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PREDMLUVA

Studium sekundarnich metabolihoubyGeosmithia lavendulge sogasti
rozsahleji koncipovaného projektu, ktery se zabyadonomickou studii hub
Zijicich v asociaci stovci. V pribéhu tohoto projektu byla izolovana catdda
kmenmi hub, z nichZz pro prvni analytické studie byla \&ia weckovytrusa
hyfomyceta rodGeosmithid.

Houby fadu Hypocreales(stejre jako Geosmithid jsou znamy produkci
tfady biologicky aktivnich laték Studium spektra sekundarnich metaliiokchto
hub a jejich biologickych aktivit f#e tedy vést k nalezeniilézitych a
piinosnych latek a v neposledidd® pomize také k odhaleni ekologické role
téchto hub v pozercichikovai.

Prvni vysledky analyz metabadalitdruhu houbyGeosmithia lavendula
ukazaly, Ze vyrazny fialovy pigment media jeioiadou polyhydroxylovanych
antrachinof, jejichz produkce je u dee kultivovatelnych druin hub (jako jsou
Geosmithiaspp.) velmi vzacna. Sekundarni antrachinonové métgbhouby
Geosmithia lavendulapiipadré ostatnich druin rodu Geosmithia maji Sirokeé
potencialni vyu?Ziti.

Tato prace byla v prvngasti zanstena na izolaci metabailit houby
Geomothia levendulakmene MK 1108. Metabolity bylo nutno ziskat v
dostaténém mnozstvi &istott umozujici jejich plnou chrakterizaci a testovani
jejich biologickych aktivit. Druhacast prace byla zaffena na vypracovani
analytickych metod a posttp umozujicich efektivni izolaci, kvantifikaci a
kvalifikaci metabolifi v biologickych matricich.



1 UVOD

1.1 OBECNA CHARAKTERISTIKA ANTRACHINON U

Spol&nym strukturalnim rysem antrachinon
je antracenovy tricyklicky skelet substituovanygihv
keto-skupinami v poloze 9 a 10. Yipdé se ¢asto

3 vyskytuji antrachinonové sléaniny obsahujici
hydroxylové skupiny, které mohou byt wkterych

piipadech na skeletu spolg s dalSimi funknimi

Obrazek 1- Struktura antrachinonu SkUpmam"

Barevné antrachinonové pigmenty, jako jsoutnaghizarin, purpurin a
xantopurpurin, sehraly v minulostiiéZitou roli gredevSim v barvstvi, kde byly
znamy a pouzivany jiz od dob strékecka.

Diky svym Sirokym biologickym &ginkam (v literatude jsou popsany nép
icinky antimikrobialn?, fungicidnt antimalarickd repelentrfi, antioxidantnf,
hypotenzr, analgetick& protileukemickd8 mutagenrd) jsou rekteré
antrachinony vyuzivany ve farmacii. Antracyklickdylgsidicka antibiotika
daunorubicin, doxorubicin a epirubicin jsou pro syéotoxické @inky pouzivany
v protinadorové [&&'°. Hypericin (naftodiantron) a pseudohypericin sefieaji
k 16cbs deprest, emodin fisobi jako antidotum ip otraws benzimidazolovymi
fungicidy’>. Pro své laxativni dinky maji antrachinony misto v lidovém
|écitelstvi (odvar z lisi seny, reve atd.).

Dihydroxyantrachinony slouzi jako silné odpuzéxaproti mnohym
Skidcim, nag. termitim™®, ptakim (antrachinonvy repelefitFlight Controf™),
nebo textilnim Skdcim (extrakt Rubia tinctorum® se vyuziva k gmyslové
ochrarg kober@ a jinych textilii). DalSi typy dihydroxyantrachind jsou
v sowtasné dob povazovany za perspektivni odpuzéwaa jsou pedmétem
dalsich studif’



1.2 PRODUKCE A DISTRIBUCE ANTRACHINON U V PRIRODE

Volné a glykosilované antrachinony (&$tji spojené etherovou vazbou
s glukdézou) jsou v ifrodé produkovany #kterymi rostlinami, houbami a
liSejniky. U rostlin jsou antrachinony (obrazek I)jn¢ zastoupeny ¥eledich
rdesnovitych’ (Polygonoceag kaoienovitych Rubiceag'®, ieSetlakovitych
(Rhamaceaéj a liliovitych (Liliacea®®. Tradini &inskd medicina vyuZziva
rostliny revéa (Rheumspp.), kterd obsahuje velké mnoZstvi antrachindmvyc

derivati (obrazek 2).

