011
ophiobolin G
33 (5a,6a)-ophiobolin H 2011 386,57 CasH303 Liu és mtsi. 2011
34 5-O-metil-ophiobolin H 2011 400,60 CosH003 Liu és mtsi. 2011
35 (50,60.)-5-O-metil- 2011 400,60 Cy6H003 Liu és mtsi. 2011
ophiobolin H
36 (6)-18,19,21,21-0O- 2011 402,57 CosH304 Liu és mtsi. 2011

tetrahidro-18,19-
dihidroxiophiobolin G

37 ophiobolin O 2012 430,63 Cy7H404 Yang és mtsi. 2012
38 6-epi-ophiobolin O 2012 430,63 Cy7H4,04 Zhang és mtsi. 2012
39 6-epi-21-dezoxio-phiobolin 2013 352,56 Cy5H360 Liu és mtsi. 2013
G
40 6-epi-16,17-dihidro-21- 2013 354,58 CasH3s0 Liu és mtsi. 2013
dezoxi-ophiobolin G
41 ophiobolin V 2013 368,56 CusH360, Liu és mtsi. 2013
42 ophiobolin U* 2013 368,56 CasH360, Liu és mtsi. 2013
43 ophiobolin W 2013 374,61 CasH10, Liu és mtsi. 2013
44 ophiobolin T 2013 382,54 CsH3.03 Wang és mtsi. 2013a
45 ophiobolin U* 2013 386,57 Cy5H3503 Bladt és mtsi. 2013
46 3-anhidro-6-hidroxi- 2013 398,54 Cy5H3404 Wang és mtsi. 2013b
ophiobolin A
47 ophiobolin Q 2013 400,56 CasH3604 Wang és mtsi. 2013b
48 ophiobolin P 2013 400,56 CosH3604 Wang és mtsi. 2013b
49 ophiobolin R 2013 414,59 CosH304 Wang és mtsi. 2013b
50 ophiobolin S 2013 432,60 C6H40O05 Wang és mtsi. 2013b

* Tekintettel arra, hogy a Liu és mtsi. (2013) altal leirt vegyiilet szerkezetileg eltér a Bladt és mtsi. (2013) altal
kozo1tétdl, valamint, hogy Liu és mtsi. publikdcidja korabban jelent meg, ezért javasoljuk, hogy az altaluk leirt
vegyllet tovabbra is ophiobolin U néven szerepeljen, mig a Bladt és mtsi. altal kdzolt ophiobolin szarmazéknak

sziikségszerii 4j nevet valasztani.

3.2.2 Az ophiobolintermelés és a vegyulet stabilitasa

A mikroorganizmusok masodlagos metabolit termelése fligg a tenyésztési

koriilményektdl (Au és mtsi. 2000a). A B. oryzae egyes torzsei elsdsorban OPA termelésiikrél
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ismertek, azonban metioninnal Kiegészitett tapoldatban ophiobolin A-lakton (OPA-lakton)
megjelenését lehetett detektalni (Rossi és mtsi. 1978). A tapkdzeg halmazéllapota is
befolyassal bir az ophiobolinok termelésére. B. maydis folyékony tapkézegben OPA-t, 3-a-
OPA-t, ophiobolin B-t (OPB), illetve ophiobolin L-t (OPL) szekretal (Li és mtsi. 1995), mig
szilard taptalajon tenyésztve 6 masik ophiobolin szarmazékot detektaltak, név szerint
ophiobolin M (OPM), 6-epi-ophiobolin M (6-e-OPM), OPC, 6-epi-ophiobolin C (6-e-OPC),
ophiobolin K (OPK) és 6-epi-ophiobolin K (6-e-OPK) (Tsipouras és mtsi. 1996). A termelt
masodlagos anyagcseretermékek mindsége €s mennyisége fugg a gomba fiziologias
allapotatol is. Xiao és mtsi. (1991) megfigyelték, hogy a tdpkdzegben tenyésztett B. oryzae
OPA-t, 6-e-OPA-t, 3-a-OPA-t, 3-a-6-e-OPA-t és OPI-t termel, mig sporacsirdzas soran
csupan OPA-t és OPB-t.

Az ophiobolinok stabilitasardl a szakirodalom igen szlikszaviian nyilatkozik. Yun és
mtsi. (1988) megfigyelték, hogy az ophiobolinok -70 °C-on olajos vagy metanolos oldatban
bizonyultak a legstabilabbnak. A taroldsi homérséklet emelésével a vizsgalt vegyiiletek
stabilitasdban dramai valtozasokat tapasztaltak, -20 °C-on 75%-ra, 4 °C-on 65%-ra, 22 °C-on
40%-ra, mig 30 °C-on 25%-ra csokkent a mennyiségik a harom hetes tarolasi id6szak soran.
Szintén ezen kutatdcsoport figyelte meg, hogy agar tartalmu téptalajhoz adagolva az
ophiobolinok megérizték stabilitasukat (Yun és mtsi. 1988). Egy maésik vizsgélat sordn azt
tapasztaltak, hogy az OPA MEM (minimum essential medium) tapkézegben 37 °C-on 7 nap
inkubaciot kovetden jelentds bomléast mutatott, ahol a f6 bomlastermékként a 3-a-6-e-OPA-t
hataroztdk meg (Bury és mtsi. 2013a). A HPLC vizsgalatok alapjan a kezdetben 97%-0s
tisztasdgl OPA a vizsgéalati id6szak végére 71% tisztasagot mutatott. Az OPA bomléasa TBY-
2 novényi sejtkultdra tapkozegben ennél is nagyobb mértéket mutatott, mar 4 napi inkubaciot
kovetéen az OPA 40%-a 3-a-6-e-OPA-va alakult (Bury és mtsi. 2013a).

3.2.3 Az ophiobolinok tisztitasa

Rossi mtsi. (1978) B. oryzae kloroformos extraktumabol szilikagél oszlopon
tisztitottak OPA-laktont, mozgofazisként kloroform és etil-acetat valtozo dsszetételli elegyét
alkalmazva. A kapott frakcidk tisztasagat vékonyréteg-kromatografias technikaval (TLC)
ellendrizték, ahol a futtatoelegy kloroform:etil-acetat (70:30) volt. A tisztitott vegylletet

vegul n-hexan - etil-acetat elegybdl kristalyositottak.
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Az extrahalast azonban nem csak egy, hanem akar tobb Iépésben is lehet alkalmazni.
Cutler és mtsi. (1984) Aspergillus ustus PDA tenyészetét el6szor acetonnal extrahaltak, majd
sziirés és beparlas utan a kapott extraktumot etil-acetattal particionaltak, végul a kapott mintat
szilikagél oszlopon frakcionaltdk benzol, dietil-éter, etil-acetat, aceton, acetonitril
felhasznalasaval. Az igy nyert frakcidk tovabbi tisztitasat tobblépéses feélpreparativ HPLC
technikéval C18, illetve szilikagél oszlopokon valdsitottdk meg acetonitril:viz (1:1), valamint
benzol:etil-acetat (9:1) olddszerelegyeket hasznalva mozgéfazisként. A tisztitasi eljaras végen
ophiobolin G (OPG) és OPH méasodlagos metabolitokat kaptak eredményul.

OPA és 6-e-OPA tisztitdsat D. oryzae etil-acetatos extraktumabol valositottdk meg
flash-kromatografidval (Sugawara és mtsi. 1988) kloroform:MeOH (25:1) és toluol:etil-acetat
(2:1) eluenseket hasznalva. Az igy kapott frakciok tisztasagat forditott fazisi HPLC-vel
ellenériztétk MeCN:H,O (65:35) elegyét hasznalva eluensként, 254 nm-es detektalasi
hullamhosszon.

B. sorghicola (jelenleg Bipolaris cookei, Manamgoda és mtsi. 2012) &ltal termelt 6-e-
OPA és 3-a-OPA tisztitasanak els6 1épéseként a fermentlé etil-acetattal torténé extrakciojat
valdsitottak meg, majd kétlépéses kombinalt mddszerrel végezték el a vegylletek tisztitasat.
Az el6tisztitasi 1épésben Sugawara és mtsi. (1988) munkajahoz hasonléan flash-kromatogréfia
kerult alkalmazasra benzol:aceton (95:5 - 80:20) olddszergradiens mellett (Sugawara és
mtsi. 1988). Az igy kapott frakciok végsé tisztitasi 1épését pedig preparativ TLC-vel
val@sitottak meg, 6-e-OPA esetén benzol:aceton (75:25), mig a 3-a-OPA esetén dietil-
éter:benzol (3:2) oldoszerelegyekkel (Pena-Ridriguez és Chilton 1989).

Singh és mtsi. (1991) OPK és 6-e-OPK A. ustusbdl torténd tisztitdsara szintén
metil-etil-ketonnal valositottak meg, majd szilikagel oszlopon CH,Cl,:MeOH (99:1) eluenssel
végezték a preparativ tisztitas elsé 1épését. Ezt kovette egy RP-HPLC lépés Whatman 22 x
250 mm oszlopon MeCN:H,0 (60:40) - MeCN:H,0 (100:0) gradiens program mellett.

Xiao és mtsi. (1991) B. oryzae fermentlevébdl, illetve sporacsirazasi tapkozegébdl
tisztitottak 6 kiilonb6z6 ophiobolin szarmazékot. Mindkét tapkozegbdl etil-acetatos
extrakcioval vontak ki a masodlagos gombametabolitokat, majd szilikagél oszlopon tébb
Iépésben valasztottak el: kloroform, kloroform:aceton (9:1), kloroform:aceton (4:1), aceton
gradienst hasznalva. Az egyes ophiobolin analogok mar az els6 két frakcioban jelen voltak,
igy ezeket tovabb frakcionaltdk benzol:etil-acetat:ecetsav (50:50:1) elegyével. A kapott
alfrakciok tisztasagat RP-HPLC-n ellenérizték (MeCN:H,0 80:20, 0,5 ml/min, 225 nm és 260
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nm). Végso 1épésként preparativ RP-HPLC tisztitast valositottak meg (MeCN:H,O (80:20)
elegyével, 5 ml/min), melynek eredményeként a fermentlébdl 6-e-OPA-t, OPA-t, OPI-t, 6-e-
3-a-OPA-t és 3-a-OPA-t sikeriilt kinyerni, mig a sporacsirazasi tapkozegbdl az OPA mellett
OPB-t is tisztitottak.

Szintén metil-etil-ketonos extrakciot alkalmaztak B. maydis esetében, ahol egy
kétlépéses preparativ eljaras elsé 1épése méretkizarasos kromatografia volt, majd a kapott
frakcidk tovabb tisztitasat RP-HPLC technikaval valdsitottak meg (MeCN:H,O (55:45), 8
ml/min). Eredményil OPM-t és 6-epi-OPM-t kaptak (Tsipouras €s mtsi. 1996).

3-a-OPA és 3-a-6-e-OPA Helminthosporium fajokbol torténé extrakcidjat Kim és
mtsi. (1999) szintén etil-acetattal valdsitottdk meg. A komponenseket egy tdbblépéses
oszlopkromatografias (etil-acetat:hexan (2:1)), valamint preparativ rétegkromatografias
eljaréssal tisztitottak ki. Az ophiobolin sz&rmazékok végsé tisztitasi 1épéseként egy tjabb
normal fazisu elvalasztést alkalmaztak, ahol az optimalis eluens dsszetétel kloroform:metanol
(98:2) volt.

Shen és mtsi. (1999) Bipolaris maydis fermentlevenek etil-acetatos kivonatat
haromlépéses preparativ oszlopkromatografias eljarassal tisztitottak. Erdekes maddon a
frakcionalas els6 1épéseként RP C-18 10 x 250 mm, 5um (Phenomenex)
folyadékkromatogréfias oszlopot alkalmaztak MeCN:H,O (3:2) eluens mellett, majd ezt
kovette egy NP-HPLC tisztitas, 10 x 250 mm, 5u oszlopon hexan:etil-acetat (1:1)
mozgofazissal, 1,5 ml/min aramlasi sebesség mellett. Végil ismét RP-HPLC-n valasztottak el
a mintakomponenseket MeCN:H,O (4:1) elegyét hasznalva eluensként 2 ml/min aramlasi
sebesség mellet. A preparativ eljaras eredményeként sikeresen kitisztitottak a 6-e-3-a-OPB-t.

OPA tisztitasat és L1210 sejtvonallal szembeni apoptotikus aktivitasanak tesztelését
Fujiwara és mtsi. (2000) végezték el. Az f-7438 gombatdrzs fermentlevébdl etil-acetéattal
eldallitott extraktumot eldszor normal fazison frakcionaltak toluol:aceton (5:1) eluens
felhasznalasaval, majd az igy kapott frakcidkat forditott fazisi HPLC technikaval
oldoszergréadiens mellett tovabb tisztitottak (MeCN:H,0 (30:70) - MeCN:H,0O (100:0)).

Shing ¢és mtsi. (2003) indiai kirdlymokus {iriilékébdl izolalt, 28S RNS D1-D2
régiojanak szekvencidja alapjan Neosartorya-ként azonositott MF6942 jelii torzsbol
tisztitottak ophiobolint. A folyadék tenyészetet metil-etil-keton segitségével extrahaltak, majd
méretkizarasos kromatografias technikaval (Sephadex LH20, metanol) valositottdk meg a
tisztitas elso 1épését. Ezt kdvetden az aktiv frakciokat tovabb tisztitottak szilikagél oszlopon

aceton:hexan (10:90) elegyét hasznalva eluensként, majd a kapott alfrakciokat RP-HPLC-n
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MeCN:H,O (65:35) + 0,1% trifluor-ecetsav jelenlétében tovabb tisztitottdk, melynek végén
OPC-t és OPK-t nyertek, melyeket HIV-1 integraz enzim gatlasi vizsgalatdban hasznaltak fel.

Egy szintén fonalas Ascomycota fajbol, Mollisia sp.-bél Jayasuriya és mtsi. (2004)
metil-etil-ketonnal OPC-t vontak ki, melynek preparativ tisztitdsdt RP-HPLC-s technikaval
valdsitottdk meg Zorbax RX C-8 21 x 250 mm oszlopon, 30 perces gradiens eltcidval
(MeCN:H20 (30:70) > MeCN:H,0 (90:10)), 8 ml/min aramlasi sebesség mellett.

A szintén Ascomycota csoportba tartozé Emericella variecolor fermentlevének etil-
acetatos extraktumat normal fazist oszlopkromatografidval mozgofazisként alkalmazott n-
hexan:etil-acetat segitségével frakcionaltak, majd forditott fazisi HPLC-n tovabb tisztitva
(MeOH:H,0 (85:15)) az OPK, 6-e-OPK, 6-e-OPC, 6-e-OPG és 6-e-OPN frakcionalasat
vald@sitottak meg. Szilard taptalajbol szintén ezzel az eljaréssal OPG, 6-e-OPG, OPH, 6-e-
OPN tisztitasat valdsitottak meg (Wei és mtsi. 2004).

Evidente és mtsi. (2006) Drechslera gigantea folyadéktenyészetébdl szarmazod
liofilizdlt anyag extrakcidjat etil-acetattal végeztéek, majd NP-HPLC technikaval
kloroform:izopropanol (96:4) eluens mellett frakcionaltak. Az igy kapott frakciokat a
tovabbiakban preparativ rétegkromatografiaval tovabb tisztitottak, melynek eredményeként
OPA-t, 6-e-OPA-t, 3-a-6-e-OPA-t és OPI-t kaptak.

A B. oryzae fermentlevébdl etil-acetatos extrakcioval nyert anyagot flash-
kromatogréafiaval elvalasztottak (etil-acetat:viz (0:1) -> etil-acetat:viz (1:0)), majd ezt
kovetéen RP-HPLC eljarassal (MeCN:H,0, (65:35)) tovabb tisztitottak, és vegul sikeresen
izolaltak 4 ophiobolin szarmazékot, név szerint az OPA-t, a 6-e-OPA-t, a 3-a-OPA-t és az
OPI-t (Phuwapraisirisan és mtsi. 2007).

Wang és mtsi. (2013b) B. oryzae fermentlevébdl a potencialis ophiobolin anal6gokat
etil-acetatos extrakcidval nyerték ki, majd NP-HPLC segitségével frakcionaltak, ahol az
elvalasztast az etil-acetat:n-hexan olddszergradiens biztositotta. Az igéretes frakcidk tovabb
tisztitasat RP-HPLC eljarassal valdsitottak meg, ahol eluensként MeOH:H,O (70:30),
MeCN:H,0 (58:42) és diklormetdn:MeOH (1:1) elegyeket hasznaltak. A preparativ munkék
eredményeként 3-a-OPA-t, 3-a-6-e-OPA-t, valamint egy Uj ophiobolin szarmazékot a 3-a-6-
OH-OPA-t tisztitottak.

Ugyanez a kutatdcsoport Ulocladium izolatum razatott tenyészetét szlirte, majd a
micéliumot acetonnal extrahalta. Az igy Kkapott anyag frakcionalasat szilikagél
oszlopkromatografiaval valositottdk meg petroléter:etil-acetat oldoszergradiens mellett. A

HepG2 sejtvonallal szemben citotoxikus frakciokat a tovabbiakban tdbblépéses preparativ
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RP-HPLC eljaréssal tisztitottdk (MeOH:H,0, illetve MeCN:H,O eluensekkel. A tisztitasi
eljards végén sikeresen izolaltak 5, eddig még nem leirt ophiobolin analégot, az OPP, OPQ,
OPR, OPS és OPT vegyiuleteket (Wang és mtsi. 2013a).

3.3 Az ophiobolinok biologiai hatasa
3.3.1 Az ophiobolinok fitotoxikus hatasa

Az elsésorban novénypatogénként ismert Bipolaris fajok a barna levélfoltossag nevii
betegséget okozzak, képesek parazitaként megtdmadni olyan mezdgazdasagilag fontos
ndvényeket, mint a rizs, kukorica és a cirok. A névénypatogén Bipolaris fajok felelések az
1943-as Bengali rizs éhinségért (Padmanabhan 1973), illetve az 1970-71-es déli kukorica
levéliiszog jarvanyért (Tatum 1971), mely utébbi az Egyesiilt Allamokban okozott jelentds
gazdasagi karokat. A Bipolaris nemzetség tagjai azonban nem csak Indiaban és az Egyesiilt
Allamokban fenyegetik a mezGgazdasagi terményeket, hanem hazankban is (Koncz és mtsi.
1974, Cs6sz 2005). A Bipolaris oryzae altal okozott barna levélfoltossdg egyike a
legjelentésebb rizst fert6z6 betegségeknek. A betegség jellegzetes tiinete, hogy a gomba altal
termelt toxinok hatasara a leveleken sotétbarna szinii, kerek vagy ovalis alaku foltok jelennek
meg és a parenchyma sejtek pusztulasat okozzak. A levélen okozott léziok hatdsara csokken a
fotoszintézisre alkalmas felliletet, valamint a klorofill A és B koncentracidja egyarant.
Hasonld koncentraciocsokkenést lehetett megfigyelni a karotinoidok esetében is, habar ebben
az esetben a csokkenés mértéke nem bizonyult olyan jelentésnek, mint az emlitett névenyi
pigmentek esetében (Dallagnol és mtsi. 2011).

Hat kiilonb6z6 rizs novény (S-201, Samnam, Nakdong, Aichi-asahi, Es-18, IR-8)
fitotoxicitasi vizsgalata soran azok leveleit megsebezve kiilonboz6 ophiobolinokkal kezelték a
ndvényeket. A B. oryzae-bdl tisztitott 7 kiilonb6z6 ophiobolin szarmazékot (OPA, 6-e-OPA,
6-e-3-a-OPA, OPI, ophiobolin J (OPJ), 25-hidroxi-ophiobolin 1 (25-OH-OPI) és OPB)
vizsgaltdk, melynek sordn a 6-e-OPA bizonyult a legtoxikusabbnak, mig OPJ és OPI
novénykarosité hatasa volt a leggyengébb a vizsgalt tesztvegyiiletek kdzott (Yun és mitsi.
1988).

Pena-Rodriguez és Chilton (1989) szintén levélsebzési kisérletekben vizsgéltdk az
ophiobolinok névényekre gyakorolt hatasat. A fehércirokot ferté6zé Bipolaris sorghicolabdl
tisztitott négy kiilonb6z6 ophiobolin (OPA, a 6-e-OPA, a 3-a-OPA és a 6-e-3-a-OPA)

felhasznalasaval 2, 1, 0,5, 0,2, 0,1 és 0,05 mg/ml koncentraciokban tesztelték azok
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fitotoxicitasat cirokon, sarlofiin és a kukorican. Megallapitottadk, hogy az OPA és a 6-e-OPA
bizonyult a legtoxikusabbnak ezen novényekkel szemben, mig anhidro szarmazékaik
jelentdsen gyengébb hatast valtottak ki.

Rizs, arpa, kukorica, szo6ja, cirok, ludfli, szerbtdvis €s a barsonylevél bevonéasaval hat
ophiobolin analdégot (OPA, 3-a-OPA, OPB, 6-e-OPA, 6-e-3-a-OPA, OPI) vizsgaltak 400
Hg/ml koncentracidban levélsebzési tesztekben. A vizsgéalt masodlagos metabolitok koziil
csupan az OPA eés a 3-a-OPA bizonyultak fitotoxikusnak, esetiikben a tesztelt névények
levelein nekrotikus elvaltozasokat lehetett megfigyelni (Kim és mtsi. 1999).

Evidente és mtsi. (2006) arra keresték a véalaszt, hogy az altaluk D. gigantea-bél
tisztitott ophiobolinok (OPA, 6-e-OPA, 6-e-3-a-OPA és OPI) mutatnak-e kilonbséget
fitotoxicitas tekintetében egy-, illetve kétszikli novények kozott. A kisérletekbe egyszikii
fiféléket (vadzab, meddd rozsnok, csillagpazsit, pirdk, ujjasmuhar, kakasldbfii, kanari
datolyapalma, z6ld muhar) és kétszikli gyomndvényeket (szords disznoparéj, fehér libatop,
mezei szuldk, fehér kdnyazsazsa és szelid csorboka) vontak be. Megallapitottak, hogy az OPA
toxicitasa a legnagyobb a vizsgalatba bevont ophiobolin szdrmazékok kozott, 6t koveti a 6-e-
OPA, majd a 6-e-3-a-OPA, mely csupan néhany tesztnévény esetében bizonyult toxikusnak.
Az OPI egyik vizsgalt novénnyel szemben sem mutatott fitotoxicitast. Tovabbi érdekes
eredmeny, hogy az egyszikiiek érzékenyebbek voltak az ophiobolinokra, mint a kétsziktiek. A
szerkezet-hatas  Osszefliggés  tanulményozasakor — megallapitottdk, hogy  bizonyos
molekulaszerkezeti elemek kiemelt szerepet jatszanak az egyes ophiobolin analégok
fitotoxicitaséban, ilyen a 3. szénatomon 1év6 hidroxilcsoport, a 6. szénatom sztereokémidja,
valamint a 7. szénatomhoz kapcsol6dé aldehid csoport.

Szintén ez a kutatocsoport vizsgalta az OPB-t, OPJ-t, ophiobolin E-t (OPE) és 8-epi-
ophiobolin J-t (8-e-OPJ) vad vords zabon és egérarpan levélsebzési kisérletekben 0,5 mg/ml
koncentracioban. Az OPB és OPJ toxikusnak bizonyultak a tesztelt névényekkel szemben,
azonban az OPE és a 8-e-OPJ nem mutattak fitotoxikus hatast (Evidente és mtsi. 2006).

Az OPA dohénysejtekre (TBY-2) gyakorolt hatdsanak vizsgalata soran mar 4 pg/ml
koncentracio mellett sejthaldlt lehetett megfigyelni, tovabba 2 pg/ml koncentracidban
ugyanezen novényen gatolta a sejtek ndvekedését. A kezelés utdn egy nappal az OPA-t
kimosva a sejtekbdl és friss toxinmentes tapkozeghez juttatva azokat, a toxin hatdsat teljes
mértékben sikerullt megsziintetni és a dohanysejtek novekedése zavartalan Gtemben haladt
tovabb. A kiserletbe bevont 6-e-3-a-OPA nem bizonyult fitotoxikusnak a TBY-2 dohany
sejtekre (Bury és mtsi. 2013a).



Irodalmi attekintés 23

3.3.2 Az OPA kalmodulingéatl6 hatasa

Az OPA kiemelked6 fitotoxikus aktivitasat elsésorban kalmodulin antagonista
hatdsaval magyarazzadk. Szamos tanulmény igyekezett feltdrni az OPA kalmodulin
antagonista hatdsdnak mechanizmusét (Leung és mtsi. 1988, Li és mtsi. 1995, Au és mtsi.
1998, Au és mtsi. 2000b). Az eukaridta sejtek f6 Ca®*-kotd fehérjéje a kalmodulin, mely
foszfodiészteraz (PDE) aktivatorként (Cheung és mtsi. 1971), valamint a sejtciklus
elérehaladaséaért is felel (Kahl és mtsi. 2003, Bury és mtsi. 2013b). Leung és mtsi. (1984)
sikeresen bebizonyitottdk, hogy az OPA gatolja a kalmodulinfiiggd ciklikus nukleotid
foszfodiészteraz enzim miikodését, mégpedig azaltal, hogy irreverzibilisen kotodik a
kalmodulin lizin aminosavjahoz (Leung és mtsi. 1988). Szintén ez a kutatdcsoport
bizonyitotta, hogy az OPA kalmodulin gétlé hatésa Ca’* jelenlétében sokkal erésebb (Leung
és mtsi. 1985).

Az OPA kalmodulin inaktivacidjanak vizsgalatdt nem csak novények esetében
vizsgaltdk. Au és mitsi. (2000b) megallapitottdk, szarvasmarha agyaban 1évd kalmodulin
esetében egyetlen OPA molekula kotédése elegendé annak inaktivaciojahoz. Az OPA
potencialis kotShelyeit vizsgalva azt taldltdk, hogy hdrom lizin aminosav (75, 77 és 148)
szolgalhat kotohelyiil az OPA szdmara, de leghatékonyabbnak a 75. lizinhez valo kotédés
bizonyult, ekkor 70%-kal csokkent a kalmodulin PDE-aktivalo képessége.

3.3.3 Az ophiobolinok antimikrobialis hatasa

OPA-t, OPB-t, OPL-t, OPI-t, OPA laktont, OPB laktont és 6-epi-ophiobolin L-t (6-e-
OPL) teszteltek Candida albicans, Cryptococcus neoformans, Trichophyton mentagrophytes,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, valamint Mycobacterium intracellulare
mikroorganizmusokkal szemben 1 mg/ml koncentraciéban. A metabolitok gyenge
Cryptococcus ellenes aktivitast mutattak, azonban erdteljesen gatoltak a T. mentagrophytes
novekedését. Az E. colival szemben egyik tesztelt ophiobolin analég sem bizonyult aktivnak.
Az OPA és a 6-e-OPL er6s antibakteridlis hatast mutatott S. aureus esetében. A vizsgalatba
bevont ophiobolinok koziil egyediil az OPA fejtett ki erés, novekedésgatlo hatast a C.
albicansra. Egy parhuzamos kisérletben kiderult, hogy az OPA MIC értéke C. albicans (12,5
ug/ml), Aspergillus flavus (25 pg/ml), T. mentagrophytes (12,5 pg/ml), Torulopsis cremoris
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(0,2 pg/ml), Torulopsis petrophilum (1,56 pg/ml), ami a T. cremoris kivételével minden
esetben alacsonyabbnak bizonyult az Amphotericin B alkalmazasakor mért értékeknél (Li és
mtsi. 1995).

Az OPA-t, 6-e-OPA-t, 6-e-3-a-OPA-t és OPB-t 1 mg/ml koncentracidban tesztelték
Erwinia carotovora, Streptomyces griseus, Pseudomonas putida, Xanthomonas campestris
baktériumokon (Kim és mtsi. 1999). Az ophiobolinok gatoltdk a S. griseus novekedését,
azonban a Gram-negativ baktériumokra nem voltak hatassal. Ezen vegyuletek 1 mg/ml
koncentracioban tesztelésre keriiltek Alternaria alternata, Botrytis cinerea, Bipolaris maydis,
Fusarium oxysporum, Magnaporthe grisea, Pythium graminicola €és Thanatephorus
cucumeris gombéakon is. A négy ophiobolin k6zil az OPB az 6sszes gomba ndvekedését
gatolta, aktivitds tekintetében 6t kovette rendre az OPA és a 3-a-6-e-OPA. A 6-e-OPA
inaktivnak bizonyult a vizsgalatba bevont gombakkal szemben.

A 3-anhidro-6-hidroxi-ophiobolin A (3-a-6-OH-OPA) képes volt gatolni a Bacillus
subtilis (ATCC 6051), a S. aureus (ATCC 6538) és methicillinrezisztens S. aureus (MRSA)
novekedesét 12,5 ug/ml MIC érték mellett. Ezen kivil a 3-a-6-OH-OPA 50 pg/ml
koncentracioban hatékonynak bizonyult a C. albicans SC5314 torzsével szemben is (Wang és
mtsi. 2013b).

Az OPK, 6-e-OPK és 6-epi-ophiobolin G (6-e-OPG) biofilmképzodést gatldo hatasat
Mycobacterium smegmatis esetében bizonyitottak, ahol a vizsgalatba bevont tesztvegyuletek
MIC értekei rendre 4,1 uM, 65 UM és 17 uM voltak. Ebben a kisérletben az OPK hatasat M.
bovis BCG torzzsel szemben is vizsgaltdk, és megallapitottdk, hogy MIC 8,2 uM

koncentracio mellett gatolta a biofilm képzddést (Arai és mtsi. 2013).

