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BEVEZETES

Bar a nagygombak szamos kultiira meghatarozo részét képezték a térténelem
folyaman, mindig is rejtély ovezte Gket, mivel ismeretlennek és nehezen
meghatarozhatonak tekintették Oket. Ennek kovetkezménye még mindig
veliink €1, hiszen a gombak nem az allatvilag vagy ndvényvilag részévé
valtak, hanem sajat orszagot alkotnak, melynek hatarai gyakran elmosddnak.
Ennek részeként pedig a gombdk tulajdonsdgainak leirdsa is széles
spektrumon mozog. Chang és Miles definicidja szerint ,,a nagygombak olyan
makroszkopikus gombak, melyeknek foldfeletti vagy foldalatti terméteste
elég nagy ahhoz, hogy szabad szemmel lathato és kézzel gyiijthetd legyen”.

A misztikus megitélés ellenére (illetve néha épp ezért) az emberiség
kezdetektol fogva hasznalta ezeket az éldlényeket. Felhasznalasukat tekintve
a leg6sibb és legegyszeriibb az élelemként térténd hasznositas, mivel
konnyen gytljthetének bizonyultak, egyedi izzel és nagy tapértékkel
rendelkeztek. Ezen eldnyokon felill a gombak jellemzéen tartalmaznak olyan
anyagokat is, melyek a human homeosztazist mas modon befolyasoljak.
Ennek legismertebb példai a mérgez6 gombak, de néhany faj tartalmaz
pszichoaktiv és jotékony farmakoldgiai hatassal biro anyagokat is.

A gombak alkalmazasa a régmultra nyulik vissza, mar az Alpokban
talalt tobb, mint 5000 éves mimia, Otzi, a jégember is gyiijtott gombakat
spiritualis-gyogyaszati célbol. Ezen felill is szamtalan beszamolot talalunk a
késobbi iddszakokbol kedvezd hatassal biré gombakrol (féleg taplokrol) a
régioban. A sarga gévagombat (Laetiporus sulphureus), egy a régioban
dshonos taplogombat példaul gyakorta hasznaltak ldzas megbetegedések,
kohogés,  emésztérendszeri  daganatok, reuma  kezelésére  és
szinyogriasztonak, mig a fiatal termdtestek inyenc fogasnak szémitottak.
Masik jo példa a biikkfataplo (Fomes fomentarius), melyet Hippokratész

kora oOta sebek kiégetésére alkalmaztak, és a 19. szazadig



vérzéscsillapitoként is hasznalatban volt Ausztria teriiletén. Erdekes médon
e faj felhasznalasa nem korlatozodott a kiilsddleges alkalmazasra, mivel az
emlitett taplot a menstruacios zavarok, az aranyér, holyag betegségek és
emésztérendszeri daganatok gydgymodjaként is jegyezték, illetve
fajdalomcesillapitonak is tartottak. Emlitésre mélto egy harmadik taplogomba
is, a nyirfataplé (Piptoporus betulinus), mely szintén fontos szerepet kapott
az eurodpai gyogygombak torténetében. Ezt az ehetd fajt leginkabb teaként
alkalmaztak, hogy erdsitse az immunrendszert és eliizze a faradtsagot.

Bar a fenti eredmények igazoljak, hogy a taplogombak a kozép-
eurdpai népgyogyaszat részét képezik, tovabbi vizsgalatok sziikségesek a
megfigyelt hatdsok igazolasara, a hatdanyagok feltérképezésére.
Munkacsoportunk 6 célkitiizése volt, hogy feltérképezzilk a hazai
gombafajok pozitiv élettani hatasait és a hatasért felelds anyagait.
Kutatocsoportunk elézetes vizsgalatai egyértelmiien bizonyitottak, hogy a
taplogomba fajokban kiaknazatlan potencial rejlik antiproliferativ,
antioxidans és antimikrobialis hatds szempontjabol. Eldzetes vizsgalataink
és az irodalom Aattekintése utan kutatisaim témajaul 3 fajt, az orias
bokrosgombat (Meripilus giganteus), a Porodaedalea chrysolomadt és a

vOros taplot (Fuscoporia torulosa) valasztottuk Ki.

