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BEVEZETES

A Bipolaris nemzetség (Ascomycota, Euascomycetes, Pleosporales, Pleosporaceae)
tagjai imperfekt fonalas gombak, melyek a természetben elsGsorban fiiféléken (Poaceae)
fordulnak eld, de novényi maradvanyokrol és talajbol is izoldlhatok. A nemzetség
novénypatogén fajai az elmult évszazadban tobb esetben okoztak jelentds mezdgazdasagi
karokat. A fert6zés legjellemzobb tiinetei a csirafoltosodds és a levéliiszog kialakulasa,
ugyanakkor egyes fajok a btiza és arpa térothadasat, valamint gyokérd6lését is okozhatjak. A
Bipolaris és a velik kdzeli rokonsagban all6 Curvularia nemzetség képvisel6inek teleomorf,
azaz ivaros szaporodasra képes, torzseit korabban 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 biologiai aktivitassal bird ophiobolinok csaladja. Napjainkig
mintegy 50 bioldgiailag aktiv ophiobolin szarmazékot irtak le. Kezdetben fitotoxinokként
azonositottak Oket, késobbi kutatasok azonban ravilagitottak antimikrobidlis, baktericid,
fungicid, nematocid tulajdonsagaikra is. Gombaellenes hatasukat részben a f-1,3-glikan-
szintdz gatldsdval magyardzzak. Az ophiobolinok csalédjanak legismertebb és legtobbet
vizsgélt tagja, az ophiobolin A (OPA) kalmodulin antagonista hatdsa mar a 80-as években
ismerté valt, és azota is szamos vizsgalat targyat képezi. Az OPA és néhany szarmazéka, 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 hatadsuk van. Az
ophiobolinokra, valtozatos bioldgiai aktivitasuk révén, egyre fokozddd figyelem iranyul mind
a névényvédelem, mind a gydgyaszat, illetve a biotechnoldgia terlletén.

Jelen munkankban célul tiiztiik ki az ophiobolinokrol rendelkezésre allo 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 eljarés eredményekent egy eddig
le nem irt ophiobolin szarmazék tisztitasat valdsitottuk meg szdmos mar ismert ophiobolin
szarmazék sikeres tisztitasa mellett. A tisztitott vegylletek bioldgiai aktivitasanak
vizsgalataval informaciokat nyertiink ezen vegylletek toxicitasarol. Tovabba vizsgaltuk a

vegyllet csalad legismertebb tagjanak az OPA-nak a stabilitasat szerves oldoszerekben.
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CELKITUZESEK

A Bipolaris nemzetség tagjai €s mas rokon fajok szamos szeszterterpén tipusd
masodlagos metabolitot termelnek, melyekre véaltozatos biologiai aktivitasuk miatt, mint Uj
biotechnoldgiai, gyogyaszati és névényvédelmi szempontbdl igéretes hatdanyagokra, egyre
fokozo6dd figyelem iranyul mind az alap-, mind az alkalmazott kutatasok feldl. E vegyiiletek
kozial is az egyik legérdekesebb a triciklikus szeszterterpén ophiobolinok csoportja. E
vegyliletcsoport els6 képviseldit mar évtizedekkel ezel6tt azonositottak és tobb szeszterterpén
termelésre képes fajt is leirtak, ugyanakkor a termelé szervezetekkel, a termelt metabolitok
Osszetételével és mennyiségével kapcsolatos, részletesebb dsszehasonlitd vizsgalatok eddig
nem keésziltek. Mindezek figyelembevételével munkank soran célkitlizéseink az alabbiak

voltak:

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

2. Az OPA és egyéb ophiobolin analogok tisztitdsara alkalmas félpreparativ HPLC
maodszer kidolgozasa és ophiobolin tisztitds megvaldsitasa, valamint a tisztitott
vegyiiletek tomegspektrometrids jellemzése ¢s NMR vizsgalattal torténd azonositasa a
legjobb termelési képességli torzs esetében.

3. A legjobb ophiobolintermel6 képességgel rendelkezd toérzs optimalis tenyésztési
korilményeinek megallapitasa, kilonds tekintettel a leoltas mddjara, a tenyésztési
hémérsékletre, valamint az alkalmazott szénforrésra.