3.3.4 Az ophiobolinok nematocid hatasa

Az OPK-t és a 6-e-OPK-t tesztelttk 100 pg/ml koncentracioban C. elegans
fonélféreggel szemben. Az OPK esetében az EDsy érték 10 pg/ml volt, a 6-e-OPK pedig
hatastalannak bizonyult (Singh és mtsi. 1991, Tsipouras és mtsi. 1996). Az OPM LDs; = 5,2
pug/ml és 6-e-OPM, valamint OPC (LDsp = 2 ug/ml) és 6-e-OPC is nematocid aktivitast
mutatott. (Tsipouras és mtsi. 1996).
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3.3.5 Az ophiobolinok citotoxikus hatasa

Szamos tanulmany irdnyult a kiilénb6z6 ophiobolin analégok citotoxikus hatasanak
vizsgalatara. Shen és mtsi. (1999) az OPA az A-549 (human alveolaris epitélsejt eredetii
adenokarcindma), a HT-29 (human vastagbél adenokarcinbma) és a Mel-20 (egér
eritroleukémia) sejtvonalakra gyakorolt hatasat vizsgalva megéllapitottdk, hogy ICso = 50
ng/ml értékneél citotoxikusnak bizonyult, mig a P-388 (egér leukémia sejtvonallal) szemben
mar 1Cso = 25 ng/ml koncentracioban hatasos volt.

Egy masik kutatdcsoport eredményei alapjan az OPA az L1210 (egér leukémia)
sejtvonal esetében 4-400 ng/ml koncentracidban citotoxikus hatést fejtett ki és apoptozist
indukalt (Fujiwara és mtsi. 2000).

Az OPI citotoxicitdsanak vizsgalata soran erés hatast tapasztaltak HeLa (méhnyakrak)
és KB (nyaki adenokarcindma) sejtek ellen, az 1Cs értekek rendre 0,1 pg/ml és 0,9 pg/ml
voltak (Phuwapraisirisan és mtsi. 2007).

Yang és mtsi. (2012) Aspergillus ustusbol sikeresen tisztitottak egy masodlagos
metabolitot, melyet a szerkezetvizsgalatok alapjan ophiobolin O-ként azonositottak. Ezen
vegyuletnek MCF-7 (human eml6 adenokarcinoma) sejtvonalra Kifejtett hatdsat vizsgalva
megallapitottdk, hogy mar alacsony koncentraciéban novekedésgatld hatasa van (ICso = 7,1
ug/ml) és apoptdzist indukalt azaltal, hogy a sejtciklust gatolta a Go/G; fazisban.

Tiz ophiobolin szarmazék (OPA, 3-a-OPA, 3-a-6-e-OPA, OPB, OPC, 6-e-OPG,
ophiobolin H (OPH), OPK, 6-e-OPK és 6-epi-ophiobolin N (6-e-OPN) hatasat vizsgaltak
CLL (kronikus limfocitas leukémia) sejtvonalon (Bladt és mtsi. 2013). Kozllik 4 vegydulet, az
OPA (0,4 ng/ml), OPB (0,8 ng/ml), OPC (3,2 ng/ml) és OPK (1,6 ng/ml) mutatta a legerésebb
citotoxikus aktivitast az 1Csg értékek szerint, mig a 3-a-OPA, 3-a-6-e-OPA, 6-e-OPG, OPH, 6-
e-OPK és a 6-e-OPN nem fejtettek ki szamottevé hatdst a CLL sejtekre. Az ophiobolinok
szerkezet-hatas 0Osszefliggésében kijelenthetd, hogy a CLL sejtekkel szembeni toxicités
kialakitasdban szamottevé szerepe van a 3. szénatom hidroxilcsoportjanak, illetve a 21.
szénatom aldehid csoportjanak, tovabba az A/B-cisz gyliris szerkezetnek (Bladt és mitsi.
2013).

A Wang és mtsi. (2013b) altal B. oryzaebdl tisztitott 3-a-6-OH-OPA erds novekedést
gatlo hatast mutatott HepG2 (human mdj karcindma) és K562 (human eritroleukémia)

sejtvonalakkal szemben, ahol az 1Csg értékek rendre 2,6 pg/ml és 1,6 ug/ml voltak.
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Az OPK humén és egér sejtvonalakra gyakorolt hatasat Wei és mtsi. (2004) vizsgaltak
részletesebben, és meghataroztak az 1Csy értékeket, melyek az NCI-H460 (human tiid6rak)
sejtvonal esetében 140 ng/ml, a HOP18 (human tiidérak) sejtvonal esetében 228 ng/ml, a
MDA-MB-231 (human emlérak) sejtvonal esetén 260 ng/ml, a T-47D (human emlérak)
sejtvonal esetén 228 ng/ml, ACHN (humén vese adenokarcindma) sejteknél 132 ng/ml,
HCT116 (humén vastagbélrdk) 108 ng/ml, P-388 sejteknél 204 ng/ml és P-388/ADR
(adriamycinrezisztens egér leukémia) sejteknél 144 ng/ml volt.

Az OPA és a 3-a-6-e-OPA harom emberi tumor, az A-549, az SKMEL28 (human
malignus melanéma), a Hs683 (human glioma), valamint a B16F10 (egér melanéma)
sejtvonalon lett tesztelve. Az ICsy az OPA esetén az A-549 sejtek esetében 168 ng/ml, az
SKMEL28 sejtvonalon 148 ng/ml, a Hs683 sejtvonalon 248 ng/ml, mig a B16F10 sejteken
116 ng/ml volt. Az 1Cs érték a 3-a-6-e-OPA esetén A-549 sejteken 12 pg/ml, a SKMEL28
sejteken 10,8 pg/ml, a Hs683 sejteken 12 ug/ml és a B16F10 sejteken 8,8 pg/ml volt. Az
OPA-t tesztelték multidrog rezisztens HL60 (huméan promielocita leukémia), A2780 (human
petefeszekrak), GLC4 (human kissejtes tiidérak) és HCT116 sejtsorokkal szemben is. A
tesztek kimutattak, hogy az OPA az érzékeny és az ellenall6 sejtsorok novekedését is gatolta
0,4 pg/ml koncentracioban. Amikor a Hs683 sejteket 0,4 pg/ml OPA-val kezelték 72 éran at,
akkor gétolta a sejtek szaporodasat és 24 oraval a vegyilet kimosésa utan is fennmaradt a
gatlds. Az OPA-t tesztelték novekedési faktorokkal kezelt, 0szt6dd emberi hamsejtek két
tipusan. A nem, vagy lassan o0sztodd hamsejtek eseten az OPA ICsy értéke majdnem
haromszorosa volt az 0sztddd hamsejtekének, és 5-10 szerese a harom emberi €s egy egeér
tumor sejtsornak. A citotoxicitasi tesztek soran kiderult, hogy a ndvényi sejtek kevéshé
érzékenyek az OPA kezelésre, mint az emlds sejtsorok, tovabba, hogy a lassan vagy
egyaltalan nem gyarapodo hamsejtek kevésbe érzékenyek az OPA-val szemben, mint azok,
amelyek gyorsabban osztodnak (Bury és mtsi. 2013a).

De Vries-van Leeuwen és mtsi. (2010) terpén tipusu vegyiletek toxicitasat vizsgalva
megallapitottdk, hogy az OPA mintegy 250-szer toxikusabb OVCAR3 (human petefészek
karcinbma) sejtvonalakon, mint az OPIl. Nem rakos sejtvonalon (HUVEC - human
kdldokvéna endotél sejtek) az OPA szintén rendkivil toxikusnak bizonyult (ICso 0,08 uM)
szemben az OPI-vel, ami arra enged kovetkeztetni, hogy az OPA nem tumorspecifikus. Az
OPI  esetében jelentkez6 bioaktivitdshianyat a harmadik szénatomr6l hidnyzo

hidroxilcsoporttal, illetve a hetedik szénatomrdl hianyz6 aldehid csoporttal magyarazzak, ami
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0sszhangban van a korabbi szerkezet-hatds 6sszefliggésekre iranyulé megfigyelésekkel
(Evidente és mtsi. 2006).

3.3.6 Az ophiobolinok HIV-1 integréz antagonista hatasa

A HIV virus replikéacidjanak egyik kritikus pontja a HIV-1 integrdz enzim aktivitasa,
melyet tébb ophiobolin szarmazék is keépes gatolni. A leghatasosabbnak az OPC bizonyult
ICso = 2,68 pg/ml értékkel, majd 6t kovették rendre az OPB (ICsp = 8,6 pg/ml), OPK (ICsp =
9,2 pg/ml), 6-e-OPK (ICso = 11,6 pg/ml), OPH (ICsp = 12 pg/ml az 6-e-OPC (ICsp = 13,2
ng/ml). Erdekes modon a széleskorii bioldgiai aktivitassal rendelkez6 ophiobolin szarmazék
az OPA bizonyult ezen kisérletekben a legkevésbé hatékonynak 1Cso = 19,2 ug/ml értékkel
(Singh és mtsi. 2003).

3.3.7 Az ophiobolinok in vivo hatasai

Az ophiobolinok bioldgiai aktivitasanak tanulmanyozasakor érdemes kulon figyelmet
forditani az in vivo kisérletekre. Nakamura és Ishibashi (1958) mar a vegyiletcsalad
vizsgélatanak korai id6szakaban jellemezte az akkor még egyediili ophiobolin szarmazékként
ismert OPA hatasat egereken. Megallapitottdk az LDs értékeket szubkutan (238 mg/kg),
intraperitonedlis (21 mg/kg), intravénas (12 mg/kg) és oralis (73 mg/kg) adagolaskor. Erdekes
modon az OPB intraperitonedlis adagolaskor joval toxikusabbnak (4,4 mg/kg) bizonyult
egerekkel szemben (Ishibashi 1962).

Bury és mtsi. (2013) egér Kkisérletekben megallapitottdk, hogy 10 mg/kg
intraperotineélis OPA kezelés hatasara a tulélési periddus szignifikansan emelkedett B16F10
melanomas egerekben a kontrollhoz képest.

A nemrég felfedezett (Yang és mtsi. 2012) OPO gatolta az MCF-7 sejtek okozta tumor
ndvekedését kezelt egerekben. A 20 mg/kg/nap OPO kezelés hatdsara 69%-0s gatld hatast
tapasztaltak (Lv és mtsi. 2015).

Szintén egér kisérletekben sikerilt kimutatni, hogy a 3-a-6-OH-OPA hatékonynak
bizonyult influenza virus A ellen 0,3 mg/kg intranazalis adagolas soran. A vizsgalatok alapjan
feltételezhetd, hogy a virus replikacidjanak gatlasat a II1. tipust interferonok expresszidjanak
novelésével éri el a 3-a-6-OH-OPA. Mindezek alapjan ez az ophiobolin szarmazék egy

értékes jelolt lehet Gj, influenza ellenes szerek fejlesztésében (Wang és mtsi. 2016).
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Pdsa és mtsi. (2016) az OPA gyulladasos folyamatokban bet6ltott szerepét vizsgaltak
patkanyokon. Eredményeik alapjan arra lehet kovetkeztetni, hogy a gyulladaskeltd
mediatorok (IL-6 és TNF-o) OPA altal okozott gyors felszabadulasa, valamint a hem-

oxigendz enzimaktivitas csokkenése elésegiti a szisztémas gyulladast.

3.3.8 Az ophiobolinok hatdsa himivarsejteken

A kalmodulin antagonistaként jol ismert OPA egér spermiumokon erdteljesen gatolta a
tirozin foszforilaciot, gatolva ezéltal a kapacitacidt (Zeng és mitsi. 2003). Megfigyelték
tovabba, hogy az aktiv mozgast végzo ivarsejtek szama erételjesen lecsokkent, azonban azok
éltképességében nem tapasztaltak valtozast. Az OPA szerepét ezen folyamatokban két
feltételezett szabalyz6 Gtvonallal magyaraztdk, miszerint vagy a sejtek mozgékonysagat
gatolta el6szor az OPA, majd azt kovetden a tirozin foszforilaciot, vagy forditva.

Grunewald és mitsi. (2009) hasonldo megfigyeléseket tettek human himivarsejtek
esetében. Az OPA szignifikdns mértékben gatolta a tirozin foszforilaciot, valamint a
spermiumok mozgékonysagat, mindezek mellett a kapacitalt sejtek szama dramaian
lecsokkent. Megfigyelték tovabba, hogy a kezelt spermiumok nagy részében az apoptotikus

szignalizacios utvonalak erételjesen aktivalodtak OPA kezelés hataséra.
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4 Célkitiizések

A Bipolaris nemzetség tagjai €s mas rokon fajok szamos szeszterterpén tipusd
mésodlagos metabolitot termelnek, melyekre véltozatos bioldgiai aktivitasuk miatt, mint Uj
biotechnoldgiai, gyogyaszati és névényvédelmi szempontbdl igéretes hatdanyagokra, egyre
fokozodo figyelem iranyul mind az alap-, mind az alkalmazott kutatasok felél. E vegytiletek
kdzul is az egyik legérdekesebb a triciklikus szeszterterpén ophiobolinok csoportja. E
vegyiiletcsoport elsé képviseldit mar évtizedekkel ezel6tt azonositottak és tobb szeszterterpén
termelésre képes fajt is leirtak, ugyanakkor a termeld szervezetekkel, a termelt metabolitok
Osszetételével és mennyiségével kapcsolatos, részletesebb sszehasonlitd vizsgalatok eddig
nem késziltek. Mindezek figyelembevételével munkéank sordn célkitlizéseink az alabbiak

voltak:

1. Az OPA és egyéb ophiobolin analogok detektalasara és mennyiségi mérésere alkalmas
analitikai HPLC maddszer kidolgozasa.

2. Az ophiobolintermelés vizsgalata kiilonb6z6 Bipolaris, Curvularia és Drechslera
torzsek esetében és a kiemelkedé OPA termelést biztositd torzsek azonositasa.

3. Az OPA és egyéb ophiobolin analogok tisztitdsara alkalmas félpreparativ HPLC
modszer kidolgozasa és a vizsgalatba bevont kiemelkedd termelési képességii torzsbol
torténé ophiobolin tisztitds megvaldsitasa, valamint a tisztitott vegyiiletek
tomegspektrometrias jellemzése és NMR vizsgalattal torténd azonositasa.

4. A legjobb ophiobolintermeld képességgel rendelkezd torzs optimalis tenyésztési
korilményeinek megallapitasa, kilonds tekintettel a leoltas mddjara, a tenyésztési
homérsékletre, valamint az alkalmazott szénforrasra.

5. Az OPA stabilithsanak vizsgélata szerves oldoszerekben, és az esetleges
bomlastermékek folyadékkromatografids azonositasa, valamint keletkezésuk
Kinetikajanak megallapitasa.

6. A tisztitott OPA bioldgiai aktivitdsanak vizsgalata emlds sejteken.
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5 Anyagok és modszerek

5.1 Felhasznalt anyagok

A kisérletek sorén felhasznalt anyagokat a 2. tablazat tartalmazza.

2. tablazat. Felhasznélt anyagok.

felhasznélt anyag gyarté
Acetonitril VWR
Dimetil-szulfoxid VWR

Etanol VWR

Etil-acetat VWR

Foszfat puffer Dulbecco
Hangyasav Sigma
Izopropanol VWR

JC-1 Molecular Probes

Kalcein-acetoxi-metilészter

Molecular Probes

Metanol VWR
Metanol-d, Sigma
MR-A Kubus
n-hexan VWR
Ophiobolin A Sigma
Propidium-jodid Molecular Probes
Resazurin Sigma
RPMI-1640 Sigma
Triclosan Sigma

Vadkan spermium

Viz

Figen Oy Finland
Millipore Milli-Q
Gradient Al0,
Merck
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5.2 A vizsgalt izolatumok

A vizsgalt izolatumokat és a szarmazasi helyuket a 3. tablazat tartalmazza.

3. tablazat. A vizsgalt Bipolaris, Curvularia és Drechslera torzsek.

Faj Torzs* Eredet

Bipolaris aberrans SZMC 13018 Queensland

B. bicolor SZMC 13038 Ausztralia

B. bicolor SZMC 13036 Ausztralia

B. eleusines SZMC 13017 Queensland

B. maydis SZMC 13033 Ausztrélia

B. maydis SZMC 13035 Ausztrélia

B. maydis SZMC 24160 n.a.

B. melinidis SZMC 13050 Ausztralia

B. microlaenae SZMC 13048 Ausztralia

B. microlaenae SZMC 13015 Queensland

B. oryzae SZMC 24161 Ausztrélia

B. oryzae SZMC 13043 Ausztrélia

B. oryzae SZMC 13001 n.a.

B. oryzae SZMC 24162 Oryza sativa, gabona

B. oryzae SZMC 24163 n.a.

B. sacchari SZMC 13007 n.a.

B. sorokiniana SZMC 13052 Ausztrélia

B. sorokiniana SZMC 13053 Ausztralia

B. sorokiniana SZMC 13054 Ausztrélia

B. sorokiniana SZMC 13013 Olaszorszag

B. zeicola SZMC 24164 Ausztralia

B. zeicola SZMC 24165 n.a.

Curvularia australiensis SZMC 13041B Dactylocteniunj _radulans;
Ausztrélia

C. australiensis SZMC 13086 Oryza sativa, magok, Vietndm

C. hawaiiensis SZMC 13046B Chloris gayana; Ausztrélia

C. hawaiiensis SZMC 13085 Oryza sativa, Hawaii

C. homomorphus SZMC 24166 Levegd, 60 m a talajszint felett

C. spicifer SZMC 13038B Ausztralia

C. spicifera SZMC 13088 Nicotiana tabacum, levél

Drechslera nodulosa SZMC 13008 n.a.

1SZMC - Szeged Microbiology Collection
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5.3 Tenyesztési korulmények

A gombatdrzseket burgonyakivonatos taptalajon (PDA, 50% szlirt burgonya kivonat,
2% glukoz, 2% agar) tartottuk fenn ferde agaron.

Az izolatumok ophiobolintermelésének vizsgalatdhoz Petri-csészén, PDA téptalajon
elénevelt torzsekbol steril desztillalt viz segitségével konidium szuszpenzidt készitettlink,
mellyel 50 ml PDB tapoldatokat (50% sziirt burgonya kivonat, 2% gliikoz) oltottunk le 2x10?
konidium/ml végkoncentracioban.

Az optimalis leoltasi korilmények meghatarozasara az el6zetesen kivalasztott, PDA
ferde agaron elénevelt Bipolaris oryzae SZMC 24163 torzsbol steril desztillalt viz
segitségével konidium szuszpenzidt készitettlink, mellyel 50-50 ml PDB tapoldatot oltottunk
le harom kiilénbdzé végkoncentracioban (2x10, 2x10%és 2x10% konidium/ml). A Petri-csészén
elénevelt gombabol 0,5 mm atméréjii agardugokat vagtunk ki a fiatal telep szélein, majd 50-
50 ml PDB (50% sziirt burgonya kivonat, 2% gliikdz) tpoldatot oltottunk le 1, 3, illetve 6
agardugoval. Az igy kapott tenyészeteket 12 napig inkubaltuk 28 °C-on.

Az optimalis tenyésztési homérséklet megallapitasara az elénevelt Bipolaris oryzae
SZMC 24163 torzset 50-50 ml PDB tapoldatba oltottuk le 2x10 konidium/ml
végkoncentraciéban, majd a razatott tenyeszeteket 14 napig neveltik 4 kiilonboz6
hémérsékleten (20 °C, 25 °C, 28 °C, 37 °C).

Az ophiobolinok termeléséhez az optimalis szénforras meghatarozasara a
korabbiaknak megfeleléen elénevelt Bipolaris oryzae SZMC 24163 torzset 50-50 ml
kiilonboz6 szénforrasokkal kiegészitett tapoldatba (50% burgonyakivonat, 50% desztillalt viz,
2% szenforras) oltottuk le 2x10 konidium/ml végkoncentracidban. A kisérletben felhasznalt
szénforrdsok a kovetkezOk voltak: gliikoz, fruktéz, maltdéz, szachardz, keményitd, cellobidz,
etanol, glicerin, mannitol és natrium-acetat. A razatott tenyészeteket 6 napig inkubaltuk 28
°C-on.

Mindegyik tenyésztési  korilmeény optimalizalasara iranyuld  kisérletet 3
parhuzamosban végeztik el.

A félpreparativ munkak soran az eltenyésztett B. oryzae SZMC 24163 torzset 1-1 |
PDB tapoldatba oltottuk le 2x10 konidium/ml végkoncentraciéban, majd 14 napig inkubaltuk
28 °C-on. Négy eltérd idoben végeztikk a leoltdsokat, ennek megfeleléen az egyes
tenyésztések soran keletkezett fermentleveket O1, O2, O3, illetve O4 sarzsokként tlntettiik

fel, ahol az egyes sarzsok ugyanazon konidiumszuszpenziobol kertltek leoltasra.
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5.4 Ophiobolin kivonas

Az ophiobolintermelés felmérése és a tenyésztési korilmények vizsgalata soran az
ophiobolinokat folyadék-folyadék extrakcio segitségével vontuk ki a fermentlébdl. A
tenyésztesi idoszak alatt naponta 1 ml fermentlé kerult mintavételezésre, majd ezt kovetéen a
micélium térmeléket centrifugalassal tlepitettik (13 000 rpm, 3 perc). A feltluszé 0,5 ml-ét
azonos mennyiségl etil-acetattal hdrom lépésben extrahaltuk, majd az egyesitett fels6 szerves
fazisokat nitrogén gazaram alatt szarazra paroltuk. A mintadkat a HPLC-s vizsgalatokig -20
°C-on taroltuk. Az analizis el6tt a beparolt mintakat 500 ul HPLC tisztasagu acetonitrilben
oldottuk vissza.

A szénforrés optimalizalasara iranyul6 kisérletek soran végpontos mérést végeztiink a
tenyésztési idészak végén. A micéliumokat szirtiik, majd 24 oras szaritast (70 °C) kovetden
tomeguket megmértik (Ohaus Explorer, VWR).

Az ophiobolinok tisztitasara iranyuld kiserletek soran a fermentlevet sziirtiik, majd 1:1
térfogat aranyban etil-acetattal extrahaltuk. A folyadék-folyadék extrakciot haromszor
ismételtlik, és az egyes extraktumok egyesitését kovetden rotacios vakuumbeparlo készilek
(IKA RV 10, IKA Works) segitségével szarazra paroltuk. Az igy keletkezett szarazanyag

tdmegét megmértik.

5.5 Ophiobolinok analitikai HPLC vizsgalata

5.5.1 Az OPA termelésének vizsgalatara alkalmazott HPLC modszer

Az OPA termelésének vizsgalatara, a termelési Kkinetikak megéallapitasara az
alabbiakban részletezett, altalunk kifejlesztett analitikai HPLC mddszert alkalmaztuk. A
vizsgalatok sordn moduléris Shimadzu-tipust nagynyomasu gradiensképzé HPLC rendszert
alkalmaztunk, melynek vezérlését egy SCL-10AVP vezérléegység végezte, amihez két LC-
20AD pumpa, egy DGU-14A géaztalanito, egy SIL-10ADVP automata mintaadagolo, egy
CTO-10ASVP oszlop termosztat, valamint egy SPD-10AVP kétcsatornas UV-Vis detektor
kapcsolodott optikai k&beleken keresztiill. Az OPA detektalasat és mennyiségi meghatarozasat
C18 4 x 3 mm (Phenomenex) el6tétoszloppal ellatott Prodigy C18 150 x 4,6 mm, 3 um
(Phenomenex) oszlopon valésitottuk meg HPLC tisztasagu viz és acetonitril (40:60) aranyu

elegye segitségével. Az aramlasi sebesség és az injektéalasi térfogat rendre 1 ml/min és 3 pul
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volt. A detektalasi hullamhossz 230 nm, illetve 254 nm, mig az oszlop termosztat
hémérséklete 40 °C volt. A modszer kifejlesztéséhez, illetve a kalibracidhoz standardként a
kereskedelmi forgalomban kaphaté OPA-t hasznaltunk. Az adatgyiijtést és a kiértékelést a

ClassVP v5.2 programmal valdsitottuk meg.

5.5.2 Az ophiobolintermelés optimalizalasara alkalmazott HPLC mddszer

A termelés optimalizalasara iranyuld kisérletek soran az aldbbiakban targyalt analitikai
HPLC moddszert alkalmaztuk. Az OPA detektalasara és mennyiségi meghatarozasara
izokratikus HPLC mddszert fejlesztettink ki, ahol az eluens HPLC tisztasdgl viz és
acetonitril (40:60) volt Prodigy C18 150 x 4,6 mm, 3 um (Phenomenex) oszlopon C18 3 x 4
mm (Phenomenex) elététoszlop hasznélatdval. A vizsgalatok soran moduléris Shimadzu
tipusu nagynyomasu gradiensképz6 HPLC rendszert alkalmaztunk. A rendszer vezérlését
CBM-20A vezérloegység végezte, amelyhez SIL-20A automata mintaadagold, két LC-20AD
pumpa, DGU-14A géaztalanito, CTO-10ASVP oszlop termosztat, valamint egy SPD-10AVP
UV-Vis detektor (Shimadzu) kapcsolddott optikai kabeleken keresztll. Az aramlasi sebesség
1 ml/min volt, 3 ul injektéalasi térfogat mellett. A detektal&si hullamhossz 230 nm, illetve 254
nm, mig az oszlop termosztat homérséklete 40 °C volt. A modszer kifejlesztéséhez
standardkent a kereskedelmi forgalomban kaphatd OPA-t hasznaltunk. Az adatgytijtést és a

kiértékelést a ClassVVP v5.2 programmal végeztik.

5.5.3 Az OPA bomlasanak vizsgalatara alkalmazott HPLC mddszer

Az OPA bomléasanak vizsgalatara alkalmazott izokratikus HPLC modszer az 5.5.2
fejezetben részletezett analitikai modszer kis modositasaval kerllt megvalositasra. Az
elvélasztast Kinetex C18 100 x 4,6 mm, 2,6 um (Phenomenex) analitikai HPLC oszlopon
hajtottuk végre. Eluensként MeCN és viz (1:1) aranyl elegyét alkalmaztuk 0,5 ml/min
aramlasi sebesség mellett. Az injektalt minta mennyisége 3 ul volt. A detektalast 230 nm és
254 nm hullamhosszakon végeztik. Az adatgyiijtés, valamint kiértékelés ClassVP v5.2

programmal tortént.
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5.5.4 Az O1 sarzsbol nyert frakciok tisztasaganak vizsgalatara alkalmazott HPLC mddszer

Az O1 sarzs frakcioinak dsszetételét az 5.5.1 fejezetben részletezett analitikai modszer
modositasaval hajtottuk végre. Az elvalasztast MeCN:H,O (1:1) aranyu elegyével végeztik
Prodigy C18 250 mm x 4,6 mm, 5 um (Phenomenex) oszlopon, melyet C18 4 x 3 mm
elététoszloppal (Phenomenex) lattunk el.

555 Az 02, 03, 04 sarzsokbdl nyert frakcidk tisztasaganak vizsgélatara alkalmazott
HPLC mddszer

Az egyes frakciok tisztasaganak ellenérzését egy Waters 515 HPLC pumpabol és egy
Waters 2487 kétcsatornas UV-VIS detektorbol all6 modularis HPLC készilékkel hajtottuk
végre. A tisztitott vegyulletek elvalasztasat Prodigy C18 150 x 4,6 mm, 3 um (Phenomenex)
HPLC oszlopon valésitottuk meg MeCN:H,0 60:40 aranyu elegyét hasznélva eluensként 1
ml/min aramlasi sebesség mellett, kézi injektorral (Rheodyne 7725i) 5 pl-t injektalva. A
detektalési hullamhossz 230 nm volt. Az adatgy(ijtést és értékelést ClassVP v6.14 szoftverrel

vegeztik.

5.6 Az ophiobolin molekulak tisztitasa

5.6.1 Az O1 sarzs félpreparativ tisztitasa

5.6.1.1 A normél fazisu félpreparativ HPLC tisztitas

Az ophiobolin szarmazékok tisztitdsara alkalmazott normal féazisa félpreparativ
eljarast K-1000 kvaterner pumpaval (Knauer) és Fractomax FR5 (Pharmacia) frakcioszedd
berendezéssel valositottuk meg. Az elvalasztas soran ECO 15/450V3K (ivegoszlopot (15 X
450 mm) (Kronlab) hasznaltunk, mely 10-40 pm szemcseatmér6jii Kieselgel 60 (Merck)
allofazissal toltottink. Eluensként etil-acetat:n-hexan (1:1) elegyét alkalmaztuk 2 ml/min
aramlasi sebesség mellett. A frakcidoszedést Fractomax FR5 frakcioszedd késziilékkel

val@sitottuk meg, ahol az egyes frakcidkat 4-4 ml térfogatban gytjtottiik.
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5.6.1.2 A forditott fazisu félpreparativ HPLC tisztitas

A tisztitas masodik eés harmadik lépésekent forditott fazisi HPLC moddszert
alkalmaztunk, SERVA HPLC ODS (5um) all¢ fazis felhasznalasaval. Az &ramlasi sebesség
mindkét esetben 3 ml/min volt. Az elvalasztashoz acetonitril:viz eluensek izokratikus elegyét
alkalmaztuk (7:3), illetve (1:1) ardnyok mellett. A detektalds mindkét esetben 230 és 300 nm
hullimhosszon tortént és az injektalt térfogat 200 ul volt. Az egyes frakciok gyujtését a
detektorjel alapjan kézzel valositottuk meg, tgyelve arra, hogy az elvalasztani kivant anyagok

a lehetd legnagyobb tisztasdgban keriiljenek frakcionalasra.

5.6.2 Az 02, 03 és 04 sarzsok félpreparativ tisztitasa

A sarzsok tisztitdsara félpreparativ HPLC rendszert alkalmaztunk, mely egy SPD-
10AVP UV-VIS detektorbdl, egy LC-10ADVP pumpéabdl, egy FCV-10ALVP
gradienskever6bol, egy SCL-10AVP vezérl6egységb6l (Shimadzu), valamint egy K-5004
(Knauer) gaztalanitobdl allt. A mintak injektalasat kézi mintaadagoloval (Rheodyne 7725i)
val@sitottuk meg. A tisztitasi munkak soran 5 forditott fazisa félpreparativ modszert
alkalmaztunk (4. tblazat), melyek kozul az RP-4 jelt, eltéréen a tobbitdl, oldoszergradiens
segitseégével valositotta meg az elvalasztast (5. tdblazat), mig az RP-1, RP-2, RP-2a és az RP-
3 modszer izokratikus volt.

A frakcioszedést manualisan végeztik a detektorjel alapjan, gyelve arra, hogy a

legkisebb anyagveszteség mellett a lehet6 legtisztabb anyagot kapjuk.

