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1. Bevezetés és irodalmi attekintes

A peptaibolok megnevezés a vegyiletek harom jellegzetes alkotdrészének nevébol
szarmazik, azaz olyan peptidek (Pept), melyek tartalmazzak az o-aminoizovajsavat (Aib) és
mindemellett tartalmaznak aminoalkoholt is (ol) [1]. Az a-aminoizovajsav szerkezeti képletét
az 1. bra mutatja be.
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1. dbra: Az a-aminoizovajsav szerkezeti képlete

1.1. A peptaibolok altalanos ismertetése

A peptaibolokat fonalasgombak termelik (Trichoderma, Stilbella, Gliocladium,
Acremonium). Masodlagos metabolitok, azaz nem szarmazik beldlik kozvetlen haszon a
termeld sejt szamdra, viszont a sejt csak e vegyuletek segitségével tud mas anyagot
atalakitani, vagy a rendelkezésre allo élettérben Onmaga szamara el6nyOs kornyezetet
teremteni, és ennek eredményeképp életben maradni.

A peptaibolok néhany fontosabb jellemzdje:

e jellegzetesen 4-21 aminosavbdl allnak.

e linearisan vagy ciklikusan épllnek fel.

e molekulatdmegiik 5000-2200 Da kdz6tt valtozik.

e His, Arg, Lys; Asp; Thr; Tyr; Cys, Met aminosavak nem fordulnak el benniik

e mikroheterogén elegyként termelddnek nem-riboszomalis peptid bioszintézis utjan

e ioncsatornak kialakitasara képesek kettds lipid membranokban
A peptaibolok szamos bioldgiai aktivitassal rendelkeznek, melyeknek koszonhetden a
jovoben bioaktiv természetes készitmények alapjaiként szolgéalhatnak. Ez mezdgazdasagi,
orvosi és biotechnologiai szempontbol kiilonosképp értékessé teszi Oket. Az elmult években

Ujabb és jabb hatésaikat tartak fel [2].



1.1.1. A peptaibolok szerkezete

A peptaibolok az Aib jelenlétébdl fakaddan helikalis szerkezetet alakitanak ki. A
kialakitott szerkezet fiigg a peptidlanc hosszatol, valamint az Aib mennyiségét6l és
clhelyezkedésétél. Ennek értelmében a-hélix, 310-hélix és az un. ,,f-bend ribbon” spirél (2.

abra) szerkezetek valdsulhatnak meg.

2. dbra: Balrdl jobbra: a-hélix, 310-hélix és f-bend ribbon spiral [3]

Az o-heélix jellegzetesen a hosszabb molekulaknal alakul ki, mig a 310-hélix inkébb a
rovidebb molekulakra jellemz6é. Az emlitett harom lehetéség mellett a kevert o/310hélix

szerkezetek is eléfordulnak [2].

1.1.2. A peptaibolok bioldgiai hatasai

A peptaibolok sokféle, valtozatos bioldgiai aktivitassal rendelkeznek, melyet foként a
kettos lipid membranokra gyakorolt hatassal magyarazzak [2].

Antibakterialis sajatsagukat vizsgaltak tobbek kozott Béven és munkatarsai. Kisérletiik
soran Spiroplasma melliferum baktériumot kezeltek a legelso sikeresen izolalt peptaibollal, az
alamethicinnel (ALM) [4].

A peptaibolok gombaellenes hatésa is jelentés, melyet Kubicek és munkatarsai
vizsgaltak kulonféle, a Trichoderma nemzetség tagjai altal termelt peptaibol molekuléval

kapcsolatban [5].



A fentebb emlitett két sajatsag mellett szamos publikacid latott napvildgot az utobbi
idében, melyek a peptaibolok antiparazitikus, inszekticid, illetve rakellenes hatésair6l

szdmolnak be [2]. Egyes képvisel6ik a sebgyogyulast is képesek elsegiteni [6].

1.2. A peptaibolok tisztitasi modszerei

A Trichoderma fajok altal termelt peptaibolok tisztitasaval, illetve szerkezeti
analizisével kapcsolatban szamos iras jelent meg az elmult évek soran. A tisztitas folyamata
rendszerint tartalmazza az extrakcios miiveleteket, az oszlop- és vékonyréteg-kromatografias
eljarasokat, valamint folyadékkromatografias modszereket is.

Kirschbaum és munkatarsai egy sajat fejlesztésit modszerrel izolaltak ALM
szarmazékokat a Trichoderma faj egy korabban nem tanulmanyozott t6rzséb6l [7]. Jaworski
és munkatarsai is hasonlo cellal, sajat modszerrel, sikeresen tisztitottak egy trichovirineknek
elnevezett peptideket tartalmazo mintat [8]. Mindkét munkanak alapvetd kiinduldpontja volt
Duvalnak és munkatarsainak 1997-es irasa, melyben a peptaibolok csaladjaba tartozo

trichorzinok reverz-fazisi HPLC-s tisztitasarol részletezték tapasztalataikat [9].



2. Célkitiizes

Tudomanyos didkkdri munkam sordn a SZTE-TTIK Mikrobiologiai Tanszékének

kutatasi tevekenységébe kapcsolodtam be. A tanszék egyik f6 kutatasi iranyvonala a kiilonféle

fonalasgombak, elsésorban a Trichoderma fajok altal masodlagos metabolitként termelt

peptaibol vegyiletek tisztitasa és bioldgiai sajatsagainak vizsgalata.

A munkédm kezdete elétt, elézetes sziird-vizsgalatok ramutattak arra, hogy a T.

harzianum SZMC 1874 to6rzs, potencidlis forrasa lehet Gj peptaibol vegyuleteknek, igy ez

jelentette kutatasaim kiindulopontjat, melynek céljai a kovetkezok voltak:

Olyan eljarés kidolgozasa, melynek segitségevel a masodlagos metabolitként
termelt  peptaiboloknak a  tenyésztésekbdl  torténd  extrakcidja a
leggazdasagosabban kivitelezhetd. Fontos szempont volt a megfelelé mértékii €s
minél hatékonyabb kinyerés, az egyszeriiség és az oldoszer takarékossag is.

A rendelkezésre all6 ALM standard segitségével egy single kvadrupél LC-MS
készllek beallitasainak optimalizalasa ismeretlen peptaibolok detektalasara.

Az el6z6 pontban leirtak megvaldsitasahoz egy analitikai RP-HPLC modszer
fejlesztése, melynek célja a rovid futasid6 (<~30 perc), és az izokratikus elucio.
Egy el6zetesen biotesztek alapjan kivalasztott Trichoderma torzs peptaibol
termelésének igazolasa

Az igazolés sikeressége esetén, az LC-MS eredmények alapjan az ismeretlen
peptaibolok tdmegspektrumain a karakterisztikus elemek azonositasa €s az egyes
peptid vegyiiletekre jellemz6 szekvencidk megallapitésa.

Az analitikai RP-HPLC mddszer atvitele (scale up) izokratikus szemipreparativ
kornyezetbe, melynek segitsegével az esetlegesen detektalt ismeretlen
peptaibolok tisztitdsa megvaldsithatdva valik.

Az MS mérések soran detektalt ismeretlen peptaibolok kromatografias tisztitasa,

az immaron rendelkezésre allé szemipreparativ RP-HPLC modszer segitségével.



3. Anyag eés modszerek
3.1. Felhasznalt anyagok és eszkdzok

3.1.1. Felhasznalt anyagok

Anyag neve Tisztasag Gyarté/forgalmazo6/eszkoz
Viz Ultratiszta (1. tipus) Millipore Milli-Q Gradient
TOC < 10 ppb Al0
Acetonitril Gradient Grade HPLC VWR Hunga,ry,
Magyarorszag
Etanol >99 % VWR Hungary,
Magyarorszag
Metanol >99 % VWR Hunga,ry,
Magyarorszag
Trifluor-ecetsav >99 % Sigma-Aldrich,
Magyarorszag
Kloroform >99 % VWR Hungary,
Magyarorszag
Alamethicin standard i Sigma-Aldrich,
(1 mg/cm®) Magyarorszag

1. tblazat: A munkdm soran felhasznalt anyagok

3.1.2. Felhasznalt eszktzok

Munkam sor ket kiilonb6zo LC-MS készulékkel nyilt lehetdségem dolgozni. Az egyik
egy ioncsapdas analizatorral ellatott késziilék volt (a késObbiekben Varian MS), melynek
paramétereit a 2. tdblazat mutatja be, a masik egy single kvadrupél analizatoros LC-MS

miiszer volt (a késObbiekben Shimadzu MS), melynek egységeit a 3. tablazat szemlélteti.