Z tropického  liSejniku  Melanotheca  cruenta byl izolovan
pentahydroxyantrachinon — dracutbna jiz dive popsany antrachinon
haematomoff (viz. obrazek 2). LiSejnilCurvularia lunat&® produkuje 3 typy
antrachinof (helminthosporin, emodin a cynodontin). Extrakbloto liSejniku
obsahuje 70 % cynodotinu, ktery slouzi jako pret&ursyntézy barviv (Cl

disperze Blue 7 a Cl acid green 28).

U Zivaeicht je antrachinonova produkce popsana pouze u malého
mnoZstvi pipadi, které jsou prezentovany velmi odliSnymi druhy gajsou
nékteré mdské lilije**, nékolik druhi hmyzu#® a ostnokozéf. Ti vytvéieji

e

slozi®jSi molekuly pigment, z nichZ rkteré (obrazek 2) se vyskytuji také u hub.

Bakterialni produkce antrachinbrnje popsana pouze uckolika malo

druhi, jako je nagiklad Streptomyces corchoruSiiaXenorhabdus luninisceffs

OorR' O OH OH o] OH o} OH o OH
2
o} o] OH o R?
1 physcion R'= OCH,, R?>= H
2 emodin R'= OH, R>= H
3 emodin glc. R'= OH, R?= O-glc 6 draculon R =OH 8 rhodolamprometrin R*= OH, R?= OH
7 haematommon R=H

4 chrysophanol R'=R?= H 9 tetrahydroxyantr. R'=H, R*=H
5 chysophanol glc. R=H, R%= O-glc

Obrazek 2 —Antrachinonové pigmenty reveéril-5), liSejniki (6,7) a zivgicha (8,9)



Hydroxylované antrachinonové pigmenty se Bojwyskytuji jako
sekundarni metabolity ugkterych zastupc iiSe hub. HoubyDermocybespp?’,
Aspergilusspp>°, Microphaeropsisspp®!, Trichoderma viridé?, Cochliobolus
heterostrophu¥ a Cortinarius spp®* produkuji rékolik strukturré velmi
podobnych antrachinonovych deritaz nichz ikteré jsou uvedeny na obrazku
3.

OH (o} OH

OH o OH
R2
O‘O CO,H
H;CO CH,R! O‘O CHs
H,CO
O R
(e} R O

10 dermocybin R= H, R?= OH
11 fallacinol R!= OH, R*=H 12 austrocortison R=H

13 hydroxyaustrocortison R = OH

Obréazek 3 —Zastupci antrachinonovych sekundarnich metabblit

1.3 HOUBA GEOSMITHIA LAVENDULA

Typickym hostitelem hub rodGeosmithia(Ascomycota: Hypocrealgge
karovec Hypoborus ficu¥, napadajici smokwo (Ficus caricd. Geosmithia
lavendulaje jednim zeif druhi rodu Geosmithia(zatim bylo izolovano okolo 30
druhi®) produkujicichterveno-fialového pigmenty do média a konidii. Péprv
byla popsana v roce 1948 jako houba pochazejiabaratorni kontaminace
v USA®®. Posledni vyzkumy prokazaly, Ze se jedna o vetm§ieny druh houby,
asociujici s &rovci v oblasti Stedozemniho me.