4. tdblazat. Az 02, O3 és 04 sarzsok tisztitasahoz felhasznélt forditott fazisa félpreparativ mddszerek.

. Aramlasi sebesség Oldoszer arany Futdsi ido
Madszer _ Oszlop
(ml/min) H,0:MeCN (perc)
BioBasic-18 250 x
RP-1 3 50:50 40
10 mm 5u
RP-2 3 50:50 Serva D6900 55
RP-2a 3 50:50 Serva D6900 60
RP-3 3 60:40 Serva D6900 110
RP-4 3 gradiens Serva D6900 100
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5. tablazat. Az RP-4 modszer olddszergradiens programja.

Idé (perc) B (MeCN%)

0,01 40
70 40
71 80
85 80

85,5 40

100 40

5.7 Azonositas, szerkezetvizsgalat

5.7.1 Ophiobolin szarmazékok molekulatdmegének tomegspektrometrias meghatarozasa

A félpreparativ tisztitasok soran nyert potencialis ophiobolin szarmazékok
molekulatdtmegének meghatarozdsara Shimadzu HPLC-MS (Shimadzu) késziléket
hasznéltunk, mely egy LC-10ADVP pumpabdl, egy DGU-14A gaztalanitobél, egy CTO-
10ASVP oszloptermosztatbol, egy SIL-10ADVP automata mintaadagolébdl, egy SPD-
M10AVP diodasoros detektorbdl, egy SCL-10AVP vezérldegységbdl, valamint egy LCMS-
2010A egyszeres kvadrup6l tomegspektrométerb6l allt. A mintakomponensek elvalasztasat
Phenomenex Prodigy C18 100 x 2 mm, 3 um (Gen-Lab) oszlopon valésitottuk meg MeCN +
0,1% HCOOH és H,0 + 0,1% HCOOH 1:1 aranyu elegyét alkalmazva eluensként 0,2 ml/min
aramlasi sebesség mellett. Az oszloptermosztat hémérséklete, valamint az injektalasi térfogat

rendre 40 °C és 3 ul voltak. A tdmegspektrometrias paramétereket az 6. tablazat foglalja

0ssze.
6. tAblazat. A tisztitott vegyiletek molekulatémegének meghatarozasara hasznalt modszer
témegspektrometrias paraméterei.

Megnevezés Paraméter Megnevezés Paraméter
lonforras ESI Interface fesziltség 4,5 kv
lonizécié modja pozitiv Nebulizer gaz N2
Analizator méd SCAN Nebulizer gaz aramlési sebesség 1,5 I/perc
Analizator tartomany m/z 350 — 450 Heath block homérséklet 200 °C
Event time 1 sec CDL hémérséklet 250 °C

Detektor fesziltség 1,5 kV
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5.7.2 NMR mérések

Az altalunk tisztitott ophiobolin szarmazékok szerkezetvizsgalata a Szegedi
Tudomanyegyetem Gyogyszerésztudomanyi Kar Gyogyszeranalitikai Intézetében tortént.

'H NMR, *H-'H COSY és HMBC spektrumok felvételét MeOD-ban Bruker Avance
DRX 500 spektrométer (Bruker Biospin GmbH) segitségével végeztik el 500 MHz (*H) és
125 MHz (*3C) értékeken. IMOD, HSQC és NOESY méréseket Bruker Ultrashield Plus 600
spektrométer (Bruker Biospin GmbH) segitségével valésitottuk meg 600 MHz (*H) és 150
MHz (**C) értékeken oldészerjeleket hasznélva referenciaként (MeOD: §H 3.31/5C 47.6). A
HSQC és HMBC vizsgalatokat rendre 145.0 és 8.0 Hz értékeken optimalizaltuk. A
kétdimenzids adatok gytijtését és kiértékelését Bruker Topspin 3.0 szoftver (Bruker Biospin

GmbH) hasznalataval végeztik el.

5.8 Az OPA stabilitdsanak vizsgéalata

Az OPA szerves oldoszerekben torténé bomlasanak vizsgalatahoz 50-50 pg altalunk
tisztitott OPA-t oldottunk fel 500-500 pl szerves olddszerben (MeCN, MeOH, DMSO, EtOH,
EtOAC és IPA), igy az egyes oldatok végkoncentracidja OPA-ra nézve 100 pug/ml volt. Harom
kiilonb6z6 tarolasi homérsékleten (-20 °C, 4 °C és 25 °C) vizsgaltuk az OPA bomlasat napi
mérésekkel. Az analitikai méréseket az 5.5.3 fejezetben targyalt modszerrel valdsitottuk meg.

Minden mérési Kisérletet harom parhuzamosban végeztiink el.

5.9 Biolodgiai hatasvizsgalatok

5.9.1 Himivarsejt mozgékonysag gatlas vizsgalata

A kisérleteket Andersson és mtsi. (2010) munkaja alapjan végeztik el. A
vizsgalatokban hasznalt vadkan spermiumot (27 x 10° sejt/ml) a Figen Oy Finland biztositotta.
A tisztitott OPA-bOl a rovid és hosszh idejii kezelésekre két kiilon 4-4 1épcsés higitasi
sorozatot készitettiink. A rovid ideji kezeleseknél az OPA koncentracioja 2500 pg/ml - 250
Hg/ml tartomanyban volt, mig a hossza idejii vizsgalatokban ez a koncentracio tartomany 50
Hg/ml-tél 5 ng/ml-ig terjedt. Mindegyik higitasbol 20 pl-t pipettdztunk 2 ml MR-A tapoldattal
higitott spermiumhoz, megkozelitéleg 100-szoros higulast érve el ezzel az eredeti hatéanyag
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koncentracidban. Kontrolként 20 pl metanolt alkalmaztunk. A rovid és hosszd ideji
vizsgélatokban a mintékat 30 percig, illetve 24 6raig inkubaltuk szobahémérsékleten. Az
inkubacios 1d6 letelte utan a spermiumok mozgékonysagat egy révid ideig tartd inkubalassal
indukaltuk (37 °C, 5 perc), mely soran a mintakat folyamatosan raztuk, biztositva a megfelel6
oxigénellatottsagot a spermiumok szamara. A mozgékonysagot faziskontraszt mikroszkop
(Olympus CKX4, Olympus Soft Imaging Solutions GmbH) segitségével vizsgaltuk
célszoftver alkalmazasaval (Software CellSens standard version 11.0.06, Olympus Soft
Imaging Solutions GmbH) megbecsulve az aktiv farokcsapkodast prezentald ivarsejtek
aranyat. Szabad szemmel az aktiv mozgast végzé himivarsejtek azonositasa a farki reszik
alapjan tortént, mely a latomezOben, mint két egymassal szdget bezaro farki rész lathat6. Az
aktiv mozgast végz6 spermiumoknak azokat fogadtuk el, melyeknél a farokcsapkodas
latotérben detektalhatd szoge legalabb 40°-0s szdget mutatott. Ezen ivarsejtek mennyiségét a
szoftver segitségével hataroztuk meg. Mindegyik kisérletet hAromszor ismételtik.

A toxicitds az OPA oldat koncentraciojanak végpontjaként keriilt megallapitésra, ahol
a spermiumok kevesebb, mint 50%-a mutatott gyors mozgast. A vizsgalat (24 0ras expozicio)
kalibralasara triclosant alkalmaztunk 10 parhuzamos tesztben, az ECsg érték 1 pg/ml volt (SD
+0,2). Béar viszonylag kevés szakirodalmi utalas talalhatd a triclosan vadkan spermiumok
mozgékonysagat gatlé hatasardl (Andersson és mtsi. 2010, Rasimus és mtsi. 2012), azonban a
rendelkezésre all6 adatok alapjan kijelenthet6, hogy ez a vegyiilet remekiil alkalmazhato

referencia toxinként.

5.9.2 Himivarsejt mozgékonysag gatlas vizsgalat validalasa

Az 5.9.1 fejezetben 1évé szubjektiv motilitasi vizsgalatot automata Hamilton Throna
spermium motilitdsvizsgalo készilékkel (HTM-S, ver. 7.2; Hamilton-Thorn Research)
validaltuk. Kétszaz, standard motilitasgatlé anyaggal kezelt vadkanspermium-mintat
vizsgaltunk mind a szubjektiv mddszerrel, mind pedig az automata motilitasanalizatorral. A
vizsgalt spermiumok koziil 73 db mutatott 50%-0s csokkenést a mozgasban. Egyik modszer
alkalmazésa soran sem tapasztaltunk csdkkenést a farok csapkodésban vagy a mozgasban 125
minta esetén. Két minta mutatott gyenge csokkenést a gyors mozgasban a
motilitasanalizatorral torténd vizsgalat eredményeként, mig a szubjektiv motilitasi vizsgalat
soran nem tapasztaltunk gyengulést. Ennél fogva a spermiumok farok csapkodasanak

megéllapitdsara szolgal6 modszer, mint a motilitds gatlasanak mérési modszere 99%-0s
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hasonlésagot mutatott a gyorsan mozgd spermiumok vizsgalatara szolgald6 Hamilton Thron
spermium motilitasvizsgald készulékkel mért adatokkal.

5.9.3 Sejtmembran-permeabilitasi vizsgalat

A gyors hatasvizsgalatok elvégzésekor mozgékony ivarsejteket festettlink propidium-
jodiddal (PI), mely soran a spermiumokat rovid ideig tartd 37 °C-on torténd razatassal
indukaltuk. A vizsgalathoz 150 pl MR-A tapoldattal higitott vadkan himivarsejtet (2,7 x 10’
sejt/ml) pipettaztunk mikrotiter lemezre. A tesztanyaghol hatpontos higitasi sort készitettlink
200 ng/ml — 4 ug/ml tartomanyt felleld végkoncetraciokban, melyekbél 20 ul-t a
himivarsejtekhez adtunk. Kontrolként itt is metanolt alkalmaztunk. A mintakat 2 6ran at 37
°C-on inkubaltuk folyamatos razatads mellett (Innova 5000, New Brunswick Scientific) 160
rpm fordulatszamon. Ezt kévetéen 1 ml PI oldatot (1 mg/ml Dulbecco foszfat puffer — 2,7
mM KCI, 1,5 mM KH,PO,, 136,9 mM NacCl, 8,9 mM Na,HPO,*7H,0) pipettaztunk 3 ml
foszfat-pufferhez. Ebbdl az oldatbol 150 ul-t adtunk az OPA-val el6kezelt ivarsejtekhez, majd
a mintakat 15 percre sotétbe helyeztik (37 °C). A masodik inkubacids peridodust kdvetéen a
mintakat fluoreszcens mikrotiterlemez leolvasé (Fluoroskan Ascent, Thermo Scientific)
segitségével elemeztiik 544 nm excitacios és 600 nm emissziés hullamhossz mellett. A
plazmamembran-integritas valtozasanak vizsgélatara fagyasztott ivarsejteket alkalmaztunk
(100% letalitas) pozitiv kontrolként, mig a negativ kontrol (0% letalitas) csak foszfat puffert
tartalmazott. A mintak életképességének csokkenését Alm és mtsi. (2001) munkaja alapjan
szamitottuk. A kisérletet triclosannal kalibraltuk, ahol az 6t parhuzamos mérés soran az ECs
2 pg/ml-nek bizonyult (SD + 0.6).

A hosszi idejii hatasvizsgalatok esetében (1 nap) a kezeléseket szobahdmérsékleten
vegeztik, mert 37 °C-on a spermiumok maximum 1 h-ig élnek. A spermiumok
szobahdmérsékleten azonban nem mozgékonyak. A szobahdmérsékleten végzett sejtmembran
permeabilitasi vizsgalat ezért statikus spermium sejteken tortént Pl és kalcein-acetoxi-
metilészter (CAM) kett6s festéssel Hoornstra és mtsi. (2003) alapjan. A DMSO-val készitett,
1 mg/ml koncentraciéja CAM 5 pl-ét 895 ml spermium tapoldattal elegyitettik. Az elegy 100
pl-éhez 1 pl, DMSO-val készitett 1 mg/ml koncentracidju Pl oldatot adtunk és ehhez adtuk
hozzéa a 100 pl tesztanyaggal kezelt himivarsejt szuszpenziot. A festékkel kevert ivarsejteket
ezutan a gyors vizsgalathoz hasonl6an 15 percig sététben 37 °C-on inkubaltuk, majd a mintak
fluoreszcencidjat mértiik 544 nm excitacios és 600 nm emissziés hulldmhossz (PI), valamint

490 nm excitaciés és 520 nm emisszios hullamhossz (CAM) mellett. Az alkalmazott
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tesztanyag koncentraciok és a kezelés menete a fentiekben targyalt rovid inkubacios idejt
vizsgalatokkal megegyezden torténtek.

A vizsgalatokat (PI, Pl + CAM festés) harom parhuzamosban végeztiink el, és mind a
rovid inkubacios idejii, mint pedig a statikus vizsgalatok esetében a permeabilitds valtozast

epifluoreszcens mikroszkoppal is kdvettiik (Eclipse E600, Nikon).

5.9.4 A mitokondriumdepolarizcios hatas vizsgalata

A mitokondriumdepolarizaciot, statikus sejteken, szobahémérsékleten a mitokondrialis
membranpotencial  (A¥n) fliggéd 5,5°,6,6’-tetrakloro-1,1’,3,3’-tetraetil-benzimidazolo-
karbocianin jodid (JC-1) festékkel vizsgaltuk Hoornstra és mtsi. (2003) alapjan aprébb
valtoztatdsok mellett. OPA-val 200 pl ivarsejtet kezeltiink 2,5 pg/ml, 1,25 ug/ml, 0,5 ug/ml és
0,125 ug/ml koncentracio szintekben, és a mintakat 37 °C-on 2 percig inkubaltuk, majd 0,3 ul
DMSO-ban oldott (1 mg/ml) JC-1 festéket adtunk hozza. Ezt kdovetéen Ujabb inkubalas
kovetkezett 37 °C-on 2 percig. A sejtek vizsgalatat epifluoreszcens mikroszkdppal végeztik
el (Eclipse E600, Nikon). A vizsgalatot harom parhuzamosban végeztink el és minden minta
esetében 5 mikroszkdpos latoter kerilt elemzésre, melyek egyenként hozzavet6legesen 20

sejtet tartalmaztak.

5.9.5 Emlos szomatikus sejt citotoxicitds vizsgalat

A citotoxicitési vizsgalatokba embrionalis macska tiid6 (feline fetus lung cells, FFL)
(Andersson és mtsi. 2009), egér neuroblasztéma (Mouse neuroblastoma cells, MNA)
(Kulonen és mtsi. 1991) és sertés vesetubularis epitelialis (porcine kidney tubular epithelial
cell line, PK-15) (Rasimus és mtsi. 2012) sejtvonalakat vontunk be. A sejtvonalakat 95%
levegd, 5% CO, jelenlétében tartottuk fenn, 95% relativ paratartalom mellett 37 °C-on RPMI
1640 tapoldatban, egy Heracell 150i CO, inkubatorban (Thermo Fisher Scientific). A
levalasztott sejteket 96 lyuka mikrotiter lemezre vittiik és metanolban oldott tisztitott OPA-val
kezeltlik. A végkoncentraciok 48,8 ng/ml-t61 25 pg/ml-ig valtoztak 10 1épcsdben. A mintakat
24 0Orén at 37 °C-on inkubaltuk, majd faziskontraszt mikroszkop segitségével vizsgaltuk a
sejtosztodasgatlast. Az ECsp értékek pontos meghatarozéasara festéses eljarast alkalmaztunk.
Az ophiobolinnal kezelt mintakat harom napig 37 °C-on inkubaltuk, majd 10 ul fizioldgias

sooldatban oldott (400 pg/ml) resazurint adtunk hozza és tovabbi két oOrat inkubaltuk
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ugyanazon korilmények kozott, majd mikrotiterlemez olvasé (Fluoroskan Ascent, Thermo
Scientific) segitségével elemeztilk 544 nm extinkcids és 590 nm emisszios hullamhosszakon.
Mindegyik toxicitasi vizsgalatot haromszor ismételtik. A merést triclosannal kalibraltuk, az
ECso érték 10 parhuzamosban 9,4 pg/ml-nek bizonyult. A toxicitast azon a legalacsonyabb

koncentracio értékkel fejeztiik ki, ahol az €16 sejtek aranya kevesebb, mint 50% (ECso) volt.

5.10 Szamitasi modszerek, statisztikai elemzések
5.10.1 Kromatografias paraméterek meghatarozasa

5.10.1.1 Rendszeralkalmassag

Rendszeralkalmassagi  vizsgalat soran  kiilonb6zé  elvalasztasi  paraméterek
meghatarozasat végeztik el Ugy, mint retenciés id6 (tr), relativ retencios id6 (rg), kapacitas
faktor (k”), felbontés (Rs), szimmetria faktor (Ag), félértékszélesség (W), valamint elméleti
tanyérszam (N). A vizsgéalat soran ismert koncentracioju standard oldatot injektaltunk, majd
az egyes rendszeralkalmassagi parametereket szoftveres kiértékeléssel hataroztuk meg. Az
elvalasztasi paraméterek elfogadasi feltételei a kovetkezok voltak: k’> 4; Rg> 1,45; 1,60> As>
0,75; N> 5000.

A vizsgalatban szereplé paraméterek szamitasai:

Relativ retencids id6: ro = tROPA
t R;

L — l"H-'r' - ["H{J

Kapacitas faktor: - -
L)
'
Felbontas: 'Ry, ~ R,
Rs Wot W,
2
1 o ‘)1‘[?‘( .05 — BI’I""‘(]__[}{)
Szimmetria faktor: Ag = AW o
* o

tr \~
Elméleti tanyérszam: N =554 (W
V h
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Ahol:

tr = retencios 1do

tropA = OPA retencios ideje

tri = adott vegyiilet retencios ideje

tro = holtid6

tr1, tr2 = két egymas mellett elualédé vegyilet retencios ideje

Wh, = a csiicsmagassag felénél mért csucsszélesség

AW, o5 = a csicsmagassag 5%-anal mért jobboldali csucsszélesség
BWo 05 = a csiicsmagassag 5%-anal mért baloldali csucsszélesség

5.10.1.2 Linearitas

Az ophiobolinok analitikai vizsgélata soran az egyes ophiobolin szarmazékokbol
kalibracios oldatsorozatot készitettiink és az adott analitikai HPLC modszerrel lemértiik. A
kapott pontokra minden esetben egyenest illesztettiink és meghataroztuk annak egyenletét,
valamint korrelacios koefficiens értékét. A linearitas elfogadasanak feltételeként megszabtuk,
hogy a korrelacios koefficiens értéke nagyobb legyen, mint 0,995, valamint az egyenes
egyenletével torténd visszaszamolas soran a kalibracio legalsd pontja legfeljebb +25%-kal,

mig a tobbi pont legfeljebb +15%-kal térjen el a bemért koncentraciotol.

5.10.1.3 Rendszerpontossag

A rendszerpontossag megallapitasat a kalibracios tartomanyon beliill es6, ismert
koncentracidju oldat haromszori injektalasaval valdsitottuk meg. A mddszer elfogadasanak
feltételét a csucs alatti terliletekre szamitott RSD % értékét <10%-ban allapitottuk meg, mig a

retencios 1dd esetében ez a kiiszobérték 1% volt.

5.10.2 A félpreparativ tisztitasok soran alkalmazott kalkulaciok

5.10.2.1 Tisztasag

Az ophiobolinok félpreparativ tisztitasa soran az egyes frakciok tisztasadgat a cslcs
alatti terllet szazalékos formajaban adtuk meg, melyet az adott modszerhez alkalmazott

kromatografias szoftver segitségével allapitottuk meg.
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5.10.3 A tenyésztési kortlmények optimalizalasanak statisztikai elemzései

A statisztikai elemzését a GraphPad Prism version 5.01 for Windows (GraphPad
Software) szoftver segitségével valdsitottuk meg. A leoltasi korilmények, valamint a
tenyésztési homérséklet optimalizalasa sordn az egyes paraméterek altal, az
ophiobolintermelésben keltett szignifikans kilénbségeket parositatlan t-prébaval hataroztuk
meg. A szénforrasok ophiobolintermelésre gyakorolt hatasanak vizsgalata soran a szignifikans
kiilonbségeket az eltérd szénforrasok és a kontrolként alkalmazott gliikoz kozott egyutas

varianciaanalizissel allapitottuk meg Bonferroni tobbszords dsszehasonlitd utdteszttel.

5.10.4 Biologiai hatasvizsgélatok statisztikai elemzései

A statisztikai elemzéseket a GraphPad Prism version 5.01 for Windows (GraphPad
Software) szoftver segitségével valositottuk meg. A szignifikdns kiilonbségeket az eltérd
kdzott egyutas varianciaanalizissel allapitottuk meg Bonferroni tobbszords dsszehasonlito

utoteszttel.
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6 Eredmények és értékeles

6.1 Kromatografias paraméterek meghatarozasa

Az ophiobolinok analitikai vizsgélata soran elvégeztik az egyes mddszerek

kromatografias paramétereinek meghatarozasat, kilonds tekintettel a rendszeralkalmassagi

paraméterekre, a linearitasra, valamint a rendszerpontossagra.

Az altalunk kifejlesztett HPLC mddszerek rendszeralkalmassagi paraméterei minden

tamasztott kovetelménynek (5.10.1.1 fejezet) megfeleltek (1, 5, 9, 13, 17 Mellékletek).

A linearitas vizsgalata soran elvégeztiik az egyes vegyuletek kalibraciéit (2, 6, 10, 14,

18 Mellékletek). A kalibracios egyenesek egyenleteit és a korrelacios koefficiens értékeket a

7. tdblazat tartalmazza.

7. tablazat. Az analitikai HPLC modszerek kalibracids egyeneseinek egyenletei.

Madszer Vegyiilet Egyenlet R
OPA termelésének .
OPA y =1,5715*10™ x + 0,0840 0,9999
tanulmanyozésa
Obtimal OPA y = 2,7625*10™ x + 0,9401 0,9998
imalis
. P (ot 6-e-OPA y = 2,2419*10™ x + 0,9608 0,9999
enyésztési
i ¥'I (vek OPI y =2,3919*10™x + 0,2809 0,9999
ordlménye
Y 3-a-OPA y = 1,0309*10™ x + 0,8422 0,9999
tanulmanyozéasa .
3-a-6-e-OPA  y=1,3507*10"x + 0,7366 0,9999
OPA y = 1,8499*10 x + 0,4232 0,9997
. 6-e-OPA y = 1,5065*10™ x + 0,3392 0,99967
OPA stabilitasanak .
cadlat OPI y =1,6167*10"x - 0,0721 0,9999
vizsgalata
: 3-a-OPA y = 6,9053*10° x - 0,0036 0,9999
3-a-6-e-OPA  y =9,0775*10° x — 0,0296 0,9999
O1 sarzs tisztitasa OPA y = 4,0208*10 x — 7,6877 0,9999
OPA y = 8,1042*10° x — 4,1857 0,9988
02, 03, 04 sarzs 6-e-OPA y = 6,4110%10 x + 1,8581 0,9992
tisztitasa OPI y = 6,6928 *107 x — 2,8172 0,9992
3-a-OPA y = 2,9435*102 x — 3,1593 0,9988
3-a-6-e-OPA  y=3,9107*107 x — 15,4412 0,9994
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Az egyes analitikai modszerek linearitasanak vizsgalata soran ellendriztiik az adott
modszernél alkalmazott kalibracids egyenesek pontossagat (3, 7, 11, 15, 19 Mellékletek). A
kalibracid soran a kalibracids pontokra kapott csucs alatti teruletek, valamint az egyenesek
egyenletei segitsegével kiszamitottuk az egyes kalibracios pontokhoz tartozé koncentracid
értékeket, majd megallapitottuk a bemért koncentracioktdl vald eltéréseiket. Az eltérések
egyik esetben sem haladtak meg a legalsé pontra vonatkoz6 + 25%-o0s, illetve a tébbi pontra
vonatkozo + 15%-0s kiiszobértéket.

Az analitikai HPLC modszerek rendszerpontossaganak vizsgalatat az adott modszer
kalibracidjanak lineéaris tartomanyaba esé standard oldat haromszori injektalasaval
valositottuk meg. A kapott eredmények kiértékelése soran kiszamitottuk az egyes csucsok
retencios ideinek és csucs alatti teriilet értékeinek szorédsat, valamint RSD % ertékét. A
vizsgalatba bevont ophiobolin szarmazékok esetében mind a csucs alatti teriiletek, mind pedig
a retencios idok RSD % értékei a felallitott hatarértékek alattinak bizonyultak (csdcs alatti
terlletrspe,<10%; tr,rsp%<1%) (4, 8, 12, 16, 20 Mellékletek).

6.2 Ophiobolinok termelési kinetikaja

Az OPA termelési kinetikajat 30 Bipolaris, Curvularia és Dreschlera torzs esetében
vizsgaltuk 12 napos tenyésztési idészakban. A HPLC mérések alapjan a vizsgalt torzsek négy

csoportba sorolhatok (6. abra).
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6. abra. A vizsgalt izolatumok OPA termelési kinetikai, ahol az adott tipusok 1-1 példa utjan keriltek
bemutatasra. 1. tipus: B. oryzae SZMC 24163, 2. tipus: C. hawaiiensis SZMC 13046B, 3 tipus: B. sacchari
SZMC 13007, 4. tipus: B. oryzae SZMC 13001.
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Az els6 szekrécios mintazat (1. tipus) esetén az OPA termelés egy maximum értéket
mutatott, majd az ezt kdvetd tenyésztési idészak soran a termelt OPA mennyisége lecsokkent
és egy konstans szinten maradt. Az 1. tipusu termelési kinetikat mutato torzsek esetében a
legmagasabb OPA szintet a tenyésztési periodus 6todik és nyolcadik napja kozoétt lehetett
megfigyelni. Ez al6l csak a B. maydis SZMC 13033 jelt torzse képzett kivételt, melynek
termelési maximuma a tenyésztés 12. napjan jelentkezett. A masodik csoport (2. tipus) esetén
a termelt OPA mennyisége az 4-7. napon érte el maximumat, majd nagymértékii csokkenést
figyeltiink meg ¢€s a tenyésztési iddszaki tovabbi részében nem volt detektalhatdé mennyiségii
OPA a fermentlevekben. A harmadik (3. tipus) csoport tagjai esetében az OPA szekrécids
profil két maximumos értéket mutatott a vizsgalt tenyésztési idészak alatt, melyek altalaban a
3-5. és a 9-10. napokon jelentkeztek. Ezen tipusban a két megfigyelt OPA maximum kozel
azonos volt. A kinetikai vizsgalatokba bevont térzsek kozul az 1. tipus tagjai voltak a
legnagyobb szamban (43%), mig a 2. tipus a vizsgalt mikrobak 17%-4t tartalmazta, a 3-as
csoportot csupén 3 izolatum jellemezte (8. tablazat). A vizsgalt torzsek 30%-a nem bizonyult
OPA termel6nek (4. tipus) az alkalmazott tenyésztési korilmények kdzott.

Az Ot vizsgalt B. oryzae torzs koziil két esetében figyelhettiink meg kiemelked6
mennyiségli termelt OPA-t és az 6t torzs két kiillonbozd kinetikai tipusba tartozott (8.
téblazat). Hasonl6 megfigyelést lehetett tenni a B. bicolor két vizsgalt trzse esetében is, ahol
a SZMC 13038jelii torzs az 1. tipusba, mig a SZMC 13036 a 4. tipusba tartozott, azonban
mindketten igen alacsony OPA mennyiséget termeltek. A B. maydis vizsgalatba bevont
torzsei szintén két eltérd termelési kinetikaji csoportba sorolhatok, azonban a SZMC 13033
jelti torzs kozel husszor nagyobb mennyiségben termelt OPA-t, mint a SZMC 13035. A B.
sorokiniana vizsgalatba bevont torzsei kozil egy tartozik a 3. tipusba, mig kett6 a 2. tipusba
¢s egy a 4. tipusba, azonban egyikiik sem mutat kiemelkedé OPA termelést. Mindezek alapjan
feltételezhetjilk, hogy az ophiobolintermeld-képesség nem faj-, hanem tdrzs-specifikus
tulajdonsag. A teljes mintaszetben §sszesen hat torzs termelt nagyobb mennyiségii OPA-t (>
50 pg/ml), ezek a B. oryzae, B. sacchari, B. maydis és B. microlaenae fajok kdzé sorolhatdk.
Ezen izolatumok az 1-es tipusu szekrécios Kinetikat mutato térzsekhez tartoznak a B. sacchari
SZMC 13007 szamu torzs kivételével, mely a vizsgalatok alapjan a 3-as tipusba sorolhato. A

legkiemelked6bb termelének a B. oryzae SZMC 24163 szdmu torzse bizonyult.
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8. tablazat. A vizsgalt Bipolaris, Curvularia és Drechslera térzsek OPA termelése.