Eszkdz neve Tipusa Gyartd/forgalmazo
Tomegspektrométer Varian 500 MS-LC ion trap | Agilent Technologies, USA
Rendszervezérld egység Agilent 1100 Agilent Technologies, USA
Diodasoros detektor G1315B Agilent Technologies, USA
HPLC-Pumpa G1376A Agilent Technologies, USA
Gaztalanitd egyséeg G1379A Agilent Technologies, USA
Automata mintaadagolo G1229A Agilent Technologies, USA
Oszloptermosztat Jones Model 7990 Jones Chromatography, UK

2. tablazat: A Varian LC-MS késziilék paraméterei




Eszkdz neve Tipusa Gyartd/forgalmazo
Tomegspektrométer LCMS-2010A Shimadzu, Japéan
Rendszervezérl6 egység SCL-10A VP Shimadzu, Japan
Diodasoros detektor SPD-M10A VP Shimadzu, Japéan
HPLC-Pumpa LC-10AD VP Shimadzu, Japan
Olddszervalto szelep FCV-10AL VP Shimadzu, Japan
Gaztalanitd egység DGU-14A Shimadzu, Japéan
Oszloptermosztat CTO-10AS VP Shimadzu, Japan
Automata mintaadagolo L-7200 Hitachi, Japan

3. tdblazat: A Shimadzu LC-MS késziilék paraméterei

A 2., illetve a 3. tAblazatban feltlintetett eszk6zokon kivil oldatok beparlasara egy IKA
RV 10 (IKA Works, USA) rotacids beparlo készuléket, tomegmérésre egy E10640 analitikai
mérleget (Ohaus, Svdjc), centrifugalasra egy Heraeus Fresco 17 (Thermo Scientific, USA)
laboratériumi centrifugat, illetve oldatok melegitésere egy Cole-Parmer (Cole-Parmer
Instrument C., USA) tipusu laboratoriumi hiit6-melegit6 késziiléket alkalmaztam.

Az adatok gyijtéséhez, a vezérléshez es a kiértékeléshez a Shimadzu MS esetében a
LabSolution (Shimadzu, Japan) szoftvert, mig a Varian MS esetében a Chemstation B.02.01
és MS Workstation 6.6 szoftvereket alkalmaztam.

3.2. Analitikai vizsgalatok

3.2.1. LC-MS paraméterek optimalizalasa

A Varian MS miikodési paramétereinek optimalizalasa

A Varian LC-MS esetében, még munkam megkezdése eldtt rendelkezésre alt egy olyan
konfiguracio, melynek segitségével lehetéség nyilt peptaibolok detektalasara. Ezeket a
beallitasokat munkadm sordn mindvégig megtartottuk [10]. A szoban forgd kesziilek
atmoszférikus nyomasu ESI ionforrassal volt ellatva, mely scan tizemmaddban mért, normal
scan sebesség mellett. A pozitiv és negativ ESI paraméterek a kovetkezOk voltak: A spray
kamra hémeérséklete, 50°C; a szaritd gaz (N,) nyomasa és homérséklete, 30 psi és 350°C; a
porlasztd gaz (N,) nyomasa, 50°C; ti fesziltség, 5704 V/-5000 V; a spray pajzs fesziiltség,
600V/-600V. Az altalanos paraméterek: Maximum scan idok, 2.78 pScan; atlag, 2 uScan;
Adatfelvételi rata, 0.36 Hz; multipier offset, 0. Az ionizdcids vezérld paraméterek a
kovetkezoképpen alakultak: cél TIC, 100%; maximalis ion id6, 250000 psec. A teljes scan
paraméterek: Kkapillaris feszultség, 66V; RF toltes, 147%; a legalacsonyabb detektalhatd
tdmeg kuszobértéke, 100 (m/z); a legmagasabb detektalhatd témeg kiiszébértéke, 2000 (m/z).



Az emlitett MS bedllitdsok mellett a korabban bevalt HPLC paraméterek sem valtoztak:
az A eluens viz, a B eluens MeCN/MeOH 1:1 (v/v) ardnyu elegye, és mindkett6 eluenst 0,05
% (v/v) TFA-val egészitettlik ki. Az elvalasztasokhoz a Phenomenex Gemini NX-C18 (Gen-
lab Kft.,, Magyarorszag) oszlopot (150 mm x 2,0 mm, 3 um) alkalmaztam 0,2 ml/perc-es
aramlasi sebesség mellett. Az oszloptermosztat hémérséklete 40°C volt. A mérésekhez a
gradiens program a kovetkez6 volt: A futas 65% B aranyr6l indul, mely 5 percig allandd
értéken marad, majd linearisan emelkedik a 45. percig 80 szazalékra, és ezt kovetden, a 70.
percre 100 %-ra. Végul a kiindulasi ardnyra all vissza 2 perc alatt, egeszen a nyomas

allandosulasaig. Az injektalasi térfogat minden esetben 5 pl volt. [10]

Shimadzu MS miikédési paramétereinek optimalizalasa

A Varian készllékkel szemben, a Shimadzu LC-MS-re nem rendelkeztink a
peptaibolok detektalasara alkalmas maodszerrel, igy egy sajat modszer fejlesztése valt
szlikségessé.

Az optimalizalas sordn 6t MS paraméter valtozasanak jelnagysagra gyakorolt hatasat
vizsgaltuk. Optimalizélaskor oszlop nélkul mértiink, hogy gyorsabb legyen az analizisid6. A
maodszerfejlesztés soran az ESI ionforrassal, a készulék alapbeallitasainak alkalmazasaval,
pozitiv ionizacidval, scan modban vettik fel az ALM standard tomegspektrumait. A
cstcsokbol vett spektrumok alapjan azonositottuk a karakterisztikus ionokat, melyek
segitségevel meg tudtuk hatarozni a komponensekhez tartozo, és a késébbi kvantitativ
analizisben alkalmazhaté SIM ionokat. Els6 1épésként a CDL fesziiltséget valtoztattuk 10V és
-200V ko6zott, majd a CDL hémérsékletet valtoztattuk 150°C és 300°C kdzott. Kovetkezd
Iépésben a porlasztd gaz aramlasi sebességét valtoztattuk 0,5 I/perc és 1,5 I/perc kozott.
Negyedik 1épésben a Q-array feszlltség DC értékét teszteltiik az alapbeallitdsokbdl kiindulva.
Az 6todik, utolso 1épésben a fiitdblokk hémérsékletét valtoztattuk 100°C és 150°C kozott. Az
MS paraméterek optimalizalasa utan megkezdtiik a kromatografids mddszer kidolgozasat.

Kromatografias paraméterek optimalizalasa

A kromatogréafias paraméterek optimalizalasanal az MS paramétereket valtozatlanul
hagytuk, és bekotottik az elvalasztashoz alkalmazott Phenomenex Prodigy (Gen-lab Kft.,
Magyarorszag) 100 x 2 mm 3u-0s HPLC- oszlopot. A mérések soran a kiindulasi pontot a
Varian LC-MS késziiléknel bevalt modszer jelentette. Az oszlop hasznalata mar megndvelte a
mérések futasi idejét és igy a mddszerfejlesztés idejét is. A fejlesztés pozitiv ionizacidval,
scan modban tortént, az ALM standard oldat injektalasaval (10 pl), ahol az id6 fliggvényében



a kiilonboz6 rendszerekben az egyes eluensek aranyat allandd értéken tartva torekedtiink az
izokratikus elvalasztas megvalositasara. Célunk az volt, hogy a vizsgalt vegyuletek cstcsai jol
lathatéan elkulonuljenek egymastdl, ezaltal jol azonosithatoak legyenek a retencios idejuk

alapjan. A vizsgalt rendszereket a 4. tablazat foglalja 6ssze.