1.4 METODY POUZIVANE K ANALYZE HYDROXYANTRACHINON U

Pro orient&ni detekci piromnosti antrachinan (nag. po separaci
chromatografii na tenké vrslv Ize vyuZit selektivnich reakci antrachiiion
s¢inidly (nap. amoniakem nebo 10% KOH), zaloZenych natrembarvy v
zavislosti na pH. Pro svou jednoduchost a instrué&lennenaroénost je Bzn¢
vyuzivanou metodou identity aistoty vzorki metoda TLC. V identifikaci

antrachinonovych sekundarnich metaldolihub se vyuzivd hlaen jeji
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dvoudimenzionalni uspadant’. V literatie®® je nap. popsano kvantitativni
stanoveni ¢ty hlavnich antrachinonovych derivatz extraktu Rheum emodi

metodou vysokatinné tenkovrstevné chromatografie.

Spektralnimi metodami slouzicimi préegnou kvalifikaci antrachindne
nag. infracervena spektrometrie, molekulova absoipspektrometrie a UV/VIS
spektrometrie. Spolehlivymi metodamicani struktury, a to i beziedpokladu
existence knihoven spekter, jsou metddly a'H nuklearni manetické rezonance

a metody hmotnostni spektrometrie.

Vyhod elektromigranich metod (nizka sp@ba vzork, vysoka rychlost
analyzy, malé mnoZstvi rozpo&del) se vyuzivaip analyzach antrachinonovych
zaklad: barev historickych materi&l®, v analyzach frodnich barev vyuZivanych

v primysIu* a pro stanoveni obséhostlinnych extrakt*.

Vzhledem k polarnim vlastnostem hydroxylovanychw@i antrachinot
se plynové chromatografie hydroxylovanych antraghinvyuziva spiSe okraj@v
a WtSinou aZz po nutné derivatizaci polarnich skupin ejé@ast;ji
trimethlysilylacif2. Plynova chromatografie je mejstji spojena s hmotnostnim

detektorent®*®

Mnohemcastji se pro kvantifikaci a kvalifikaci vyuziva metddPLC na
reverznich fazich. Tabulka 1 uvadi vybrané sepanagkyhydroxylovanych
antrachinof. Vzhledem k faktu, Ze mikroorganismy (¥kterych gipadech i
vysSi rostliny) ¢asto produkuji vice typ hydroxyantrachinain s podobnou
strukturou acasto i retetinim chovanim, je kladenudaz na vyvijeni metod
dostatén¢ selektivnich pro vSechny slozky extraktu. Pro ty¢parace jsou velmi
vhodné  kolony, které maji dostaté deaktivovany silikagelovy nast,
Hydroxyantrachinony jsou diky hydroxyskupinam latkal® kyselé povahy, a
proto se s vyhodouipjejich separaci pouzivajitpvazie mobilni faze o nizSim
pH**4749 " Charakteristickd UV spektra jednotlivych hydraxyénych
antrachinofi mohou byt B chromatografickém uspadani s PDA detektorem

pouzita jako dalSi identifikai nastroj analyi
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Tabulka 1 — Vybrané analytické metody pro stanoveni hydrokahinori a jejich derivai

Pocet separovanych

Metoda Vzorek o Kolona Mobilni faze Detekce Lit.
analytia

ExtraktRheunmspp. a . ] 35 mM fosfatovy pufr (pH 11) UV/VIS 40
CZE Polygonumnspp. > AQ derivah s 20uM beta-cyklodextrinu 254 nm
GC Snés standaril TMS - : OoV-1 He MS 15

hydroxyantrachinony

Extrakt kaene 5AQ TMS - EC 5 (kapilarni a1
GC Polygonum multiflorum hydroxyderivah kolona) He FID/MS
HPLC  ExtraktHedyotis diffua 28”0' adi-hydroxy  pinnacle 11 c18 0,5% AcOH; MeOH ggg\gﬁ 4
HPLC éntrechlonony méskych 4 tetrahydroxy AQ, Shim-Oack ODS MeOH, 4O UVIVIS 42