Legmagasabb
Vizsgélt torzsek Maxim’é\ I'S OPA QPA s,zi.n_t . Te_rme_lési
koncentrdcio [ug/ml] megjelenési ideje Kinetika
[nap]
B. aberrans SZMC 13018 0,00 - 4. tipus
B. bicolor BRIP 11420a 0,79 7 1. tipus
B. bicolor SZMC 13036 0,00 - 4. tipus
B. eleusines SZMC 13017 0,13 3 3. tipus
B. maydis SZMC 13033 104,08 12 1. tipus
B. maydis SZMC 13035 5,76 7 1. tipus
B. maydis SZMC 24160 0,19 5 2. tipus
B. melinidis SZMC 13050 70,62 6 1. tipus
B. microlaenae SZMC 13048 74,82 7 1. tipus
B. microlaenae SZMC 13015 1,13 5 1. tipus
B. oryzae SZMC 24161 98,54 5 1. tipus
B. oryzae SZMC 13043 12,50 6 1. tipus
B. oryzae SZMC 13001 0,00 - 4. tipus
B. oryzae SZMC 24162 4,75 8 1. tipus
B. oryzae SZMC 24163 165,26 6 1. tipus
B. sacchari SZMC 13007 103,47 10 3. tipus
B. sorokiniana SZMC 13052 0,29 8 3. tipus
B. sorokiniana SZMC 13053 0,34 4 2. tipus
B. sorokiniana SZMC 13054 0,32 5 2. tipus
B. sorokiniana SZMC 13013 0,00 - 4. tipus
B. zeicola SZMC 24164 0,86 5 1. tipus
B. zeicola SZMC 24165 0,00 - 4. tipus
C. australiensis SZMC 13041B 0,80 7 1. tipus
C. australiensis SZMC 13086 0,43 6 1. tipus
C. hawaiiensis SZMC 13046B 1,77 7 2. tipus
C. hawaiiensis SZMC 13085 0,00 - 4. tipus
C. homomorphus SZMC 24166 0,00 - 4. tipus
C. spicifer SZMC 13038B 1,26 8 2. tipus
C. spicifera SZMC 13088 0,00 - 4. tipus
D. nodulosa SZMC 13008 0,00 - 4. tipus
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6.3 Ophiobolinok félpreparativ tisztitdsa az O1 sarzsbol

6.3.1 Normal fazisu tisztitas

A potenciélis ophiobolin szarmazékok félpreparativ tisztitasanak elsé 1épéseként
normal fazisu félpreparativ HPLC elvalasztast alkalmaztunk. Az elvalasztas soran az egyes
frakciok gyiijtését 8 perces idéablakokban végeztiik el. Az igy kapott frakciok dsszetételének
elemzését analitikai HPLC modszerrel valositottuk meg, és a kiértékelés soran az OPA mellett
tovabbi négy jelentés csucsot sikertlt elkiloniteni a kromatogramokon, melyeket retencids
idejiknek megfeleléen P1, P2, P3 és P4 névvel lattunk el (9. tdblazat). Az egyes csucsok
jelnagysaga alapjan az F02, FO4, FO7, valamint az F11 frakciokat valasztottuk ki tovabbi
félpreparativ tisztitdsokra. A tébbi komponens kis jelnagysdga alapjan feltételezett Kkis

anyagmennyiség-tartalom miatt nem kerilt tovabbi tisztitasra.

9. tdblazat. Az O1 sarzs normal fazisu elvalasztasa soran nyert frakciok tisztasagai (%6).

P1 OPA P2 P3 P4
FO1 15,33 74,12 0 0,32 8,67
F02 0,5 1,64 11,69 34,9 47,51
FO3 1,15 2,3 0 78,69 2,37
FO4 13,14 47,63 0 1,89 17,68
FO5 0,69 2,32 0 0 0,3
FO6 1,9 7,76 0 0 1,65
FO7 18,48 55,11 0 15,42 4,41
FO8 7,58 14,7 3,94 0 0,15
F09 34,78 13,62 0 43,97 0,71
F10 0 2,48 0 0 0,21
F11 12,6 26,26 0 15,74 39,6
F12 0 0,64 2,03 0 0

6.3.2 Forditott fazisu tisztitas

A potenciélis ophiobolin szdrmazékok tisztitasanak tovabbi lépéseit forditott fazisu
félpreparativ HPLC rendszeren valdsitottuk meg.
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Az FO2 jelii frakcid tovabb tisztitasat szintén forditott fazisu félpreparativ rendszeren
valositottuk meg, Serva ODS kolonna alkalmazésaval. Ennek soran célunk volt a mintaban
talalhatd 11%-os tisztasagu P2 potencialis ophiobolin analog tisztitasa. A detektorjel alapjan
megvaldsitott frakcionalas sordn a mintakomponensiinket mintegy 65%-0s tisztasdgban
sikerllt kinyerniink. A vegyulet tovabbi tisztitasat az eddig alkalmazott forditott fazisd
félpreparativ médszerrel valdsitottuk meg azzal a kiilonbséggel, hogy all6fazisként BioBasic
C18 felpreparativ HPLC kolonnét alkalmaztunk (7. abra). Az elvalasztas soran mind a P2,
mind a P3 jelt mintakomponens tisztitasat elvégeztiik, majd a kapott frakciok tisztasagat
analitikai HPLC vizsgalat segitségével ellendriztiik. A P2 esetén a vegyulet tisztasdga 98%-
nak bizonyult, mig P3 esetében ez az érték 91% volt (8. &bra).
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7. abra. P2 félpreparativ tisztitasa forditott fazist BioBasic-18 oszlopon.
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8. abra. A: A tisztitott P2 jelii potencialis ophiobolin szarmazék kromatogramja. B: A tisztitott P3 jeli

vegyulet kromatogramja.

Az F04 és FO7 jelt frakciok tisztitasa soran injektalasonként 3-3 frakcié szedéset

vegeztik el detektorjel alapjan, kilonds figyelmet forditva arra, hogy az elvalasztott
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vegyliletek kromatografias csucsainak elejét és végét ne gyujtsuk, igy biztositva, hogy az
egyes anyagok a lehet6 legnagyobb tisztasagban keriiljenek frakcionaldsra. A kapott frakciok
tisztasagat analitikai elvalasztasokkal ellendriztiik. Az azonos retencids id6vel elualodd
cstcsokat tartalmazé frakciokat egyesitettik, majd bepéarlas utan a tovabbi vizsgalatokig -20
°C-on taroltuk. A forditott fazisu tisztitdsok soran mind az OPA, a P3 és a P4 jeli vegyiilet
esetében 90%-os tisztasag feletti értéket sikerdlt elérniink, mig a P1 potencialis ophiobolin
szarmazék tisztasaga 90%-nak adddott (9. abra), ahol a szennyezés jelentds részét az OPA
adta (10. abra).
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9. dbra. F04 és FO7 frakcionalasaval nyert vegylletek tisztasagai.
P1 M: ‘QPA
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10. &bra. Az F04 és F07 frakcionalasaval nyert vegyuletek kromatogramijai.
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Az egyes frakciok tisztasaganak ellendrzése soran a P1 jeli komponens tovabbi

tisztitasat tartottuk sziikségesnek. Ennek megvaldsitasara tovabbra is az 5.6.1.2 fejezetben

targyalt félpreparative HPLC modszert alkalmaztuk (11. abra). A kapott frakcidkat

egyesitettiik, majd ennek tisztasagat analitikai HPLC méréssel ellendriztiik €s 97%-nak
adodott (12. abra).
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11. abra. A P1 vegylilet tovabb tisztitdsanak félpreparativ kromatogramja.
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12. abra. A P1 jelii vegyiilet analitikai kromatogramja a harmadik tisztitési lépés utan.

Az F11 jelti frakcid tovabb tisztitasat a fenti modszerrel szintén elvégeztiik. A miivelet

sordn harom potencialis ophiobolin szarmazék, a P1, az OPA és a P4 tisztitasat igyekeztiink
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megvalositani (13. &bra). Az egyes frakciok tisztasdgat a 14. dbra mutatja. Az azonos
komponenseket tartalmazé frakciokat egyesitettik és tovabbi felhasznalasig -20 °C-on
taroltuk. A forditott fazist félpreparativ tisztitdsok ezen szakaszaban az OPA-t nagy

tisztasagban sikerult kinyernink.

2,54

ol

kit
13. abra. F11 frakcid félpreparativ kromatogramja.
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14. dbra. Az F11 frakcionélasa soran kapott vegytiletek tisztasaga.
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NP-HPLC
FDZ\ FO4 F11
P2 P4 OPA P1 P1 OPA P3 P1 OPA P4
12% 18% 47% 13% 18% 52% 15% 13% 26% 40%
RP-HPLC1 | | | | l | l | l \
P2 P4 OPA P1 P1 OPA P3 P1 OPA P4
66% 94% 99% 90% 90% 97% 91% 88% 98% 85%
RP-HPLC 2 [ L,—/
P2 P1
98% 97%

15. dbra. Az O1 sarzs preparativ tisztitdsanak folyamatabraja. Az egyes vegyiletek tisztasaga %6-0s

értékben lathato.

Attekintve az eddigi preparativ céli elvalasztasokat, az O1 sarzsbol sikeresen
tisztitottunk 4 potenciélis ophiobolin analdgot, valamint az OPA-t (15. &bra). A tisztitdsokat
harom 1épésben, egy NP-HPLC, illetve két, egymast koveté RP-HPLC elvalasztassal
valositottuk meg. Az OPA, a P4 és a P3 jeli vegyuleteket mar az els6 forditott fazisu tisztitasi
1épést kovetben 90% feletti tisztasaggal sikeriilt kinyerniink, mig az FO2 frakciobol szarmazé
P2, valamint az FO4 és FO7 frakciokbol nyert P1 vegylletek tisztitasara egy masodik RP-
HPLC lépest alkalmaztunk. Ennek eredményeként a P2-t 98%-0s, mig a Pl-et 97%-0s

tisztasagban nyertuk ki.

6.4 A tisztitott mintak tovabbi vizsgalatai

6.4.1 Tomegspektrometrias vizsgalatok

A munkank soran tisztitott vegyuletek tomegspektrometrias vizsgalatat LCMS-2010A
egyszeres kvadrupdl tomegspektrometer segitsegével valositottuk meg. Elsé 1épésként az
OPA standard témegspektrumat vettiik fel pozitiv ionizacidval, pasztazasi moédban (m/z 350-
450), mely teljesen megegyezett az altalunk OPA-ként azonositott vegyllet, hasonlo
koriilmények kdzott felvett tomegspektrumaval (16. dbra).
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16. abra. Tisztitott OPA pozitiv ionizaciés mdédban felvett ESI-SCAN témegspektruma.

A molekula hidrogén adduktja [M+H]" jol latszik a pozitiv ESI ionizéacié esetén m/z
401 értéknel. Kiemelked6 intenzitassal figyelheté meg a natriummal addicionalt ion tdmege
az m/z 423 értéknél [M+Na]", valamint a kalium addukt [M+K]" (m/z 439) is. Megfigyelheték
tovabba az ophiobolinokra jellemz6 vizvesztéssel keletkez6 ionok is (Sugawara és mtsi. 1988,
Evidente és mtsi. 2006) jelentés intenzitissal m/z 383 ([M+H-H,0]") és m/z 365 ([M+H-
2H,0]") értékeknél. Ezen adatok alapjan kijelenhetjiik, hogy az altalunk tisztitott és OPA-ként
azonositott vegyulet varhatdé molekulatomege 400 g/mol, amely megfeleltethet6 az OPA

irodalmi adatokban talalhat6 molaris témegének.

A P1 jeli tisztitott vegyiilet tomegspektrometrias vizsgalata (17. abra) soran az OPA-
hoz hasonldan jol lathat6 a pozitiv ESI ionizacional képzédd hidrogén addukt ([M+H]*, m/z
401), valamint az oldoszerben szennyezdként jelen levd natriummal addicionalt ion tdmege az
m/z 423 értéknél [M+Na]®, valamint a kalium addukt tomege m/z 439 értéknél. Nagy
intenzitassal jelentkeznek a vizvesztéssel keletkezd ionok is ((M+H-H,0]" (m/z 383), [M+H-
2H,0]" (m/z 365)). Ezen adatok alapjan a P1 jelii potencialis ophiobolin szarmazék varhat6

molekulatomege 400 g/mol.
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Inten. (x10,000)
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17. abra. Tisztitott P1 pozitiv ionizacids modban felvett ESI-SCAN tdmegspektruma.

A P2 vegyllet pozitiv ESI ioniz&ciondl felvett tomegspektruman kiemelkedd
jelnagysaggal figyelhetd meg a molekula natrium adduktjanak [M+Na]" megfeleltetheté m/z
407 érték, valamint kis intenzitassal ugyan lathatd a molekula kalium adduktja is [M+K]* m/z
423 értéknél. A korabbiaknak megfelelden a vizvesztéssel keletkezé [M+H-H,O]" ion is
megfigyelheté m/z 367 értéknél. Erdekes mddon a korabbiakkal ellentétben az [M+H]" nem
jelentkezik a tomegspektrumon. Ezen adatok figyelembe vételével a tisztitott vegyilet varhatd
molekulatomege 384 g/mol (18. abra).
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18. dbra. Tisztitott P2 pozitiv ionizaciés modban felvett ESI-SCAN témegspektruma.

Mivel az OPA esetében pozitiv ESI teljes pésztazési lUzemmodban kaptuk a
legnagyobb intenzitdst [M+Na]® esetében, ezért a P3 feltételezett ophiobolin szarmazék
esetében is pozitiv ionizaciét alkalmaztunk. A 19. abra jél lathaté a molekula pozitiv ESI
ionizacional képz6dd natrium adduktja [M+Na]" m/z 405 értéknél. Tovabba megfigyelhetd a
molekula kalium adduktjanak megfelelé m/z 423 érték is. Az OPA-nal tapasztaltakkal
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megegyezden a vizsgalt vegyiilet hidrogén adduktja [M+H]" nagy intenzitassal jelenik meg a
tomegspektrumon m/z 383 értéknél. Kis intenzitassal ugyan, de lathaté az OPA-ra is jellemzo,
vizvesztéssel keletkez6 ion [M-H,0]" (m/z 365) is. Mindezek alapjan a P3 jelii komponens
molekulattmege 382 g/mol, ami az ophiobolinok csalddjaban gyakran fellehetd
molekulatdmeg.

Inten. (x100,000)
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19. abra. Tisztitott P3 pozitiv ionizacids modban felvett ESI-SCAN tdmegspektruma.

A P4 jelti vegyiilet esetében nagy intenzitassal figyelheté meg a natrium addukt
[M+Na]* m/z 405 értéknél, illetve kisebb intenzitassal a m/z 421 érték, mely a molekula
kalium adduktjanak felel meg [M+K]". Szintén alacsony intenzitassal lathaté a molekula
hidrogén adduktja ([M+H]" m/z 383), mig a vizvesztéssel keletkez6 [M+H-H,O]" ion a
natrium addukthoz hasonléan kiemelked6 intenzitassal jelentkezik az m/z 365 értéknél. Ezek
alapjan molekulatémege 382 g/mol (20. abra).
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20. dbra. Tisztitott P4 pozitiv ionizaciés modban felvett ESI-SCAN tomegspektruma.
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6.4.2 NMR vizsgalatok

A tisztitott vegyuletek toémegei alapjan feltételeztik, hogy azok az ophiobolin
szarmazékok kozé tartoznak, azonban kilétik pontos megallapitasahoz azonban sziikséges
volt szerkezeti felépitésik, konformécidjuk ismerete. *H NMR, *H-'H COSY és HMBC
vizsgélatok alapjan (21. 22. 23. 24. 25. Mellékletek) megerésitették azon feltevésiinket,
miszerint az altalunk tisztitott és HPLC, valamint HPLC-MS mérések alapjan OPA-nak vélt
anyag valoban az. Az NMR vizsgalatok soran a felvett spektrumok alapjan megallapitottuk,
hogy az Altalunk tisztitott tovabbi négy potencialis ophiobolin analog a koréabbi
feltételezéseknek megfeleléen valdban az ophiobolinok csaladjaba tartozd vegyulet. A
tdmegspektrometrias, valamint NMR vizsgalatok eredményeként Kkijelenthetjuk, hogy az
altalunk tisztitott P1 jelit komponens 6-e-OPA, a P2 jelii komponens ophiobolin I, a P3 jeli
komponens 3-a-OPA, mig a P4 jeli komponens a 3-a-6-e-OPA (21. 4bra).

3-2-OPA (P3) 3-2-6-e-OPA (P4)

21. &bra. Az O1 sarzshdl tisztitott ophiobolin szarmazékok szerkezeti képletei.

Osszehasonlitva az O1 sarzs tisztitisa soran nyert ophiobolin szarmazékokat a
szakirodalomban fellelhetd, szintén B. oryzae-bél tisztitott ophiobolinokkal, megallapithato,
hogy mind az OPA (Orsenigo 1957), mind a 6-e-OPA (Kim és mtsi. 1984), az OPI (Sugawara
és mtsi. 1987), a 3-a-OPA (Kim és mtsi. 1984), valamint a 3-a-6-e-OPA (Kim és mtsi. 1984)
mar leirasra kertiltek ezen fonalas gombabadl.
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6.5 Ophiobolinok félpreparativ tisztitasa az 02, O3 és 04 sarzsbdl

Tovabbi potencialis ophiobolin szarmazékok tisztitasahoz szintén a B. oryzae SZMC
24163 jelt torzsét hasznaltuk. A nyers extraktumok tomegét analitikai mérleg segitségével

meghataroztuk (10. tablazat).

10. tablazat. A tovabbi tisztitasokba bevont sarzsok térfogata és szarazanyag-tdmege.

Sarzs Lesziirt mennyiség (ml) Beparolt mennyiség (g)

02 1280 0,710
O3 1260 0,410
04 3510 0,530

Az 02 sarzs komponenseinek tisztitdsdhoz az RP-1 mddszert alkalmaztuk 50 pl

injektalasi térfogat mellett (22. 4bra).

Wl
=
1

15 20 25 0 35 40
Ml

22. dbra. O2 sarzs félpreparativ kromatogramja (RP-1 modszer).

A tisztitdsi folyamat soran 10 frakcid gytijtésére Kkerllt sor, melyekrél rotacios
vakuumbeparld segitségével eltavolitottuk a szerves olddszert. A 6. és 8. frakcidk bepérlasa
sordn a tisztitott vegyuletek kristdlyosodasnak indultak, melynek eredményeként a 6.

frakcidbol 35 mg anyagot nyertink. Analitikai HPLC-n ellendriztik ezen anyag tisztasagat
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(65%), valamint ismert referenciavegyiiletek segitségével megallapitottuk, hogy a kérdéses
vegylilet az OPA (23. dbra - A). A 8. frakcid esetében a kikristalyosodott vegyiilet ttmege
nem volt megallapithatd, azonban az analitikai mérések alapjan ez a vegylulet az OPI volt,

tisztasaga 83%-nak bizonyult (23. abra - B).

A OPA - OPI

0.0044 ./

0.0034
0,004

- =
2 ooz H

s s

Ve

kristalyosodott OPI kromatogramjai (B).

A vizig parolt frakcidkat etil-acetattal extrahaltuk, majd ezt kovet6en elkiilonitettiik a
fels6 fazist, elparologtattuk az olddszert és megmértiik a tdmegtuiket.
Az 02 sarzs frakcioinak az ellenérzés soran azonositott f6 alkotoit és tisztasagat a 11.

tablazat szemlélteti. A tisztasagot a cslcsok alatti tertilet szazalékos megoszlasa adja.

11. tablazat. Az O2 sarzs forditott fazisu tisztitasa soran nyert frakciok dsszetétele és tisztasaga.

02 sarzs frakcidi Termék tomege (mg) Osszetétel Tisztasag [%]
ISM-01 12,3
02-F1 100 ISM-02 19,1
ISM-03 51,1
ISM-04 21,1
02-F2 -
ISM-05 66,4
02-F3 45 ISM-06 62,6
ISM-08 14,1
ISM-09 25,0
0O2-F4 135
ISM-10 30,1

ISM-11 14,8
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O2-F5 10 6-e-OPA 84,2
O2-F6 25 OPA 64,7

ISM-14 20,9
O2-F7 95

ISM-15 38,7
O2-F8 10 OPI 82,7

ISM-16 14,6
02-F9 35

3-a-OPA 73,8
0O2-F10 50 3-a-6-e-OPA 88,3

Az 02 sarzs 7. frakcidja két ismeretlen anyagot tartalmazott ISM-14-et és ISM-15-6t
rendre 20,9% és 38,7% tisztasagban. Mivel a kapott kromatogramon mindkét vegyulet
kiemelked6en nagy jelet adott, igy a tovabbiakban ezek tisztitasara fokuszaltunk. Ezt a
tisztitasi Iépést az RP-2 mddszerrel valositottuk meg, melynek soran tovabbi 7 alfrakcio ker(lt

gyijtésre (24. abra).

0,2

0,64

ol

0,47

0,24

0,04

24. dbra. Az O2-F7 tisztitadsa Serva D6900 oszlopon (RP-2 mdédszer).
A frakcidszedest kovetden a kapott frakcidkat beparoltuk, majd MeCN-ben

visszaoldva analitikai HPLC segitségével vizsgaltuk osszetételliket és tisztasagukat (12.
téblazat).
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12. tablazat. Az O2-F7 félpreparativ tisztitasa soran nyert alfrakcidk ésszetétele és tisztasaga.

02 sarzs B-F7 alfrakcioi

Termék tomege (mg) Frakcidk Osszetétele Tisztasag [%0]

ISM-04 33,2

0O2-F7-Al 35
ISM-05 30,8
O2-F7-A2 25 ISM-05 81,4
OPA 22,1
O2-F7-A3 10 ISM-14 31,8
ISM-15 27,4
O2-F7-A4 15 ISM-15 79,0
O2-F7-A5 5 ISM-15 97,0
O2-F7-A6 5 ISM-14 83,1
ISM-14 22,2
ISM-15 25,2

O2-F7-A7 15
OPI 21,4
3-a-OPA 22,2

Az 02 sarzs O2-F7 jeli frakcidjanak 5. alfrakcidja mar 97,04%-os tisztasaglnak

bizonyult, tehat ez a komponens tovabbi tisztitasi 1épéseket nem igényelt. Az olddszerbdl

visszanyerve 5 mg ISM-15 nevii anyagot kaptunk.

Az 02 sarzs O2-F7 jelu frakcidjanak 6. alfrakcidjanak tovabb tisztitasat szintén az RP-

2 modszerrel valositottuk meg, melynek eredménye 5 mg 91%-os tisztasagl ISM-14 nevii

anyag kinyerése volt.

Osszegezve az 02 sarzs eddig tisztitisat elmondhatjuk, hogy a legigéretesebbnek tiind

FO7 frakcidbdl két lépésben sikeresen tisztitottuk az ISM-15 jelii potencialis ophiobolin

analogot, mig az ISM-14 90% feletti tisztasaganak elérésehez egy tovabbi, harmadik RP-

HPLC tisztitasi Iépés elvégzését tartottuk sziikségesnek (25. abra).
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RP-1
FO7
ISM-14 ISM-15
21% 39%
RP-2 ] |
ISM-14 ISM-15
83% 97%
RP-2 |
ISM-14
91%

25. dbra. Az O2 sarzs FO7 frakcidja tisztitdsanak folyamatabraja. Az egyes vegyuletek tisztasdga %-0s
értékben lathatd.

Az O3 sarzs feélpreparativ RP-HPLC tisztitasat szintén az RP-1 modszerrel végeztik,
melynek soran 10 frakcid kerilt elvalasztasra (26. abra).

il

1.0+

Wit

26. &bra. Az O3 sarzs félpreparativ kromatogramja (RP-1 médszer).
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A frakcidszedést kovetden az egyes frakciokbdl rotacids vakuumbeparld segitsegével
eltavolitottuk a szerves oldoszert. A 6. és 7. frakcid esetében, hasonléan az O2 sarzsnél
tapasztaltakhoz, kristalyosodas indult meg. A folyamat eldsegitése céljabol mindkét frakciot 4
°C-on tartottuk 12 oran at, majd lesziirtik. Az igy nyert Kristalyos anyagokat
szaritoszekrényben széritottuk, majd analitikai mérleg segitsegevel megmértik tomeguket,
mely a 6. frakcid esetén 5 mg-nak, mig 7. frakcio esetén 36,1 mg-nak adddott.

A 7. frakcio kristalyosodasa soran keletkezett vizes anyalug EtOAc-os extrahalasaval
tovabbi 5 mg anyagot sikerllt kinyerni, ami analitikai HPLC vizsgalatok alapjan OPA-nak
bizonyult. A kristalyosodott frakcidkbdl nyert anyagok tisztasagat szintén analitikai HPLC
eljarassal ellendriztiik. Ezen mérések alapjan a 6. frakciobol nyert vegyiilet 6-e-OPA (27.

abra), mig a 7. frakcidbol kristalyosodott anyag OPA volt.

0,002 ]

6-e-OPA

0,002

ol

0,001 o]

0,000 I\

27. dbra. O3 sarzsbdl tisztitott 6-e-OPA analitikai kromatogramja.

A kikristalyosodott frakciokbol nyert termékek egy részét visszaoldottuk MeCN-ben
¢s analitikai rendszerben ellendrizve kideriilt, hogy a 6. frakcio a 6-e-OPA jelii anyagot, mig a
7. frakcio az OPA-t tartalmazza nagy tisztasagban.

A vizig torténd beparlast etil-acetatos extrahalas kovette, végil pedig a szérazra parlas.
A 6. ¢és 7. frakcid esetében a sziirés soran lecsepegett folyadékot is beparoltuk és extrahaltuk,
ugyanis abban is maradt még bizonyos mennyiségli anyag. A kovetkez6 1épésben a beparolt

frakcioknak lemértiik a tomegét (13. tablazat).
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A beszéaritott anyagokat visszaoldottuk acetonitriloen és analitikai HPLC-n
ellendriztiik a tisztasagukat. Az O3 sarzs frakcidinak f6 alkotoit és tisztasagat a 13. tblazat

mutatja. A tisztasagot a csucsok alatti terllet szazalékos megoszlasa adja.

13. tablazat. Az O3 sarzs frakcidinak dsszetétele és tisztasaga.

03 sarzs frakcioi Termék tomege (mg) Osszetétel Tisztasag

ISM-01 11,0
0O3-F1 30 ISM-02 23,7
ISM-03 58,0
0O3-F2 5 ISM-05 85,4
0O3-F3 10 ISM-06 73,8
ISM-08 23,3
O3-F4 25 ISM-09 29,6
ISM-10 38,4
0O3-F5 10 ISM-12 68,8
ISM-13 29,6

O3-F6 S)
6-e-OPA 51,8
O3-F7 10 OPA 61,5
O3-F8 20 OPI 94,2
ISM-17 54,4

0O3-F9 -
3-a-OPA 26,8
0O3-F10 5) 3-a-6-e-OPA 93,0

Az O3 sarzs félpreparativ tisztitdsa sordn mar az elsé elvalasztasi 1épésben nagy
tisztasagban sikertlt kinyerni a 8. frakciébol 20 mg, 94,2%-os tisztasagu OPI-t, mig a 10.
frakciébdl 5 mg, 93,03%-0s 3-a-6-e-OPA-t.

Az 0O3-F5 frakciot alkotd ISM-12 nevii anyag 68,8%-0s tisztasaga, valamint a

kromatogramon mutatott kiemelked6 jelnagysaga alapjan tovabbi tisztitasi lépést tartottunk
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indokoltnak, melyet az RP-2 mddszerrel valdsitottunk meg (28. abra). A minta kelléen nagy

tisztasaganak koszonhetéen az injektéalasi térfogatot 200 pl-re emeltik.

ol

28. abra. O3-F5 frakcio tisztitasa RP-2 modszerrel.

A tisztitassal 92,62%-o0s tisztasdgot sikerilt elérni. Az igy keletkezett ISM-12 jeli
anyag tdmege kisebb volt 5 mg-nal.

Az O3 sarzs tisztitdsa soran tehat mar az elsé 1épésében 90% feletti tisztasagban
siker(lt kinyerniink két ismert ophiobolin szarmazékot, az OPI-t, valamint a 3-a-6-e-OPA-t.
Az FO05 frakcidban fellelheté ISM-12 jelii vegyiilet ezen a preparativ munkak ezen fazisban
69%-0s tisztasdgu volt. Egy tovabbi RP-HPLC 1épést kovetden azonban az ISM-12-t is

sikerllt mintegy 93%-os tisztasagban kinyerniink (29. abra).
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RP-1

RP-2

29. dbra. Az O3 sarzs harom frakcidja tisztitdsanak folyamatabraja. Az egyes vegyiletek tisztasadga %-0s

Az 04 sarzs potencialis ophiobolin szarmazékainak tisztitdsat szintén az RP-1

modszerrel kezdtiik meg 100 pl injektalasi térfogat mellett. A folyamat soran 8 frakcid kerult

gytjtésre (30. abra).

@

FO8
ISM-12 OPI 3-a-6-e-OPA
69% 94% 93%
ISM-12
93%

értékben lathaté.
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30. dbra. O4 sarzs félpreparativ kromatogramja (RP-1 médszer).
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A fenticknek megfelel6en ezen frakciokat is vizig paroltuk, majd EtOAc-os folyadék-
folyadék extrakciot kovetden vakuum alatt szarazra paroltuk és analitikai mérleg segitségével
meghataroztuk tomeguket.

Az egyes frakcidkat visszaoldottuk 3 ml MeCN-ben, és analitikai HPLC rendszeren
ellendriztiik tisztasagukat. Az O4 sarzs frakcioinak f6 alkotoit és tisztasagat a 14. tablazat

mutatja.

14. tablazat. Az O4 sarzs frakcidinak 0sszetétele és tisztasaga.

04 sarzs frakcioi Termek tomege Osszetétel Tisztasag [%]
(mg)
ISM-01 17,4
ISM-02 18,5
O4-F1 80 ISM-03 35,6
ISM-04 44
ISM-05 17,4
ISM-06 63,8
O4-F2 20
ISM-07 14,1
ISM-08 31,6
O4-F3 15 ISM-09 21,3
ISM-10 32,4
O4-F4 10 6-e-OPA 84,4
O4-F5 50 OPA 84,2
04-F6 45 OPI 93,1
O4-F7 - 3-a-OPA 85,7
04-F8 - 3-a-6-e-OPA 94,7

Az 04 sarzs félpreparativ tisztitasa soran az eddigiekkel ellentétben egyik frakcio
esetében sem tapasztaltunk kristalyosodast, azonban két frakcio tisztasaganak ellenérzésekor

is nagy tisztasagu ismert ophiobolin analégokat sikeriilt azonositanunk. A 6. frakcidbol 45
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mg, 93,1%-0s OPI-t (31. &bra-A), mig a 8. frakciobol 94,7%-o0s 3-a-6-e-OPA-t nyertink (31.
abra-B).

OPI

0,004

4 & 8 10 12 “ 1% 18 ] 2. 4 6 s 10 12 it 16 18
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31. dbra. A: Az O4 sarzsbal tisztitott OPI analitikai kromatogramja. B: Az O4 sarzsbdl tisztitott 3-a-6-e-

OPA analitikai kromatogramja.

04

RP-1

OPI 3-a-6-e-OPA
93% 95%

32. dbra. Az 04 sarzs F04 és FO08 frakcioi tisztitasanak folyamatabraja. Az egyes vegyuletek tisztasaga %-

os értékben lathaté.