Rendszer B eluens (%) Elvalasztasi idé6 (perc)
1 100 30
2 90 30
3 80 30
4 85 30

4. tdblazat: A kromatografias modszerfejlesztés soran tesztelt izokratikus oldoszer rendszerek

3.2.2. Az extraktumok és a frakciok mereése

A valddi mintdk mérésére a Shimadzu készilék optimalizalasat kovetéen, az ALM
standard segitségével felallitott, az ismeretlen peptaibolok karakterisztikus ionjainak leirasara

is alkalmas szabalyrendszer birtok&ban kertlhetett sor.

Kromatogréafias paraméterek:

e Injektalasi térfogat: 10 pl

e Mozgdéfazisok: A — H,0 + 0,05% TFA, B — MeCN/MeOH + 0,05% TFA
e Oszlop: Phenomenex Prodigy 100 x 2 mm, 3 u

e Optimalis modszer: 85% B, 15% A; 30 perc

e Meérési hulldmhosszak: 210 nm, 254 nm

Tomegspektrometrias paraméterek:

e Interface fesziiltség: 2 kV

e Detektor fesziltség: 1,5 kV

e Curved Desolvation Line (CDL) fesziltség: 0 V
e Q-array fesziltség: DC — 0 V, Rf— 150

e CDL hémérséklet: 250 °C

e Fitd blokk: 150 °C

e Porlaszt6 gaz (N,) aramlas: 1,5 I/perc
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e Polaritas: + Gzemmodban

e Analizdtor mod: scan

3.3. Szemipreparativ vizsgalatok

A szemipreparativ tisztitds soran a Shimadzu LC-MS keszuléknél optimalisnak talalt
izokratikus HPLC modszert alkalmaztuk, az aramlasi sebességet azonban noveltik 1
ml/percre, valamint &ll6fazisként egy Thermo Scientific (Thermo Scientific, USA) BioBasic
250 x 4 mm-es, 5 p-0s C18 oszlopot hasznaltunk. A frakciok szedése manudlisan tortént, a
210 nm-en mért PDA detektor jel alapjan, a kovetkez6 idGintervallumokban: 1. frakcio (9,7
perc - 10,5 perc), 2. frakcid (11,7 perc - 12,5 perc), 3. frakcid (14 perc — 15,5 perc), 4. frakcid
(16,5 perc - 18 perc), 5. frakcio (19 perc - 21 perc), 6. frakcid (22,5 perc - 24 perc).

3.4. A vizsgalt torzs és a tenyésztési kdrulmények

A Szeged Mikrobiologiai Torzsgytjteményben (SZMC) rendelkezesre allo
Trichoderma harzianum SZMC 1874 torzs Kecskemétrdl szarmazik és Agaricus bitorquis
termétestérdl keriilt izolalasra. A tOrzseket ferde-agaron éleszt6 kivonatos taptalajon (10 g
glikoz; 5 g élesztékivonat; 20 g agar) tartottuk fenn.

A Kkoréabbi bioteszt eredmények alapjan a tenyésztéshez malatakivonatos taptalajt (30 g
malata extraktum, 3 g szbja pepton, 20 g agar, 1 liter vizben) alkalmaztunk. A kiontott Petri-
csészéket (25 ml) csikhGzasos modszerrel oltottuk le. A tenyészeteket 25°C-on 7 napig
inkubaltuk.

3.5. A metabolitok extrakcidja

A vizsgalt torzs altal termelt peptaibolok kloroformmal torténd extrakciojat két
eljarassal valositottuk meg. Az elsé modszer alapjan, minden egyes Petri-csésze felszinére 5
ml kloroformot pipettdzunk, amit egyenletesen szétteritiink az agar felszinén. A miivelet
végeztével a felullszo oldatot pipettaval felszivtuk és egy Falcon-csébe vagy gomblombikba
gyujtottik, majd beparoltuk. A beparlast kovetéen az anyagot 1 ml metanolban Gjra felvettik,
lecentrifugaltuk és a feltiliszo oldatrészt hasznaltuk a tovabbi mérésekhez.

A masodik modszer szerint a csésze fels6 3-5 mm-es rétegét egy lemez segitségével
eltavolitottuk és egy nagyobb térfogatd (pl. 500 ml-es) fé6z6poharba gytjtottik. Ezt 2x100 ml

kloroformmal extrahaltuk. A miivelet végeztével a felliliszot gomblombikba ontéttik, majd a
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beparlast kovetéen az el6z6 eljarassal azonos mddon keszitettiik el6 a mintat a tovabbi

vizsgélatokra.

4. Eredmények és értékelésik
4.1. Analitikai vizsgalatok

4.1.1. Modszer optimalizalas

A Shimadzu készulék optimalizalasa

A folyamat soran 1 mg/cm?*-es koncentraciéji ALM standard oldat segitségével oszlop
bekotése nélkiil, gyors futasi idokkel dolgoztam. A feladatom az volt, hogy olyan
tomegspektrometrias beallitasokat talaljak a Shimadzu készilékhez, melyek segitségével a
kordbban Varian LC-MS-el azonositott, az ALM 4 komponensét leird karakterisztikus ionokat
(3. abra, 1. fliggelek, 5. tablazat) majdan ezzel a készulékkel is megfelel6 erzékenyseggel
detektalni tudjam. Az eljaras sordn az ALM standard F50-5 és F50-7 komponensének m/z
774 y7 ionjanak, valamint F50-7 és F50-8b komponensének m/z 1204 by3 ionjanak intenzitas

valtozasat vizsgaltam a miiszer kiilonboz6 beallitasai mellett. [10]

80" r80

607 60

—~ALM F50-7|

407

~— ALM F50-5
- ALM F50-6a

207

20 k.20
I T T T T L T T T T T

10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Minutes

3. bra: A Varian LC-MS kesziilékhez tartoz6 HPLC-UV detektorral felvett kromatogram az

alamethicinrdl, 210 nm-en. [10]
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Alamethicin komponensek

5 6a 7 8b
R: (perc) 43,7 46,2 48,5 51,1
(M+H)* 1963 1977 1977 1991
(M+Na)* 1985 1999 1999 nd.

(M+2Na)®** 1004 1011 1011 1018
(M+Na+H)** 993 1000 1000 1007
(M+2H)** 982 989 989 996
(M-H,0)* 1945 1959 1959 1973

bis 1189 1189 1203 1203
b1o 934 934 948 948
bs 750 750 764 764
bs 381 381 381 381
bs 310 310 310 310
Y7 774 788 774 788

5. tablazat: A Varian MS segitségével meghatarozott ALM komponensek pozitiv mérési
modban detektalhatd karakterisztikus ionjaihoz tartozé m/z értékek [10].

Az optimalizalas legelsé 1épésében a CDL fesziiltséget valtoztattam. Az eredményeket a

4. abra szemlélteti.

30000 {\

20000

10000

Intenzitas

CDL fesziiltség (V)

4. dbra: A Shimadzu kesziilék CDL fesziltségenek optimalizadlasa ALM standard (100 pg/ml)
segitségevel.

A kapott eredmények alapjan kittinik, hogy bar a legnagyobb y; csucsintenzitas érteket

10 V CDL fesziltség mellett tudtam detektalni, de a byz ion intenzitasa Iényegesen elmarad a
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0 V esetében detektaltétol, igy a tovabbi mérések soran a CDL fesziltséget OV értéken
alkalmaztam. Megfigyelhet6 tovabba a csicsmagassadgok viszonylagos monoton csokkenése a

CDL feszlltség 1épcsozetes novelésével.
Masodik lépésben a CDL hémérséklet valtozasanak a csticsmagassagra gyakorolt

hatdsat vizsgaltam meg a 150°C és 250°C hémérséklet tartomanyon. Az eredményeket a 6.

tablazat mutatja be.

TeoL (°C) ly7 Ibis
150 3655 149
200 8773 0
250 29240 5412

6. tdblazat: A Shimadzu készlilék CDL hémérsékletének optimalizalasa ALM standard
(100 pg/ml) segitsegével.

Mint lathatd, a mérési tartomanyon belll a legnagyobb intenzitas értékeket a 250°C
melletti CDL hdmérséklet beallitason sikeriilt mérni, igy a tovabbiakban is ennél az értéknél

maradtam.
A harmadik vizsgalt paraméter a porlasztdé gaz aramlasanak meértéke volt, az

eredményeket az 5. abra foglalja 6ssze:

15000

10000

0 < ' a4
“H\/"
0.5 o7
0.7 09|
. 1.3

1.5

Intenzitas

5000

Porlaszto gaz aramlas (I/perc)

5. &bra: A Shimadzu késziilék porlasztd gaz &ramlasanak optimalizaldsa ALM standard

(100 ug/) segitségével a 0,5 I/perc és 1,5 I/perc kozotti intervallumon.