Zivocicha rhodolamprometrin 295 nm
HPLC  ExtraktRhubarb tri- a tetrahydroxy AQ  Inertsil ODS Fosfatovy puiCN gg/(;\gri 46
HPLC  ExtraktRhubarb 5 AQ derivat Hypersil C18 0,1% HCOOH, MeOH Fluorescence *’
HPLC  ExtraktRubia tinctorum Hydroxy-antrachinony élltlma end-capped amonium formiat:EDTA; ACN PDA, MS 48

18
. Hydroxy AQ a i 0 . UV/VIS 49

HPLC  ExtraktReum emodi glykosidy AQ Purosper-Stra R 1% AcOH, MeOH:ACN 250 nm

Extrakt gipravka z o . 0 UVIVIS 50
UPLC Rhubarb 5 AQ derivat Acquity BEH C18 0,1% POy, MeOH 250 nm
upLc  ExtraktPolygonum Emodin, physciona oo iy BEH C18  0,3% AcOH, ACN PDA 51

multiflorum jejich glykosidy

12



2 VYSLEDKY A DISKUZE

2.1 IZOLACE ANTRACHINONOVYCH METABOLIT U A JEJICH
IDENTIFIKACE

Pro separaci latek obsazenych ve fermantéekutiré (15 denni kultivace na
CzZD mediu) byla pouZita L/L extrakce EtOAC s AcORO(G v/v). Hrubé
zakocentrované extrakty z# extrakci media byly spojeny a separovany nejprae
koloré naplrené siligalem s MF hexan:EtOAC (6:4 v/v) s gradiemtéAcOH.
Krystalizaci frakce obsahujici Zluty pigment se gidd izolovat metabolit 1T.
Metabolit 2T obsazeny v ma@m louhu byl izolovan v pt#bné cistote

semipreparativni HPLC metodou (obrazek 5).

2 1,00

0,50 L

T T T
2,00 4,00 6,00 ,00 10,00

Minutes t min

1T; 5,01 mit

PZT; 7,37 min

©
o

Obrdzek 5 - HPLC chromatografie maté&ného louhu po krystalizaci 1T
metabolitu (frakce 1 kolonové chromatografie); chromatografické podminky:

xTerra Semiprep; A-25 mmol dfroctan amonny, B-methanol; 96 B; pritok 1,5

Vzhledem k velkému objemu rozpoédel a nizké sepatai innosti
kolonové chromatografie byla jako vysledna sefr@ranetoda hrubych extrakt
ferment&nich tekutin zvolena metoda na SPE kolonach (C1Best). Eluent SPE
kolon (MeOH s gradientem AcOH) byl raddn do osmi frakci, z nichz 3 frakce

obsahovaly antrachinony a byly dale purifikovanyochatografickymi metodami.



Pro identifikované metabolity nejsou korie¥ dostupné standardy, takze pro
optimalizaci metod SPE, HPLC a UPLC a také pro dploharakterizaci metabalit
bylo nezbytné vypracovat celdiadu extraknich a izolgnich metod vedoucich k

ziskanicistych latek v dostat@im mnozstvi.

Z extraktu media kmenu Geosmithia lavendula MK 1108 byly
chromatografickymi a fyzikalnimi metodami ziskany r2ajoritni a 3 minoritni
metabolity. V ramci této prace byly glrcharakterizovany (NMR, MS, IR, UV).
majoritni metabolity 1T, 1P a 2T. Tetrahydroxydétivhodolamaprometrin 1T (1-
acetyl-2,4,5,7-tetrahydroxyantrachinon) byfive popsany v produkcirichoderma
viridie®" a v produkci kterych ostnoko#é’. Pentahydroxyantrachinon 1P (1-acetyl-
2,4,5,7,8-pentahydroxyantrachinon) nebyl dosudterdide plrg charakterizovany,
pouze ¢asténs popsany u miskych lilijca®. Minoritni metabolit 2T (1,3,6,8-

tetrahydroxyantrachinon).