Osszegezve az O4 sarzs tisztitasanak eddigi eredményeit, egy RP-HPLC lépésben
nagy tisztasagban sikeriilt kinyernink két, mar ismert ophiobolin szarmazékot, az OPI-t
(93%), illetve a 3-a-6-e-OPA-t (95%) (32. &bra).

A forditott fazisu félpreparativ HPLC tisztitdsok soran a kromatogramokon megjelend
komponenseket retencios idejiiknek megfeleléen elneveztik az 5 ismert ophiobolin
szarmazékot tartalmazo standard torzsoldat segitségével. A harom sarzs adatainak értékelése
soran 16 ismeretlen (ISM-01 — ISM-16) mintakomponenst, valamint 5 mar ismert ophiobolin

szarmazékot kulonitettlink el (15. tablazat).
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15. tablazat. A tisztitas soran azonositott ismert, valamint feltételezett ophiobolin szarmazékok listaja

retencios idejuk sorrendjében. + jel6li az adott anyag meglétét, - jeldli az adott anyag hianyat.

Rt (perc) 0O2sarzs O3sarzs 04 sarzs

ISM-01 1,71 + + +
ISM-02 2,04 + + +
ISM-03 2,41 + + +
ISM-04 2,91 + ] ]
ISM-05 3,13 + + +
ISM-06 4,05 + + +
ISM-07 4,47 - . +
ISM-08 5,70 + + +
ISM-09 6,00 + + +
ISM-10 6,20 + + +
ISM-11 6,40 + ; ]
ISM-12 6,60 - + ]
ISM-13 8,00 - + ]

6-e-OPA 8,50 + + +

OPA 9,20 + + +
ISM-14 9,50 + ; ]
ISM-15 10,01 + ] ]

OPI 10,67 + + +
ISM-16 10,86 + ; -

3-a-OPA 12,50 + + +
ISM-17 12,60 - + ]

3-a-6-e-OPA 13,90 + + +




Eredmények és értékelés 71

Mindharom sarzs esetében 5 perc utdn megfigyelheté volt egy 3-4 csucsbol allo
csoport, ami az O2 és O3 sarzs esetében a negyedik frakcid, mig az O4 sarzs esetében a
harmadik frakcidnak felelt meg. Ezeket a frakciokat egyesitettiik (O2-F4 + O3-F4 + O4-F3 a
tovabbiakban E-ként fog szerepelni, az egyesitett frakciok roviditéseként), majd tovabbi

tisztitasi eljarasnak vetettiik ald az RP-3 mddszer alkalmazasaval (33. abra).
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33. dbra. Az egyesitett frakciok félpreparativ tisztitdsa RP-3 mddszerrel.

A kromatogramon jél lathatd, hogy az elvalasztds végén az oszloprél még elualédott
mintakomponens. Tekintettel arra, hogy a mddszer igen hosszu (110 perc), valamint minden
kromatografias elvalasztas soran biztositani kell a vegyiiletek maradéktalan elualasat, egy

gradiens elvalasztas alkalmazasat tartottuk sziiksegesnek (34. abra).

ol

34. dbra. Az egyesitett frakciok félpreparativ tisztitdsa RP-4 modszerrel.

A gradiens programmal megvalositott elvalasztas soran a futdsidé minddssze 10
perccel rovidilt, azonban a korabban tapasztalt késén elualéddé mintakomponens mar nem
volt megfigyelheté az elvalasztds végén, nem maradt szennyezd komponens az oszlopon.
Tovabbi elénye volt ezen elucios technikanak, hogy a gytjteni kivant mintakomponensek
felbontasa csupdn kis mértékben romlott az izokratikus elvélasztashoz képest, azonban a

félpreparativ célu tisztitasra tovabbra is megfelelt. 5 frakcio gytjtését valositottuk meg.
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Az RP-4 modszerrel 5 frakcidt szedtiink, melyeket EtOAC segitségével extrahaltuk,
vakuum alatt szarazra paroltuk és megmertik a tomeglket (16. tablazat). A kiértékelés soran
csupan 3 f6 cstcsot azonositottunk (ISM-08, ISM-09 és ISM-10). A 3. és 4. frakcidkban jelen

1év6 ISM-10 jelli vegyiilet tovabbi tisztitasat, tekintettel azok mennyiségére, melldztiik.

16. tablazat. Az egyesitett frakciok tisztitasa soran nyert alfrakciok témege, dsszetétele és tisztasaga.

Termék tdmege
ISM-08 ISM-09 ISM-10 ISM-11 ISM-12 ISM-15 OPI

(mg)
E-F1 15 83,99 12,11 0,51
E-F2 10 2352 5657 3,19 4,78 0,8
E-F3 10 3,72 79 42,67 15
E-F4 15 6,76 446 5237 27,73 194 5,15
E-F5 35 1,08 7659 58 7.9 5,48

A frakciok koziil az els6ben és az 6todikben sikerllt viszonylag nagy tisztasagban
kinyerni az ISM-08 és ISM-09 jelti anyagokat, melyek tovabbi tisztitdsat az RP-2 modszerrel
végeztik el (35. abra).

2,04

ISM-08

<

ot

T T T T T T T T T
4] ] 10 15 20 25 0 kL] 47 45 5D ]
Minss

35. abra. ISM-08 félpreparativ tisztitasa soran rogzitett kromatogram (RP-2 modszer).

A tisztitds sordn 10 mg ISM-08 jelii anyagot nyertiink. Ezt visszaoldottuk 2 ml

acetonitrilben és ellendriztiik a tisztasagat (36. abra).
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36. abra. ISM-08 jelii potencialis ophiobolin szarmazék tisztasaganak ellenérzése analitikai HPLC-n.

A fenti dbran lathaté egy viszonylag tiszta frakcio, amely egyetlen f6 csucsot
tartalmaz, tisztasaga 97,81%-nak bizonyult.
Mivel az 1. frakciét az RP-2 modszerrel sikeresen tisztitani tudtuk, ugyanezt a

modszert alkalmaztuk az 5. frakcidban jelen 1évé ISM-09 jelii anyag tisztitasara is (37. dbra).

ISM-09

1,00

0,75

ol

0,504

025

0,00 '\

37. &bra. ISM-09 jelii vegyiilet tisztitasa RP-2 mddszerrel.
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Az altalunk gytjtott frakciok egyesitése utan analitikai oszlopon ellendriztiik annak
Osszetételét (38. abra), és megallapitottuk, hogy a tisztitott ISM-09 jelti vegyilet tisztasaga
95,24%-o0s volt.
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0.004 ] /
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£ 1
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0,000 _} (S

0 2 4 6 8 10 12 14 18 13

RP_ e e
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ISM-08 ISM-09

84% 7%
RP-2

ISM-08 ISM-09

98% 95%

39. dbra. Az 02, 03 és O4 sarzsok tovabbi tisztitadsanak folyamatabraja. Az egyes vegylletek tisztasaga

%-0s értékben lathato.

Osszegezve a preparativ tisztitdsok végsé szakaszat, az 02, O3 és O4 sarzsok tisztitasa
sorén a korai frakciok dsszetétele kozel azonos volt, igy ezeket a frakciokat egyesitettiik, majd
két egymast koveté RP-HPLC tisztitasai lépésben tovéabbi két potenciélis ophiobolin
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szarmazékot sikerult kinyernlink, az ISM-08-at 98%, mig az ISM-09-et 95% tisztadgban (39.
abra).

Osszegezve az 02, O3 és 04 sarzsok forditott fazisi HPLC tisztitasat kijelenthetjuk,
hogy a B. oryzae SZMC 24163 nyers extraktumanak félpreparativ tisztitdsat sikeresen
megvaldsitottuk, és tobb esetben nagy tisztasagu anyagot sikerilt kinyerniink mar egyetlen
tisztitasi Iépéssel is. Az eddig altalunk tisztitott ophiobolin szarmazékokon felil tovabbi 5
eddig még nem azonositott vegylletet sikeriilt tisztitanunk. A kellden pontos frakcioszedés
kdvetkeztében tobb esetben kristalyositottuk a frakcionalni kivant mintakomponenseket,

nagyban felgyorsitva ezaltal a tisztitasi munkakat.

6.6 Az 02, 03 és O4 sarzsbol tisztitott vegyuletek tovabbi vizsgalatai

6.6.1 Tomegspektrometrias vizsgalatok

A tisztitott vegylletek molekulattmegének meghatarozasat LCMS-2010A HPLC-MS
rendszeren valositottuk meg.

Az ISM-08 jelii tisztitott vegyiilet tomegspektruman megfigyelheték az
ophiobolinokra jellemez6 karakterisztikus ionok (40. abra). A minta pozitiv ESI scan
tomegspektruman jol latszanak az oldészerek alkali fém szennyezésébdl szarmazé Na* és K*
adduktok, rendre m/z 425, illetve m/z 441 értékeknél. Az O1 sarzshdl tisztitott ophiobolin
szarmazékok tomegspektrometrids vizsgalatanal tapasztaltakhoz hasonléan az ISM-08
potencialis ophiobolin szarmazék esetében sem lathaté az [M+H]" molekulaion. Jelentds
intenzitassal lathatok még a vizkilépéssel keletkezé ionok az m/z 385 ([M+H-H,0]") és m/z
367 ([M+H-2H,0]") értékeknél. Mindezek alapjan az ISM-08 jeld tisztitott vegyiilet varhato
molekulatomege 402. Napjainkig a szakirodalomban csak harom vegyiletet, az OPB-t
(Canonica és mtsi. 1966), az OPB-laktont (Li és mtsi. 1995) és a (6a)-18,19,21,21-O-
tetrahidro-18,19-dihidroxiophiobolin G-t (Liu és mtsi. 2011) irtak le ilyen témeggel.
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Inten. (x100,000)
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40. abra. ISM-08 jelii tisztitott vegyiilet pozitiv ionizacios modban felvett ESI-SCAN tomegspektruma.

Az ISM-09 jelti potencidlis ophiobolin szarmazék ESI-SCAN spektrumén Kkis
intenzitassal ugyan, de megfigyelheté a molekulaion ([M+H]*, m/z 405), valamint jol lathatok
az alkali fém adduktok is ([M+Na]’, m/z 427, illetve [M+K]*, m/z 443). A fentiekhez
hasonldan nagy intenzitassal figyelheték meg a vizvesztéssel keletkezé ionok ([M+H-H,0]",
m/z 387; [M+H-2H,0]", m/z 369; [M+H-3H,0]", m/z 351) is. Mindezeket figyelembe véve az
altalunk tisztitott vegydilet varhaté molekulatomege 404 (41. &bra), ami a szakirodalmi
ismereteink alapjan arra enged kdvetkeztetni, hogy egy eddig még le nem irt ophiobolin
szdrmazék tisztitdsdt valdsitottuk meg, azonban ennek megerdsitésére tovabbi

szerkezetvizsgalatok szikségesek.

Inten. (x100,000)
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41. dbra. ISM-09 jelii tisztitott vegyiilet pozitiv ionizacios modban felvett ESI-SCAN tdmegspektruma.

Az ISM-12 jeli anyag tomegspektrumanak (42. dbra) elemzése soran a fentiekhez
hasonl6 Kkarakterisztikus ionok megjelenését sikeriilt detektalni. Jelent6s intenzitassal

figyelheték meg a fém adduktok ([M+Na]" m/z 423, [M+K]" m/z 439), illetve a vizvesztést
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jelzd ionok ([M+H-H,0]", m/z 383; [M+H-2H,0]", m/z 365). Az ISM-09-hez hasonléan a
molekulaion ([M+H]", m/z 401) kis intenzitassal ugyan, de lathat6. Ezen karakterisztikus
ionok alapjan az ISM-12 feltételezett molekulattmege 400. Az irodalmi adatok alapjan ez a
vegyulet az alabbi ophiobolinok egyike lehet: OPA-lakton (Rossi és mtsi. 1978), ophiobolin
D (Itai és mtsi. 1967), 25-OH-OPI (Sugawara és mtsi. 1987), OPJ (Sugawara és mtsi. 1988),
8-epi-ophiobolin-J (Sugawara és mtsi. 1988), (5a,6a)-5-O-metilophiobolin H (Liu és mtsi.
2011), 5-O-metilophiobolin H (Liu és mtsi. 2011), ophiobolin P (Wang és mtsi. 2013) vagy
ophiobolin Q (Wang és mtsi. 2013), esetleg egy eddig még nem dokumentalt ismeretlen
ophiobolin szd&rmazék. Az OPA és 6-e-OPA vegylletek szintén ilyen tdmeggel rendelkeznek,
de retenciods idejiik alapjan kizartuk 6ket a potencialis jeloltek koziil. Ha figyelembe vessziik a
szakirodalomban mar publikalt, B. oryzaebdl tisztitott ophiobolin szarmazékokat, akkor a 25-
OH-OPI, az OPJ és a 8-e-OPJ egyarant valoszinii jelolt lehet ezen ismeretlen ophiobolin
analogra. Mindazondltal a tisztitott wvegyullet kilétének pontos megéallapitdsdhoz a
szerkezetvizsgalati kisérleteket megkezdtik.
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42. &bra. ISM-12 jelii tisztitott vegyulet pozitiv ionizaciés modban felvett ESI-SCAN toémegspektruma.

Az ISM-14 (43. abra) és ISM-15 (44. &bra) jelt vegyiiletek az eddigiekhez hasonlo
tomegspektrometrias viselkedést mutatnak. Nagy intenzitassal figyelhetok meg a ([M+Na]"
m/z 409 és m/z 407), valamint a ([M+K]" m/z 425 és m/z 423) ionok egyarant. ISM-14
esetében jol latszanak a vizvesztésre utal6 ionok ([M+H-H,0]", m/z 369; [M+H-2H,0]"*, m/z
351). ISM-15 esetében az ([M+H-H,0]", m/z 367) ion mellett egy m/z 365 ion lathatd ([M+H-
H,0-0OH]"). Mindezek alapjan feltételezhetjiik, hogy az ISM-14 molekulatdmege 386, mig az
ISM-15 molekulatdmege 384. A rendelkezésunkre allo irodalmi adatok alapjan az ISM-14
vegyiilet feltehetéen az OPC (Nozoe és mtsi. 1966), a 6-e-OPC (Tsipouras és mtsi. 1996), az
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OPH (Cutler és mtsi. 1984), az (5a,6a)-ophiobolin H (Liu és mtsi. 2011) az ophiobolin U (Liu
és mtsi. 2013) vagy egy Uj ophiobolin szarmazék valamelyike lehet, mig az ISM-15 a 6-e-3-a-
OPB (Shen és mtsi. 1999), a 6-epi-ophiobolin | (Sugawara és mtsi. 1988), a 8-
dezoxiophiobolin J (Sugawara és mtsi. 1988), az OPK (Singh és mtsi. 1991), a 6-e-OPK
(Singh és mtsi. 1991), az OPM (Tsipouras és mtsi. 1996), a 6-e-OPM (Tsipouras és mtsi.
1996) vagy egy eddig még le nem irt ophiobolin szdrmazék egyikének feleltetheté meg. Bar
az OPI szintén ilyen témeggel rendelkezik, de a HPLC elvalasztas soran tapasztalt retencids

1d6 alapjan kizarhatjuk a potencialis jeldltek sorabol.
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43. abra. ISM-14 jeli tisztitott vegyilet pozitiv ionizaciés mddban felvett ESI-SCAN témegspektruma.

Inten. (x100,000)
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44. abra. ISM-15 jeli tisztitott vegyiilet pozitiv ionizacios modban felvett ESI-SCAN témegspektruma.
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6.6.2 NMR vizsgalatok

Az 02, 03 és 04 sarzsokbol tisztitott vegyuletek tomegspektrumai alapjan
feltételeztiik, hogy azok szintén ophiobolin szarmazékok. Ennek megallapitasahoz szlkség
volt szerkezetik pontos megallapitasara. A félpreparativ munkak soran azonban az ISM-08
jelti vegyiiletb6l sikeriilt nagyobb, NMR vizsgalatokhoz elegendé mennyiséget tisztitani. Az
ISM-08 *C NMR, valamint *H NMR spektrumai alapjan (26. Melléklet) megerdsitést nyert,
hogy az Altalunk tisztitott és HPLC, valamint HPLC-MS mérések alapjan ophiobolin
analognak vélt anyag valdban az (45. abra). Az NMR vizsgalatok soran a felvett spektrumok
alapjan megallapitottuk, hogy az altalunk tisztitott ISM-08 egy eddig még nem publikalt
ophiobolin szarmazék. A vegyiilet szerkezetének pontos megallapitasahoz tovabbi NMR
vizsgalatok szikségesek.

H3C
5 ~_-CHs

O  CH
H™ H °

HO
CHs
SH
H3C

45, abra. ISM-08 ophiobolin szarmazék NMR mérések szerinti szerkezeti képlete.
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6.7 Tenyésztesi korialmények optimalizalasa

Ophiobolinok félpreparativ tisztitasanak érdekében a B. oryzae SZMC 24163 jelt
torzsének optimalis tenyésztési koriilményeinek meghatarozasat végeztiik el. Elsd 1épésként
két eltérd inokulalasi eljaras, a konidiumszuszpenzioval, illetve az agardugodval torténd leoltas
0sszehasonlitasaval igyekeztiink valaszt adni arra kérdésre, hogy a leoltas médja befolyasolja-
e az ophiobolinok termelésének mértékét, és ha igen, milyen mértékben. Ezt kdvetden a
tenyésztési hodmérséklet ophiobolintermelésre gyakorolt hatdsat vizsgaltuk 4 kiilonb6zo
hémérsékleten, majd végiil arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy a kiilonb6zd szénforrasok

milyen hatast gyakorolnak ezen vegyiiletek termelddésére.
6.7.1 Konidiumszuszpenzioval torténd leoltds

A B. oryzae SZMC 24163 jelii torzsét PDA ferde agaron torténd eldtenyésztést
kévetden 2x10, 2x107 és 2x10° konidium/ml végkoncentracidban oltottuk le PDB tapoldatba.

A termelt 6-e-OPA mennyisége 2x10 konidium/ml koncentracié esetén a 10. napon
mutatott maximum értéket, majd ezt kovetden lassu csokkenést figyelhettiink meg (46. abra-
A). A 2x10% illetve 2x10° konidium/ml végkoncentraciok esetében ez a termelési maximum
rendre a tenyésztés 7., illetve 6. napjan jelentkezett. A termelt 6-e-OPA maximalis
mennyisége mindharom leoltasi végkoncentracio esetében kdzel azonosnak bizonyult (42-45
ug/ml). Az OPA esetében a legnagyobb hozamot a 2x10 konidium/ml végkoncentracioju
leoltdas eredményezte (188 pg/ml). Ez a maximum érték a tenyésztés 6. napjan volt
megfigyelhetd, majd ezt kovetden gyors csokkenést tapasztaltunk. A toményebb leoltasi
vegkoncentraciok esetében a termelt OPA mennyisége a 4., illetve 5. napon érte el
maximumat, azonban a mért OPA koncentraciok elmaradtak a 2x10 konidium/ml
végkoncentracidju leoltas esetén tapasztaltaktdl (46. dbra-B). Az OPI termelési kinetikajat
vizsgalva megallapithato, hogy a 14 napos tenyésztési iddszak alatt termelt OPI mennyisége
folyamatosan novekvd tendenciat mutat mindharom leoltdsi koncentracioban (46. abra-C).
Ezen ophiobolin szarmazék esetében a maximélis hozamot a toéményebb leoltdsok
eredményeztéek. A 3-a-OPA fermentléb6l mért koncentracidja a tenyésztés 10. napjan
bizonyult a legnagyobbnak a leghigabb leoltéasi végkoncentraci6 esetén (46. dbra-D). A 2x10°
és 2x10° konidium/ml leoltasi végkoncentraciok a tenyésztés 7., illetve 6. napjan

eredmenyeztek maximalis 3-a-OPA szintet. Hasonl6 trendet lehet felfedezni a 3-a-6-e-OPA
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termelési kinetikajaban is. A 2x10 konidium/ml végkoncentracioju leoltas ezen vegyilet

esetében is a 10. napon eredményezte a legnagyobb termelt 3-a-6-e-OPA mennyiséget (9,6

pg/ml), mig ez a maximum 2x10? konidium/ml esetében a tenyésztés 7. napjan (8,6 pg/ml), a

2x10% konidium/ml koncentraci6ju leoltas esetében pedig a tenyésztés 5. napjan (9,2 pg/ml)
jelentkezett (46. abra-E).
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46. abra. Az ophiobolinok termelési kinetikajanak valtozasa harom kiilonb6z6 végkoncentraciéju

konidium szuszpenzioval torténé leoltas soran 6-e-OPA (A), OPA (B), OPI (C), 3-a-OPA (D), 3-a-6-e-OPA

(E).

* p<0,05;** p<0,01; *** p<0,001

Erdekes tény, hogy a tenyésztési iddszak elsé 5 napjan a termelt ophiobolinok

mennyisége a 2x10° konidium/ml végkoncentracié esetén minden esetben nagyobbnak

bizonyult, a higabb leoltdsoknal mért értékeknél. Ez a trend az OPA és a 3-a-6-e-OPA
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esetében a 6., mig a masik harom ophiobolin szarmazék esetén a 7. naptdl megvaltozott és a
folyamatosan csokkend ophiobolin mennyiség csupan 50-80%-a volt a higabb leoltasoknal
mért mennyisegeknél. A legnagyobb ophiobolin hozamot a 2x10 konidium/ml leoltasi
vegkoncentracio alkalmazasa soran sikerlt elérnlink, ekkor a 6. napon mintegy 11 mg termelt
ophiobolint mutattunk ki a fermentlébdl. Ezt kovetden az ophiobolinok mennyisége az OPI
kivételével folyamatos csokkenésnek indult, és nem tapasztaltunk szamottevd kiilonbséget a
2x10% konidium/ml koncentraciénal mért értékekhez képest. Ez az érték bar kozel azonos a
2x10% konidium/ml koncentracional mért értékkel, azonban figyelembe véve a tomény leoltas
7-14 napjan mért alacsony ophiobolin mennyiségeket, kijelenthetjik, hogy a higabb konidium
szuszpenzidval torténd leoltas a legoptimalisabb az ophiobolinok nagy mennyiségben torténd

preparativ célu termeltetéséhez.

6.7.2 Agardugoval torténd leoltdas

A B. oryzae SZMC 24163 torzsének eldtenyésztését PDA taptalajon végeztik és a
PDB tapoldat leoltdsat ezen tenyészetbél kivagott agardugokkal (1, 3 és 6 agardugo)
valdsitottuk meg. Az ophiobolinok termelését napi mintavételezéssel monitoroztuk.

A vizsgalat sordn a konidiumos leoltdsokhoz hasonld termelési kinetikakat
tapasztaltunk (47. dbra). A termelt 6-e-OPA mennyisége az 1, illetve 3 agardugdval torténd
leoltas esetén a 10. napon mutatott maximum értéket (40 pg/ml, illetve 38 pg/ml), majd ezt
kovetden lassu csokkenés volt megfigyelhetd (47. dbra-A). A 6 agardugdval torténd leoltas
esetében ez a termelési maximum szintén a tenyésztési idészak 10. napjan jelentkezett,
azonban a termelt 6-e-OPA mennyisége szignifikansan kisebbnek bizonyult a mésik két
leoltasi korilmény soran tapasztaltaknal (18 pg/ml). Az OPA esetében a legnagyobb hozamot
az 1 agardugoval torténd leoltas eredményezte (154 pg/ml) a tenyésztési iddszak 6. napjan,
azonban érdekes mddon a 6 agardugds leoltas esetében a tenyésztés 3. napjan kiugréan magas
OPA szintet mértink (154 pg/ml). Ezt kovetéen mindkét esetben gyors csokkenést
tapasztaltunk a termelt OPA mennyisegében, ami a 14. napra 10 pg/ml kérdli értékre sullyedt.
A 3 agardugéval torténd leoltds OPA termelési kinetikdja igen hasonlonak bizonyult ez
el6z6ekhez, a legnagyobb mért koncentraciot ebben az esetben is a 6. napon figyelhettiik meg,
mértéke azonban jelentésen elmaradt a masik két leoltds soran tapasztaltaktol (109 pg/ml)
(47. abra-B). Az OPI termelési kinetikdja a konidium szuszpenzioval torténé leoltashoz

hasonloan folyamatosan novekvd tendencidt mutatott mindhdrom leoltdsi koncentracidban
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(47. &bra-C). Ezen ophiobolin szarmazék esetében a maximalis hozamot a higabb leoltasok
eredményezték, 11 pg/ml az 1 agardugoés, mig 10 pg/ml a 3 agardugés leoltas esetén. A
legnagyobb termelt OPI mennyiséget a tenyésztés 13. napjan sikerilt detektalni.
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47. abra. Az ophiobolinok termelési kinetikdjanak valtozdsa agadugéval torténé leoltas soran. 6-e-OPA
(A), OPA (B), OPI (C), 3-a-OPA (D), 3-a-6-e-OPA (E).
* p<0,05;** p<0,01; *** p<0,001

A 3-a-OPA fermentlébdl mért koncentracidja a tenyésztés 10. napjan bizonyult a
legnagyobbnak a higabb leoltasi végkoncentraciok esetében (47. abra-D). A 6 agardugéval
torténd leoltds a tenyésztés 7. napjan eredményezett maximalis 3-a-OPA mennyiséget,
azonban ez az érték kozel fele akkoranak bizonyult (1,8 pg/ml), mint a higabb leoltasok soran

tapasztalt maximalis 3-a-OPA koncentriciok. Az 1, valamint a 3 agardugés leoltasok
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hasonléan a konidium szuszpenzidval torténd leoltadsokhoz a tenyésztés 7., illetve 6. napjan
eredményeztek maximalis 3-a-6-e-OPA szintet (27 pg/ml, illetve 20 pg/ml). Ezt kdvetden a
termelt ophiobolin szarmazék mennyisége jelentds mértékben csokkent és a tenyésztési
idészak végén mintegy 2-3 pg/ml koncentraciot mutattak. A 6 agardugoval torténd leoltas
Kinetikdja hasonlé képet mutatott a higabb leoltdsokéhoz, azonban a termelt 3-a-6-e-OPA
mennyisége alacsonyabbnak bizonyult, valamint a termelési maximuma (11 pg/ml) méar a
tenyésztési idoszak 4. napjan megfigyelhetd volt. (47. dbra-E).

Osszehasonlitva a két eltérd leoltasi modszert, megallapithatd, hogy a 2x10
végkoncentracidju konidium szuszpenzidval torténé leoltas a termelt ophiobolinok
mennyiségét illetden alkalmasabb lehet ezen masodlagos metabolitok termeltetésére, mint az
agardugoval torténd leoltas, habar a két modszer altal biztositott teljes ophiobolin mennyiség

minddssze 11%-0s eltérést mutatott.

6.7.3 Tenyésztési homérséklet hatdasa az ophiobolintermelésre

Az ophiobolinok preparativ célt optimalis tenyésztési kdrilményeinek meghatarozasa
kovetkez6 1épéseként megvizsgaltuk a homérseklet hatdsat az egyes ophiobolin szarmazékok
termelésére. Az elézdekben targyalt eredmények tiikrében a leoltast 2x10 vegkoncentraciojd
konidium szuszpenzioval valésitottuk meg.

A tenyésztési hdmérséklet optimalizalasa soran a 37 °C -on inkubalt tenyészetek sem
micélialis novekedést, sem pedig ophiobolintermelést nem mutattak. A tovabbiakban részletes
bemutatasra keriilnek az egyes ophiobolin szdrmazékok hdmérsékletfliggd termelési kinetikai,
melyekbdl jol latszik, hogy a termelési maximum elsé sorban az OPA, mig a masodik
maximumos érték a 6-e-OPA jelenléténck koszonhetd.

A 6-e-OPA mindharom vizsgalt tenyésztési hémérsékleten (20 °C, 25 °C, 28 °C)
hasonlo termelési kinetikat mutatott (48. &bra). Az inkubacids id6szak negyedik napjat
kovetéen folyamatos emelkedést Iehetett tapasztalni a fermentlében mért 6-e-OPA
koncentraciokban, mely 20 °C-on és 25 °C-on a 11. napon érte el maximumat (57 pg/ml és 68
pg/ml). A 28 °C-os tenyésztési homérsékleten ezt a maximum értéket (47 pg/ml) a 9. napon
figyeltilk meg. Mindharom vizsgalt hdmérsékleten a maximum érték megjelenését kdvetden

csokkend tendenciat tapasztaltunk a 6-e-OPA koncentrciojaban.
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48. 4bra. 6-e-OPA termelési kinetikaja harom kil6nbozé tenyésztési hdmérsékleten.
* p<0,05;** p<0,01; *** p<0,001

OPA esetében a 28 °C-on tortént tenyésztés 5. napjan detektaltuk a legnagyobb OPA
koncentraciot (167 pg/ml), majd ezt kovetden a vizsgalt vegyiilet fermentlében mért
koncentracidja kozel harmadéra csokkent. Egy harom napos konstans szakaszt kdvetGen
folyamatos csokkenésnek indult, €s az inkubacios id0szak végére 1,3 pg/ml értékre apadt (49.
abra). A 20 °C- és 25 °C-os tenyésztési homérsékleteken az OPA maximum a 6. napon jelent
meg rendre 147 pg/ml és 115 pg/ml koncentraciokkal. A termelési kinetika a 28 °C-on
mérteknek megfelelden valtozott azzal az eltéréssel, hogy termelési maximumot kdvetd napon
20 °C-on 19%, mig 25 °C-on 43% csokkenést mértiink az OPA koncentracidjaban.
Mindharom vizsgalt tenyésztési hdmérséklet eredményei alapjan megallapithatd, hogy az
OPA termelés az 5-6. napon érte el maximumat, majd egy rovid platd fazist kovetden

folyamatos csokkenést mutatott.
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49. abra. OPA termelési kinetikaja harom kiilonb6zo6 tenyésztési homérsékleten.
* p<0,05;** p<0,01; *** p<0,001

A tenyésztési homérséklet OPI termelési kinetikdjara gyakorolt hatasat vizsgalva
megallapitottuk, hogy a termelési maximumot 20 °C-on a tenyésztés 12. napjan, 25 °C-on a
11. napjan, mig 28 °C-on a 14. napjan érte el (50. abra). A 6-e-OPA kinetikajahoz hasonldan,
az alacsonyabb homérsékleteken, a termelési maximumot kdvetden csokkend tendenciat
figyeltink meg. A 28 °C-os tenyészetek esetében ez a maximum érték a tenyésztési idészak
utols6 napjan jelentkezett, igy csokkend OPI koncentracidt nem tapasztaltunk.
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50. abra. OPI termelési kinetikdja harom kiilonb6z6 tenyésztési h6mérsékleten.
* p<0,05;** p<0,01; *** p<0,001
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A tenyésztési hdmérséklet 3-a-OPA termelésére gyakorolt hatdsanak vizsgalata soran
megallapitottuk, hogy az egyes tenyésztési hdmérsékletek kozott nincs jelentds eltérés (51.
abra). A 20 °C-on mért 3-a-OPA koncentraciok kis mértékben ugyan, de jobbnak bizonyultak
a magasabb tenyésztési homérsékleteken mért értékeknél. A termelési maximum a 20 °C-,
illetve 25 °C-os tenyészetek esetében az inkubacios idészak 11. napjan jelentkezett. A 3-a-
OPA termelési Kinetikajat vizsgalva érdekes modon két maximumos eértéket lehetett
megfigyelni, 28 °C-on az 5. és 9-10. napokon, mig 20 °C- és 25 °C-on a 6. és 10-11. napokon.
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51. dbra. 3-a-OPA termelési kinetikdja harom kiilonb6zé tenyésztési hémérsékleten.

