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BEEZETES
A nagygombak az ¢€lovilag harmadik legnépesebb orszaganak

makroszkopikus képvisel6i. Rendszertanilag nem hatarolhatoak koriil
egzakt modon; Chang és Miles defincioja szerint a nagygombak olyan
makroszkopikus gombak, amelyek foldfeletti vagy foldalatti termdteste
elég nagy ahhoz, hogy szabad szemmel lathat6 és kézzel gytijthetd legyen.
A gombak tébb szempontbol is fontos szerepet toltenck be az emberiség
életében. Az chet6 fajok a kiegyenstlyozott taplalkozas szerves részét
képezik, mig az Gn. gyogygombakat kedvezd farmakologiai hatdsaiknak
koszonhetden mar évezredek oOta széles korben alkalmazzak a Tavol-Kelet
orszagaiban. Néhany pszichedelikus tulajdonsagu gombat pedig kultikus
célokra hasznalnak szamos természeti népcsoportnal.

A jelenlegi tudomanyos ismereteink alapjan a gombafajok szama
140 ezerre becsiilhetd, amelyek csupan 10%-arol rendelkeziink pontos
informaciokkal. A nagygombak legfontosabb osztalyat a bazidiumos
gombak képezik, amelybdl mintegy 700 faj rendelkezik valamilyen pozitiv
¢lettani hatassal. A bazidiumos gombak farmakologiai hatdsai igen széles
kortiek, amelyek koziil a tumorellenes és az antimikrobialis hatas a
leginkabb tanulmanyozott.

Az elmult évtizedekben az antibiotikumokkal szemben fellép6
rezisztencia globalis problémava nétte ki magat. Jelenleg a legstilyosabb
gondot a multirezisztens baktériumok és a nozokomialis fertézések jelentik.
A nagygombakbol szarmaz6 metabolitok az antimikrobialis terapidban
elészor 1979-ben jelentek meg, amikor a tiamulin - a pleuromutilin
félszintetikus szarmazéka - allatgyogyaszati alkalmazasat jovahagytak.
2007-ben engedélyezték a retapamulint, egy masik pleuromutlin
szarmazékot az impetigo helyi kezelésére.

A daganatos betegségek a fejlett és fejlédé orszagokban egyarant a

vezet$ halalokok egyikét képezik. A magasabb rendii gombak koziil néhany
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faj nagymolekuldji komponenseit, mint a Lentinus edodesbél izolalt
lentinant és Trametes versicolorbol szarmazo kresztint a kemo— és
sugarterapia kiegészitd kezeléseként néhany tavol-keleti orszagban (pl.
Japan) mar a klinikai gyakorlatban alkalmazzak. Emellett szamos
kismolekulaji, valtozatos szerkezetii gombametabolit bizonyult tumor
ellenes hatdsunak, Ugymint az szeszkviterpén illudinek, a triterpén

ganodermasavak vagy a meroterpén szerkezetii terreumolok.

CELKITUZESEK

2012-ben a Szegedi Tudomanyegyetem Farmakognoziai Intézetében
kutatasok kezdédtek a Magyarorszagon honos gombafajok antiproliferativ
¢és antimikrobialis hatasti természetes vegylileteinek felkutatasa céljabol.
Ennek keretében feladatom volt a szlir6vizsgalatok alapjan kivalasztott
négy gombafaj részletes mikokémiai és farmakoldgiai vizsgalata
(Gymnopus fusipes (Bull.:Fr.) Gray, Tricholoma populinum J.E.Lange,
Scleroderma bovista Fr., Tapinella atrotomentosa (Batsch) Sutara).

Munkam soran célul tiiztem ki:

e A kivalasztott fajok mikokémiajaval és farmakologidjaval
kapcsolatos ~ szakirodalom  attekintését és  rendszerezd
Osszefoglalasat.

e A gombakivonatok sejtproliferaciot gatld hatasanak vizsgalatat,
valamint a Gram-pozitiv és —negativ baktériumok Kivonatokkal
szembeni érzékenyégének értékelését.

e A kivalasztott fajok kiillonbozé polaritasu  kivonatainak
elkészitését.

e A |Dbiologiailag aktiv szekunder metabolitok hataskovetett

izolalasat.



e A metabolitok szerkezet-meghatarozasit NMR ¢és MS
spektroszkopia segitségével.

e Az izolalt vegyiiletek in vitro farmakologiai hatasainak értékelését.