A mérések soran a legnagyobb ion-intenzitasokat a 1,5 I/perc melletti beallitason

tapasztaltam, igy a kés6bbiekben is ennél az értéknél mértem.
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Az optimalizalas negyedik lépésében a Q-array feszultség DC értékét valtoztattam a OV

és 40V kozotti intervallumon, 20V-os 1éptékben. Az eredményeket a 7. tablazat szemlélteti:

UQ-array -DC (V) Iy7 |b13
0 31700 2490
20 19000 2260
40 17100 1610

7. tablazat: A Shimadzu készilék Q-array feszlltségének DC értékenek optimalizalasa ALM

standard (100 pg/ml) segitségével.

A vizsgalat soran az alapkonfiguracio 0 V értékér6l indultunk, majd latva a
csticsmagassagokban a monoton csokkenést, a 0 V értéket valasztottuk ki a tovabbi
méréseinkhez.

Az 0tddik, egyben utolsé tesztelt paraméter a fiitGblokk hémérséklete volt, melynél az

alapkonfiguracioban 100°C érték van megadva. Az eredmények a kdvetkezok voltak:

Tratsblokk (°C) ly7 Ibis
100 17308 2046
125 24214 3208
150 37008 17910
175 25390 4487

8. tblazat: A Shimadzu készulék Q-array fesziltségének DC értékének optimalizalasa ALM
standard (100 pg/ml) segitségével.

A legidedlisabbnak a 150°C homérsékletnél mért értékek mutatkoztak, igy a késébbi

méréseimhez is ezt a beallitast alkalmaztam.
A karakterisztikus ionok keresése

Az optimalisnak tekintett Shimadzu MS beéllitdsok birtokaban, kovetkez6 feladatom a
miiszerhez kapcsolodd HPLC késziilékhez egy olyan kromatografids modszer fejlesztése volt,
amellyel a 3. abrdhoz hasonldan, lehetdségem lesz az ALM 4 komponensenek izokratikus
elvalasztasara és ebbdl kovetkezden, a komponensek karakterisztikus ionjainak vizsgalatara
(5. tablazat). A modszerfejlesztés soran a 4. tablazatban bemutatott rendszereket vizsgaltam

meg. Méréseim legfobb célja az ioncsapdds Varian MS és a single kvadrupdl analizatoros
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Shimadzu LC-MS készilék erzékenységeének osszevetése volt, amely a gyakorlatban a
detektalt karakterisztikus ionok abundanciainak dsszevetését jelentette. A peptaibol fragmens
ionok abundancidinak pontos ismerete azon tal, hogy a Shimadzu készilek
tomegspektrumainak jovobeli kiértékelesét jelentésen egyszerlsiti, a kés6bbiekben
lehetéséget biztositana szamomra a tomegek detektalasan alapuld tisztitasra.

A kromatografias modszerfejlesztés soran Kiprobalt rendszereket a 4. tablazat foglalja
Ossze, a készitett kromatogramokat a 6. - 9. abra szemlélteti.

U0 00 ar
Futract-210nm 4nm (1.00)

230
2750

225
2500
2,00

175 2250

ALM-F50-7

1.40: 2000

1.25

ALM-F50-8b

1.00;

073

0.50:

0.25;

0.00:
-0.25 -

-0.50:
[25.0
-0.7s:

oo 23 50 Ta 100 123 150 173 200 223 230 273 min

6. abra: Alamethicin standard (c= 200 pg/cm?, 10 pl injektalva) kromatogramja 100% B
eluens izokratikus &ramoltatasa mellett, 210 nm-en.

mal e 007 biar

2 ggfetract-210nm,4nm 1000

[27an
2.25;
200 [250.0
175 ALM-FS50-7 a0
1.50; oo
1.25; a

o
o ALM-F50-8B
s0.0

0.75;
0.50 250
0.25; oo
0.00; s
-0.25:

150.0
-0.50:
075 [25.0
K _UE —1.0

.0 25 s 75 100 125 15.0 175 200 225 250 75 min

7. &bra: Alamethicin standard (c= 200 pg/cm?®, 10 pl injektalva) kromatogramja 90% B
eluens izokratikus aramoltatasa mellett, 210 nm-en.
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mA U] 0] biar

Eutract-210nm,4nm (1.00)

" ALM-F50-5 70
it
J bso.0

05 2250

booa
00

\\] 750
03 s00
250
oo

15 s

50.0

-20
250

-2
0.0 25 50 75 100 125 15.0 175 20.0 225 250 275 min 0

8. bra: Alamethicin standard (c= 200 pg/cm?®, 10 pl injektalva) kromatogramja 80% B
eluens izokratikus aramoltatasa mellett, 210 nm-en.

mALI(1 007 bat
Extract-210nm dnm (1 .00)
150 ALM-FS50-5 brsn
[250.0
1.25 ALM-F50-7
[225.0
1.00,
[200.0
ALM-F50-8a
0.75 750
500
0.504
ALM-F50-6a 20
0.25
oo
0.00, (Fa.0
025 [0.0
[25.0
-0.50,
oo 235 a0 T3 100 1235 130 17.5 min 0

9. dbra: Alamethicin standard (c= 200 pg/cm?®, 10 ul injektalva) kromatogramja
85% B eluens izokratikus aramoltatasa mellett, 210 nm-en.

Elsd 1épésként a teljes mértékben szerves oldoszeres (100% B) rendszert vizsgaltam
meg, amelynél bar egyértelmiien kitlinik, hogy az anyag roviddel az injektalast kovetden
elualédik az oszloprdl, megis észrevehetden jelentkezik 2 csucs (ALM-F50-7 és ALM-F50-
8a) (13. és 14. 4bra) minimalis elvalasa, amelybdl arra kovetkeztettem, hogy a dontd részt
szerves (azaz B) eluenst alkalmaz6 izokratikus madszer jé kiindulasi pont, de a szerves eluens
mellé nagyobb aranyu vizes olddszert is sziikseges alkalmaznom. A kovetkez6 1épésben 10%-
os léptékben folytattam tovabb az A eluens térfogat szadzalékanak novelését, kevés
eredménnyel. A 80% B aranyd izokratikus modszer lényeges valtozast hozott a retencios
idokben. A 9. abran jol lathatd, ahogy ~23 perctdl indulva megjelenik az elsd jellegzetes

ALM csucs, melyet kézvetleniil kdvet a tobbi, melyek koziil csak az elsd kettot sikeriilt a 30
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perces futasi id6 miatt azonositani (11., 12. abra). A jelentés mértékii valtozas hatasara,
némileg emeltem a szerves olddszer aranyan és a 85 % B — 15 % A arany melletti oldoszer
rendszer alkalmazasaval ismételtem meg a mérést. A vizsgalt rendszer az opciondlis, 30
perces futasi id6n beliil, a 10. abran lathatdé mértékben, a 9. tablazatban feltlintetett
paraméterekkel elvalasztotta az ALM komponenseket egymastol, ezaltal Iehetdséget
biztositva az egyes alkotdelemek karakterisztikus ionjainak MS vizsgalatara és a késébbi

szemipreparativ vizsgalatokra, tdmegre torténd frakcioszedéssel.

Komponens Rt (perc) Csucsterulet
ALM-F50-5 6,689 1403570
ALM-F50-6a 7,545 457435
ALM-F50-7 8,721 2157418
ALM-F50-8b 9,852 386522

9. tablazat: Alamethicin standard (c= 200 pg/cm®, 10 pl injektalva) komponenseinek
retencios idoi és csucsteriilet értékei 85% B — 15 % A eluens aranyu izokratikus elvalasztas

soran. (210 nm-en)

A kapott eredmény egy olyan analitikai mddszert jelentett, amely az izokratikus ellcié
miatt, a késébbiekben jo eséllyel atvihetd lesz szemipreparativ rendszerre, akar kizardlag az
oszlop cseréjével és az aramlési sebesség valtoztatdsdval. Emelett biztositotta a megfeleld
kromatogréfias elvalasztast az ALM komponenseinek tdmegspektrometrias vizsgalatahoz. A
10. abran bemutatott PDA-kromatogram felvételével egyidejiileg készitett, az egyes UV-ban
detektalt csicsok full scan mérésérél készult tomegspektrumokat a 10. — 13. &brak

szemléltetik.

