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BEVEZETÉS 

A Bipolaris nemzetség (Ascomycota, Euascomycetes, Pleosporales, Pleosporaceae) 

tagjai imperfekt fonalas gombák, melyek a természetben elsősorban fűféléken (Poaceae) 

fordulnak elő, de növényi maradványokról és talajból is izolálhatók. A nemzetség 

növénypatogén fajai az elmúlt évszázadban több esetben okoztak jelentős mezőgazdasági 

károkat. A fertőzés legjellemzőbb tünetei a csírafoltosodás és a levélüszög kialakulása, 

ugyanakkor egyes fajok a búza és árpa tőrothadását, valamint gyökérdőlését is okozhatják. A 

Bipolaris és a velük közeli rokonságban álló Curvularia nemzetség képviselőinek teleomorf, 

azaz ivaros szaporodásra képes, törzseit korábban egyaránt a Cochliobolus nemzetségbe 

sorolták.  

E nemzetségek tagjai sokféle másodlagos metabolitot termelnek, többek között 

szeszkviterpéneket (pl. sorokinianin), diterpéneket, illetve szeszterterpéneket. Ez utóbbiak 

csoportjába tartozik a változatos biológiai aktivitással bíró ophiobolinok családja. Napjainkig 

mintegy 50 biológiailag aktív ophiobolin származékot írtak le. Kezdetben fitotoxinokként 

azonosították őket, későbbi kutatások azonban rávilágítottak antimikrobiális, baktericid, 

fungicid, nematocid tulajdonságaikra is. Gombaellenes hatásukat részben a β-1,3-glükán-

szintáz gátlásával magyarázzák. Az ophiobolinok családjának legismertebb és legtöbbet 

vizsgált tagja, az ophiobolin A (OPA) kalmodulin antagonista hatása már a 80-as években 

ismerté vált, és azóta is számos vizsgálat tárgyát képezi. Az OPA és néhány származéka, pl. 

6-epi-ophiobolin A (6-e-OPA), 3-anhidro-6-epi-ophiobolin A (3-a-6-e-OPA), és ophiobolin I 

(OPI) citotoxikusnak bizonyult humán eredetű rákos sejtekkel szemben. Más 

ophiobolinoknak, például az ophiobolin C-nek (OPC) HIV-1 integráz gátló hatásuk van. Az 

ophiobolinokra, változatos biológiai aktivitásuk révén, egyre fokozódó figyelem irányul mind 

a növényvédelem, mind a gyógyászat, illetve a biotechnológia területén. 

Jelen munkánkban célul tűztük ki az ophiobolinokról rendelkezésre álló ismeretek 

bővítését, különös tekintettel a termelés körülményeire, biológiai aktivitásukra, valamint 

stabilitásukra. Több Bipolaris törzs esetében megállapítottuk a termelési kinetikákat, majd a 

kiemelkedő ophiobolin termelők közül a B. oryzae SZMC 24163 törzzsel elvégeztük a 

termelési körülmények optimalizálását. E törzs bevonásával hatékony félpreparatív eljárást 

dolgoztunk ki az ophiobolin származékok tisztítására. Ezen eljárás eredményeként egy eddig 

le nem írt ophiobolin származék tisztítását valósítottuk meg számos már ismert ophiobolin 

származék sikeres tisztítása mellett. A tisztított vegyületek biológiai aktivitásának 

vizsgálatával információkat nyertünk ezen vegyületek toxicitásáról. Továbbá vizsgáltuk a 

vegyület család legismertebb tagjának az OPA-nak a stabilitását szerves oldószerekben. 
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CÉLKITŰZÉSEK 

A Bipolaris nemzetség tagjai és más rokon fajok számos szeszterterpén típusú 

másodlagos metabolitot termelnek, melyekre változatos biológiai aktivitásuk miatt, mint új 

biotechnológiai, gyógyászati és növényvédelmi szempontból ígéretes hatóanyagokra, egyre 

fokozódó figyelem irányul mind az alap-, mind az alkalmazott kutatások felől. E vegyületek 

közül is az egyik legérdekesebb a triciklikus szeszterterpén ophiobolinok csoportja. E 

vegyületcsoport első képviselőit már évtizedekkel ezelőtt azonosították és több szeszterterpén 

termelésre képes fajt is leírtak, ugyanakkor a termelő szervezetekkel, a termelt metabolitok 

összetételével és mennyiségével kapcsolatos, részletesebb összehasonlító vizsgálatok eddig 

nem készültek. Mindezek figyelembevételével munkánk során célkitűzéseink az alábbiak 

voltak: 

 

1. Az ophiobolintermelés vizsgálata különböző Bipolaris, Curvularia és Drechslera 

törzsek esetében és a kiemelkedő OPA termelést biztosító törzsek azonosítása. 