* p<0,05;** p<0,01; *** p<0,001

A 3-a-6-e-OPA 25 °C-on mar a tenyésztési idészak mdasodik napjan megjelent a
fermentlében, mig a masik két vizsgalt hdmérsékleten csak egy nappal kés6bb mutattuk ki
(52. abra). Maximum értékét 28 °C-on az 5. napon érte el, majd ezt kdvetden a fermentlébdl
kimutathatd koncentracioja drasztikusan csokkent és harom nap stagnalas utan, a tenyésztési
id6szak kilencedik napjan kis mértékben megemelkedett, végiil egy lecsengd fazisba Iépve az
inkubacios iddszak végéig folyamatosan csokkent. Az alacsonyabb tenyésztési
homérsékleteken is hasonlo tendenciat lehetett felfedezni, azzal a kiilonbséggel, hogy mind a
3-a-6-e-OPA termelési maximumat, mind pedig a masodik maximumot és az azt kovetd

csokkend szakaszt egy-egy nappal késobb detektaltuk.



Eredmények és értékelés

88

koncentracio [pg/ml]

60 -

50 4

40 4

30

tenyésztési idé [nap]

52. abra. 3-a-6-e-OPA termelési kinetikaja harom kiilonb6zé tenyésztési hdmérsékleten.

* p<0,05;** p<0,01; *** p<0,001

6.7.4 Szénforras optimalizalasa

A B. oryzae SZMC 24163 jelt torzs optimalis tenyésztési koriilményeinek vizsgalata

soran igyekeztliink megallapitani, hogy a kiilonb6z6 szénforrasok milyen hatéssal birnak az

egyes ophiobolin analogok termelésére. A fentieknek megfeleléen a lombikok leoltasat 2x10

=z

soran. A tenyésztési idoszak végén a micéliumokat sziirtiik, toémegallandosagig szaritottuk,

majd analitikai mérleg segitségével meghataroztuk tomeguket (17. tblazat).

17. tablazat. A kiilonboz6 szénforrasokon tenyésztett B. oryzae SZMC 24163 szarazanyag tomegei.

alkalmazott szénforras

szarazanyag tomeg (mg)

cellobioz
etanol
fruktoz
glicerin
glikoéz
keményito
maltdz
mannoz
natrium-acetat-trihidrat
szacharoz

4130+ 25,1
501,3+20,1
425,2 + 484
407,8 +62,5
397,3 33,7
427,3+23,1
440,6 + 48,6
473,8 £57,9
581,5+65,8
399,6 + 14,3
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A vizsgalatba bevont szénforrasok (glikoz, fruktoz, maltéz, szachardz, keményitd,
cellobidz, etanol, glicerin, mannitol és Na-acetat) esetében az egyes ophiobolin szarmazékok
hasonlé eredményeket mutattak. A legnagyobb mennyiséget minden esetben a maltdz
hozzéadasaval modositott tapoldat esetben sikeriilt detektalni, azonban a cellobi6zzal
modositott tapoldatban is nagymértékben megndtt az egyes szarmazékok termelése. Gliikkoz,
illetve fruktéz alkalmazasa esetén szintén jelentds ophiobolintermelést tapasztaltunk, azonban
ezek az értékek elmaradnak a maltozzal modositott fermentlébdl kimutathaté ophiobolin

mennyiségektdl (53. bra).
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53. abra. Kiilonb6z6 szénforrasok hatasa az egyes ophiobolinok termelésére. 6-e-OPA (A), OPA (B), OPI
(C), 3-a-OPA (D), 3-a-6-e-OPA (E).
* p<0,05;** p<0,01; *** p<0,001
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Eredményeink alapjan kijelenthetjik, hogy az ophiobolinok termeltetésére legalkalmasabb
tapoldat a PMB (potato maltose broth — 50% burgonyakivonat, 50% desztillalt viz és 2%

maltdz), mig optimalis tenyésztési homérsékletnek a 28 °C tekinthetd.
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6.8 Az OPA stabilitasa szerves oldoszerekben

A kiilonb6z6, potencialisan bioaktiv vegylletek hatasainak vizsgalatahoz kiemelten
fontos ezen vegyiletek stabilitdsanak, valamint boml&stermékeinek ismerete. Napjainkig igen
keves irodalmi adat all rendelkezésre az ophiobolinok stabilitasardl (Yun és mtsi. 1988, Bury
és mtsi. 2013a), igy célunk volt a legismertebb ophiobolin szarmazék, az OPA stabilitasanak
vizsgalata kiilonbozo szerves oldoszerekben, harom eltéré homérsékleten.

Munkank soran a B. oryzae CBS 310. 64 jeli torzsébdl altalunk tisztitott OPA-t
hasznéltuk acetonitril, metanol, etanol, etil-acetat, izopropil-alkohol, valamint dimetil-
szulfoxid szerves olddszerekben 100 pg/ml koncentraciéban. 50-50 pug OPA-t oldottunk be
500-500 pl oldészerbe harom parhuzamosban, majd a mintdkat harom kiilonb6zo
hémérsékleten (-20 °C, 4 °C, 25 °C) taroltuk. Az OPA esetleges bomlasanak vizsgalatat a 10
napos inkubacios id6szak alatt napi mérésekkel valositottuk meg analitikai HPLC rendszeren.
Az eredmények értékelését az egyes mintakomponensek szdzalékos eléfordulasanak
abrazolasaval vegeztik el.

MeCN-ben, EtOAc-ban, valamint IPA-ban az OPA nem mutat szamottevé bomlast -
20 °C-on. A maésik harom szerves oldoszer esetében a bomlas mértéke mar jelentdsebbnek
mondhat6, MeOH-ban a kezdeti allapothoz képest a mintaban jelen 1év6 OPA mennyisége
10%-kal csokkent (54. abra).

100
98 -
96 -
94
S
.
5 ——MeCN
g 90 —8—MeOH
B
= 22 —i— DMS0
< 36 + EtOH
24 = T #— EtQAC
27 —a—IPA
SD T T T T T T T T T T 1

tarolasiidé [nap]

54, abra. Tisztitott OPA bomlasi kinetikaja -20 °C-on hat kiilonb6zé szerves oldoszerben.
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A 4 °C-on térolt minték esetében a bomlasi tendenciak mar joval szembetin6bbek (55.
abra). MeCN és EtOAc szerves oldoszerekben az OPA stabil maradt a vizsgalati id6szak
alatt, azonban IPA-ban kismértékti bomlast lehetett megfigyelni. EtOH-ban a bomlas mertéke
mar szembet(indnek nevezhet6 a -20 °C-on mert adatokkal 6sszehasonlitva. A mintak OPA
tartalma mintegy 6%-0s csokkenést mutatott. A legnagyobb valtozast MeOH és DMSO
esetében lehetett megfigyelni, a bomlas mértéke mindkét oldoszer esetében hasonlé gorbe
mentén valtozott és mintegy 15-20%-0s koncentracio csokkenést eredményezett a vizsgalati

id6szak végeére.

——MheCH
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55. abra. Tisztitott OPA bomlasi kinetikaja 4 °C-on hat kiilonb6z6 szerves oldészerben.

Az OPA bomlésanak vizsgalatakor 25 °C-on t6rténd tarolasakor jol megfigyelhetd,
hogy a vizsgalt vegyulet csak minimalisan degradalédott MeCN és EtOAc szerves
oldészerekben (56. abra). Az alacsonyabb tarolasi hémérsékletekkel ellentétben 25 °C-on az
IPA- és EtOH-ban oldott OPA is jelentds bomlason esett at. A kezdeti 96%-0s tisztasagu oldat
a 10. napon mar csak 72%-os volt, tovidbbd a bomlas mértéke mindkét oldoszerben
hasonlonak mutatkozott. A legintenzivebb bomlast MeOH-ban és DMSO-ban lehetett
megfigyelni. DMSO esetében mar a negyedik napon csupan 70%-os volt az OPA oldat
tisztasdga, mig ez az értek MeOH-ban egy nappal késébb jelentkezett. Bar a bomlas mértéke
hasonlé volt mind MeOH-ban, mind pedig DMSO-ban, azonban a 7. napig ez utdbbiban

valamivel intenzivebben zajlott le. A 7. napot kdvetden a bomlas intenzitdsa megfordult és a
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MeOH-s oldatban mért OPA tisztasaga mutatott kisebb értékeket. A tarolasi idészak utolséd
napjara a DMSO-ban és MeOH-ban oldott OPA tisztasaga rendre 55% és 52%-nak bizonyult.

Mindezek alapjan kijelenthetjiik, hogy az OPA oldatban torténd tarolasara leginkabb
alkalmas szerves olddszer a MeCN, valamint az EtOAc. Mivel az analitikai mérések soran
alkalmazott eluens szerves dsszetevoje MeCN, igy a célszerii ebben az oldoszerben tarolni az

OPA-t. Az OPA bomlasi kinetikai alapjan -20 °C tekinthet6 idealis tarolasi hémérsékletnek.

100
90
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56. dbra. Tisztitott OPA bomlasi kinetikaja 25 °C-on hat Kiilonboz6 szerves oldoszerben.

Bar az altalunk alkalmazott tarolasi korilmények tébb pontban is eltérnek az
irodalomban talalhatoaktol (Yun és mtsi. 1988), azonban a -20 °C-on, MeOH-ban torténd
tarolas soran tapasztalt bomlas meértéke hasonlonak bizonyult a korabbi vizsgalatokban
leirtakhoz. Magasabb hdmérsékleteken az dltalunk mért adatok valamivel intenzivebb bomlési
folyamatra engednek kovetkeztetni.

Irodalmi adatokkal dsszevetve eredményeinket azt tapasztaltuk, hogy az OPA MEM
tapoldatban 37 °C-os tarolasi hdmérsékleten 1 hét inkubaciot kdvetden 30%-0s csokkenést
mutatott (Bury és mtsi. 2013a). Ez kdzel azonos bomlasi rata, mint amit 25 °C-on, MeOH-ban
torténd tarolas soran tapasztaltunk. TBY-2 t&pkozegben az OPA bomlasa az altalunk
tapasztaltaknal is nagyobb mértéket 61tott, mindossze 4 napi tarolast kovetden 40%-0s bomlas

volt megfigyelhetd.
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A bomlési vizsgéalatok sordn nem csupan arra kerestik a valaszt, hogy milyen
oldoszerben és milyen hémérsékleten tarolhat6 biztonsaggal az OPA, hanem arra is, hogy az
esetleges bomlasi folyamatok soran milyen bomlastermékek keletkeznek. Mindegyik vizsgalt
szerves oldoszer esetében a 6-e-OPA és a 3-a-6-e-OPA bizonyultak a két fo
bomlésterméknek.

A 6-e-OPA keletkezését -20 °C-on, valamint 4 °C-on MeOH és DMSO jelenlétében
figyeltik meg, illetve 25 °C-on mar a tobbi vizsgalt szerves olddszer alkalmazésa esetén is
tapasztalhatd volt ezen ophiobolin szdrmazék mennyiségi novekedése (57. abra). Figyelemre
mélté mddon -20 °C-on MeOH mellett nagyobb mértéken keletkezett 6-e-OPA, mint DMSO
jelenlétében, mig magasabb tarolasi hdmérsékleteken ez az arany megfordult, és az els6 nap
utdn mind 4 °C-on, mind 25 °C-on a DMSO oldat 6-e-OPA koncentracioja bizonyult
magasabbnak a MeOH oldatban mért értékeknél. A legnagyobb mért 6-e-OPA mennyiséget a
vizsgalat utols6 napjan 25 °C-on sikerult detektalni, mely ekkorra mar elérte a 35%-0s aranyt,

mig MeOH esetében ez az érték megkdzelitéleg 23%-nak bizonyult.
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57. abra. Az OPA bomlasa soran keletkezo 6-e-OPA mennyiségének valtozasa 3 tarolasi hémérsékleten

(A: -20 °C; B: 4 °C; C: 25 °C) 6 kiilonb6zé szerves oldoszerben.
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A 3-a-6-e-OPA keletkezése mindharom vizsgalt hdmérsékleten megfigyelhet6, de a 6-
e-OPA-val szemben ez a vegyiilet elsésorban MeOH-ban és EtOH-ban képzddik az OPA
bomléasa soran (58. abra). Erdekes tény, hogy az OPA MEM illetve TBY-2 tapkdzegben
vizsgalt bomlasa soran szintén ezt az ophiobolin szarmazékot azonositottak (Bury és mitsi.
2013a).
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58. abra. Az OPA bomlasa soran keletkezé 3-a-6-e-OPA mennyiségének véaltozasa 3 tarolasi
hémérsékleten (A: -20 °C; B: 4 °C; C: 25 °C) 6 kiillénb6z6 szerves oldoszerben.

DMSO-ban harom ismeretlen bomlastermék megjelenését lehetett megfigyelni, ezek
rendre B1, B2 és B3 névvel lettek ellatva elacids sorrendjitknek megfeleléen (RTg; = 10,2
perc; RTg,=11,1 perc; RTgz= 20,1 perc) (59. abra).
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59. dbra. Az OPA bomlastermékei DMSO-ban.

A Bl mennyiségének novekedése mar a kisérlet elsé napjatdol megfigyelhetd,
elsésorban 25 °C-on (60. abra). Az alacsonyabb tarolasi hémérsékleteken nem volt
tapasztalhaté szamottevd valtozas ezen bomlastermék mennyiségében. 25 °C-on torténd
tarolaskor a B1 jelii vegyilet aranya tébb mint tizennyolcszorosara (0,15%-r0l 2,78%-ra) nétt

a tarolasi id6szak végére.
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60. abra. A B1 jelii bomlastermék mennyiségének valtozasa az OPA DMSO-ban megfigyelt bomlasa

soran.

A B2 jeli bomlastermék keletkezésének titeme a Kkisérleti idészakban hasonlo

eredményt mutatott, mint a B1 (61. dbra). A -20 °C-on, valamint 4 °C-on tarolt mintak
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esetében nem tapasztaltunk jelentés valtozast a mintakomponens mennyiségében, azonban a
25 °C-os tarolasi hoémérsékleten mért adatok alapjan szembetiind ndvekedés volt
megfigyelheté. A B2 bomlastermék aranya kozel hétszeresére (0,46%-rol 3,11%-ra) nétt a

tarolasi idészak 10. napjara.
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61. abra. A B2 jelii bomlastermék mennyiségének valtozasa az OPA DMSO-ban megfigyelt bomlasa

soran.

Szintén jelentés mennyiségi novekedést lehetett megfigyelni B3 esetében is (62.
abra). Az eclézéekhez hasonldoan alacsony hémérsékleteken nem produkalt szamottevo
mennyiségi valtozast, azonban 25 °C-on a B3 keletkezése jelentds mértékben felgyorsult és a
tarolasi idoszak végére aranya megkozelitette a 0,8%-0t.
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62. dbra. A B3 jelii bomlastermék mennyiségének novekedése az OPA DMSO-ban megfigyelt bomlasa

soran.
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Egy mésik bomlastermek, a B4 (RTgs = 21,7 perc) vizsgélata sordn megallapitottuk,
hogy elsésorban IPA jelenlétében keletkezik magasabb tarolasi hdmérsékleten (63. abra). A
10. napra aranya megkdozelitette a 2,5%-ot. DMSO jelenlétében szintén 25 °C-on csupan

enyhe novekedést lehetett tapasztalni.
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63. dbra. A B4 jelii bomlastermék keletkezésének iiteme 25 °C-on elsé sorban IPA jelenlétében
kiemelkedd.

Tovabbi két, eddig azonositatlan bomlastermék megjelenését lehetett detektalni IPA
jelenlétében, ezek rendre B5 és B6 nevet kaptadk (RTgs = 24,1 perc; RTgs = 27,1 perc) (64.
abra). Mindkét bomlastermék esetében megfigyelhetd, hogy -20 °C-on, valamint 4 °C-on
nem mutatnak szamottevé mennyiségi novekedést. Ezen bomlastermékek keletkezése is csak
25 °C-on figyelheté meg. Tovabbi hasonlosagként lehet emliteni, hogy mind B5, mind pedig
B6 esetében a tarolasi idészak utolsd napjan mennyiségiik csokkenésnek indult. B5 25 °C-0s
tarolasi hdmérsékleten a 9. napon mutatott maximum értéket, ekkor aranya megkdzelitette a
9%-ot, mig a B6 jelii vegyiilet szintén ezen a napon érte el maximumat, azonban ennek aranya
2,3% volt (65. &bra).
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65. abra. B5 (A) és B6 (B) jelii bomlastermékek keletkezése.

Az OPA szerves oldoszerekben torténd bomlasvizsgalatdnak eredményeként
megallapitottuk, hogy a legnagyobb stabilitast MeCN-ben és EtOAc-ban mutatta -20 °C-on.
Kiilénb6z6 alkoholokban (MeOH, EtOH, IPA) torténé tarolasa bomlést eredményez, melynek
mértéke a taroldsi homérséklet emelkedésével nd. A legintenzivebb bomlasi folyamatot
MeOH-ban és DMSO-ban tapasztaltuk. Szdmos tesztrendszer, mely bioldgiai aktivitas
mérésére szolgal, el@szeretettel alkalmazza a DMSO-t, mint szerves oldoszert (Emter és mtsi.
2015, Houdkova és mtsi. 2017). és béar ezen biotesztek sordn a DMSO-ban oldott
tesztvegydlletet higitjak, eredményeink szerint szamolni kell azon eshet6séggel, hogy a
DMSO tdrzsoldat bomlasnak indulhat még alacsony hémérsékleten is.

Megallapitottuk tovabba, hogy a varhatd bomlastermékek fuggnek az alkalmazott
szerves olddszer mindségétél. DMSO-ban a f6 bomlastermékek (6-e-OPA, 3-a-6-e-OPA)
mellett harom masik bomlastermék (B1, B2, B3) is megjelenik, melyek mennyiségi aranya
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egylttesen kozel 7%-nak bizonyult. IPA-t hasznalva szerves oldoszerként két Gjabb
bomlastermék (B5 és B6) jelent meg a f6 bomlastermékek mellett, azonban a DMSO-ra
jellemzé vegyiiletek nem keletkeztek. Ezen vegyiiletek egyiittes ardnya a vizsgalati idészak

veégére elérte a 10%-ot.

6.9 Ophiobolinok biolégiai aktivitdsanak vizsgalata

6.9.1 Az ophiobolinok himivarsejtek mozgékonysagéara kifejtett hatasa

A vadkan himivarsejtek egyedi tulajdonsagai elsérangli modellé teszik mitokondrialis
toxinok vizsgalatara, mivel ezen bioldgiai egységek érzéketlenek a fehérjek és
citoplazmatikus nukleinsavak regulacidjara és szintézisére hatd anyagokkal szemben,
valamint a szomatikus sejtekben feltart 6sszes szignalizacids rendszer bennik is megtalalhatd
(Hoornstra és mtsi. 2003). Tovabba fiziologiai jellemzéik, beleértve mozgékonysagukat is, a
membranpotencidlok és ionaramlasok altal szabalyozott. Ezaltal az ivarsejt
mozgékonysagaban bekdvetkezett valtozas, ellentétben mas sejtvonalakkal alkalmassa teszi
oket arra, hogy akar szubletélis dozisban is detektalhatdak legyenek olyan anyagok, melyek a
mitokondrialis membran depolarizéciéjaért felelnek (Hoornstra és mtsi. 2003). A
himivarsejtek mozgékonysagat a kezelés utani 30 perc, illetve 24 6ra szobahémérsékleten
torténd inkubacios id6tartam elteltével vizsgaltuk egy kordbban kozzétett mddszer alapjan
(Andersson és mtsi. 1997, Andersson és mtsi. 2010). Az OPA 24 6ras expozicidban tizszer
kisebb koncentracidoban gatolta a spermiumok mozgasat, mint a 30 perces expozicios idejl

=z

pg/ml és 250 ng/ml koncentracidkat hataroztunk meg.

6.9.2 Az ophiobolinok hatdsa a plazmamembran-polarizacidjara

Az OPA spermiumokra gyakorolt hatasat fiziologias korilmények kozott (Uszas 37
°C-on) a mozgékony himivarsejtek plazmamembran-degradaciojanak vizsgalataval teszteltiik
Pl festéssel. A plazmamembran integritdsanak elvesztését a sériilt sejtek sejtmagjanak voros
festédése jelezte. A mért ECso értek 800 ng/ml és 1600 ng/ml kdzé esett (életképesség 38% -
73%, 18. tablazat). A kapott eredmények azt mutattak, hogy az OPA fizioldgias kortlmények
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kozott (mozgekonysdg, 37 °C-on) mar két ora elteltével letdlisnak bizonyult a
himivarsejtekkel szemben 2000 ng/ml koncentracio alatt.

Az OPA plazmamembran permeabilitdsara gyakorolt hatdsanak megerdsitésére PI és
CAM festést alkalmaztunk 24 éras inkubacioval szobahémérsékleten. Ebben az esetben az
ECso érték 1,6 pug/mi-nek adodott.

6.9.3 Az ophiobolinok hatadsa a mitokondriummembran polarizacidjara

A membranpermeabilis JC-1 széles kdrben hasznalt festék a mitokondriumok
tanulményozésara apoptotikus kisérletekben. Potencialfiiggd feldasulasat z61d-voros atmenetii
fluoreszcencia emisszié valtozas jelzi (De Proost és mtsi. 2008). Ezért A¥,, csokkenése a
narancs fluoreszcencia csokkenésével megfigyelheté (Hoornstra és mtsi. 2003). Esetlinkben 2
perc festés JC-1 festékkel 37 °C-on elegenddnek bizonyult a mitokondrium narancs és a
plazmamembran zold szini festddéséhez. Ezen rovid idejii festési eljarast kisérletesen
optimalizaltuk, hogy a leheté legjobban reprodukalhato kiilonbségeket érjiik el a kezelt és
kezeletlen himivarsejtek kozott. Két perc inkubacio utdn az OPA teljesen depolarizélta a
spermiumok mitokondriumat 2,5 pg/ml koncentracioban, azonban a kezelt sejtek mar 500
ng/ml koncentracio esetén 50%-0s fluoreszcencia csokkenést mutattak. A 66. abra szemlélteti
az OPA-val kezelt himivarsejtek mitokondrialis membranpotencial valtozasat a kezelésekben
alkalmazott koncentraciok hatasara. A kontroll minta (csak festék) esetében a mitokondrialis
membran a kontroll spermium k6zéps6 részén élénk narancssarga szinnel vilagit (66. dbra-
A), mig a 125 ng/ml koncentracioju OPA a kezeletlen kontroll mintdhoz képest gyakorlatilag
minimalis eltérést okoz (66. abra-B). Az 500 ng/ml koncentraciéji OPA hatdsara
megkozelitéleg 50%-0s fluoreszcenciacsokkenést figyelhetiink meg a mitokondriumokban
(66. abra-C), majd vegil a himivarsejtek kozéps6 részének minden mitokondriuma teljes
mértékben depolarizalédott 1,25 pg/ml OPA hatasara és a spermiumok csak zold
fluoreszcenciat mutatnak (66. abra-D).

A 6-e-OPA vizsgalata soran megallapitottuk, hogy 2,5 pg/ml koncentraciéban nem
volt teljes a kezelt spermiumok mitokondriumanak depolarizcidja, megkozelitéleg 80%-0s
fluoreszcenciacsokkenést lehetett tapasztalni, mig 1,25 pg/ml koncentracidban ez az érték
50%-osnak bizonyult. A 3-a-OPA esetében nem tapasztaltunk teljes depolarizaciot egyik
vizsgalt koncentracidban sem, azonban megéllapithatd, hogy a kezelt sejtek 2,5 pg/mi

koncentracioban 50%-o0s fluoreszcencia csokkenést mutattak. Teljes depolarizaciét a 3-a-6-e-
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OPA esetén sem tapasztaltunk, a legnagyobb alkalmazott koncentracioban is mintegy 80%-0s
fluoreszcencia csokkenés volt megfigyelhetd. OPI esetében a vizsgélt koncentracio

tartomanyban egyaltalan nem tapasztaltunk fluoreszcencia csokkenest.

66. abra. JC-1 festett himivarsejtek epifluoreszcens felvételei 400x nagyitasban, kontrol minta (A); 125
ng/ml koncentracioju OPA (B); 500 ng/ml koncentraci6ji OPA (C); 1,25 ug/ml OPA (D).

A vadkan himivarsejteknél tapasztaltakhoz hasonléan, az OPA géatolta a
mozgékonysagot és csokkentette az életképességet egér spermiumok esetében, mindezen
hatdsok mellett a spermiumok kapacitaciojanak gatlasat is megfigyelték (Zeng és mtsi. 2003).
Az OPA a ndvények membranpermeabilitasat is megvaltoztatta, ide értve az ionateresztés
megvaltozasat (Tipton és mtsi. 1977), tovabba gatolta a sejtek protonkidramlasat, ami a

plazmamembran kalium ateresztoképességére gyakorolt hatasdnak eredménye volt (Cocucci
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és mtsi. 1983). Bury és mtsi. (2013b) intracellularis kalcium koncentracidemelkedést figyeltek
meg OPA-kezelt GBM sejtekben, ami azzal magyardzhatd, hogy a toxin blokkolta a
sejtmembran, mitokondrium és ER BKCa csatornait, ami megemelkedett intracellularis K*-
koncentraciot eredményezett. Ennek kovetkeztében a homeosztazis fenntartasa érdekében
folytonosan emelkedé Ca?*-koncentracidval reagélt a sejt. Esetiinkben feltételeztik, hogy
GBM sejtekhez hasonl6an a mitokondridlis membréan depolarizacios tesztekben alkalmazott
magasabb OPA koncentracié az intracellularis Ca®* szintre is hatdssal van a A¥m
szétoszlatasa révén, azonban a rovidebb inkubaciés periddus miatt alacsonyabb
hatékonysaggal, ami valdészinlileg egy altalanos hiperaktivitasi hatasként szolgalt egyes
spermiumok esetében a mar leirt killénleges kalmodulin gatlas mellett.

A spermiumokat a membranpotencialra érzékeny JC-1, az életkepesség-indikator
CAM és Pl festékekkel festve, a himivarsejtek mozgasat gatlo toxinokat két csoportra
oszthatjuk. Az OPA azon vegyiletek kozé sorolhat, melyek a mitokondriumot
depolarizaljak, am ekdzben a plazmamembran intakt marad (acrebol, enniatin B). A masik
csoportba azon csatornaképzd vegyiiletek (alamethicin, trilonginok) taroznak, melyek szintén
depolarizaljak a mitokondriumot, de szétoszlatjak a plazmamembran permeabilitasi gatat (18.
tablazat).

18. tablazat. OPA és kiilonb6z6 mikotoxinok toxicitasi végpontjainak dsszehasonlitisa vadkan

himivarsejteken, illetve PK-15 (porcine kidney cell line) sejtvonalon.

Az egyes sejt szuszpenzidk toxicitasi végpontjai (ug/ml)

vadkan himivarsejt PK-15
vegylilet . . . . Pl Pl
mozggl:loélr;ysag mozggl:lc;r;ysag A¥m permeabilitasa  permeabilitasa citotoxicitas Hiv
(390 erc) (34 ora) statikus motilis '
P sejteken sejteken
Bencsik és
OPA 2,5 0,25 0,5 1,6 1,6 0,1 mtsi. 2014
. Mikkola és
Alamethicin 1 0,2 0,2 0,2 <0,5 8 misi. 2012
Trilongin BI- Mikkola és
BIV na. 0.5 0.5 05 na. 5 misi. 2012
Andersson
Acrebol 2 0,1 0,8 >4 na. >10 és mtsi.
2009
- Tonshin és
Enniatin B >10 5 5 >50 >20 60 misi. 2010

A tisztitott OPA sertés himivarsejtekre gyakorolt toxikus hatasat négy ismert toxinnal

vetettilk Ossze, melyek kiilonboz6 szubcellularis teriiletet céloznak (18. téblazat). A 18.
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téblazatban feltlintetett vegyileteket, a mitokondriumokat tdmadd enniatin B-t (Jestoi és
mtsi. 2008), acrebolt (Andersson és mtsi. 2009), a kationcsatorna-képz6 alamethicint (Leitgeb
és mtsi. 2007) és trilonginokat (Mikkola és mtsi. 2012) szintén fonalas gombak termelik.
Tovabba az OPA toxicitasi mintazata figyelemreméltd kilénbségeket mutat a mar leirt ion
carrier toxinokhoz (pl. cereulid, valinomycin), illetve a himivarsejt feji részében lathatd
hiperpolarizaciét nem okoz6 acrebol és enniatin B toxinokhoz képest is (Hoornstra és mtsi.
2003, Andersson es mtsi. 2009).