200,000

774
. ALM-F50-5 v7

,.  bi3
30 / (Nﬁa-i—ﬂ) / (M+Na)+
20 1189

994 \

1983

a0

1.0 1001
a7 1070

2{?1 369 638 010 1180
443 558 E78 1332
1 AT A ¥ Gl (R R ‘32.8 s34 ot | i 1430 9490 qsopiedr q7ap 1834 185

10. &bra: Alamethicin standard F50-5 komponensének full scan spektruma pozitiv ion
modban.
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riten. (10,0001

410

ALM-F50-6a

30
20

1o i

361 577
440 yaggar
o b

774 y7
2+
/ (M+Na+H) b13
/S (M+Na)*
1001
= 1191
B73 795 @ 1964
PR T i J|11KF 1260 1338 q4pg 1457 qo73  1ess 1623 1

11. dbra: Alamethicin standard F50-6a komponensének full scan spektruma pozitiv ion

nten (o0 0000

maédban.

36T

ALM-

F50-7

T4

g7 ETE
Sihaa) w710 7eofrds

¥7
(M+Na+H)™

100

10 204

aa5  9e0 |||L 1989 230

b13

/

1362 4422 1500

(M+Na)"

1999

1340 1EEE 1851

12. &bra: Alamethicin standard F50-7 komponensének full scan spektruma pozitiv ion

en (10,0007

maédban.

ALM-F50-8b

05

oo

11341204

12801334
Lol 10

b13

1430 1491
il B R CE

1993

172417751827 1879 194

13. dbra: Alamethicin standard F50-8b komponensének full scan spektruma pozitiv ion

maédban.

A felvett tomegspektrumok lehetéséget biztositottak az 5. tablazatban szerepld,

eléz6leg mar

meghatarozott

karakterisztikus

ionok visszakeresésére,

majd azok

abundanciaianak 0sszevetesére, mely soran a ket készulék (Varian MS, Shimadzu MS) kozti

detektalasi kulonbséget hatarozhattuk meg. A Varian MS

segitségével detektalt

karakterisztikus ionok abundanciait a 14. abra mutatja be.
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14. abra: Az alamethicin komponensek karakterisztikus ionjainak a Varian MS készuléken

detektalt intenzitasai pozitiv ion moédban. [10]
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15. &bra: Az alamethicin komponensek karakterisztikus ionjainak a Shimadzu MS késziiléken

detektalt intenzitasai pozitiv ion médban.
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Az eredményeket 6sszevetve megallapithatd, hogy az egyes karakterisztikus ionok
intenzitasai a két készllék esetében kozel hasonlo aranylak. Mindkét tomegspektrométerrel
készitett spektrumokon a legnagyobb intenzitéssal az y; ionok jelentkeznek, majd valamelyest
alacsonyabb érték mellett a by3 ionok. A Varian késziilék lényegesen jobb érzékenységgel
detektalja az (M+Na)" ionokat, ugyanakkor a Shimadzu MS valamelyest nagyobb
érzékenységet mutat a (M+2H)** molekulaionokra.

Az ALM komponensek karakterisztikus ion-tipusainak és azok intenzitas viszonyainak
az alkalmazott késziilékeken térténé megismerésével kovetkeztetni lehet a késébbi ismeretlen
peptaibol molekuldk tomegspektralis viselkedésere, igy lehetévé valik azok detektalasa és

szerkezetének feltarasa.

4.1.2. Az ismeretlen mintak vizsgalata

A peptaibolok tomegspektrometrias vizsgalatanak folyamata

Szamos iras jelent mar meg peptaibolok tomegspektrometrias vizsgalatarél, amelyek
tobb jellegzetességiikrdl is beszamolnak [10, 11]. Az altalanos tapasztalatok alapjan, az
ismeretlen peptaibolok tomegspektrometrids azonositasa soran a kovetkezd, tobb 1épéses
szabalyrendszert és eljarast dolgoztuk ki:

1) Els6ként a legcélszertibb a gyakori hasadasi pontokbdl szarmazé nagy intenzitasu ionokat
megkeresni. A peptaibolok egyik legjellegzetesebb MS sajatsaga a labilis Aib-Pro kotés
felszakadasa, amely soran egy (C-terminalis) y-ion és egy (N-terminalis) b-ion keletkezik.
Pozitiv mérési modban dolgozva, ezek tdmegének osszege megegyezik az (M+H") ionnal,
amelybOl megallapithat6 a peptid molaris tomege (M).

2) A peptaibol fragmensek ionjai eldszeretettel vesznek fel Na*, igy a fotomeg megéllapitisa
utan legcélszeriibb az (M+Na") értékhez tartozd tomeget megkeresni a spektrumon (M
értékének visszaellenorzése).

3) Az (M+Na)" ion azonositisat kovetden, kovetkezik az (M+2Na)** ion meglétének
ellenérzése, amely kétszeresen pozitiv toltésébdl fakaddan a valds tomegének felével
jelentkezik a spektrumon. E tomegek egyiittes jelenléte (y-b par, M+Na*, M+Na®")
igazolja a vizsgalt vegyiilet peptaibol mindségét.

4) Az azonositas negyedik lépésében célszerii az Aib-Pro kotés felszakadasabdl szarmazd
legnagyobb b ion tomegébdl az N-terminalis fragmens végén elhelyezkedd 85-0s (m/z)

(Aib) tomeget levonni és megallapitani a megeléz6 by.; ion tdmeget.
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5) A kovetkezé feladat a tovabbi b ionok megkeresése és azonositasa az aminosavak
tdmegeinek ismeretében (2. fuggelék).

6) Az y ion (C-terminalis fragmens az Aib-Pro kotés hasadasa utan) MS2 fragmentalasa és a
keletkez6 b ionok azonositasa az 5. ponthoz hasonléan.

7) A vegyiilet ujdonsaganak ellen6rzése a Comprehensive Peptaibiotics Database

segitségével [12].

Az ismeretlen vegyuletek vizsgalata

Az optimalizalasi munkak végeztével, a vizsgalt T. harzianum SZMC 1874 torzs altal
termelt metabolitok extrakcidjara 2 eltéré, kloroformos kioldason alapuld modszert
vizsgaltam meg. Célom az extraktumban kioldott anyag mennyiségének oOsszevetésével az
eljaras optimalizélasa volt. A kapott eredmények a kioldott anyagmennyiségek kozel hasonl6
értekérdl szamoltak be, ugyanakkor a tenyésztés soran a Petri-csészékbe ontott agar felsd 3-5
mm-es rétegének eltavolitdsdn alapuldé mddszer lényegesen gyorsabbnak és oldoszer-
takarékosabbnak bizonyult, igy a tenyésztések soran termelt metabolitok extrakciojara a
tovabbiakban ezt az eljarast alkalmaztam.

A T. harzianum SZMC 1874 torzs 120 db Petri-csészér6l gyiijtott micéliumat a
beparlast kovetéen 1 cm® metanolban visszaoldottam, majd a Varian LC-MS segitségével

rogzitettem a total ion kromatogramjat. (16. abra).

2] Th-1874-6.2
\ﬂ.
| Th-1874-6.1 ||
1 | | Th-1874-7.1 :
| Th-1874-4 | -
| Th-1874-7.2 |
’ Th-1874-3 \ \‘ \
‘ ‘ Th‘ -1874-2 \ . ‘ / Th-1874-8
\ \ | | :
o] h “ ‘ | | Th-1874-9 .
LM el | oedhoras] {] »
i H /| b, Hy‘ “‘ ‘ \ \‘ ‘ ‘ ‘ /Th-1874-1
11 ] f [ { |
VAR TRy H, ‘\ m | \w ‘ '/ |
s] WY } W Yi | -‘1 A ; “ \

minutes

16. dbra: T. harzianum SZMC 1874 kloroformmal kinyert extraktumanak total ion

kromatogramja a Varian LC- MS rendszeren
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A totél ion kromatogramon, a korabban részletezett elemzési folyamat alapjan eljarva

0sszesen 11 db ismeretlen peptaibol vegyiletet azonositottunk, melyek retencios idéit, illetve

karakterisztikus ionjait a 3. -, illetve a 4. fuggelék mutatja be.