ESZKOZOK ES MODSZEREK

Az antiproliferativ és az antimikrobidlis szlrévizsgalatok keretében
tanulmanyozott bazidiumos gombafajokat Eszakkelet-Magyarorszagon
gyujtottiik 2013-2014 kozott. A preparativ vizsgdlatokhoz felhasznalt
G. fusipes (2 kg) Eszak-Magyarorszagrol szarmazott (2013. julius), mig a
T. populinum (3 kg), S. bovista (4 kg) és a T. atrotomentosa (2 kg)
termétestét Szegeden és kornyékén gyiijtottilk 2013-ban, 2014-ben és 2015-
ben.

A preparativ munka kezdeti 1épéseként a fagyasztva szaritott vagy
friss gombat metanollal perkolaltuk, majd a betdményitett kivonatokat
50%-0s metanollal elegyitettiik. Ezt kovetden eldszor n-hexdnnal, majd
kloroformmal extrahaltunk. A sziirévizsgalatokhoz a gombafajokbol vizes
kivonatokat is készitettiink.

A vegyliletek tisztitasahoz tobblépéses kromatografias eljarasokat
alkalmaztunk, ugymint légkori nyomast oszlopkromatografiat (OCC),
rotacios planarkromatografiat (RPC), flash kromatografiat (FCC) és nagy
hatékonysagu folyadékkromatografiat (HPLC). Allofazisként normal vagy
forditott fazisu szilikagélt hasznaltunk.

Az izolalt vegyiiletek szerkezet-meghatarozasa kiilonb6zo
spektroszkopiai modszerek (NMR és MS) felhasznalasaval tortént. Az 1 és
2 vegyiiletek szerkezetének felderitéséhez sziikség volt a spektroszkopiai
modszerek, Marfey szarmazékképzésen alapuld modszerének és a molekula

modellezés egyiittes alkalmazasara.



A kivonatok, majd a tiszta vegyliletek antiproliferativ hatasat
kiilonbdzé human karcindma sejtvonalakon [cervix adenokarcindma
(HeLa), petefészek karcindma (A2780), epitelidlis eredetli bérkarcinoma
(A431), kiilonb6z6 emlé adenokarcindmak (MCF7, MDA-MB-231 és
T47D)] vizsgaltuk MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium
bromid) teszt felhasznalasaval.

A sziir6vizsgalatok soran a kivonatok antimikrobidlis hatasat
kiilonbdzo antibiotikum-rezisztencia profillal rendelkez6 11 standard és 9
klinikai baktériumtorzson értékeltilk korongdiffiizios modszerrel. 10 mm-
nél nagyobb gatlasi zona esetén meghataroztuk a MIC (minimalis gatld
koncentracio) értékeket is mikrodiliicios modszerrel. A kivonatok, majd a
T. atrotomentosa izolalt vegyiiletei és az antibiotikumok kozotti kombinalt
antimikrobialis hatds értékelése érdekében checkerboard-mddszert
hasznaltunk.

A xantin-oxidaz enzim gatlé hatast spektrofotetrias modszerrel
vizsgaltuk. A xantinbol képz6dé hugysav abszorbanciajat 290 nm-en
FluoStar Optima plate olvasé felhasznalasaval hataroztuk meg. A
T. atrotomentosa izolalt vegyiileteinek antioxidans tulajdonsagat DPPH és

ORAC modszerek segitségével értékeltiik.

EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

A gombafajok antiproliferativ és antimikrobidlis hatisanak
sziirovizsgalata

A sziirdvizsgalatok soran célunk a Magyarorszagon honos nagygombakbol
készitett  kivonatok  sejtproliferaciot  gatldo  és  antimikrobialis
tulajdonsaganak értékelése volt.