Az OPA-val kezelt spermiumok szamos esetben varatlanul felgyorsulé farokmozgéast
mutattak a mikroszkdpos vizsgalatok alatt (67. dbra). Ez a mozgésbeli valtozas hasonl6 a
megtermékenyitéskor fellépd jelenséghez, amikor is a spermium farki része a megszokott
szimmetrikus mozgastdl eltéréen intenziv ostorozé6 mozgasba kezd, hogy sikeresen
athatolhasson a petesejt védéburkan (Zeng és mitsi. 2003). Ezen depolarizalt membrannal
rendelkezé sejtek ostorcsapkodas-szerii farki mozgésa arra enged kdvetkeztetni, hogy a
plazmamembranjuk intakt és elegendé metabolizmusbdl szarmazo6 energiaval rendelkeznek a
csapkodd mozgasok Kivitelezéséhez. Ebbol arra kovetkeztethetiink, hogy a kezelt sejtek
tovabbra is termelnek ATP-t és NADH-t a citoplazmaban, ami eltér a kation csatornaképz6
alamethicint6l, ami az OPA-val azonos koncentracioban gatat szab a himivarsejtek
mozgasanak, ATP és NADH termelésenek és roncsolja a plazmamembranjuk integritasat
(Andersson és mtsi. 2009).

67. Abra. OPA kilonleges hatasa (500 ng/ml, 400x nagyitas) a himivarsejteken.
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Osszegezve a himivarsejtes vizsgalatokat megallapithatjuk, hogy az OPA hatasai
inkabb mutattak folytonos mintsem ¢éles, 1épcsézetes jelleget: rendkiviil alacsony
koncentracidban gatolta a himivarsejtek mozgasat; kozepes koncentracidban szétkapcsolta a
mitokondrialis membréanpotenciélt, és nem utolsé sorban, magas koncentraciéban hatasara
csokkent a plazmamembran integritas. Mindazonaltal ezek az értékek egy sziik, 250 ng/ml-t6l
1600 ng/ml-ig terjedé tartomanyba estek. Emellett fontos figyelembe venni, hogy az OPA
nagyon gyorsan fejtette ki hatasat a kezelt spermiumokra fizioldgias korulmények kozott
(Uszés, 37 °C), mivel a plazmamembran integritds elvesztése altal jelzett toxicitas igen
alacsony koncentracional (<1 pg/ml) megjelent, ami lehet6vé tette, hogy egyéb himivarsejtre

toxikus anyagtol megkilonboztethessik.

6.9.4 Az ophiobolinok hatdsa tumoros sejtvonalakon

A resazurin-resorufin atalakuldson alapulé viabilitasi tesztek nagy korrelaciot
mutatnak az altalanosan hasznalt referencia tesztekkel, mint a formazan- és tricialt-timidin
maodszerek. Munkank soran proliferdld murine neuroblastoma (MNA) (Kulonen és mitsi.
1991), feline fetus lung (FFL) (Andersson és mtsi. 2009) és porcine kidney (PK-15) (Rasimus
és mtsi. 2012) sejteket kezeltink OPA-val. A vizsgalt sejtvonalakban rendkivil toxikusnak
bizonyult a sejtproliferaciora és koncentraciofiiggd kinetikat mutatott (68. abra). Az 1Cs
értékek a vizsgalt sejtvonalakon kiilonbozdek voltak, MNA esetében <48,8 ng/ml, FFL
esetében 48,8 ng/ml, mig a PK-15 sejteknél ez az érték 48,8 ng/ml és 97,6 ng/ml kdzbttinek
bizonyult. Ezen értékek joval alacsonyabbak, mint amelyek a himivarsejtek toxicitasat és
mozgasanak gatlasat okozzak. Eredményeink azt mutatjak, hogy az OPA gatolja az ivarsejtek
mozgasat és a sejt proliferaciot, ami alapjan azt feltételezhetjiuk, hogy az OPA hatéssal lehet
mind az mRNS szintézisére, mind pedig annak transzlacidjara a citoplazmaban és a

mitokondriumban (Gur és mtsi. 2008).
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68. dbra. Az OPA toxikus hatasa kiilonb6z6 koncentraciékban feline fetus lung- (piros oszlopok), murine
neuroblastoma- (kék oszlopok) és porcine kidney szomatikus sejtvonalakon (zéld oszlopok).
* p<0,05;** p<0,01; *** p<0,001

Amikor OVCAR3 és HUVECs sejteket OPA-val kezelték az életképes sejtek szamaban
szignifikans csokkenés volt megfigyelheté rendre 1Cso 112 pg/ml és 32 pg/ml értékek és
tumorspecifitas hianya mellett (De Vries-van Leeuwen és mtsi. 2010). Tovabba sejthalalt
indukalt L1210 sejtvonalon 4-400 pg/ml koncentracidtartomanyban, mig 1Cso 120 pg/ml-nek
bizonyult (Fujiwara és mtsi. 2000). Eredményeink alapjan az OPA MNA, FFL és PK-15
sejtvonalakkal szemben még a korabban leirt HUVECs, OVCARS3 és L1210 sejtvonalaknal is
hatékonyabbnak bizonyult. Osszehasonlitva az OPA PK-15 sejtvonalon mért toxicitasat
ismert gomba toxinok esetében leirt adatokkal, az OPA mutatta a legalacsonyabb toxicitasi
végpontokat (18. tablazat). Figyelembe véve ezen toxinok hatasait mind a spermiumok
mozgéasaban, mind a PK-15 sejteken, a mozgéas altalaban alacsonyabb koncentraciéban volt
gatolt, mig a PK-15 sejt proliferacié ezen a szinten nem volt gatolt. Az OPA kezelés esetében
mindkét esetben tapasztalhat6 volt gatlé hatas, mar igen alacsony koncentraciéban (<1 pg/ml,
18. tablazat).

Mivel az FFL sejtvonal kelléen érzékenynek bizonyult OPA-val szemben, ezért
tovabbi négy tisztitott ophiobolin szarmazek toxikus hatasat teszteltlik ezen sejtvonalon. Az
OPA-hoz hasonléan mindegyik tesztvegyllet esetében koncentraciofiiggé kinetikat lehetett
megfigyelni. A 6-e-OPA, 3-a-OPA, valamint 3-a-6-e-OPA ICs, értéke egyarant 195,3 ng/ml-
nek adodott, azonban 3-a-6-e-OPA eltéréen a tobbi vizsgalt ophiobolin anal6gtol mar 390,6



Eredmények és értékelés 107

ng/ml koncentracioban rendkivil toxikusnak bizonyult, az é16 sejtek aranya csupan 10,7%
volt (69. dbra). Ezt az értéket mind a 6-e-OPA mind a 3-a-OPA esetében csupéan 781,3 ng/ml
koncentraciénal lehetett tapasztalni.
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69. dbra. Egyéb tisztitott ophiobolin szarmazékok toxikus hatasa kiilonb6z6 koncentraciékban feline fetus
lung sejtvonalon.
* p<0,05;** p<0,01; *** p<0,001

Az éltalunk vizsgalt ophiobolin szdrmazékok kozill az OPI bizonyult a legkevésbé
toxikusnak FFL sejtvonallal szemben (70. abra). Bar az 1Csy érték mar 97,7 ng/ml

koncentracional jelentkezett, azonban az €16 sejtek aranya csupan 12,5 pg/ml-nel csokkent
50% ala.
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70. &bra. A tisztitott OPI toxikus hatasa kiilonboz6é koncentraciokban feline fetus lung sejtvonalon.
* p<0,05;** p<0,01; *** p<0,001
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7 Osszefoglalas

Az Ascomycota torzs Pleosporales rendjébe sorolt Bipolaris nemzetség tagjai
elsésorban fifélékrol, névényi maradvanyokrol és talajbdl izolalhato fonalas gombéak. A
ndvényi korokozoként szamon tartott gombak szamos valtozatos bioldgiai aktivitassal
rendelkez6 masodlagos anyagcsereterméket allitanak eld, melyek koziil kiemelt jelentdséggel
bir a szeszterterpén tipusu ophiobolinok csaladja, melynek tagjai sokféle bioldgiai aktivitassal
rendelkezé triciklikus (5-8-5) 25-27 szénatomos vegyliletek. Napjainkig szamos ophiobolin
szarmazék kertilt leirasra, kozullk kitlintetett figyelem irdnyul az OPA-ra, mely az els6ként
leirt ophiobolin szarmazék. Ez a vegyulet szdmos biologiai aktivitassal rendelkezik, tdbbek
kozott antimikrobialis, nematocid, fitotoxikus, citotoxikus, malariaellenes, valamint
kalmodulin antagonista hatasokkal.

Munkéank sordn f6 célkitiizésiink az ophiobolin vegyiiletcsalad tagjairdl eddig
megszerzett tudomanyos ismeretek tovabb bdvitése. Ennek megvaldsitdsa érdekében a

kovetkezd konkrét célokat tiiztiik ki és valositottuk meg:

1. Az OPA és egyéb ophiobolin analdgok detektalasara és mennyiségi mérésére alkalmas

analitikai HPLC modszer kidolgozasa.

Az ophiobolinok atfogé analitikai vizsgalatahoz elengedhetetlen egy vagy tobb
megbizhatdé kromatografids modszer kidolgozasa. A szakirodalomban fellelhetd adatok
alapjan ezen vegyiiletek mindségi ¢és mennyiségi vizsgalatara folyadékkromatografias
maodszerek kifejlesztése mellett dontottink. Mivel tavlati céljaink kozott szerepelt eddig még
le nem irt ophiobolin szarmazékok félpreparativ tisztdsa és azonositasa, igy tobb analitikai
mérés modszert dolgoztunk ki a tervezett munkafolyamatok tekintetében. Ennek
eredményeképpen sikeresen kidolgoztunk 4 HPLC modszert és elvégeztilk ezen mddszerek
rendszeralkalmassagi, rendszerpontossagi, valamint linearitasi vizsgalatait. Az altalunk
kidolgozott analitikai HPLC modszerek minden tekintetben megfelelnek a sziikséges

elvalasztastechnikai kritériumoknak.
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2. Az ophiobolintermelés vizsgalata Kkiilonbozé Bipolaris, Curvularia és Drechslera

torzsek esetében, a kiemelked6é OPA termelést biztosité torzsek azonositasa.

Az ophiobolinok mar tébb mint 50 éve ismertek, a leirt vegylletek szdma az utobbi
években robbandsszerlien novekedett. Bar szamos termeld fajt fellelhetiink a
szakirodalomban, azonban mind a mai napig nem sziiletett a termelési kinetikakat részletezo
mi. Mindezek alapjan sziikségesnek éreztiik kiilonboz6é Bipolaris és Curvularia térzsek OPA
termelési  kinetikdjanak jellemzését. A vizsgalatba bevont toérzsek tenyesztéset PDB
tdpoldatban valdsitottuk meg. A termelt ophiobolinok mennyiségét napi mintavételezés
mellett vizsgaltuk. Eredményeink alapjan négy alapvetd termelési kinetikat sikerlt
elkdlonitenlink. Az els6 szekrécios mintazat (1. tipus) esetén az OPA termelés egy maximum
értéket mutatott a tenyésztési iddszak 6todik és nyolcadik napja kozott, majd ezt kovetden a
termelt OPA mennyisége lecsokkent és egy allando szinten maradt. A masodik Kinetikai
mintazatot mutat6é csoport (2. tipus) tagjai esetén a termelt OPA mennyisége az 5-7. napon
érte el maximumat, majd ezt kovetden révid idon beliil dramai mértéki csokkenés kovetkezett
be és a tenyésztési iddszaki tovabbi részében nem volt detektdlhatdé mennyiségli OPA a
fermentlevekben. A harmadik (3. tipus) csoport tagjai esetében az OPA szekrécios profil két
maximumot mutatott a vizsgalt tenyésztési idoszak alatt, melyek altalaban a 3-5. és a 9-10.
napokon jelentkeztek. Ezen tipusban a két megfigyelt OPA maximum kozel azonos volt. A
kinetikai vizsgalatokba bevont torzsek kozul az 1. tipus tagjai voltak a legnagyobb szamban,
mig a 2. tipus a vizsgalt izolatumok 17%-at tartalmazta, a 3-as csoportot csupan 2 izolatum
jellemezte. A vizsgalt torzsek mintegy 30%-a nem bizonyult OPA termel6nek (4. tipus) az
alkalmazott tenyésztési korilmények kozott.

Az OPA termelés kinetikajanak meghatarozasa soran sikeresen azonositottunk tébb
kiemelkedd termelési képességekkel rendelkezd torzset, melyek koziil a B. oryzae SZMC

24163-et valasztottuk ki tovabbi, preparativ celu tisztitasi kisérletekre.
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3. Az OPA és egyeb ophiobolin analdgok tisztitasara alkalmas félpreparativ HPLC
modszer kidolgozasa, és a vizsgalatba bevont kiemelked6 termelési képességii torzsbol
tortén6é ophiobolin tisztitas megvalositasa, valamint a tisztitott vegyiiletek

tomegspektrometrias jellemzése és NMR vizsgalattal torténo azonositasa.

A B. oryzae SZMC 24163 jelii torzs bevondsaval sikeresen megvalositottuk az
ophiobolinok félpreparativ tisztitasat négy sarzsban. Az O1 sarzs esetén az extrakciot
kovetden normdl fazisu tisztitdst alkalmaztunk elsd lépésként, majd az egyes frakciokat
tovabb tisztitott forditott fazisu rendszeren. Minden tisztitasi 1épés végén ellendriztik az
egyes frakciok tisztasagat egy megfelel6 analitikai HPLC modszerrel. Az O1 sarzs tisztitasa
soran sikeresen tisztitottunk 0Ot ophiobolin szarmazékot, melyeket tomegspektrometriai
vizsgalat, valamint NMR technikdval torténd szerkezetvizsgédlat révén sikeresen
azonositottunk. Az eredmények kiértékelése sordn megallapitottuk, hogy az altalunk tisztitott
vegylletek név szerint 6-epi-ophiobolin A, ophiobolin A, ophiobolin I, 3-anhidro-ophiobolin
A és 3-anhidro-6-epi-ophiobolin A.

Az 02, O3 és O4 sarzsok tisztitdsa sordn a tovabbiakban csak forditott fazisu
félpreparativ. HPLC technikat alkalmaztunk tobb egymadst kovetd lépésben. Ezen sarzsok
tisztitdsdval a mar ismert szarmazékokon felll tovabbi 6t potencialis ophiobolin analdg kerdilt
Kitisztitasra. Ezen vegylletek tomegspektrometriai vizsgalatat elvégeztiik, és a kapott
eredmények alapjan feltételezhetjik, hogy mindegyikik az ophiobolinok csaladjaba tartozé
masodlagos gombametabolit. Az 02, O3 és O4 sarzsbdl tisztitott vegyiiletek kozil a
rendelkezésre all6 anyagmennyiségek alapjan egy potencialis ophiobolin szarmazék NMR
szerkezetvizsgalatat sikeruilt megvaldsitani. Az ISM-08 jelti vegyiilet NMR adatai alapjan
Kijelenthetjuk, hogy ilyen szerkezeti képlettel a mai napig nem kerilt leirasra az ophiobolinok

csaladjaba tartoz6 masodlagos metabolit.

4. A kiemelked6 ophiobolin termel6 képességgel rendelkezo B. oryzae CBS 310. 64 jeli
torzsének optimalis tenyesztési korulményeinek megéllapitdsa, kilonds tekintettel a

leoltas médjara, a tenyésztési hémérsékletre, valamint az alkalmazott szénforrasra.

A kiilonboz6 ophiobolin sz&rmazékok hatékony tisztitdsa érdekében az Aaltalunk
kivalasztott jo termelési képességekkel rendelkezd torzs optimalis tenyésztési koriilményeinek

meghatarozasat végeztiik el. Ennek elsd 1épéseként az inokuldlds modjat vizsgaltuk. Két eltérd
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leoltdsi metodust hasonlitottunk 6ssze, a konidiumszuszpenzidval torténd leoltast és az
agardugéval torténd leoltast. A kisérletek eredményeképp megallapitottuk, hogy bar nincs
markans kilonbség az egyes leoltasi eljardsok kozott, azonban a legnagyobb termelt
ophiobolin mennyiség érdekében a 2x10 végkoncentraciéju konidiumszuszpenzioval valo
leoltast tartjuk a legalkalmasabbnak. A tenyésztési homérséklet ophiobolintermelésre
gyakorolt hatdsat razatott tenyészetben, négy eltéréd homérsékleten (20 °C, 25 °C, 28 °C, 37
°C) vizsgaltuk. A legmagasabb vizsgalt tenyésztési hdmérsékleten sem névekedést, sem pedig
ophiobolintermelést nem tapasztaltunk. Az teljes ophiobolintermelés szempontjabdl a 28 °C-
on torténd tenyésztés eredményezte a legnagyobb termelt ophiobolin mennyiséget, igy a
tovabbiakban ezen hémérsékletet tekintettik optimalisnak. Az ophiobolintermelés
szempontjabol optimalis szénforras meghatarozasa érdekében tiz kiilonb6z6 szénforrast
vizsgaltunk (glikoz, fruktdéz, maltdz, szachar6z, keményit6, cellobioz, etanol, glicerin,
mannitol és Na-acetdt). Eredményeink alapjan a malt6zt tartalmazd tapoldat bizonyult a
legoptimalisabbnak, ez eredményezte a legmagasabb termelt ophiobolin mennyiséget.

5. Az OPA szerves oldoszerekben torténé bomlasanak vizsgalata. Az esetleges
bomlastermékek folyadékkromatografias azonositasa, valamint keletkezésik

Utemének megallapitasa.

A kiilonb6z6 biologiai aktivitasok tesztelését célszerii a lehetd legnagyobb tisztasaga
vegylletekkel elvégezni. Ezek tisztitasa soran, valamint rovidebb idejii tarolasakor gyakran
szerves oldoszerekkel érintkeznek. A biotesztek soran érdemes kilon figyelmet szentelni arra,
hogy a tesztelni kivant vegyiilet sem a kisérlet el6tt, sem pedig az alatt ne szenvedjen bomlast.
Mivel a kiilonb6z6 ophiobolin szarmazékok stabilitasardl a szakirodalom csak sziikszaviian
nyilatkozik, mindossze két cikk tesz emlitést az OPA stabilitdsardl, azonban egyik sem
végzett atfogo vizsgalatot ezen vegyiilet szeres oldoszerekben val6 stabilitasatol, ezért célunk
volt felkészillve a bioldgiai aktivitdsok tesztelésére az OPA szerves old6szerekbeni
stabilitasdnak vizsgalata. A vizsgalatba hat kiilonb6z6 szerves oldoszert vontunk be (MeOH,
EtOH, IPA, MeCN, EtOAc, valamint DMSO). A Kkiserletek eredményeként megallapithatd,
hogy az OPA els6é sorban magasabb homérsékleten bomlik, féleg alkoholokban. Sikeresen
azonositottunk két {6 bomlasterméket, a 6-e-OPA-t és a 3-a-6-e-OPA-t. Tovabba
megfigyeltik, hogy kiilonb6z6 szerves oldoszerekben torténd tarolaskor eltérd

bomlastermékek jelennek meg.
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6. A tisztitott OPA bioldgiai aktivitasanak vizsgalata vadkan himivarsejtekkel szemben,

valamint harom altalunk valasztott szomatikus sejtvonallal szemben.

Az Altalunk tisztitott OPA-t bioldgiai aktivitas vizsgalatokba vontuk be. Az OPA
ivarsejtekkel szembeni  toxicitasat vadkan himivarsejtekkel szemben  vizsgaltuk.
Eredményeink alapjan kijelenthet6, hogy mar alacsony koncentrdcioban gatolja azok
mozgasat, valamint 500 ng/ml koncentracidban a vadkan himivarsejteket heves, csapkodd
mozgasra kesztette. Az OPA szomatikus sejtvonalakkal szembeni citotoxicitdsat harom
sejtvonal bevonasaval vizsgaltuk. Eredményeink alapjan kijelenhetd, hogy az OPA <48,8
ng/ml koncentracidban toxikus az MNA, 48,8 ng/ml koncentraciéban az FFL és 48,8-97,6

ng/ml koncentracidban a PK-15 sejtvonalra.
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8 Summary

Members of genus Bipolaris (Ascomycota, Pleosporales, Pleosporaceae) can be
isolated mainly from plants belonging to the family Poaceae, plant residues or soil. These
filamentous fungi are known as plant pathogens and are able to produce large number of
secondary metabolites with various biological activities, from which a remarkable compound
family is the sesterterpene-type tricyclic (5-8-5) ophiobolins. Until now, 50 different
ophiobolin analogues have been isolated and characterized. The firstly described member of
this family was the ophiobolin A, which has multiple biological activities, such as
antimicrobial, nematocid, phytotoxic, cytotoxic, antimalarial and calmodulin antagonist
effects.

Our main objective was to enrich the scientific knowledge of the members of the
ophiobolins related to the production abilities and kinetics of the selected producer strains,
their analytical separation, semi-preparative purification, structure elucidation and stability in
organic solvents as well as their biological activity. To accomplish this object, we have

proposed and realized the following goals:

1. Developing an analytical HPLC method for detection and quantification of OPA and

its analogues.

For the comprehensive analytical examination of ophiobolins it is crucial to develop
one or more reliable chromatographic method. Based on the data in the literature we
developed liquid chromatographic methods for qualitative and quantitative analysis of these
compounds. Since we have multiple approaches for the examination of ophiobolins including
the preparative purification and characterization as well as stability examination multiple
analytical methods were developed regarding our workflow. During our study, altogether 4
HPLC methods were successfully developed and their system suitability, precision and
linearity were also tested. These HPLC methods meet completely the general analytical

requirements.
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2. Examination of the ophiobolin production of selected Bipolaris, Curvularia and
Drechslera strains, and identification of the strains possessing excellent OPA

production capability.

Ophiobolins are known for more than 50 years, and the number of the reported
compounds was dramatically increased in the last decades. Although numerous producing
species can be found in the literature, until now the production kinetics of these molecules has
not been reported. Therefore, in our work initially the OPA production Kinetics of different
Bipolaris and Curvularia strains were investigated and four different types of secretion
Kinetics were determined. In the case of the first secretion pattern (type 1), the OPA
production showed one maximum value between the fifth and eight days of the cultivation,
and after that the amount of the produced OPA decreased to a constant level. In the case of the
members with the second kinetic pattern (type 2), the amount of the secreted OPA reached its
maximum level in the time-range of 5-7 day and followed by a dramatic decrease and was
undetectable for the rest of the cultivation period in the ferment broth. For the third group
(type 3), the OPA secretion profile showed two maximum points during the examination
period, which were usually at day 3-5 and 9-10. In type 3 group the values of maximums were
approximately equal. Members of type 1 group represented the largest proportion of the
examined strains, while type 2 contained the 17% of the examined microbes. Only two strains
were belonging to the type 3 group and 30% of the examined strains were unable to produce
OPA under the applied cultivation conditions (type 4).

During the characterization of OPA secretion kinetics we have successfully identified
several strains possessing remarkable production capabilities, from which B. oryzae SZMC

24163 isolate has been selected for further preparative works.

3. Developing a semi-preparative HPLC method for the purification of OPA and other
ophiobolins as well as the mass spectrometric characterization and NMR examination

of the purified compounds.

The semi-preparative purification of ophiobolins was successfully executed in four
separated batch using B. oryzae SZMC 24163 as producer strain. In the first case (O1 batch),
normal phase separation was applied as first step in the purification after the extraction of the

ophiobolins from the ferment broth, which was followed by reversed phase separation. After
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each fractionation, the purity of the fractions was determined by the proper analytical method.
Five potential ophiobolin analogues have been purified from O1 batch and they have been
successfully identified using mass spectrometric examination and NMR technique. During the
data evaluation, we have determined that all five purified compounds belong to the family of
ophiobolins, and they are 6-epi-ophiobolin A, ophiobolin A, ophiobolin I, 3-anhydro-
ophiobolin A and 3-anhydro-6-epi-ophiobolin A.

In case of batch 02, O3 and O4 only reversed phase separation was used in multiple
consecutive steps. Besides the five known ophiobolins five additional potential ophiobolin
analogues have been purified from these batches. Mass spectrometric examination of these
compounds have been carried out and based on the results we can assume that they are also
ophiobolin type secondary fungal metabolites. Due to the available amount of the compounds
purified from batch 02, O3 and 04, the NMR examination of one potential ophiobolin
analogue has been carried out. Based on the NMR data of ISM-08 we have determined, that it

is an ophiobolin-type secondary metabolite, which has not been reported earlier.

4. Determination of the optimal cultivation conditions of B. oryzae SZMC 24163
regarding to the ophiobolin production in consideration of inoculation method,

cultivation temperature and applied carbon source.

Regarding these aims, the investigation of the optimal cultivation conditions of the
selected strain was carried out for improved ophiobolin production, which could serve
beneficial possibilities for more effective purification of different ophiobolin molecules.
Initially the inoculation method was investigated. Two different inoculation procedures have
been compared including the inoculation with conidial suspension and with agar plugs. As the
result of the experiments, it was determined that there is no significant difference between the
two inoculation procedures, however inoculation with suspension of 2x10 conidia/ml is
considered the most suitable method to achieve the highest produced ophiobolin content. The
effect of the cultivation temperature on the ophiobolin production was examined in liquid
media at four different temperatures (20 °C, 25 °C, 28 °C and 37 °C). At the highest
examined temperature, there was no mycelial growth and any ophiobolin production. In point
of view of the sum-ophiobolin production the cultivation at 28 °C resulted the highest amount
of secreted ophiobolins, therefore this temperature was considered as optimal for the further

experiments. For the determination of the optimal carbon source in case of ophiobolin
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production, ten different carbon sources were monitored (glucose, fructose, maltose, sucrose,
starch, cellobiose, ethanol, glycerin, mannitol and sodium-acetate). Based on our results,
maltose proved to be the optimal carbon source, because its application resulted in the highest

amount of secreted ophiobolin.

5. Examination of OPA degradation in organic solvents. Identification of the possible
degradation products using liquid chromatographic analysis and determination of

their formation rate.

It is expedient to perform different bioassays using compounds with the highest
possible purity. These compounds often meet with organic solvent during their purification
process or their short term storage. Performing bioassay, it is important to consider the
degradation properties of the testing compounds. In the literature few information could be
found about the degradation of the different ophiobolin analogues, only two articles reported
about the OPA stability, but none of them performed extensive investigation on the
degradation of this compound in organic solvents. Therefore, our objective was to investigate
the stability of OPA in different organic solvents. Six different organic solvents (MeOH,
EtOH, IPA, MeCN, EtOAc and DMSQO) were taken into the investigations. Based on the
results of the experiments we can determine that OPA degrades primarily in alcohols at high
temperature. Two major degradation products have been successfully determined, the 6-e-
OPA and 3-a-6-e-OPA.

Furthermore, we have observed that during the storage in different organic solvents
different degradation products were forming.

6. Examination of the biological effects of the purified OPA on boar sperm and three

different somatic cell lines.

The purified OPA was involved in biological activity assays. Bioactivity of OPA was
investigated against sperm cells using boar semen and on three types of mammalian cell lines.
Based on our results OPA interfered sperm motility at low concentration. Furthermore,
intense whipping movement was observed at 500 ng/ml concentration, this phenomenon was

not until now described. Furthermore, based on our results OPA was cytotoxic in <48.8 ng/ml
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concentration on the MNA cells, in 48.8 ng/ml on the FFL cells and 48.8-97.6 ng/ml on the
PK-51 cells.
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Mellékletek

Melléklet. Az OPA termelési vizsgalata sordn alkalmazott HPLC mddszer

rendszeralkalmassagi paraméterei.

tr re K' Rs As Wh N
OPA 14,95 1,00 5,61 1,73 0,94 0,24 20044

Melléklet. Az OPA termelés vizsgalata soran hasznalt analitikai HPLC modszer
kalibracios egyenese.

2EHI6 -
2 EHI6
1.EH6 -
1.EH6 -
1EH6 -
8 EHIF A
6 E+H05
4.EH0F
2. EHI5
0.E+00

cxnics alath terilet

y¥=0.000157154x+0,0840534
RI=0.999981

0 50 100 150 200 250 300

koncentracio (ng/ml)

3. Melléklet. Az OPA termelési vizsgalata sordn alkalmazott Kkalibréacio

linearitasanak ellenorzése.

. . szamitott bemért (.
csucs alatti K . ., , ., eltérés
teriilet oncentracié koncentracio [%]

[Hg/ml] [Hg/ml]
2883 0,54 0,49 10,00
5821 1,00 0,98 2,28
11859 1,95 1,95 -0,28
24244 3,89 3,91 -0,31
49566 7,87 7,81 0,78
99834 15,77 15,63 0,95
199508 31,44 31,25 0,60
397658 62,58 62,50 0,12
788882 124,06 125,00 -0,75

1592876 250,41 250,00 0,16
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4. Melléklet Az OPA termelés vizsgalata soran hasznalt analitikai HPLC modszer

rendszerpontossaganak szamitasai.

OPA
tr (Min) csucs alatti tertlet
1. 14,95 404192
2. 14,95 405467
3. 14,90 405325
Atlag 14,93 404994,67
SD 0,03 698,75
RSD % 0,18 0,17
Elfogadast| popy 2105 RsD <10%
feltétel

5. Melléklet. Az optimalis tenyésztési kortulmények meghatarozasa soran

alkalmazott HPLC modszer rendszeralkalmassagi paraméterei.

tr I's K' Rs As W N

6-e-OPA 8,98 0,92 511 526 141 0,20 11311
OPA 9,73 100 5,62 2,15 154 0,21 11599
OPI 11,33 1,16 6,71 4,06 141 0,25 11342
3-a-OPA 12,95 133 7,81 3,64 1,35 0,27 12428

3-a-6-e-OPA 14,36 1,48 8,77 2,88 1,28 0,30 12542
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>

cyncx alatti teriilet

o)

cxncx alatti teriilet

6. Melléklet. Az optimalis tenyesztési korulmények megallapitasa soran alkalmazott
HPLC maddszer kalibracids egyenesei: 6-OPA (A), OPA (B), OPI (C), 3-a-OPA (D)
és 3-a-6-e-OPA (E).