Metodou MS byla navrZzena struktura u dalSich dvinonitnich metabolii 2P
(2,4,5,6(7),8-pentahydroxyantrachinon- 1-karboxglokyselina) a 3T (methylether
2,4,5,7(8)-pentahydroxyantrachinon- 1-karboxyloyaetina.

Izolované purifikované analyty byly pouzity jakoromatografické standardy.

2.2 VYVOJ CHROMATOGRAFICKYCH METOD PRO 3 HLAVNI
METABOLITY

Vzhledem k velmi podobné polaritobou majoritnich metabolitlT a 1P,
liSicich se pouze jednou OH skupinou, bylo daéoba metabolity od sebe rekt
s dostatenym rozliSenim umaiujicim jejich kvantifikaci. Uspokojivého rozliSeni
(1,52 viz. tab. 2) se potlep dosdhnout na kolegnACQUITY UPLC BEH Shield
RP18, ktera se od reverzni fazeg; GSi vloZzenou karbaméatovou skupinou a vykazuje
vySSi selektivitu pro aromatické latky. Podobnébrigeni dokonce s vysséianosti
vyjadienou pdtem teoretickych pater se pdila dosdhnout p HPLC separaci na
kolor¢ xTerra, ale celkovyas analyzy byl v porovnani s UPLC metodou vice nez
dvojnasobny. Akoliv pro separaci na kolénACQUITY UPLC BEH C18 bylo

pouzito mobilni faze o vyssSi iontové sile, negddase dosahnout uspokojivého
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rozliSeni analyt 1T a 1P. ZvySenim retardace analyta kolo dochazelo

k vyraznému zhorSovani rozliSeni.

Tabulka 2 - Prehled HPLC a UPLC metod, vyjéhi jejich @&innosti p&tem teoretickych pater a
rozliSeni metabolit 1T a 1P

3 Metabolit
Kolona MF Pritok Retenéni char.
1P 1T 2T
; t, (min) 19,06 20,44 36,29
xTerra C18 ?F?TOLdgf 1 ml mint r
(5 um cstice) L ,0; 50% ACN N 8907 8304 7627
RozliSeni 1,62 -
) t, (min) 050 064 -
ACQUITY UPLC f})gfg‘t?\j’,' dﬁr 0.4 ml mir
BEH C18 (1,7um) pyard PUIt 100 ACN N 3485 3821 -
RozliSeni 1,25 -
. t, (min) 6,10 6,53 13,45
ACQUITY UPLC 13 mmol dn? 0.4 ml mir
BEH Shield RP18  TFAV H,0; ’ ! N 7561 7797 10362
(1,7 um) ACN 271% ACN
] RozliSeni 1,52 -

2.3 REPRODUKOVATELNOST RETENCE

Reprodukovatelnost retence pro metabolity 1T, 2F & optimalizované
UPLC metod byla vypa@tena na zakladl2 neieni sndsi standard rozpusénych v
acetonitrilu (koncetrace standardyla 10pg mr™).

Z tabulky 3 je patrné, Ze retari ¢asy ti metabolitt v metoéd UPLC jsou

reprodukovatelné (relativni smodatné odchylky jsou mensi nez 1%).

Tabulka 3 — Reprodukovatelnost retence (n = 12) pro 3 mditgbo

Retence (min)

Metabolit Pramér Minimum Maximum SD RSD (%)
1P 6,10 6,06 6,12 0,02 0,30
1T 6,53 6,47 6,57 0,04 0,59
2T 13,45 13,27 13,50 0,08 0,62
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2.4 STANOVENI KALIBRA CNICH ZAVISLOSTI

Pro nizké koncentrace metabblibyly sestrojeny kalibkai kiivky v niz§im
rozmezi, ze kterych byly vyggany limity detekce a kvantifikace jako 3,3 a
10nasobek posnu standardni chyby a smmice rovnice regrese kalilitai kiivky (viz.
tabulka 4). Kivek 3 a 4 bylo pouZito pro kvatifikaci realnychorki, u kterych
koncentrace AM negkrasila 20 ug mi* media.