2. Az OPA és egyéb ophiobolin analógok tisztítására alkalmas félpreparatív HPLC 

módszer kidolgozása és ophiobolin tisztítás megvalósítása, valamint a tisztított 

vegyületek tömegspektrometriás jellemzése és NMR vizsgálattal történő azonosítása a 

legjobb termelési képességű törzs esetében. 

3. A legjobb ophiobolintermelő képességgel rendelkező törzs optimális tenyésztési 

körülményeinek megállapítása, különös tekintettel a leoltás módjára, a tenyésztési 

hőmérsékletre, valamint az alkalmazott szénforrásra. 

4. Az OPA stabilitásának vizsgálata szerves oldószerekben, és az esetleges 

bomlástermékek folyadékkromatográfiás azonosítása, valamint keletkezésük 

kinetikájának megállapítása. 

5. A tisztított OPA biológiai aktivitásának vizsgálata emlős sejteken. 

 

ALKALMAZOTT MÓDSZEREK 

 

Mikrobiológiai módszerek 

• folyadék fázisú fermentáció 

• fermentáció optimalizálás 

 

Elválasztástechnikai módszerek 
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• ophiobolinok extrakciója  

• ophiobolinok analízise HPLC technikával 

• ophiobolinok analízise LC-MS technikával 

• ophiobolinok tisztítása félpreparatív NP-HPLC technikával 

• ophiobolinok tisztítása félpreparatív RP-HPLC technikával 

 

Szerkezettel összefüggő vizsgálatok 

• tömegspektrometriás szerkezetvizsgálat 

• szerkezetvizsgálat NMR technikával 

• stabilitás-vizsgálat 

 

Biológiai hatásvizsgálatok  

• vadkan hímivarsejt mozgékonysági vizsgálatok 

• plazmamembrán-polarizáció vizsgálata vadkan hímivarsejteken 

• mitokondriummembrán-polarizáció vizsgálata 

• ophiobolinok hatásának vizsgálata tumoros sejtvonalakon 

 

 

EREDMÉNYEK 

 

1. Az ophiobolintermelés vizsgálata különböző Bipolaris, Curvularia és Drechslera 

törzsek esetében, a kiemelkedő OPA termelést biztosító törzsek azonosítása. 

 

Az ophiobolinok már több mint 50 éve ismertek, a leírt vegyületek száma az utóbbi 

években robbanásszerűen növekedett. Bár a szakirodalom számos termelő fajt említ, azonban 

mind a mai napig nem született a termelési kinetikákat részletező mű. Mindezek alapján 

szükségesnek éreztük különböző Bipolaris és Curvularia, valamint az ugyancsak közeli rokon 

Drechslera törzsek OPA termelési kinetikájának jellemzését. A vizsgálatba bevont törzsek 

tenyésztését PDB tápoldatban valósítottuk meg. A termelt ophiobolinok mennyiségét napi 

mintavételezés mellett vizsgáltuk. Eredményeink alapján négy alapvető termelési kinetikát 

sikerült elkülönítenünk.  Az első szekréciós mintázat (1. típus) esetén az OPA termelés egy 

maximum értéket mutatott a tenyésztési időszak ötödik és nyolcadik napja között, majd ezt 

követően a termelt OPA mennyisége lecsökkent és egy állandó szinten maradt. A második 
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kinetikai mintázatot mutató csoport (2. típus) tagjai esetén a termelt OPA mennyisége az 5-7. 

napon érte el maximumát, majd ezt követően rövid időn belül drámai mértékű csökkenés 

következett be és a tenyésztési időszaki további részében nem volt detektálható mennyiségű 

OPA a fermentlevekben. A harmadik (3. típus) csoport tagjai esetében az OPA szekréciós 

profil két maximumot mutatott a vizsgált tenyésztési időszak alatt, melyek általában a 3-5. és 

a 9-10. napokon jelentkeztek. Ezen típusban a két megfigyelt OPA maximum közel azonos 

volt. A kinetikai vizsgálatokba bevont törzsek közül az 1. típus tagjai voltak a legnagyobb 

számban (43%), míg a 2. típus a vizsgált izolátumok 17%-át tartalmazta, a 3-as csoportot 

csupán 2 izolátum jellemezte. A vizsgált törzsek mintegy 30%-a nem bizonyult OPA 

termelőnek (4. típus) az alkalmazott tenyésztési körülmények között. 