A Shimadzu LC-MS készulékkel rogzitett totdl ion kromatogramot a 17. &bra, a PDA

detektorral 210 nm-en rogzitett UV- kromatogramot a 18. 4bra mutatja be.
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Th-1874-9
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17. &bra: T. harzianum SZMC 1874 kloroformmal kinyert extraktumanak az y; ionokra

AL, 000)

extrahdlt kromatogramja. (Shimadzu LC-MS)
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18. bra: T. harzianum SZMC 1874 kloroformmal kinyert extraktumanak PDA-

kromatogramja, 210 nm-en. (Shimadzu LC-MS)

Az eredményeket dsszevetve, a Varian MS késziilékkel valamelyest jobb hatasfokkal

sikeriilt az ismeretlenek elvalasztasat és azonositasat elvégezni. Ez foként az érzékenyebb
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ioncsapdas analizatorral, illetve az Gsszetettebb, id6ben is hosszabb gradiens programmal volt

magyarazhatd. A Shimadzu késziilék ezzel szemben egy gyorsabb programmal dolgozott,

amely egyszeriiségébdl fakaddan, a késdbbi szemipreparativ LC-MS vizsgélatokhoz nyujtott

igéretes alapot.

A karakterisztikus ionok segitségével,

néhany ismeretlen peptaibol vegyiletre

megéllapitottam a jellemzé peptid szekvenciat, melyeket a 19. — 25. dbrédk mutatnak be. A

vizsgalat sordn az egyes ismeretlenek esetében detektalt két kiilonboz6 y ion szekvencidja is
felirasra kerult. (23. -, 24. abra)

1&]%—4
] M+Na’
75%] Lxx Ser GIn-Aib GIn Pro-Vxx Aib 1757
50% /
b8 M+2Na*
= v a0 b11
612 b7
b3 b4 b5 44 £10 4123
1036
N 299 412 499 L L | 86 1
5&0 1DIUJ Wsrm Acquired Ra:;\DgTCeﬂ m/2
19. dbra: Th-1874-4 peptaibol vegyiilet szekvenciaja. (ys ion: 23. bra)
100%]
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20. abra: Th-1874-5 peptaibol vegyilet szekvenciaja. (ys ion:
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100%]

75%

0%

Th-1874-6
Lxx Cys Aib Vxx-Gln Lxx AlaGlyAib Aib

M+Na"
1770 ]

100%

75%

M+2Na*
897 |
b10 b12 :
y7 ]
966 1136 ]
612 !
b2 b3 b4 b5 b7 b b9 / b11
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; - | (1) L wadbis
o 100 180 "

2000
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21. abra: Th-1874-6 peptaibol vegylet szekvenciaja. (ys ion: 23. abra)

Th-1874-7
Cys Lxx Aib Aib-Vxx GIn QlyGIy-Vx?(Aib‘

M+Na"*
1784

100%]
75%

50%

M+2Na" :
b8 903 :
] 853 5
y7 b9 b12 :
1151 .
612 b7 908 /' 5
b2 b3 b4 2958 725 1066
197 300 413 m | P 1 plid l i
500 1000 1500 i

Acquired RaergCg m/z

22. abra: Th-1874-7 peptaibol vegyulet szekvencidja. (ys ion: 23. dbra)

1 Th-1874-8

Ser Lxx Aib GIn-Aib Vxx Aib Gly-Vxx Aib

M+Na"
1755

M+2Na"" :
by 889 5
1120
b2 b3 b4 bS 6b975 bb 1?);:5
197 284 397 482 794
Ex L1l I L g A = 2 L >
500 1000 1800

T
Acquired Ra%?g[? miz

23. &bra: Th-1874-8 peptaibol vegyilet szekvenciaja. (ys ion: 23. bra)
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100%—: Pro- 8
Lxx Aib Aib Gin Valol
] b5 b6
e b4 b7-H,0 ]
: 509 e
206 381
] 594
50% J
] b3
25% ]
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24. abra: Th-1874-1, valamint Th-1874-3 - 9 peptaibol vegylletek ys (m/z= 612) ionjanak

szekvenciaja.

100% Pro- i
} Lxx Aib Aib GIn Leuol

75%] b4 b5 b6 ]
1 509 b7-H,0
] P96 381

50%—; 608 ]
] b3

25%'2 211 1

gcyf J ol ul s o b ﬂ .uh " al .|I . n 1

T T T T T
200 300 400 500 600
Acquired Range  m/z

25. abra: Th-1874-2 és Th-1874-10 peptaibol vegyiletek ys (m/z=626) ionjanak szekvenciaja.

Az ismeretlen peptaibol vegylletek részleges-, vagy teljes szekvenciait a 10. tablazat
foglalja 0ssze. A szekvenciak azonositasa soran alkalmazott technikaval a peptid lancbhan
esetlegesen eléforduld izobar aminosavakat (Ile/Leu - Lxx, Iva/Val - Vxx), valamint az egyes
aminosavak D/L konfiguraciéjat nem tudtuk meghatarozni. Krause és munkatarsai korabbi
munkajuk soran olyan stabil kotésekrél szamoltak be, melyek nagyon ritkan hasadnak el, és
tobbnyire egylttes tomegvesztéskent jelentkeznek [11]. Ezek a 213 tdmegkulonbséget ado
GlIn-Aib, a 211 tdmegkulonbséget add Pro-Lxx es a 197 témegkilonbséget add Pro-Vxx.
Jelen kutatasom soran kiderdlt, hogy a 156 témegkiilonbséget adé Gly-Vxx is egy igen stabil

kotés és az ebbdl szarmazd m/z killdnbsegek a mi modszerink alapjan jol detektalhatoak.
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N-terminalis (b) C-terminalis (y)
bl b2 b3 b4 b5 b6 b7 b8 b9 bl0 bll bl2 bl b2 b3 b4 b5 b6

Th-1874-1  Ala Ala Ala Vxx Aib Gly Vxx Aib - - - - Pro Lxx Aib Aib GIn Valol
Th-1874-2 nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd. Aib - - - - Pro Lxx Aib Aib GIn Leuol
Th-1874-3  Aib Aib Lxx GIn Vxx Vxx Aib Gly Vxx Aib - - Pro Lxx Aib Aib GIn Valol

Th-1874-4 nd. nd. nd. nd. Lxx Ser GIn Aib GIn Pro Vxx Aib Pro Lxx Aib Aib GIn Valol
Th-1874-5  Aib Ala Aib Lxx Aib GIn Aib Vxx Aib Ala Ala Aib Pro Lxx Aib Aib GIn Valol
Th-1874-6.1 Aib Ala Lxx Cys Aib Vxx GIn Lxx Ala Gly Aib Aib Pro Lxx Aib Aib GIn Valol
Th-1874-6.2 Aib Ala Lxx Lxx Aib GIn Aib Vxx Aib Gly Vxx Aib Pro Lxx Aib Aib GIn Valol
Th-1874-7.1 Aib Ala Cys Lxx Aib GIn Aib GIn Gly Gly Vxx Aib Pro Lxx Aib Aib GIn Valol
Th-1874-7.2 Aib Ala Cys Lxx Aib GIn Aib GIn Gly Gly Vxx Aib Pro Lxx Aib Aib GIn Valol
Th-1874-8  Aib Ala Ser Lxx Aib GIn Aib Vxx Aib Gly Vxx Aib Pro Lxx Aib Aib GIn Valol
Th-1874-9  Aib Ala Lxx Aib GIn Aib Cys nd. nd. Gly Vxx Aib Pro Lxx Aib Aib GIn Valol
Th-1874-10 nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd. nd. Aib Pro Lxx Aib Aib GIn Leuol

10. tablazat: Az Gjonnan azonositott peptaibol vegyuletek részleges -, vagy teljes (vastagitva)
szekvenciainak dsszefoglal6 tablazata.