4. Az OPA stabilitasdnak vizsgéalata szerves olddszerekben, és az esetleges
bomlastermékek folyadékkromatografids azonositasa, valamint keletkezésuk
Kinetikajanak megallapitasa.

5. A tisztitott OPA bioldgiai aktivitdsanak vizsgalata emlds sejteken.
ALKALMAZOTT MODSZEREK
Mikrobioldgiai modszerek

e folyadék fazisu fermentacid

o fermentacio optimalizalas

Elvalasztastechnikai mddszerek



e ophiobolinok extrakcidja

e ophiobolinok analizise HPLC technikaval

e ophiobolinok analizise LC-MS technikaval

e ophiobolinok tisztitasa félpreparativ NP-HPLC technikaval
e ophiobolinok tisztitasa félpreparativ RP-HPLC technikaval

Szerkezettel 6sszefliggd vizsgalatok
e tOomegspektrometrids szerkezetvizsgalat
e szerkezetvizsgalat NMR technikaval

e stabilitas-vizsgalat

Biologiai hatasvizsgalatok
e vadkan himivarsejt mozgékonysagi vizsgalatok
e plazmamembran-polarizacio vizsgalata vadkan himivarsejteken
e mitokondriummembran-polarizécié vizsgalata

e ophiobolinok hatdsénak vizsgalata tumoros sejtvonalakon

EREDMENYEK

1. Az ophiobolintermelés vizsgalata kiilonbozé 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 robbanasszertien novekedett. Bar a szakirodalom szamos termel6 fajt emlit, azonban
mind a mai napig nem sziiletett a termelési kinetikakat részletez6 mii. Mindezek alapjan
sziikségesnek éreztiik kiilonb6z6 Bipolaris és Curvularia, valamint az ugyancsak kézeli rokon
Drechslera torzsek OPA termelési kinetikajanak jellemzését. A vizsgalatba bevont torzsek
tenyesztését PDB t&poldatban valositottuk meg. A termelt ophiobolinok mennyiségét napi
mintavételezés mellett vizsgaltuk. Eredményeink alapjan négy alapvetd termelési kinetikat
sikertlt elkilonitentink. Az els6 szekrécios mintazat (1. tipus) esetén az OPA termelés egy
maximum értéket mutatott a tenyésztési idészak 6todik és nyolcadik napja kozott, majd ezt
kovetden a termelt OPA mennyisége lecsokkent és egy allandd szinten maradt. A masodik
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kinetikai mintazatot mutatd csoport (2. tipus) tagjai esetén a termelt OPA mennyisége az 5-7.
napon érte el maximumat, majd ezt kovetdéen rovid idén beliil dramai mértékii csokkenés
kovetkezett be és a tenyésztési iddszaki tovabbi részében nem volt detektalhatd mennyiségii
OPA a fermentlevekben. A harmadik (3. tipus) csoport tagjai esetében az OPA szekrécids
profil két maximumot mutatott a vizsgalt tenyésztési idészak alatt, melyek altalaban a 3-5. és
a 9-10. napokon jelentkeztek. Ezen tipusban a két megfigyelt OPA maximum kdzel azonos
volt. A kinetikai vizsgalatokba bevont térzsek kozll az 1. tipus tagjai voltak a legnagyobb
szdmban (43%), mig a 2. tipus a vizsgalt izoldtumok 17%-éat tartalmazta, a 3-as csoportot
csupdn 2 izolatum jellemezte. A vizsgélt torzsek mintegy 30%-a nem bizonyult OPA
termelOnek (4. tipus) az alkalmazott tenyésztési koriilmények kozott.

Az OPA termelés kinetikdjanak 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.

2. Az OPA és egyéb ophiobolin analogok tisztitasara alkalmas félpreparativ HPLC
modszer kidolgozasa, és a vizsgalatba bevont kiemelkedo termelési képességii torzsbol
torténé ophiobolin tisztitaAs megvalositasa, valamint a tisztitott vegyiiletek

tomegspektrometrias jellemzése és NMR vizsgalattal torténé azonositasa.