A kivonatok antiproliferativ hatdsat kiilonb6z6 human karcinéma
sejtvonalakon tanulmanyoztuk. A vizsgalatok soran a G. fusipes (arvégii
filléke) kloroformos kivonata a tanulmanyozott sejtvonalak mindegyikén
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kiemelkedd hatast mutatott. A S. bovista (fako altrifla) kloroformos
kivonatanak ugyancsak jelentds antiproliferativ hatdsa volt, mig a
T. populium (nyarfa-pereszke) kivonatai esetén csupan kismértékii
sejtnovekedés-gatlast tapasztaltunk.

Az antimikrobialis sziirdvizsgalatok soran 40 gombafaj hatasat
vizsgaltuk in vitro rezisztens és multidrog rezisztens standard és klinikai
baktériumtdrzsek ellen. Ennek sordn 16 faj mutatott jelentds vagy mérsékelt
hatast. A legszélesebb antibakterialis spektrummal a T. atrotomentosa
(barsonyostonkii c6lopgomba) kloroformos kivonata rendelkezett, amely a
Gram-pozitv torzsek mellett standard és ESBL-pozitiv E. coli, standard és
multirezisztens P. aeruginosa, valamint multirezisztens A. baumannii ellen
is hatasosnak bizonyult.

A szinergista antimikrobialis hatas vizsgalata érdekében a
kivonatokat antibiotikumokkal egyiittesen hasznalva értékeltiik azok
multirezisztens baktériumtorzsek ellen kifejtett hatasat. Ennek soran a
T. atrotomentosa cefuroximmal kombinalva fokozta a farmakon meticillin-

rezisztens Staph. aureus elleni antibakterialis hatésat.

A G. fusipes vegyiileteinek izolalisa

Gymnopus fusipes

Perkolalas

Metanolos kivonat

Folyadék-folyadék megosztas
CHClI; fazis

A G. fusipes klorofomos kivonatanak

frakcionalasahoz  els6  1épésben  RPC-t
hasznaltunk (1. abra). A B III jelzésii frakciot
RP-HPLC segitségével tovabb tisztitottuk
acetonitril — viz gradiens eluensrendszer
alkalmazasaval. Az elvalasztasi folyamat két
tiszta  vegyliletet, COFUBL1 (1) és
COFUB2 (2) eredményezett. [[corusr | [ corusz |

RP-HPLC-1

1. abra: G. fusipes vegyiileteinek izolalasa
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T. populinum vegyiileteinek izolalasa

A T. populinum n-hexanos kivonatanak frakcionalasahoz els6ként OCC-t
alkalmaztunk (2. abra). Az igy kapott kombinalt frakciokat tobb 1épésben
FCC segitségével tisztitottuk tovabb. A preparativ kromatografias
eljarasoknak koszonhetéen a kivonatbol 6 vegyiiletet izolaltunk:
TRIPOAS (3), TRIPOA4 (4), TRIPOA1L (5), TRIPOA3 (6), TRIPOAG (7)
és TRIPOA2 (8). A faj kloroformos kivonatanak frakcionalasahoz t6bb
lépésben RPC-t hasznaltunk, majd a kapott frakciok végso tisztitasat
forditott-fazisi HPLC-n végeztiik. Az elvalasztas soran négy vegyiiletet
nyertiink, kettét tiszta formaban [TRIPOB1 (9), TRIPOB3 (10)], kett6t
epimerek keverékeként [TRIPOB2 (11), TRIPOB4 (12)].

Tricholoma populinum

Perkolals

Metanolos kivonat

Folyadék-folyadék megosztas

CHClI, fiizis

occ1
[an] [am] [av ] [av ] [Bix ] BM
!
[ Fec | ‘FCC-Z H Fccs ][ Focs H FCC5 ‘ [ Re-HPLC2 |
[ RiPoas |[ TRiPons | | [ TRIPOAS | [rieoaz | [ripoer | [emwvi| [Bmvin | [Bmm |
[ riPoAL | [ wipons | ‘ ‘