A szekvenciak azonositasa soran az egyik leglényegesebb tapasztalat volt, hogy az
altalunk felirt C-terminalis fragmentek meglehetésen gyakoriak a peptaibolok trichorzin
csoportjaban, valamint az ujonnan felirt vegyuletek molaris tdmegei is tobb esetben pontos
egyezést mutatnak ismert trichorzin csoportbéli peptidekkel. Ezen esetekben a felépitésbeli
eltérés az N-terminalis aminosavak eltéré6 mindségébdl, illetve elhelyezkedésébdl adodik,
ugyanakkor itt sem ritkdk a szekvenciak részleteinek bizonyos foku azonossagai. Erre példa a
Th-1874-8 peptaibol esetében a bg -bi, rész egyezése a trichovirin Il 5 azonos helybéli
szakaszaval (10. tablazat, szlirke hattérrel). A molaris tdmegek egyezésére az egyik példa a
Th-1874-5 tomegének pontos egyezése a trichorzin HA 111 peptiddel, illetve szintén tomegbéli
egyezést mutat a Th-1874-8 a trichorzin HA V peptiddel.

Az emlitett trichorzin csoport mellett, kisebb mértékii hasonldésagok mutatkoztak meég
a hypomurocin csoport peptidjeivel. Erre pelda, hogy a Th-1874-8 peptaibol esetében a by —
b1, szekvenciarész megegyezik a hypomurocin B5 peptidével. (10. tblazat, szirke hattér)
[12].

A kapott eredmények tiikreben megjegyzendd, hogy egészen a legutobbi vizsgalatainkig
a Th-1874-6.2 peptaibol szekvencidjaban kizarolag az Lxx/Vxx izomerek jelenlétébdl fakado
eltérést feltételeztiink. Legujabb eredményeink azonban mar a 10. tablazatban is részletezett

szekvenciat tamasztottak ala, igy a modosulatra vonatkozé 6.2 jeldlés kizardlag viszonylagos.
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4.2. Preparativ vizsgalatok

Az ismeretlen peptaibolok tovabbi szerkezetvizsgalata (GC, NMR) a szekvenciak
pontositasa érdekeben szlikségessé teszik kromatografias tisztitasukat.

Ennek elsé 1épésében a Shimadzu késziilékre fejlesztett modszert hangoltam at
szemipreparativ eljarassa, amely sordn 1 ml/perc aramlési sebességgel dolgoztam egy
250x4mm, 5 p-os C18 oszlopon.

Kezdetben a tisztitasokat az MS készllék bevonasaval terveztem megvaldsitani, a
munkdk sordn a totdl ion kromatogramon megjelend karakterisztikus ionokat azonositva,
tomegre torténd frakcioszedést végeztem, de az esetek tobbségében csak igen kevés anyagot
sikertilt ilyen modon elvélasztani, igy a tovabbiakban a szeparalés soran az UV detektor jelét
alkalmaztam. Az (j modszer az LC keszulék altal UV tartomanyban (210 nm) detektalt
csucsok elvalasztasan alapult (18. abra), mely sordn a Shimadzu HPLC keszuléket
alkalmaztam, az MS altal el6zetesen konfirmalt csucsok gyiijtésére. A tisztitds sordn az
0sszesen 120 db Petri-csészés tenyészetrél 0sszegytijtott extraktumot 1 ml metanolban vettem
fel, majd az igy kapott mintabol futdsonként 50 pl térfogatot injektadltam a HPLC-re és
0sszesen 6 frakciot szedtem. Az elsé alkalom soran 210 nm-en felvett PDA kromatogramot a

26. dbra mutatja be.

mAUC=1,000) ar

I}
Extract-210nm dnm (1.00)

275 Th-1874-6.2 ..
e Th-1874-6.1 =
222 Th-1874-7.16s  Th-1874-7.2 =h
s Th-1874-4 és Th-1874-8 oo
e Th 18745 750

Th-1874-9 és s00

Th-1874-10

26. bra: T. harzianum SZMC 1874 kloroformmal kinyert extraktumanak 210 nm-en felvett

kromatogramja, az MS spektrumok alapjan azonositott csucsok jelolésevel.

A kapott kromatogramon igen erdsen jelentkezett a nagyobb mennyiségli minta
injektalasabol fakado térfogati hatas, amely az egyes csucsok alakjat jelentds mértékben
eltorzitotta, kis mértékben a retencios idok értékét is eltolva. A hatashél fakadd torzulas

ellenére, a kromatogramon jelentkez6 peptaibol cstacsok igen jol Osszevethetdek és
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visszaazonosithatok az analitikai futas (18. abra) soran detektaltakkal. Mivel a tisztitasi
folyamat els6 1épésében a célom csak a vizsgalt komponensek elzetes dusitasa volt, ezért a
miiveletet 6sszesen Ot alkalommal megismételtem, majd a visszaellen6rzést kovetben a
megfeleld frakcidkat egyesitettem. A mintakat 200 pl metanolba oldottam vissza, majd az
Osszeteteliik elemzésére analitikai LC-MS vizsgalatokat végeztem. A Varian MS segitsegével

felvett total ion kromatogramokat a 27.4bra szemlélteti.
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27. abra: A kiindulasi (T), valamint a tisztitott frakciok total ion kromatogramjai.

Az eredmények alapjan vilagossa valt, hogy a hatodik frakcié nem tartalmaz szamomra
érdemleges anyagot. Tovabbi tapasztalat volt, hogy az id6ben eldszor leszedett (25. abra, Ri=
9,5 perc) frakcio, a varakozasokkal ellentétben nem a Th-1874-4, illetve Th-1874-5
ismeretleneket tartalmazta, hanem Th-1874-6.1-et. A fellépé jelenség mellett jellemzé volt az
egyes anyagok (Th-1874-7.1, Th-1874-8) jelent6s mértékii megoszlasa tobb frakcio kdzott. A
Shimadzu HPLC segitsegével 210 nm-en készitett PDA- kromatogramokat az egyes

frakciokrol a 28. abra mutatja be.
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28. &bra: Az elvdlasztas sordn gyijtott frakciok (1-5) PDA- kromatogramja 210 nm-en.
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A korabbi tapasztalatok mellett, a PDA- kromatogramokon az egyes peptaibolok
retencids idéinek szamottevé mértéki modosulasat tapasztaltam. Ennek esetleges oka lehet az
anyag tisztuldsa, mely soran a tisztitandd mintat terheld szennyezdk eltiinésébdl kdvetkezden
némileg valtozhatnak a komponensek retencios id6éi. A tisztitds eredményeit a 11. — 16.

tablazatok foglaljak dssze.

1. frakcié
Komponens Rt (perc) Csucsterilet Terulet% Mpecsu (MQ)
Th-1874-6.1 7,947 58641246 56,15 3,37
Egyéb - 45792428 43,85 2,63
Mgss;= 6 MQ

11. tablazat: Az elsd tisztitott frakcio dsszetétele.

2. frakcié
Komponens Rt (perc) Csucstertilet Terulet % Mpecsure (MQ)
Th-1874-6.2 7,702 19527414 35,64 1,46
Th-1874-8 8,256 6109415 11,15 0,46
Th-1874-7.1 8,984 7460384 13,62 0,56
Egyéb - 21689875 39,59 1,62
Mess= 4,1 Mg

12. tablazat: A masodik tisztitott frakcid 0sszetétele.

3. frakcié
Komponens Rt (perc) Csucsterilet Terulet% Mpecsu (MQ)
Th-1874-6.2 8,327 16233891 24,90 1,44
Th-1874-8 9,063 23674306 36,31 2,11
Egyéb - 25294466 38,79 2,25
Missz= 5,8 Mg

13. tdblazat: A harmadik tisztitott frakcié 0sszetétele.

4. frakcio
Komponens Rt (perc) Csucstertlet Terulet % Mpecsure (MQ)
Th-1874-7.2 9,051 24669121 55,89 2,68
Th-1874-9 9,713 6584722 14,92 0,72
Egyéb - 12883363 29,19 1,40
Mess;= 4,8 Mg

14. tablazat: A negyedik tisztitott frakcio Osszetétele.
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5. frakcio

Komponens Rt (perc) Csucstertlet Terllet %  Mpecsie (MQ)

Th-1874-9 9,747 6581888 26,01 0,88
Egyéb - 18726216 73,99 2,52
mﬁSSZ: 314 mg

15. tablazat: Az o6todik tisztitott frakcio Osszetétele.