Vzhledem k nizkym koncentracim metabolitu 2T a &mhodnému UV
spektru s 1T, nebyla sestrojena kaldmiakiivka a pro stanoveni jeho koncentraci byla

pouzita kalibr&ni kiivka 4.

Tabulka 4 — Kalibrani kiivky antrachinonovych derivétlinearni rozsah a limity detekce a
kvatifikace

Metabolit P#mky ROZS&_‘P Rovnice regrese t Hop LR
(ug mI?) (ug mI™)  (ug mi™)
1P 1 1,95-1000 3,18x10-1,87x16  0,9996
T 2 1,95-1000 3,54x10x-592x16  0,9997
1P 3 1,95-125 2,93xf0-2,67x16  0,9998 2,25 6,81
1T 4 1,95-125 3,45x10-353x16  0,9997 2,35 7,13

2.5 SPRAVNOST A RESNOST

Parametry UPLC metody spravnost gegmos byly vypéteny na zaklagl
analyz metabolit 1P a 1T narech koncetrénich Urovnich v Sesti opakovani (tabulka
5).

Spravnost réreni metabolitu 1P se pohybovala od 91,0 do 113,#ésnosti
od 1,9 do 8,4%. Spravnostreni metabolitu 1T se pohybovala od 97,6 do 138,6% s
piesnosti od 2,1 do 9,4%. Vysledku ukazuji, Zze z\l&gPLC metoda je dostéte

presné a spravna.
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Tabulka 5 — Spravnost aipsnost (vyjatena procenty relativni sfrodatné odchylky) UPLC metody
(n = 6) proti koncetr&ni Urovre

Parametry 1P 1T
Nominalni koncetracqug mi™) 2,0 62,5 125,0 20 625 1250
Nalezen& koncetraced mi™) 2,2 64,3 117,2 2,4 63,3 1219
Spravnost (%) 113,9 105,0 91,0 138,6 97,6 99,4
SD 0,2 1,2 4,1 0,2 2,3 3,2
%RSD 8,4 1,9 3,5 9,4 2,1 2,6

2.6 STANOVENI VYT EZNOSTI METODY SPE

Pro stanoveni obsahu antrachinonvych metabualiextraktech fermentaich
tekutin UPLC metodou, bylo nutné extrakty dostatezkoncentrovat a zaroie
odstranit rusivy vliv matrice. Pro tyto aplikaceldyptimalizovana SPE metoda na
C18 fazi. Vysledné parametry metody SPE byly nastgv tak, aby eluce
antrachinonovych metabalibyla co nej¢tsi, a zarove aby nedochazelo k vymyvani
vétSiho mnozstvi ruSivych baléstvVytéZznost této metody pro dwkoncetrgni Urovre
odpovidajici rozsahu realnych hodnot antrachinenmédiu byla kvantifikovana

metodou UPLC a pro oba majoritni metabolity se¢isost pohybuje okolo 67 %
(tabulka 6).

Tabulka 6 —VytéZnost SPE metody pro metabolity 1P a 1T ( n =a3)lvou koncetrmich hladinidch

Parametry 1P 1T
Koncetrace analyit (ug mi™) 10,00 100,00 10,00 100,00
Nangiena koncetracaufy mr™) 6,68 67,40 6,67 68,87
Vytéznost metody (%) 66,83 67,40 66,75 68,87
SD 0,05 0,63 0,08 0,72
%RSD 0,70 0,93 1,18 1,05

2.7 STANOVENI OBSAHU METABOLIT UV MYCELIU

Metoda UPLC byla pouzita pro stanoveni obsahu ehimani v myceliu
kmenu MK 1108. Mycelium bylo homogenizovano a altvano pomoci EtOAc a

nasledné upravy byly shodné s extrakty media.
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Mycelium obsahovalo vysoky podil metabolitu 1P (i&h 7) a zanedbatelnou
koncetraci metabolitu 1T. Jiné metabolity nebylyextraktu mycelia detekovany.
Z tabulky 7 je patrné, Ze kmen 1108 produkuje viamavyssi mnozsvi sekundarnich
antrachinonovych metabalitdo fermentani tekutiny a pro jejich izolaci je tato

tekutina tudiZz vhod¥jSi nez mycelium.