[ re-HpLC-3 |[ RP-HPLC3 |[ RPHPLC3 |

[ ripoBs | [ TriPoB4 |[ TRIPOB? |

2. abra: T. populinum vegyiileteinek izolalasa
S. bovista vegyiileteinek izolalasa
A S. bovista n-hexanos kivonatanak frakcionalashoz elsészor OCC-t
hasznaltunk (3. abra), majd a kombinalt frakciokat FCC segitségével
tisztitottuk, melynek soran 5 vegyiiletet izolaltunk: SCLEBOA4 (3),
SCLEBOAS5 (4), SCLEBOAS3 (5), SCLEBOAZ2 (8) és SCLEBOAL1 (13). A
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faj kloroformos kivonatdnak frakcionalasa céljabol tobb lépéses FCC-t
alkalmaztunk, amely két vegyiiletet, SCLEBOB1 (14) és SCLEBOB?2 (15)

eredményezett.

Scleroderma bovista

Perkolalas

Metanolos kivonat

Folyadék-folyadék megosztas

CHClI; fazis

All Alll AV

[Fece | [Fec7 ] [Feccs]  [Fcco | [Fecao| [ 'scLeso: |

[ scLeBoAs | [ scLeBoas | [ scLeBoas |[ scLesoaz |[ scLesoAl | [ scLEsosz

3. abra: S. bovista vegyiileteinek izolalasa

T. atrotomentosa vegyiileteinek izolalasa
A T. atrotomentosa kloroformos kivonatanak frakcionaldsa céljabol tobb
1épésben FCC-t hasznaltunk (4. abra).

Tapinella atrotomentosa

Perkolalas

Metanolos kivonat

Folyadék-folyadék megosztas

CHCl, fizis

[(Bume | [(Bume |
\l/ ‘ NP-HPLC-3 ‘ ‘ NP-HPLC-4 ‘
[ NpHPLCA | [ npHPLC2 |
[ Paxamrs1 | [ Paxarrs2 | [ Paxatres | [ PaxaTrBs |

4. abra: T. atrotomentosa vegyiileteinek izolalasa



A kapott frakciok végsé tisztitasat minden esetben NP-HPLC-n
végeztik n-hexan — izopropanol — viz izokratikus eluens rendszer
alkalmazasaval. A preparativ kromatografias eljarasok eredményeként négy
vegyiiletet sikeriilt izolalnunk: PAXATRB1 (16), PAXATRB2 (17),
PAXATRBS (18) és PAXATRBS6 (19).

A Gymnopus fusipes ciklopeptid komponensei

G. fusipes kloroformos kivonatabdl két 1ij ciklikus peptidet, a gimnopeptid
A-t (1) és B-t (2) sikeriilt izolalnunk (5. abra). A szakirodalmi adatok
szerint ez a két {1j természetes vegyiilet a legnagyobb ciklopeptid a kalapos
gombak csoportjabol. Mindkét peptid 18 aminosav monomerbdl épiil fel
(harom alanin, négy valin, két N-metil-glicin (Sar), egy N-metil-alanin, hét
N-metil-valin és egy szerin/ treonin). A két izolalt peptid mindésszesen egy
aminosavban kiilénbozik egymastol, az 1 vegyiiletben talalhatd szerint a 2

komponensben egy treonin helyettesiti.

NMval4 Val5 NMVvalé Ala7 NMvalg Val9
Sarl0

Val3 | o) | fo) | o) | fo)
oL N N\:/lLN N\/”\NJ\[(N\:/lLN N\//LN/
DU RPER SN

NMval2 __N

W o W o w0y
o% N N)f\rN\[h:N)H/NY\N N N\
Y' o | o | o) ;
o}

R
OH
Serl/Thrl NMVai1g Alal7 Nmvaile Alals sarig Valld  NMAlal2

5. abra:A gimnopeptid A (1) (R=H) és B (2) (R = CHa)

aminosav-szekvencidja

NMValll
O

A gimnopeptid A és B nagyszamu N-metil aminosavat tartalmaz: a
18 aminosav egység kozil 10 N-metilezett. A normal és N-metil
aminosavak véltakozva fordulnak elé mindkét ciklopeptidben, kivéve a
11-es pozicidban. A ciklikus peptidek a nagygombafajok vilagaban egy

meglehetdsen ritka vegyiiletcsoportot képeznek. A lepketaplobol (Trametes
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versicolor) izolalt ciklikus heptapeptidtél, a (-)-ternatintdl eltekintve,
ciklopeptideket csak néhany stlyosan mérgez6 fajokat tartalmazo
nemzetség (Amanita, Conocybe, Galerina, Lepiota and Omphalotus) esetén

talalunk.