CELKITUZESEK

A hazai nagygombafajok bioaktiv vegyiileteit vizsgalo kutatasi projekt 2012-
ben kezdddott a Szegedi Tudomanyegyetem Farmakognoziai Intézetében,
egylttmiikodésben a Gydgyszerhatastani és Biofarmaciai Intézettel,
valamint az Orvosi Mikrobiologiai és Immunbiologiai Intézettel. Az
elsédleges cél az volt, hogy azonositsuk a farmakoldgiai tulajdonsaguk
szempontjabol legigéretesebb fajokat és izolaljuk a gombak hatdsos

anyagcseretermékeit, melyek a megfigyelt biologiai aktivitasért feleldsek.



Egy, a most taglalt munkat megel6z6, Kovacs Bernadett és szerzétarsai altal
elvégzett sziirGvizsgalat ramutatott arra, hogy néhany fontos k6zép-eurdpai
faj a Phellinus komplexb6l (koztik a Porodaedalea chrysoloma és a
Fuscoporia torulosa) jelentds antioxidans hatassal rendelkezik, érdemes
tovabbi vizsgalatra és tartalomanyagainak kinyerésére. Ezen fajok, az orias
bokrosgombaval (Meripilus giganteus) kiegésziilve alkottdk munkam

alapjat.

Céljaink elérése érdekében a kdvetkezd folyamatokat hajtottuk végre:

e A rendelkezésre allo irodalmi adatok és szlirGvizsgalati eredmények
attekintése a kivalasztott fajok esetén, kiilonds tekintettel a kémiai
profilra és az ismert farmakologiai tulajdonsagokra.

e A begyiijtott gombamintak apritasa és tartalomanyagainak kivonésa
metanollal.

o Elvalasztas és a tiszta anyagok izolalasa folyadék-folyadék
megoszlas és kiilonb6z6 kromatografids modszerek segitségével.

e Az elvalasztott anyagok szerkezetének meghatarozasa NMR és MS
modszerek  felhasznalasaval (a  Richter Gedeon  Nyrt.
munkatarsainak kozremikodésével). Uj anyagok esetében az
anyagra jellemzé NMR spektroszkopias adatok biztositasa, mig
ismert vegyiileteknél a hianyz6 NMR adatok kozlése.

e A Kkinyert anyagok farmakoldgiai potencidljanak értékelése (a
Gyobgyszerhatastani és Biofarmaciai Intézettel és az Orvosi

Mikrobiologiai és Immunbioldgiai Intézettel kozremiikodve).

ESZKOZOK ES MODSZEREK

A preparativ mikokémiai munkélatokhoz M. giganteus termétestek (12 kg)
kertiltek begytijtésre a Mecsek és a Visegradi hegységben 2014 és 2016
kozott. A P. chrysoloma gomba minta (360 g) Svédorszagban és a Cseh



Koztarsasagban keriilt begy(ijtésre, mig a F. torulosa mintakat (1425 g) a
Gerecse hegységben és a Budai Arborétumban gy(;jtottiik.

A preparativ munkalatok elsé lépéseként a szaritott vagy friss
gombat perkolaltuk amfipolaris oldoszerrel (MeOH). A bestiritett kivonatot
50%-o0s metanollal higitottuk és folyadék-folyadék megoszlason alapulod
kivonast alkalmaztunk, melynek eredményeként n-hexanos, kloroformos és
etil-acetatos frakciokat kaptunk.

A vizsgalt kivonatokat tobb 1épéses frakcionalasnak vetettiik ala
kiilonboz6 tipusu eljarasok segitségével, mint a vékonyréteg kromatografia
(VRK/TLC), flash oszlop kromatografia (FCC) ¢és nagyteljesitményii
folyadékkromatografia (HPLC). All6fazisként normal- és forditott fazist
szilikagél toltetet alkalmaztunk.

Az igy nyert anyagok szerkezetét spektroszkopias modszerekkel
(NMR ¢és MS) hataroztuk meg.

Az in vitro antioxidans aktivitast DPPH és ORAC teszt segitségével
mértikk. A vizsgalatok kivitelezéséhez 96 lyuka mikrolemezt és FLUOStar
Optima lemezolvasot alkalmaztunk.