1E+06 -
9E-05
SE-0F
TE05 |
6.E-05 -
5E-05
4E05
3E405
2E-05
1E+05 |

0,E+00

1E+06

1E+06 -

8EH3 4

6 EH05

4E+05 -

B 1E+06 -
1E+06 -
= 5
:"3 8 E+05 -
£ 6E+05
y=0,000276256x+0,940122 § LR ¥=0.000224109% +0,960765
RI=0,595821 Ty o
: 2E+05 1 R2=0,555852
. . . T T 0.E+00 : : : : : :
0 30 100 150 200 250 300 0 30 100 150 200 250 300
koncentricié (pg/ml) koncentracié (pg/ml)
D 3. EHIE
3E+06 -
z
2 2EH6 -
2
£ 2E+06
£ 1506
v=0,000235186x +0,280865 5 v=0,000103092x +0,842254
RI=0.999887 e R2=0,595882
: : : ‘ : : 0.E+00 : . . . . :
0 50 100 150 200 250 300 0 50 100 150 200 250 300

koncentracio (ng/ml)

E 2EH6 -

2E+H06 -
2E+06 -
1E+06 -
1E+06 -
1E+06 -
8 E+05 -
6.E+05 -
4E+05
2 E+05 -

cynicy alatti teriilet

koncentracio (ug/ml)

¥=0,000135075x+0,736619
RI=0,99985%

0.E+00

T
30 100 150 200 250 300

koncentracio (ng/ml)
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7. Melléklet. Az optimalis tenyésztési korulmenyek vizsgalata soran alkalmazott

kalibraciok linearitasanak ellenorzése.

) csﬂcg szémito,tt_, bemér',[  eltérés
vegyulet a|€.-1:ttl koncentréacio koncentracio [%]
tertlet [ng/mi] [ng/ml]
13078 4,55 3,91 16,56
26871 8,36 7,81 7,05
< 52720 15,50 15,63 -0,77
Q 112190 31,93 31,25 2,19
g 213321 59,87 62,50 -4,21
451618 125,70 125,00 0,56
902158 250,17 250,00 0,07
15681 4,48 3,91 14,56
32417 8,23 7,81 5,29
< 62337 14,93 15,63 -4,44
% 140241 32,39 31,25 3,65
267121 60,82 62,50 -2,68
553209 124,94 125,00 -0,05
1112613 250,31 250,00 0,12
7471 2,07 1,95 5,87
15977 4,10 3,91 5,02
32192 7,98 7,81 2,15
¥ 62721 15,28 15,63 -2,19
O 136001 32,81 31,25 4,99
252967 60,79 62,50 -2,74
519708 124,59 125,00 -0,33
1045825 250,43 250,00 0,17
34542 4,40 3,91 12,72
72524 8,32 7,81 6,48
E 141735 15,45 15,63 -1,09
o 304952 32,28 31,25 3,30
& 581528 60,79 62,50 2,73
1196225 124,16 125,00 -0,67
2423450 250,68 250,00 0,27
. 26996 4,38 3,91 12,21
;,':j < 55880 8,28 7,81 6,04
cfoF O 109510 15,53 15,63 -0,62

234787 32,45 31,25 3,84
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csucs szamitott bemeért -

. . .y . .. eltérés

vegyulet alatti koncentracio koncentréacio [%]
tertlet [ng/mi] [ng/ml]

443408 60,63 62,50 -2,99

913180 124,08 125,00 -0,73

1850781 250,73 250,00 0,29

8. Melléklet. A tenyesztési koralmények vizsgalata soran hasznélt analitikai HPLC

maodszer rendszerpontossaganak szamitasai.

6-e-OPA OPA OPI 3-a-OPA 3-a-6-e-OPA
tr csucs alatti tr csucs alatti tr csucs alatti tr csucs alatti tr csucs alatti
(min) tertilet (min) tertilet (min) tertlet (min) tertilet (min) tertilet
1. 8,98 56812 9,73 71573 11,33 67567 12,95 151996 14,36 117062
2. 9,11 56770 9,87 71186 11,49 67560 13,15 153422 14,57 118792
3. 8,99 56619 9,75 71118 11,35 68428 12,97 153048 14,38 117365
Atlag 9,03 56733,67 9,78 71292,33 11,39 67851,67 13,02 152822,00 14,44 117739,67
SD 0,07 101,50 0,08 245,43 0,09 499,13 0,11 739,38 0,12 923,85
RSD % 0,76 0,18 0,78 0,34 0,79 0,74 0,83 0,48 0,83 0,78
Elfogadasi RSD RSD RSD RSD RSD RSD RSD RSD RSD RSD
feltétel <1% <10% <1% <10% <1% <10% <1% <10% <1% <10%

9. Melléklet. Az OPA stabilitasanak vizsgalata soran alkalmazott HPLC modszer

rendszeralkalmassagi paraméterei.

tr I K' Rs As Wh N
6-e-OPA 13,36 0,93 491 1,47 0,95 0,21 20840
OPA 1439 1,00 537 2,72 0,97 0,23 21557
OPI 17,35 1,21 6,68 3,27 0,97 0,27 22397
3-a-OPA 1998 139 7,84 2,79 0,95 0,31 22286
3-a-6-e-OPA 22,08 153 8,77 2,21 0,95 0,35 21859
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10. Melléklet. Az OPA bomlasanak vizsgalata soran alkalmazott HPLC mddszer
kalibracids egyenesei: 6-OPA (A), OPA (B), OPI (C), 3-a-OPA (D) és 3-a-6-e-OPA
(E).

A 2E+05 - B TEH05 -
1E+D5 6E+05 -
5 LE®S - I SE+DS -
£ 1E+05 - £
= 2 4F+05 4
£ 3 E+04 £
E = 3EH05
E 6.E+04 - E
H E 2E+05 -
4.E+04 4 ¥=0,000184986x +0,423186 ¥v=0,000150649x +0,335208
2 E+04 R2=0,999697 1.E+H05 A RI=0.999661
0.E+00 : : ‘ : : : 0.E+00 : : : : ‘ :
0 5 10 15 20 25 30 0 20 10 60 20 100 120
koncentracid (pug/ml) koncentracid (ng/ml)
C 4 E+05 - D 2EH0T -
3E+05 TEHS
I 3EH05 - e S0
= il =
_:“;' 2E+05 _4!‘;' o
£ £ 4E+05
= 2E+05 o = _
5 ) I 3E05
£ LE5 - 5 2E+05 - = 5 5
v=0,000161671x-0,0721136 SR v=0,0000690529x - 00358787
5E+H04 - R2=0,999922 1E+05 1 R2=0,599589
0.E+00 : : ‘ : : : 0,E+0 : ‘ . . . .
0 10 20 30 10 50 60 0 10 20 30 40 50 60
koncentracio (png/ml) koncentracio (ug/ml)
E 6.E+03
5.E+05

cyics alatti teriilet
e
&
O

i v=0,0000907748x - 0,0298268
LE+D5 R2=0,999975

] 10 20 30 40 50 60

koncentracid (ug/ml)
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11. Melléklet. Az OPA bomlasanak vizsgalata soran alkalmazott kalibraciok

linearitasanak ellenorzése.

csucs szamitott bemért

vegyllet alatti koncentracié koncentracid eltoe/res
tertlet [ng/mi] [ng/mi] [%]
2157 0,42 0,39 8,34
4098 0,78 0,78 0,13
< 7841 1,47 1,56 -5,62
o 16118 3,01 3,13 -3,82
& 33655 6,25 6,25 0,00
69168 12,82 12,00 6,83
134228 24,85 25,00 -0,58
10284 1,89 1,56 20,86
20984 3,50 3,13 12,01
< 41083 6,53 6,25 4,45
a 81762 12,66 12,00 5,47
159662 24,39 25,00 -2,43
321672 48,80 50,00 -2,40
666006 100,67 100,00 0,67
2843 0,39 0,39 -0,80
5050 0,74 0,78 -4,73
10922 1,69 1,56 8,39
= 19221 3,04 3,13 -2,87
o 39214 6,27 6,25 0,28
78891 12,68 12,00 5,69
153196 24,70 25,00 -1,22
310357 50,10 50,00 0,21
3238 0,19 0,20 -3,89
6334 0,40 0,39 2,78
11257 0,74 0,78 -5,09
< 22969 1,55 1,56 -0,79
© 45566 3,11 3,13 -0,46
> 91610 6,29 6,25 0,64
183017 12,60 12,00 5,02
361122 24,90 25,00 -0,40
724899 50,02 50,00 0,04
2272 0,18 0,20 -9,68
4536 0,38 0,39 -2,23
< 9367 0,82 0,78 5,02
o 17556 1,56 1,56 0,08
b 34348 3,09 3,13 -1,18
T 69469 6,28 6,25 0,42
™ 139372 12,62 12,00 5,18
273733 24,82 25,00 -0,73

551780 50,06 50,00 0,12
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12. Melléklet. Az OPA bomlasanak vizsgalata soran hasznalt analitikai HPLC

mddszer rendszerpontossaganak szamitasai.

6-e-OPA OPA OPI 3-a-OPA 3-a-6-e-OPA

iy US|y S |y S |y S|y i

1. 13,36 275074 14,39 321672 17,35 310357 19,98 724899 22,08 551780

2. 13,31 285872 14,34 344795 17,28 349527 19,91 759209 22,01 576936

3. 13,31 264313 14,34 309116 17,28 299173 19,91 698540 22,01 530222

Atlag 13,33 275086,33 14,36 325194,33 17,30 319685,67 19,93 727549,33 22,03 552979,33
SD 0,03 10779,51 0,03 18098,42 0,04 26441,43 0,04 30421,21 0,04 23380,08

RSD % 0,19 3,92 0,20 5,57 0,22 8,27 0,20 4,18 0,19 4,23
Elfogadasi RSD RSD RSD RSD RSD RSD RSD RSD RSD RSD
feltétel <1% <10% <1% <10% <1% <10% <1% <10% <1% <10%

13. Melléklet. Az O1 sarzs tisztitasa soran alkalmazott analitikai HPLC modszer
rendszeralkalmassagi paraméterei.

tR I'c k' Rs As Wh N
OPA 13,75 1,00 10,18 2,16 1,39 0,29 12127,40

14. Melléklet. Az O1 sarzs frakcioinak ellendrzésére hasznalt analitikai HPLC
maddszer kalibracids egyenese OPA-ra.

3EHT7 4
3. EHT 4
2 EHIT -

2EHT -

1.EHOT A

cxnes alatt terilet

v=4,02078*10"x - 7,68767

5 F+H06 - R2=10.999982

0.EH00

0 200 400 600 200 1000 1200

koncentracio (ng/ml)
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15. Az O1 sarzs félpreparativ tisztitasa soran alkalmazott kalibracio linearitasanak

ellenorzése OPA esetén.

, . szamitott bemért .,
csucs alatti . . , ., eltérés
. koncentracié koncentracio
tertilet [%]
[Hg/ml] [Hg/ml]
1514594 53,21 62,50 -14,86
3080697 116,18 125,00 -7,06
6318510 246,37 250,00 -1,45
12196371 482,70 500,00 -3,46
23848604 951,21 1000,00 -4.88

16. Az Ol sarzs tisztitasa soran alkalmazott HPLC modszer rendszerpontossagi

szamitasai.

OPA
te (min) csucs"alatti
tertlet
1. 13,75 23297712
2. 13,75 24981102
3. 13,80 24305086
Atlag 13,77 24194633,33
SD 0,03 847112,93
RSD % 0,20 3,50
Elfogadasi| pory c10  RsD <10%
feltétel

17. Melléklet. A O2, O3 és O4 sarzsok tisztitdsa soran hasznalt analitikai HPLC

maodszer rendszeralkalmassagi paraméterei.

R I k' Rs As Wh, N
6-e-OPA 8,43 0,92 4,73 2259 0,82 0,18 10414
OPA 9,13 100 5,21 206 082 0,2 11000
OPI 1055 1,16 6,18 3,81 0,84 0,23 11236
3-a-OPA 1235 135 74 429 0,82 0,25 12482
3-a-6-e-OPA 1382 151 84 3,17 0,78 0,28 13220
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18. Melléklet. A 02, O3 és 04 sarzsok tisztitdsa soran, az egyes frakciok
tisztasaganak ellendrzésére szolgaléo analitikai HPLC mdédszer Kkalibracios
egyenesei: 6-OPA (A), OPA (B), OPI (C), 3-a-OPA (D) és 3-a-6-e-OPA (E).

A TEH3 B 9.E+03 -
6503 2E+03 -
7E+03 -
I 5EH03 b
B £ 6.EH03 +
2 4F+03 o 2 spws
= = )
[} -]
= 3.EH03 £ 4E+03 -
& =
=3 - 4
2 2E+03 v=0,0810425x-4,18572 E 3203 v=0,0641097x +1.85815
R2=0,998812 AR R2=0,999227
LE+03 A ) 1E+03 -
0.E+00 : ‘ : : : : 0.E+00 : . : : ‘ .
0 100 200 300 400 500 600 0 100 200 300 400 500 600
koncentracio (ug/ml) koncentracio (ug/ml)
C 2E+03 - D 2E+04 -
7E+H3 4 2E+04 -
~ 6E+03 - . LEH04 4
= =
£ 5E+03 - T LR
b= 2 1E+04
£ 4E+03 - £
= £ 8E+03 -
g k3. £ 6E+0s -
E 03 y=0,0669282x - 2 81724 E ’ v=0,0294355x - 3,15933
- R2=0,999221 4EH03 o R2=0,998829
LE+03 4 2.EH3 -
0,E+00 0,E+00 ; . : . ‘
0 100 200 300 400 500 600 0 100 200 300 100 500 600
koncentracio (ug/ml) koncentracié (ng/ml)
E LE+04 -
LE+04 -
I LE+04 -
E
2 BEHG -
E
o 6E+03 -
g
g 4E+03 1 ¥=0,035107x- 15441163
2E+03 - R2=0,999438
0.E+00 : : : : ‘ :
0 100 200 300 400 500 600

koncentracio (ug/ml)
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19. Melléklet. Az O2, O3, O4 sarzsok felpreparativ tisztitasa soran alkalmazott

kalibraciok linearitasanak ellenorzése.

) csﬂc§ szémitqtt_ , bemér',[ O eltérés

vegyulet alr%ttl koncentracio koncentracio [%]
tertlet [ng/mi] [ng/ml]

< 347 23,94 31,25 -23,40
% 1710 134,40 125,00 7,52
@ 3139 250,21 250,00 0,08
© 6193 497,71 500,00 -0,46
421 28,85 31,25 -7,69
E 2034 132,26 125,00 5,81
o 3777 244,00 250,00 -2,40
7788 501,14 500,00 0,23

414 24,89 31,25 -20,35
= 1996 130,77 125,00 4,62
o 3832 253,65 250,00 1,46
7467 496,94 500,00 -0,61

< 905 23,48 31,25 -24,86
% 4612 132,60 125,00 6,08
© 8728 253,75 250,00 1,50
@ 16972 496,42 500,00 -0,72

g 1055 25,82 31,25 -17,39
?.) 3722 130,12 125,00 4,09
o 6859 252,79 250,00 1,12
& 13117 49753 500,00  -0,49

20. Melléklet. Az O2, O3 és O4 sarzsok tisztitdsa soran hasznalt analitikai HPLC

maodszer rendszerpontossaganak szamitasai.

6-e-OPA OPA OPI 3-a-OPA 3-a-6-e-OPA

i IO | iy SIS | iy S | iy O |y Sl

1. 8,53 1611 9,22 1975 10,70 1930 12,50 4451 13,95 3444

2. 8,43 1675 9,13 2040 10,55 2006 12,35 4541 13,82 3520

3. 8,42 1547 9,11 1923 10,53 1907 12,34 4327 13,80 3262

Atlag 8,46  1611,00 | 9,45 1979,33 | 10,59 1947,67 | 12,40 4439,67 | 13,85 3408,67
SD 0,06 64,00 0,06 58,62 0,09 51,81 0,09 107,45 0,08 132,58

RSD % 0,71 3,97 0,68 2,96 0,89 2,66 0,70 2,42 0,58 3,89
Elfogadasi RSD RSD RSD RSD RSD RSD RSD RSD RSD RSD

feltétel

<1%

<10%

<1%

<10%

<1%

<10%

<1%

<10%

<1% <10%
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21. Melléklet. A 6-e-OPA NMR adatai.
atom | BC 'H cosy hmbe C—H noesy
la 42,5 1,38 m 1B 22 | 23
1B 1,74m la
2 494 212m 6 48] 6 40 | 22
3 | 76,6 - 4 | 128 | 20
48 | 54,7 2ALd 4a 20 4o
(16,8)
40 3,05d(16,8) | 4B 48 | 2 | 20
5 [2164 - ) 6
6 | 480 [3,35d(106)| 2 2 | 4p | 8| 21 10 | 128
7 [1424 - 2 6 | 9
8 [157,7| 687q(74) | 9 6 | 9a | 21 9 |21 ] 22
90 | 294 | 233m 8 [10] 10 8 | 9p | 15 | 22
9B 278d(195)| 8 |10 10 | 9a | 15 | 128
10 [533] 259dd 9 18| 8 9 | 12p [ 22| 6 |9 | 128
11 | 415 - 10 | 128
120 |421] 1,70m 128 2 | 15 | 22 128
128 1,84t (12,6) | 120 6 | 9 | 10 | 15 | 12a
13 [310] 170m 128 1B
14 959 - 1B 10 |15 23
15 | 351 2,225 16 [23| 10 | 23 9 | 128 23
(6.8)
16 419 178m 15 [17] 23
17 [ 71,9 | 461q(73) | 16 |18 15 18 | 24 | 25
18 [126,7] 514d(86) | 17 17 | 24 | 25
19 [134,7 - 17| 24 [ 25
20 | 257 141 40 40
21 [1940| 9215 6 8 8
22 | 228 | 0855 10 | 128 la | 2 | 9
23 | 16,0 | 1,04d(6,9) | 15 15 loa | 15
24 | 181 1,675 17 | 18
25 | 258 170 17 | 18
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22. Melléklet. Az OPA NMR adatai.

atom | BC H cosy hmbe C—H
1 ? 1,35m 1,75 2
1,75m 1,35
2 49,80 2,44 m 1 6 1 4 20
3 76,0 - 4 20
4 535 |25d(19,0) | 2,68 20
2,68d
(19,0) 25
5 219,0 - 4 6
6 2 |34d(100)| 2
7 142,5 - 6 9
8 160,6 | 7,17t(8,3) | 2,37 2,43 6 9 10
9 ? 2,37 m 2,43 8 10
2,43 m 2,37 8 10
10 61,0 1,68 m 2,37 2,43 9 12 22
11 35,5 - 12 22
12 ? 1,73 m 1,84 2,14 1,58
1,84 m 1,73
13 ? 1,58 m 1,73 2,14
2,14 m 1,73 1,58
14 96,0 - 9 12 13 16 23
15 36,9 2,25m 2,12 1,83 23 10 16 23
16 42,8 1,83 m 2,25 17 10 13 23
2,12m 2,25
17 | 71,0 | 45q(595) | 1,83 | 18 16
18 125,9 | 5,19d (8,4) 17 16 25
19 136,0 - 25
20 24,7 132s 1 4
21 195,0 9,21s 6 8
22 16,4 0,89s 1 10 12
23 | 165 | 1,1d(7.2) | 15 16
24 24,5 1,745
25 16,7 1,71s
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23. Melléklet. AZ OPI NMR adatai.
atom| BC H cosy hmbe C—H noesy
la | 46,9 1,29 m 1B 2 6 9 13 22 6 9
1B 1,92 m lo 9
2 50,8 | 2,71d (12,8) lo 6 la 4 6 20 6 22
3 |180,6 - 4 20
4 (129,8 588s 20 20 20
5 1209,7 - 4 6 20
6 |523] 358d(25) | 2 4 20 | 21a lo | 2 |9
7 11343 - 6 20 21
8 |130,3| 5,72d (4,6) 9 6 21 9 21
9 53,2 2,45m 8 8 12 22 1 6 8 |15 18
10 | 41,7 1,71 m 9 120 15 22 18
11 | 27,7 - 9 22
120 | 30,4 | 153m 12 |13 | 12B 128 | 17
128 1,68 m 12a 120 13 15
13 | 41,2 1,35m 12 la 12p 13 12 22 23
14 | 96,0 - 9 10 16 23
15 | 348 [217sxt(6,6)| 16 | 23| 9 10 | 16 | 23| 9 | 12p |22 23
16 | 41,8 1,74m 15 | 17 17
17 | 715 | 452q(72) | 16 | 18| 15 120 | 16 | 18|23 |25
18 |126,7| 5,08d (8,7) 17 10 16 25 9 10 17 | 24
19 (1342 - 17 25
20 | 17,2 2,02s 4 4
2la | 66,9 | 3,85d(12,0) | 21b 8 8 21b
21b 4,08d(12,0) | 21a 21a
22 | 22,0 0,94s la 9 128 | 13 2 13 15| 24
23 | 159 0,97 s 15 10 15 16 13 15 17 | 24
24 | 25,5 165s 18 22 23
25 | 17,7 160s 24 17
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24. A 3-a-OPA NMR adatai.
atom | ®C H cosy hmbe C—H
1 | 48 1,391 (13,2) 2,07 1,77 22 2 10 [ 6
2,07dd (13,2;36) | 2 1,39
2 | 51,0 ]267dd(132;36) | 1 6
3 1813 - 20
4 |130,7 6,00 s 20
5 [210,7 - 4 20 6
6 | 502 3,42d(3,7) 2 1 8 21 6 | 20
7 1420 - 6 9
8 [157,6| 6,98 dd (6,5;2,4) 9 6 9
9 [314 2,48 m 10 8 2,85 13
2,85 m 8 2,48 | 10
10 | 54,6 2,67 9 2,85 1 8 248 | 13 | 22 | 12
11 | 43 -
12 | 308 1,60 m 1,77 | 1,47
1,77 m 1,60
13 | 42,6 1,47 m 1,77 | 1,60 22 23 15 12 | 1
1,77 m 1,60 | 1,47
14 | 98,0 - 12 13 16 10 | 15
15 | 36,5 2,34 sxt (6,9) 23 16 23 16 10
16 | 42,9 1,84 m 15 17 10
1,86 m 15 17
17 | 733 | 4,66qva(7,2) 18 16 15 1,86
18 [127,9] 521d(7,2) 17 24 25 16
19 [136,3 - 24 25
20 | 171 2,115
21 [1945 9,255 6 8
22 | 225 0925 10 1,39 1,77
23 | 16,4 1,08 d (6,95) 15 16
24 | 259 1,71s 25
25 | 181 1,685 24
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25. Melléklet. A 3-a-6-e-OPA NMR adatai.
atom | B°C H cosy hmbe C—H noesy
1 | 264 1,72m
2 48,2 3,15t 6 4 20 |21 6 120 20 |22
175,
3 - 20
9
131,
4 A 6,13 s 20 20 20
203,
5 -
4
6 | 48,0 3,86 bs 2 8 2
139,
7 - 8 90,
2
158,
8 6 7,07 dd (8,0;4,7) 9 21 90, 9 21
90, | 257 2,32m 8 |9 8 8 | 9B
9B 2,52 bd (8,0) 8 | 9a 8 | 9a | 15
10 | 42,7 1,70 m 15 23 15
11 | 441 - 90, 10 [ 12| 16a |22
120, | 30,7 1,52 m 12 12p | 23
12 1,84 m 12a 12a | 16p | 22 |23
13 | 36,4 152 m 12 22
14 | 94,8 - 13 16 |23
15 | 36,6 2,12m 16 | 23 168 | 23 10 | 16p | 23
1,30 dd
160, | 39,4 16 | 15 | 17 128 | 22
(11,4;7,6)
16p 1,72m 160 | 17 98 | 15
17 | 71,4 4,45 q (7,8) 16 | 18 15 | 16p 24 | 25
127,
18 ) 5,15d (8,2) 17 24
134,
19 -
9
20 | 18,3 2,145 4 2 4
194,
21 9,355 8 8
6
22 | 22,7 0,75s 1 | 12p | 16a |23
23 | 17,8 1,03s 15 15 10 | 12 | 15 |22
24 | 26,4 1,71s 160 | 17 | 18
25 | 18,5 1,645 18 17
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26. Melléklet. Az ISM-08 NMR adatai.

atom Bc H
1 36,63 | 1,55; 1,17
2 51,62 2,29
3 82,37 -
4 53,28 | 2,54, 1,81
5 73,33 4,85
6 51,76 3,08
7 143,72 -
8 160,4 6,98
9 24,26 2,4
10 62,19 1,64
11 43,76 -
12 42,33 | 1,66;1,41
13 43,9 1,74
14 96,79 -
15 37,98 2,26
16 44,02 | 1,81;1,74
17 72,48 4,49
18 126,83 5,18
19 136,97 -
20 26,95 1,22
21 198,53 9,29
22 17,98 0,91
23 17,98 1,1
24 18,26 1,7
25 25,97 1,74
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27. Melléklet. Az ophiobolinok szerkezeti képletei.

HC,

3-anhidro-ophiobolin A

Ophiobolin A lakton
HLC

(6a)-18,19,21,21-O-tetrahidro-18,19-
Ophiobolin G 6-epi-ophiobolin G dihidroxi-ophiobelin G
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6a-21,21-O-hihidro-ophiobolin G 6-¢pi-21-dezoxi-ophiobolin G 6-epi-16,17-dihidro-21-dezoxi-ophioboelin G
CHs

Ophiobolin H Sa,6a-ophiobolin H

Ophiobolin I 6-epi-ophiobolin I

HQ H&

OH

8-epi-ophiobolin J

HE” on HE o

Ophiobolin L 6-epi-ophiobolin L Ophiobolin M
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6-epi-ophiobolin M Ophiobolin N

HE® on
Ophiobolin O 6-epi-ophiobolin O Ophiobolin P
o frs Ho CMB
CHz CH; H.C
HO.. 3 OH

CH;

CHjs

Ophiobolin Q Ophiobolin R Ophiobolin S
HisC CHs

CH;

Ophiobolin T Ophiobolin U Ophiobelin U*

CHz

Ophiobolin V Ophiobolin W



	Rövidítések jegyzéke
	Bevezetés
	Irodalmi áttekintés
	A Bipolaris nemzetség jellemzése
	Az ophiobolinok kémiája
	Az ophiobolinok bioszintézise, kémiai szerkezete, csoportosítása
	Az ophiobolintermelés és a vegyület stabilitása
	Az ophiobolinok tisztítása

	Az ophiobolinok biológiai hatása
	Az ophiobolinok fitotoxikus hatása
	Az OPA kalmodulingátló hatása
	Az ophiobolinok antimikrobiális hatása
	Az ophiobolinok nematocid hatása
	Az ophiobolinok citotoxikus hatása
	Az ophiobolinok HIV-1 integráz antagonista hatása
	Az ophiobolinok in vivo hatásai
	Az ophiobolinok hatása hímivarsejteken


	Célkitűzések
	Anyagok és módszerek
	Felhasznált anyagok
	A vizsgált izolátumok
	Tenyésztési körülmények
	Ophiobolin kivonás
	Ophiobolinok analitikai HPLC vizsgálata
	Az OPA termelésének vizsgálatára alkalmazott HPLC módszer
	Az ophiobolintermelés optimalizálására alkalmazott HPLC módszer
	Az OPA bomlásának vizsgálatára alkalmazott HPLC módszer
	Az O1 sarzsból nyert frakciók tisztaságának vizsgálatára alkalmazott HPLC módszer
	Az O2, O3, O4 sarzsokból nyert frakciók tisztaságának vizsgálatára alkalmazott HPLC módszer

	Az ophiobolin molekulák tisztítása
	Az O1 sarzs félpreparatív tisztítása
	A normál fázisú félpreparatív HPLC tisztítás
	A fordított fázisú félpreparatív HPLC tisztítás

	Az O2, O3 és O4 sarzsok félpreparatív tisztítása

	Azonosítás, szerkezetvizsgálat
	Ophiobolin származékok molekulatömegének tömegspektrometriás meghatározása
	NMR mérések

	Az OPA stabilitásának vizsgálata
	Biológiai hatásvizsgálatok
	Hímivarsejt mozgékonyság gátlás vizsgálata
	Hímivarsejt mozgékonyság gátlás vizsgálat validálása
	Sejtmembrán-permeabilitási vizsgálat
	A mitokondriumdepolarizációs hatás vizsgálata
	Emlős szomatikus sejt citotoxicitás vizsgálat

	Számítási módszerek, statisztikai elemzések
	Kromatográfiás paraméterek meghatározása
	Rendszeralkalmasság
	Linearitás
	Rendszerpontosság

	A félpreparatív tisztítások során alkalmazott kalkulációk
	Tisztaság

	A tenyésztési körülmények optimalizálásának statisztikai elemzései
	Biológiai hatásvizsgálatok statisztikai elemzései


	Eredmények és értékelés
	Kromatográfiás paraméterek meghatározása
	Ophiobolinok termelési kinetikája
	Ophiobolinok félpreparatív tisztítása az O1 sarzsból
	Normál fázisú tisztítás
	Fordított fázisú tisztítás

	A tisztított minták további vizsgálatai
	Tömegspektrometriás vizsgálatok
	NMR vizsgálatok

	Ophiobolinok félpreparatív tisztítása az O2, O3 és O4 sarzsból
	Az O2, O3 és O4 sarzsból tisztított vegyületek további vizsgálatai
	Tömegspektrometriás vizsgálatok
	NMR vizsgálatok

	Tenyésztési körülmények optimalizálása
	Konídiumszuszpenzióval történő leoltás
	Agardugóval történő leoltás
	Tenyésztési hőmérséklet hatása az ophiobolintermelésre
	Szénforrás optimalizálása

	Az OPA stabilitása szerves oldószerekben
	Ophiobolinok biológiai aktivitásának vizsgálata
	Az ophiobolinok hímivarsejtek mozgékonyságára kifejtett hatása
	Az ophiobolinok hatása a plazmamembrán-polarizációjára
	Az ophiobolinok hatása a mitokondriummembrán polarizációjára
	Az ophiobolinok hatása tumoros sejtvonalakon


	Összefoglalás
	Summary
	Irodalomjegyzék
	Mellékletek