Tabulka 7 — Koncetrace antrachindprodukovanych do myceli€,), do fermenténi kapaliny v 15.
dnu kultivace €;5) a kocentrace v myceliu vztazena na 1 ml fermgnitkapaliny €;); mira gesnosti 3
paralel vyjadena %RSD

Metabolit Cmye (Mg g mycelia) Co (ug mI™* media) %RSD C1s (Mg I media)
1P 2070 12,42 1,3 75,36
1T 40 0,24 1,1 48,52
2T - - - 0,95

"Pro gepaset kocentrace antrachinibh 1g mycelia na 1ml fermentai kapaliny byl

pouzit vzorec:
Cmyc (rovnice 1)
Co = ———
Vmed/ rr\myc
Kde @ je koncetrace vztazena na 1 ml medig.y.ge
koncetrace v exraktu mycelipd g mycelia), \inedje 0bjem media (1 ml), mcje

hmotnost mycelia na 1 ml media (u MK 1108 6 mg)ml

2.8PRODUKCE ANTRACHINON U V CASE KULTIVACE

150

U kmenu MK 1108 byla @ena
zavislost produkce metabdlitlT, 1P,

Jo/ml media
=
o

120 .

2T a 2P n&asu kultivace Z grafu 1 je

patrné, Ze po 21. dnu kultivace ji ”
produkce antrachindn vyznamr L,
nevziista. Nejvyssi ndist koncentrace i A

majoritnich acetylovanych metabdlit

1P a 1T mezi 3. a 7. dnem kultivace

o
>
>
>

zatimco produkci metabolitu 2T

0 10 20 30 40 50
t, dny kultivace

Graf 1 — Z4vislost produkce majoritnich metabolikT
a 1P kmenem MK 1108 rimse kultivace
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pozorujeme az od dne 7. a 2P az od 15. dne (tal@)kdozna picina nizkych
koncentraci metabotitbez acetylu 2T a 2P a také poklesu koncentracee240. dnu
je, Zze je houba tyto metabolity vyuZiva jako prekuwy pro syntézu finalnich
metabolifi 1P a 1T.

Tabulka 8 — Produkce metaboalit(koncentrace vyjagnaug mi* media) kmenu MK 1108 sase
kultivace; koncetrace jsoufgmerné hodnoty ze 4 paralel

Dny kultivace
Metabolit 1. 3. 7. 11. 15. 21. 5. 30 40;

1p pg mt 0,55 0,78 41,97 52,92 75,36 104,41 104,34 111,78 8,081

%RSD 1,5 39 45 4,4 5,1 0,9 5,8 2,0 1,6
1T ug mrt - stopy 23,96 37,44 4852 62,53 61,43 65,3 65,37
%RSD - stopy 4 29 145 1,8 1,4 2,2 2
op pg mr? - - 048 107 128 211 3,32 3,69 0,75
%RSD - - 4,4 4,2 33 2,7 4,6 6,8 1,6
oT pg mrt - - - - 0,95 1,14 1,48 1,41 1,27
%RSD - - - - 3,7 3,8 7,2 2,2 4,6

" Hodnoty po 21. dnu kultivace bylyrgpaiteny na zakoncentrovavani media
vlivem vypaovani. Do 21. dne kultivace se tento ubytékry zanedbéava.
Koncentrace 25.; 30. a 40. dne byhgpaiteny dle vztahu:
Co=G{Vvo—d/ (Vc— W)} (rovnice 2)

Kde @ je koncentrace vztazena navpdni objem, ckoncentrace v i-tém dni,
Vo pavodni objem (1 ml), d konstanta Gbytku media pradkaden (0,5 ml dehy, v,
celkovy objem media na péatku kultivace (50 ml) zmenSeny o celkové mnozstvi
odebrané tekutiny na analyzy (0 ml).