Th-1874 kiindulasi extraktum
Komponens(ek) Rt (perc) Csucsterilet Terilet %

Th-1874-4 10,09 16487859 3,20
Th-1874-5 11,82 9828119 1,91
Th-1874-6.1 13,30 9559815 1,85
Th-1874-6.2 14,93 44519235 8,63
Th-1874-7.1¢és 8 17,00 15406321 2,99
Th-1874-7.2 20,23 25295066 4,90
Th-1874-9 és 10 23,16 6938532 1,35
Egyéb - 387822429 75,18

16. tablazat: A kiindulasi minta 0sszetétele.

Az eredmények alapjan, tobb peptaibol vegyiilet esetében is jelentdés mértékii tisztulast
sikerilt elérnem. Az egyes frakcidk peptaibol komponenseinek terilet szazalékos véltozéasa a

kiindulasi értékhez képest a kovetkezok voltak: (ahol lehetdség nyilt a meghatarozasra)

o 1. frakcio: Th-1876-6.1 — 1,85% - 56,15 %
e 2. frakcid: Th-1874-6.2 — 8,63 % > 35,64 %
e 3. frakcio: Th-1874-6.2 — 8,63 % = 24,9 %
e 4 frakcio: Th-1874-7.2 - 4,9 % - 55,89 %

A retencios idOk értékében tapasztalt valtozasokbol kifolyolag, valamint a nagyobb fokt

(>90%-0s) tisztasag elérésének érdekében a tovabbiakban egy nagyobb hatékonysagu LC

eljaras fejlesztését helyeztuk kilatasba.
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5. Osszefoglalas

Tudomanyos diakkori munk&m keretében a SZTE-TTIK Mikrobioldgiai Tanszékén
miikod6 Elvalasztastechnikai kutatocsoport Kutatasi tevékenyseégébe kapcsolodtam be, ahol az
egyik f6 kutatasi iranyvonal a kiilonféle fonalasgombak, elsdsorban a Trichoderma fajok altal
masodlagos metabolitként termelt peptaibol vegyiletek tisztitdsa és bioldgiai sajatsagainak
vizsgélata. Az elézetes sziir6-vizsgalatok alapjan kivalasztasra kerilt a T. harzianum SZMC
1874 torzs, mint potencidlisan peptaibol termel6 izolatum, amely a munkam kiindulépontjat
jelentette.

Munkam elsé 1épésében, a rendelkezésre all6 ALM standard oldat felhasznalasaval
megallapitottam a peptaibolok detektalasara legalkalmasabb konfiguréciét a single kvadrupdl
analizatoros Shimadzu LC-MS késziilékhez. Ezt kovet6en, a készllékre egy rovid futasi ideji
(30 perc), izokratikus analitikai RP-HPLC maddszert fejlesztettem.

Az optimélis LC-MS paraméterek megallapitasat kovetéen megvizsgaltam az ALM
standard komponenseinek karakterisztikus ionjainak abundanciait és azokat dsszevetettem a
korabban mar peptaibolok detektaldsara tobbszor alkalmazott, ioncsapdas analizatorral ellatott
Varian MS—el készult ALM mérésekkel. Az eredmények, illetve az irodalmi forrasok
segitségével egy egyszeri, 1épésrol-lépésre alkalmazhato modszert &llapitottam meg a
peptaibolok tdmegspektrometrids azonositasara. lgazoltam a T. harzianum SZMC 1874 torzs
peptaibol termelését és egy gyors és olddszer takarékos extrakcids modszert dolgoztam ki a
tenyésztett torzs peptaibol metabolitjainak kioldasdra, majd a vizsgalt torzsbdl kinyert
ismeretlen peptaibolokat tartalmazo extraktum LC-MS vizsgalatainak eredményeib6l
feltérképeztem az egyes detektalt ismeretlenek karakterisztikus ionjait és ezek ismeretében
megallapitottam az egyes peptid vegyiiletekre jellemzé részleges- vagy teljes szekvenciékat.

Munkam utolso |épésében a korabban kidolgozott analitikai RP-HPLC modszert
sikeresen hangoltam at szemipreparativ eljardssa, majd megkezdtem az ismeretlenek
tisztitasat. A folyamat soran a Shimadzu LC-MS készulékkel detektalt ismeretlen peptaibol
vegylletek HPLC tisztitasat végeztem el, majd elékészitettem a mintakat a tovabbi tisztitasi

munkakra.

33



6. Irodalomjegyzék

[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]
[7]

[8]

[9]

[10]

[11]

[12]

Benedetti E., Bavoso A., Di Blasio B., Pavone V., Pedone C., Toniolo C., Bonora G.
M., Peptaibol antibiotics: a study on the helical structure of the two sequences of
emerimicins Il and IV., Proc Natl Acad Sci USA 79 (1982) 7951-7954.

Szekeres A., Leitgeb B., Kredics L., Antal Zs., Hatvani L., Manczinger L., Vagvolgyi
Cs., Peptaibols and related peptaibiotics of Trichoderma, Acta Microbiologica et
Immunologica Hungarica, 52 (2005) 137-168.

Szekeres A., Leitgeb B., Kredics L., Antal Zs., Hatvani L., Manczinger L., Vagvolgyi
Cs., Peptaibols and related peptaibiotics of Trichoderma, Eléadas, 3rd Hungarian
Mycological Conference, Matrahaza (Hungary), May 26-27, 2005

Béven L., Helluin O., Molle G., Duclohier H., Wréblewski H., Correlation between
anti-bacterial activity and pore sizes of two classes of voltage-dependent channel-
forming peptides, Biochim. Biophys. Acta, 1421 (1) 53-63.

Kubicek C.P., Mach R.L., Peterbauer C.K. & Lorito M., Trichoderma: from genes to
biocontrol, Journal of Plant Pathology 83 (2) 11-23.

Marahiel M. A., J Pept. Sci., 15 (2009) 799-807.

Kirschbaum J., Krause C., Winzheimer R.K., Bruickner H., Sequences of alamethicins
F30 and F50 reconsidered and reconciled, J. Peptide Sci, 9 (2003) 799-809.
Jaworski A., Kirschbaum J., Briickner H., Structures of trichovirins I, peptaibol
antibioticsfrom the mold Trichoderma viride NRRL 5243, J Pept Sci. 8 (1999) 341-51.
Duval D., Rebuffat S., Goulard C., Prigent Y., Becchi M. and Bodo B., J. Chem. Soc.,
Perkin Trans., 1 (1997) 2147-2154.

Marik T., Varszegi Cs., Kredics L., Vagvolgyi Cs., Szekeres A., Mass spectrometric
investigation of alamethicin, Acta Biologica Szegediensis, 57 (2013) 109-112.

Krause C., Kirschbaum J., Briickner H., Peptaibiomics: an advanced, rapid and
selective analysis of peptaibiotics/ peptaibols by SPE/ LC-ES-MS, Amino Acids, 30
(2006) 435-443.

https://peptaibiotics-database.boku.ac.at

34


http://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3ADelphine%20Duval
http://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3ASylvie%20Rebuffat
http://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3AChristophe%20Goulard
http://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3AYann%20Prigent
http://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3AMichel%20Becchi
http://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3ABernard%20Bodo
https://peptaibiotics-database.boku.ac.at/

	1. Bevezetés és irodalmi áttekintés
	1.1. A peptaibolok általános ismertetése

	1.1.1. A peptaibolok szerkezete
	1.1.2. A peptaibolok biológiai hatásai
	1.2. A peptaibolok tisztítási módszerei

	3. Anyag és módszerek
	3.1. Felhasznált anyagok és eszközök

	3.1.1. Felhasznált anyagok
	3.1.2. Felhasznált eszközök
	3.2. Analitikai vizsgálatok

	3.2.1. LC-MS paraméterek optimalizálása
	3.2.2. Az extraktumok és a frakciók mérése
	3.3. Szemipreparatív vizsgálatok
	3.4. A vizsgált törzs és a tenyésztési körülmények
	3.5. A metabolitok extrakciója

	4. Eredmények és értékelésük
	4.1. Analitikai vizsgálatok

	4.1.1. Módszer optimalizálás
	4.1.2. Az ismeretlen minták vizsgálata
	4.2. Preparatív vizsgálatok

	5. Összefoglalás