Az OPA termelés kinetikájának meghatározása során sikeresen azonosítottunk több 

kiemelkedő termelési képességekkel rendelkező törzset, melyek közül a B. oryzae SZMC 

24163-et választottuk ki további, preparatív célú tisztítási kísérletekre. 

 

2. Az OPA és egyéb ophiobolin analógok tisztítására alkalmas félpreparatív HPLC 

módszer kidolgozása, és a vizsgálatba bevont kiemelkedő termelési képességű törzsből 

történő ophiobolin tisztítás megvalósítása, valamint a tisztított vegyületek 

tömegspektrometriás jellemzése és NMR vizsgálattal történő azonosítása. 

 

A B. oryzae SZMC 24163 jelű törzs bevonásával sikeresen megvalósítottuk az 

ophiobolinok félpreparatív tisztítását négy sarzsban. Az első sarzs esetén az extrakciót 

követően normál fázisú tisztítást alkalmaztunk első lépésként, majd az egyes frakciókat 

tovább tisztítottuk fordított fázisú rendszeren. Minden tisztítási lépés végén ellenőriztük az 

egyes frakciók tisztaságát egy megfelelő analitikai HPLC módszerrel. Az első sarzs tisztítása 

során sikeresen tisztítottunk öt ophiobolin származékot, melyeket tömegspektrometriai 

vizsgálat, valamint NMR technikával történő szerkezetvizsgálat révén sikeresen 

azonosítottunk. Az eredmények kiértékelése során megállapítottuk, hogy az általunk tisztított 

vegyületek név szerint 6-epi-ophiobolin A, ophiobolin A, ophiobolin I, 3-anhidro-ophiobolin 

A és 3-anhidro-6-epi-ophiobolin A. 

További három sarzs tisztítása során a továbbiakban csak fordított fázisú félpreparatív 

HPLC technikát alkalmaztunk több egymást követő lépésben. Ezen sarzsok tisztításával a már 

ismert származékokon felül további öt potenciális ophiobolin analóg került kitisztításra. Ezen 

vegyületek tömegspektrometriai vizsgálatát elvégeztük, és a kapott eredmények alapján 
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feltételezhetjük, hogy mindegyikük az ophiobolinok családjába tartozó másodlagos 

gombametabolit. Ezen sarzsokból tisztított vegyületek közül a rendelkezésre álló 

anyagmennyiségek alapján egy potenciális ophiobolin származék NMR szerkezetvizsgálatát 

sikerült megvalósítani. Az ISM-08 jelű vegyület NMR adatai alapján kijelenthetjük, hogy 

ilyen szerkezeti képlettel a mai napig nem került leírásra az ophiobolinok családjába tartozó 

másodlagos metabolit. 

 

3. A kiemelkedő ophiobolin termelő képességgel rendelkező B. oryzae SZMC 24163 jelű 

törzsének optimális tenyésztési körülményeinek megállapítása, különös tekintettel a 

leoltás módjára, a tenyésztési hőmérsékletre, valamint az alkalmazott szénforrásra. 

 

A különböző ophiobolin származékok hatékony tisztítása érdekében az általunk 

kiválasztott jó termelési képességekkel rendelkező törzs optimális tenyésztési körülményeinek 

meghatározását végeztük el. Ennek első lépéseként az inokulálás módját vizsgáltuk. Két eltérő 

leoltási metódust hasonlítottunk össze, a konídiumszuszpenzióval történő leoltást és a 

micéliummal történő leoltást. A kísérletek eredményeképp megállapítottuk, hogy bár nincs 

markáns különbség az egyes leoltási eljárások között, azonban a legnagyobb termelt 

ophiobolin mennyiség érdekében a 2x10 végkoncentrációjú konídiumszuszpenzióval való 

leoltást tartjuk a legalkalmasabbnak. A tenyésztési hőmérséklet ophiobolintermelésre 

gyakorolt hatását rázatott tenyészetben, négy eltérő hőmérsékleten (20 °C, 25 °C, 28 °C, 37 