A Tricholoma populinum szteroid és szulfinil-adenozin komponensei

A T. populinum kivonatabdl 10 vegyiiletet (3-12) izolaltunk, amelyek koziil
9-et elsdként mutatunk ki a fajbol. Az n-hexanos kivonatbdl izolalt
vegyiiletek szerkezet-meghatarozasa soran 6 ergosztanvazzal rendelkezd
triterpént azonositottunk: ergoszterint (3), 3p-hidroxiergoszta-7,22-diént
(4), cereviszterint (5), 3B,5a,6B,9a-tetrahidroxiergoszta-7,22-diént (6), a
cereviszterin  metilszarmazékat (7) és a  gliikkopiranozil-5,8-
epidioxiergoszta-6,22-diént (8).

A nyarfapereszke kloroformos kivonatanak feldolgozasa soran 4
vegyliletet nyertiink. A korabban mar azonositott nikotinamid (9) mellett
adenozin tipusi komponenseket (10-12) izolaltunk. A metilszulfinil-
adenozin szerkezettel rendelkez6 11 és 12 vegyiilet (5’-dezoxi-5-
metilszulfiniladenozin epimerjei) rendkiviil ritkdk a gombak masodlagos

anyagcsere-termékei kozott.




A Scleroderma bovista ceramid és szteroid tipusu vegyiiletei

A S. bovista metanolos kivonatabol 7 vegyiiletet (3-5, 8, 13-15) izolaltunk,
amelyek mindegyikét els6ként mutattuk ki a fajbol. A preparativ munka
sordan 6 triterpén tipusi szteroidot azonositottunk: ergoszterin (3),
3pB-hidroxiergoszta-7,22-dién (4), cereviszterin (5), 3p-O-gliikopiranozil-
5,8-epidioxiergoszta-6,22-dién (8), 23-hidroxi-lanoszterol (14) és lanoszta-
8,23-dién-3p,25-diol (15). A gombafaj n-hexanos kivonatabol kimutatott
cerebrozid B (13) egy glikéz molekulahoz kapcsolt ceramid tipust

vegyiilet.

Lakton és terfenil-kinon szarmazékok a Tapinella atrotomentosa fajbél
A T. atrotomentosa kloroformos kivonatabol 4 vegyiiletet izolaltunk
(16-19), amelyeket korabban mar azonositottak a gombafajban. A
spektroszkopiai adatok alapjan a vegyiiletek koziil az ozmundalakton (16)
¢s az 5-hidroxi-2-hexén-4-olid (17) lakton tipusu vegyiilet, mig a
spiromentin C (18) és B (19) terfenil-kinon szarmazék. Az ibolyaszinii
spiromentin B és C ritka y- és 6-lakton-spiroacetal csoporttal rendelkezik,

amely a 4,5-dihidroxi-1,2-benzokinon részhez kapcsolddik.
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Az izolalt vegyiiletek farmakolégiai jellemzése

A G. fusipes ciklopeptid vegyiileteinek antiproliferativ hatasa

A gimnopeptid A (1) és B (2) antiproliferativ hatasat 5 kiilonb6z6 human
karcindbma sejtvonalon (HelLa, A431, MCF-7, MDA-MB-231 és T47D)
értékeltik. A vizsgalt vegyiiletek nanomolos tartomanyu [Csy értékei
(14-88 nM) jol érzékeltetik, hogy milyen erételjes sejtndvekedést gatlo
tulajdonsaggal rendelkezik a két peptid.