2.9 SROVNANI PRODUKCE METABOLIT U 1T, 1P A 2T KMENE MK 1108 S
DEVITI VYBRANYMI KMENY GEOSMITHIA

Produkce antrachinonovych metahblitvybraného kmenu Geosmithia
lavendulaMK 1108 na dvou typech kulti¢aich medii (MAE a CZD) po 3 tydnech
kultivace byla srovnana s produkci u dalSich sekimeni Geosmithig(tabulka 9). V
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porovnani s refer&mim kmenem, byla produkce 1T a 1P u vSech Knzamedbatelna
a s vyjimkou kmene MK 1603c vzdy vyssii fxultivaci na MEA mediu. Nejvyssi
produkce odpovidajici zhruba 20% produkce 1P a E8dykce 1T byla stanovena u
kmene MK 941. Minoritni metbolity 2T a 2P nebylyleweny v produkci ani jednoho
z deviti kmeid véetre MK 1108 na MEA mediu a metabolit 2T byl ve stopolry

koncentracich nalezen u kmenu RJ 0258 na MEA mediu.

Tabulka 9 — Srovnani produce metabélijug mi* media) 1P a 1T na dvou typech medii (MEA, CZD)
u sedmi kmet roduGeosmithigpo 21.dnu kultivace; gmer z 5 paralel

O

g g S B 8 g 3

= — o g N - — 9

% = = = 14 = = S
= < 0o <« 0o <« o <« <« o <« o < a
L N L N L N L L N L N L N
= O = ®] = ®] = = ©) = ©) = @)

1P (g mi*) 0,57 104,4 17,8 1,89 536 0,94 058 056 0,53 stopy stopy nd stopy
%wRSD 1,49 09 32 28 016 14 2 063 107 - - -

ITgm™ d 6253 26 094 157 066 d nd nd nd nd nd nd
% RSD 1,8 1 023 01 18 - - - - - -

* kultivace probihala pouze 14 dni
nd — hodnoty lezi pod LOD, d — hodnoty lezi h&@Q
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3 ZAVER

Z ferment&ni kapaliny a mycelia houbgeosmithia lavendulgkmen MK
1108) bylo izolovano a charakterizovano 5 antramhavych sekundarnich
metabolifi. Dva majoritni metabolity 1T (1-acetyl-2,4,5,7rtdtydroxyantrachinon) a
1P (1-acetyl-2,4,5,6(7),8-pentahydroxyantrachireonffi minoritni metabolity 2T
(1,3,6,8-tetrahydroxyantrachinon), 2P (2,4,5,6(prgdtahydroxyantrachinon-1-
karboxylova kyselina) a 3P (methylether 2,45 @-pentahydroxyantrachinon-1-
karboxylova kyselina). Metabolity 1T, 1P a 2T byiné charakterizovany (NMR,
MS, IR, UV), struktura ostatnich metaballiyla navrzena pomci MS.

V ramci optimalizace septaich metod byly vyvynuty dvHLC metody a d¥
UPLC metody. Pro vyslednou UPLC analytickou metdal stanoven linearni
koncetr&ni rozsah pro dva mojoritni metabolity, limity dete a kvatifikace, fesnost
a spravnost gfeni a reprodukovatelnost retaich casi.

Semipreparativhich HPLC metod a analytické UPLCaaetbylo pouZzito pro
kvantifikaci metabolit 1P, 1T a 2T v extraktech ferme&ié tekutiny a extraktu
mycelia, ke stanoveni wWinosti SPE metody pro exktrakty fermemgch tekutin,
k uréeni zavislosti produkce metabdlihoubou nacase kultivace a pro srovnani
antrachinonové produkce u dalSich deuitbpznych kmea Geosmithia

V ramci prace bylo izolovano dostat& mnozstvi metabaolit1T, 1P a 2T,

umoZiujici testovani jejich biologickych aktivit.
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