A B. oryzae SZMC 24163 jelti torzs bevondsaval sikeresen megvalositottuk az
ophiobolinok félpreparativ tisztitasat négy sarzsban. Az els6 sarzs esetén az extrakciot
kovetden normal fazisu tisztitast alkalmaztunk els6 lépésként, majd az egyes frakciokat
tovabb tisztitottuk forditott fazisti rendszeren. Minden tisztitasi 1épés végén ellendriztiik az
egyes frakciok tisztasagat egy megfeleld analitikai HPLC modszerrel. Az els6 sarzs tisztitasa
sordn sikeresen tisztitottunk 6t ophiobolin szarmazékot, melyeket tomegspektrometriai
vizsgélat, valamint NMR technikdval torténd szerkezetvizsgalat révén sikeresen
azonositottunk. Az eredmeények kiértékelése soran megéllapitottuk, hogy az altalunk tisztitott
vegyuletek név szerint 6-epi-ophiobolin A, ophiobolin A, ophiobolin 1, 3-anhidro-ophiobolin
A és 3-anhidro-6-epi-ophiobolin A.

Tovabbi harom sarzs tisztitasa sordn a tovabbiakban csak forditott fazisa felpreparativ
HPLC technikat alkalmaztunk tobb egymast kovetd 1épésben. Ezen sarzsok tisztitasaval a mar
ismert szarmazékokon felll tovabbi 6t potencidlis ophiobolin analog kerilt Kitisztitasra. Ezen

vegylletek tomegspektrometriai vizsgélatat elvégeztik, és a kapott eredmények alapjan



feltételezhetjik, hogy mindegyikik az ophiobolinok csaladjaba tartozé masodlagos
gombametabolit. Ezen sarzsokbol tisztitott vegyuletek kozil a rendelkezésre allo
anyagmennyiségek alapjan egy potencialis ophiobolin sz&rmazék NMR szerkezetvizsgalatat
sikerult megvalositani. Az ISM-08 jelii vegyiilet NMR adatai alapjan kijelenthetjiikk, hogy
ilyen szerkezeti képlettel a mai napig nem Ker(lt leirasra az ophiobolinok csal&djaba tartozo

masodlagos metabolit.

3. A kiemelked6 ophiobolin termel6 képességgel rendelkezé B. oryzae SZMC 24163 jeli
torzsének optimalis tenyésztési kdrulményeinek megallapitasa, kilonos tekintettel a

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

A kiilonb6z6é ophiobolin szarmazékok hatékony tisztitidsa érdekében az altalunk
kivalasztott jo termelési képességekkel rendelkezd tdrzs optimalis tenyésztési koriilményeinek
meghatarozasat végeztiik el. Ennek els6 1épéseként az inokulalas modjat vizsgaltuk. Két eltérd
leoltdsi metodust hasonlitottunk Ossze, a konidiumszuszpenzioval torténd leoltast és a
micéliummal torténé leoltast. A kisérletek eredményeképp megallapitottuk, hogy bar nincs
markans kilonbség az egyes leoltasi eljarasok kozott, azonban a legnagyobb termelt
ophiobolin mennyiség érdekében a 2x10 végkoncentracioju konidiumszuszpenzioval val6
leoltast tartjuk a legalkalmasabbnak. A tenyésztési hOmérséklet ophiobolintermelésre
gyakorolt hatasat razatott tenyészetben, négy eltéréd hémérsékleten (20 °C, 25 °C, 28 °C, 37
°C) vizsgaltuk. A legmagasabb vizsgalt tenyésztési hdmérsékleten sem novekedést, sem pedig
ophiobolintermelést nem tapasztaltunk. Az teljes ophiobolintermelés szempontjabol a 28 °C-
on torténd tenyésztés bizonyult a leghatékonyabbnak, igy a tovabbiakban ezen hémérsékletet
tekintettik optimalisnak. Az ophiobolintermelés szempontjdbdl optimalis szénforras
meghatarozasa érdekében tiz kiilonbozé szénforrast vizsgaltunk (glikéz, frukt6z, maltoz,
szachardz, keményitd, cellobidz, etanol, glicerin, mannitol és Na-acetat). Eredményeink
alapjan a maltozt tartalmazo tapoldat bizonyult a legoptimalisabbnak, ez eredményezte a

legmagasabb termelt ophiobolin mennyiséget.