A T. populinum vegyiileteinek biolégiai aktivitasa

A T. populinum n-hexanos kivonatabol izolalt komponensek (5-8)
citotoxikus aktivitasat emlGkarcindma sejtvonalakon (MCF-7, T47D és
MDA-MB-231) vizsgaltuk. A T47D sejtekkel szemben a cereviszterin (5)
és a 3B-O-gliikopiranozil-5,8-epidioxiergoszta-6,22-dién (8) bizonyultak a
legaktivabbnak (50,2 + 1,6% ¢és 46,0 = 1,4% sejt ndvekedés gatlas), mig a
cereviszterin metilszarmazéka (7) szignifikansan gatolta a MDA-MB-231
sejtek novekedését (54,7 £ 1,6%). A 9-12 vegyiiletek a xantin-oxidaz enzim
gatld hatasanak értékelése soran nem tapasztaltunk szignifikans

enzimbénito tulajdonsagot.

A S. bovista masodlagos anyagcsere-termékeinek antiproliferativ
hatasa

A vizsgalatok soran a 8, 13-15 vegyiiletek antiproliferativ hatasat értékeltiik
kiillonb6z6 karcinéma sejtvonalakon (HeLa, A2780, MDA-MB-231 és
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MCF-7). A lanoszta-8,23-dién-33,25-diol (15) er6sebb hatast mutatott a
HeLa (62,21 + 1,95% sejtnovekedés gatlas) és a MCF-7 sejteken
(73,32 £ 2,76%), mint a 23-hidroxi-lanoszterol (14) (42,88 + 7,79% ¢és
37,39 + 5,89%), ellenben a 14 az A2780 sejteken aktivabbnak bizonyult
(68,47 = 294% vs. 54,07 = 422%). A 3pB-O-glikopiranozil-5,8-
epidioxiergoszta-6,22-dién  (8) szignifikans hatasa volt az A2780
sejtvonalon (53,27 + 6,37%), mig a cerebrozid B (13) csupan mérsékelt

hatast mutatott a vizsgalt karcinoma sejteken.

T. atrotomentosa vegyiileteinek potencialis biolégiai aktivitiasa
Antimikrobialis hatas

A T. atrotomentosa kloroformos kivonatabol nyert vegyiiletek (16-19)
antimikrobialis hatasat mikrodilucios modszerrel vizsgaltuk (1. tablazat).
A vegyiletekkel szemben legérzékenyebb  baktériumtdrzsek a
multirezisztens A. baumanii és az ESBL E. coli voltak. A vegyiiletek koziil
az 5-hidroxi-2-hexén-4-olid (17) bizonyult a legaktivabbnak, de az
A. baumanii és ESBL-pozitiv E. coli térzsek ellen az ozmundalakton (16)
¢és a spiromentin C (18) is jelentés hatast mutatott. Vizsgalataink szerint a
16-19 metabolitok cefuroximmal egyiitt alkalmazva nem fokozzak a

farmakon antibakterialis hatasat.

1. tablazat 16-19 vegyiiletek antimikrobialis hatasa

MIC értékek (ug ml™)

. . ESBL
Vegyiilet Acmetobac_t_er Escherichia. Moraxellfa MRSA
baumannii . catarrhalis
coli
16 10 10 - 250
17 6 10 50 250
18 20 10 50 250
19 - 100 - -
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Antioxidans hatas

A T. atrotomentosa kloroformos kivonatabol izolalt vegyiiletek (16-19)
antioxidans hatasait DPPH és ORAC modszerrel értékeltik. Az ORAC
mérés soran a spiromentin C (18) és a spiromentin B (19) bizonyult a
leghatasosabbnak, a két vegyiilet hatdsa erdteljesebb volt, mint a referencia
anyagként hasznalt aszkorbinsavé (2. tablazat). Az ozmundalakton (16) és
az 5-hidroxi-2-hexén-4-olid (17) kisebb mértékli aktivitast mutattak A
DPPH teszt eredményei alapjan a 16 és 17 vegyiiletek nem rendelkeznek
antioxi-dans aktivitassal, mig a 18 és 19 komponensek antioxidans
értékelése ennél a modszernél nem volt lehetséges azok ibolya szine miatt,

amely atfedést mutatott a reagens hasonlo szinével.

7. tahldazat 16-10 veoviiletek antioxidane hatdca

ORAC antioxidans hatas

Vegyilet (mmolTE/qg)
16 0,74 + 0,30

17 3,85+ 0,34

18 16,21 + 0,38

19 11,23 + 0,58
Aszkorbinsav 6,97 £ 0,01
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