Az izolalt tartalomanyagok citotoxikus hatasat MTT [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium  bromid] assay segitségével
hataroztuk meg U937 human tiidé (limfoblast), human vastagbél
adenokarcindma ¢és embrio tid6 fibroblaszt sejteken. A Fuscoporia
torulosabol izolalt komponensek és a doxorubicin kemoterapias hatéanyag
interakciojat is vizsgaltuk Colo 320 (vastagbél adenokarcinoma) sejteken,
mig az anyagok P-gp efflux pumpa befolyasold hatasat Rhodamine 123
akkumulacids teszt segitségével mértiik az elébb emlitett sejtvonalon.

Az antimikrobialis hatast Escherichia coli, Salmonella enterica,

Staphylococcus aureus és meticillin illetve ofloxacin rezisztens S. aureus



torzseken. A minimalis gatldo koncentracio (MIC) szabad szemmel torténd

leolvasas alapjan keriilt meghatarozasra.

EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

A M. giganteus vegyiileteinek izolalasa

A Meripilus giganteus esetében mind az n-hexanos, mind a kloroformos
frakciét feldolgoztuk. Mindkét esetben flash oszlopkromatografiat
alkalmaztunk, melyet nagyteljesitményi folyadékkromatografia (az n-hexan
frakcio esetében) és preparativ vékonyréteg kromatografia (a kloroform
frakcio esetében) egészitett ki (1. abra). Ez a tisztitasi folyamat 9 komponens

izolalasahoz vezetett.

Meripilus giganteus
termétestek
12 kg

n-hexdinos kivonat (A) Kloroformos kivonat (B)
13.84 7.79g
MG - FCC1 MG - FCCS5, FCCE
B4 B7
250 mg 185 mg
MG - FCC8
i MG — FCC4.

Al
18g

MG — FCC2 MG —FCC7

3 3
15.2mg 25.9mg

1 2
14.5 mg 3.5mg

1. abra A M. giganteus tartalomanyagainak izolalasa

P. chrysoloma vegyiileteinek izolalasa

A P. chrysoloma esetében a n-hexanos fazis keriilt frakciondalasra, és az igy
nyert, egyesitett frakciokat vizsgaltuk tovabb FCC t6bbszori alkalmazéséaval
(2. abra). A kromatografias elvalasztasok eredményeként 5 anyagot sikeriilt

izolalnunk.



Porodaedalea chrysoloma
szaritott termdtestek
ET

l

n-hexinos kivonat (A)
2.7345¢
PC-FCC1

2. abra A P. chrysoloma tartalomanyagainak izolalasa
F. torulosa vegyiileteinek izolalasa
A F. torulosa esetében az n-hexanos, a kloroformos és az etil-acetatos
frakciot dolgoztuk fel (3. abra). FCC és HPLC alkalmazéasaval a n-hexanos
és a kloroformos kivonatbol 3-3, mig az etil-acetatos frakciobol 2

komponenst nyertiink ki.

Fuscoporia torulosa
termétestek
1akg

idorofarmos kivonat (8)
13.47g

Etil-acetétos kivenat (C)
10.60g

n-hexdnos kivonat (R)
103ag

FT-FCC2

FT-FCC6

28m, 16 &17 18
== ma 623 mg 4.7 mg

FT - FCC8

3. abra A F. torulosa tartalomanyagainak izolalasa



A Meripilus giganteus komponensei

A M. giganteusbol 9 vegyiiletet azonositottunk spektroszkdpiai modszerek
segitségével. Koziilikk harom (1-3) a cerebrozidok csoportjaba tartozik. A
cerebrozid B (3) ismert vegyiilet, a mericeramid A (1) és B (2) azonban 4j
természetes anyagoknak bizonyultak. Legjobb tudomasunk szerint a
mericeramid B (2) az els6 azonositott halogén tartalmu cerebrozid.

Az ergoszterolt (4) és a 3B-hidroxiergoszta-7,22-diént (5) a
kromatografias adatok és a spektrumok irodalmi adatokkal torténd
Osszevetése alapjan sikeriilt azonositani. A cereviszterol (6), a 3p-hidroxi-
ergoszta-6,8(14),22-trién (7), a 3B-O-gliikopiranozil-5,8-epidioxiergoszta-
6,22-dién (8) és a (11E,13E)-9,10-dihidroxi-11,13-oktadekadiénsav (9)
jellemzése a HRMS, MS-MS,1D és 2D NMR adatok irodalmi értékekkel

torténd dsszevetése alapjan tortént.