4. Az OPA szerves oldoszerekben torténé bomlasianak vizsgilata. Az esetleges
bomlastermékek folyadékkromatografids azonositasa, valamint keletkezésik
utemének megéllapitasa.

A kiilonb6zo biologiai aktivitasok tesztelését célszerli a lehetd legnagyobb tisztasagu
vegyiiletekkel elvégezni. Ezek tisztitdsa soran, valamint rovidebb idejli 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 kiilonbdz6 ophiobolin szarmazékok stabilitasardl a szakirodalom csak sziikszaviian
nyilatkozik, ezért a bioldgiai aktivitasok tesztelését megel6z6en vizsgaltuk az OPA stabilitasat
kiilonboz6 szerves oldoszerekben. A vizsgélatba hat kiilonboz6 olddszert vontunk be (MeOH,
EtOH, IPA, MeCN, EtOAc, valamint DMSO). A Kkisérletek eredményeként megallapithatd,
hogy az OPA els6 sorban magasabb hdmérsékleten bomlik, féleg alkoholokban. Sikeresen
azonositottunk két f6 bomlasterméket, a 6-e-OPA-t és a 3-a-6-e-OPA-t. Megfigyeltik, hogy

kiilonbozd szerves olddszerekben torténd tarolaskor eltérd bomlastermékek jelennek meg.

5. A tisztitott OPA bioldgiai aktivitasanak vizsgalata vadkan himivarsejtekkel szemben,

valamint harom altalunk véalasztott szomatikus sejtvonallal szemben.

Az altalunk tisztitott OPA-t biologiai aktivitas vizsgalatokba vontuk be. Az OPA
ivarsejtekkel szembeni  toxicitdsat vadkan himivarsejtekkel szemben vizsgaltuk.
Eredményeink alapjan kijelenthet6, hogy az OPA mar 1,25 pg/ml koncentracidban teljesen
depolarizalta a spermiumok mitokondriumat. Az OPA szomatikus sejtvonalakkal szembeni
citotoxicitdsat hdrom sejtvonal bevonasaval vizsgéltuk. Eredményeink alapjan kijelenhetd,
hogy az OPA <48,8 ng/ml koncentracioban toxikus az MNA, 48,8 ng/ml koncentracioban az
FFL és 48,8-97,6 ng/ml koncentréciéban a PK-15 sejtvonalra.



OSSZEFOGLALAS

Eredményeink dsszefoglalasaul megallapithatjuk, hogy:

1. Az altalunk vizsgalt Bipolaris, Curvularia és Drechslera torzsek 4-féle OPA termelési
Kinetikat mutattak, valamint meghataroztuk a kiemelked6 OPA termelési
képességekkel rendelkezd torzseket.

2. Kidolgoztunk egy ophiobolinok tisztitdsara alkalmas modszert, melynek segitségével
10 potencialis ophiobolin szarmazékot tisztitottunk ki.

3. Hat tisztitott vegyllet esetében meghataroztuk azok szerkezetét NMR technikaval.

4. Azonositottunk egy Uj ophiobolin szarmazékot, mely a vizsgalatok alapjan az OPA 5-
hidroxi szarmazéka.

5. Meghatéroztuk a B. oryzae SZMC 24163 jelli torzs optimalis tenyésztési
korlilményeit, killonos tekintettel a leoltas koriilményeire, a tenyésztési hdmérsékletre,
valamint az alkalmazott szénforrésra.

6. Megallapitottuk az OPA bomlési kinetik4jat kiilonb6zd szerves olddszerekben,
valamint meghataroztuk a fébb bomlastermékek keletkezésének iitemét.

7. Vizsgaltuk az OPA ¢és tovabbi 4 tisztitott szarmazék biologiai aktivitisat emlds

sejteken.
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