°C) vizsgáltuk. A legmagasabb vizsgált tenyésztési hőmérsékleten sem növekedést, sem pedig 

ophiobolintermelést nem tapasztaltunk. Az teljes ophiobolintermelés szempontjából a 28 °C-

on történő tenyésztés bizonyult a leghatékonyabbnak, így a továbbiakban ezen hőmérsékletet 

tekintettük optimálisnak. Az ophiobolintermelés szempontjából optimális szénforrás 

meghatározása érdekében tíz különböző szénforrást vizsgáltunk (glükóz, fruktóz, maltóz, 

szacharóz, keményítő, cellobióz, etanol, glicerin, mannitol és Na-acetát). Eredményeink 

alapján a maltózt tartalmazó tápoldat bizonyult a legoptimálisabbnak, ez eredményezte a 

legmagasabb termelt ophiobolin mennyiséget. 
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4. Az OPA szerves oldószerekben történő bomlásának vizsgálata. Az esetleges 

bomlástermékek folyadékkromatográfiás azonosítása, valamint keletkezésük 

ütemének megállapítása. 

 

A különböző biológiai aktivitások tesztelését célszerű a lehető legnagyobb tisztaságú 

vegyületekkel elvégezni. Ezek tisztítása során, valamint rövidebb idejű tárolásakor gyakran 

szerves oldószerekkel érintkeznek. A biotesztek során érdemes külön figyelmet szentelni arra, 

hogy a tesztelni kívánt vegyület sem a kísérlet előtt, sem pedig az alatt ne szenvedjen bomlást. 

Mivel a különböző ophiobolin származékok stabilitásáról a szakirodalom csak szűkszavúan 

nyilatkozik, ezért a biológiai aktivitások tesztelését megelőzően vizsgáltuk az OPA stabilitását 

különböző szerves oldószerekben. A vizsgálatba hat különböző oldószert vontunk be (MeOH, 

EtOH, IPA, MeCN, EtOAc, valamint DMSO). A kísérletek eredményeként megállapítható, 

hogy az OPA első sorban magasabb hőmérsékleten bomlik, főleg alkoholokban. Sikeresen 

azonosítottunk két fő bomlásterméket, a 6-e-OPA-t és a 3-a-6-e-OPA-t. Megfigyeltük, hogy 

különböző szerves oldószerekben történő tároláskor eltérő bomlástermékek jelennek meg. 

 

5. A tisztított OPA biológiai aktivitásának vizsgálata vadkan hímivarsejtekkel szemben, 

valamint három általunk választott szomatikus sejtvonallal szemben. 

 

Az általunk tisztított OPA-t biológiai aktivitás vizsgálatokba vontuk be. Az OPA 

ivarsejtekkel szembeni toxicitását vadkan hímivarsejtekkel szemben vizsgáltuk. 

Eredményeink alapján kijelenthető, hogy az OPA már 1,25 µg/ml koncentrációban teljesen 

depolarizálta a spermiumok mitokondriumát. Az OPA szomatikus sejtvonalakkal szembeni 

citotoxicitását három sejtvonal bevonásával vizsgáltuk. Eredményeink alapján kijelenhető, 

hogy az OPA <48,8 ng/ml koncentrációban toxikus az MNA, 48,8 ng/ml koncentrációban az 

FFL és 48,8-97,6 ng/ml koncentrációban a PK-15 sejtvonalra. 
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ÖSSZEFOGLALÁS 

 

Eredményeink összefoglalásául megállapíthatjuk, hogy: 

 

1. Az általunk vizsgált Bipolaris, Curvularia és Drechslera törzsek 4-féle OPA termelési 

kinetikát mutattak, valamint meghatároztuk a kiemelkedő OPA termelési 

képességekkel rendelkező törzseket. 

2. Kidolgoztunk egy ophiobolinok tisztítására alkalmas módszert, melynek segítségével 

10 potenciális ophiobolin származékot tisztítottunk ki. 

3. Hat tisztított vegyület esetében meghatároztuk azok szerkezetét NMR technikával. 

4. Azonosítottunk egy új ophiobolin származékot, mely a vizsgálatok alapján az OPA 5-

hidroxi származéka. 

5. Meghatároztuk a B. oryzae SZMC 24163 jelű törzs optimális tenyésztési 

körülményeit, különös tekintettel a leoltás körülményeire, a tenyésztési hőmérsékletre, 

valamint az alkalmazott szénforrásra. 

6. Megállapítottuk az OPA bomlási kinetikáját különböző szerves oldószerekben, 

valamint meghatároztuk a főbb bomlástermékek keletkezésének ütemét. 

7. Vizsgáltuk az OPA és további 4 tisztított származék biológiai aktivitását emlős 

sejteken. 
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