1 RyOH Rg OCHs 3 5 RyH  RyH

2 RyCl RyOH 6 RuOH RyOH

N H
~+h W o
e
H
O~ ﬂg%,o
H
7

5 o
(o
H
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A Porodaedalea chrysoloma komponensei
A P. chrysoloma mintak feldolgozasa utan 5 vegyiiletet izolaltunk, melyek
koziil egyet (10) els6ként irtunk le természetes forrasbol.

A 10 komponens fehér, amorf anyag, 6sszegképlete C12H120s. A *H
NMR és a *H-'H COSY spektrumok alapjan p-diszubsztitualt benzolgyfirti
és transz kettds kotés jelenlétét figyeltiilk meg a molekulaban. Ezen adatok,
illetve a IMOD, HSQC, COSY, HMBC ¢és NOESY spektrumokbodl szarmazo
adatok alapjan a szerkezetet metil-(E)-3-(4-metoxi-karbonil-fenoxi)-
akrilatként hataroztuk meg.

A 11 anyag megjelenését tekintve fehér amorf granulatum,
dsszegképlete C12H140s. A *H NMR spektruma nagymértékben megegyezett
a 10 anyagéval, azonban az E kettds kotéshez rendelt protonok hianyoztak,
mig két 0j metilén proton jele volt észlelhet6. Ezen adatok alapjan a 10
anyagban talalhat6 akrilat részt metil-propionatra cseréltiik, és a 11 anyag
szerkezetét metil-3-(4-metoxi-karbonil-fenoxi)-propionatként hataroztuk
meg, mely egy 0j természetes vegyiilet.

Az ergont (12) az irodalmi NMR adatokkal torténd Osszevetés
alapjan hataroztuk meg. Az ergoszterolt (4) és a 3p-hidroxiergoszta-7,22-
diént (5) a kromatografids és spektroszkopias adatok hiteles mintakkal

torténd Osszevetése alapjan azonositottuk.

2 4 .
0. 1.0 o o
s 1.0, N
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A Fuscoporia torulosa komponensei

A F. torulosabol osszesen 8 anyagot (13-20) nyertiink. A szerkezet-
meghatarozas eredményeként a 13 anyagot mint 0j triterpént azonositottuk,
a vegyiilet a fuszkoporiasav nevet kapta.

A 13 atrendez6dott lanosztan vazzal rendelkezik, hasonldan a
gombabdl ugyancsak izolalt natalsavhoz (19). A 14 és 15 anyagok az
inoscavin A és annak Z izomerje, ezeket a vegyiileteket 5:3 molaranyt
keverékként nyertiik ki. Eddigi ismereteink alapjan az E izomerr6l még nem
szamoltak be az irodalomban.

A spektroszkopiai vizsgalatok alapjan megallapitottuk, hogy 16 3,4-
dihidroxi-benzaldehid, a 17 pedig az ozmundaketon, ezeket a vegyiileteket
ekvimolaris keverékként izolaltuk. A szenexdiolsav (18), és az ergoszta-

7,22-dién-3-0n (20) lanosztan- illetve ergosztanvazas triterpének.

16 17 18



19 20

Az izolalt vegyiiletek farmakolégiai jellemzése

A M. giganteus vegyiileteinek antioxidans hatasa

Az orias bokrosgombabol (Meripilus giganteus) szarmazd minden
vegyiiletet (1-9) antioxidans aktivitasat vizsgaltuk ORAC moddszerrel. Az
eredmények szerint a mericeramid B (2), a 3p-hidroxiergoszta-7,22-dién (5),
és a (11E,13E)-9,10-dihidroxi-11,13-oktadekadiénsav (9) mutatott jelentds

antioxidans hatast a referenciaként szolgal6 aszkorbinsavhoz képest.

1. tablazat A Meripilus giganteus vegyiileteinek antioxidans hatasa

Vegyiilet ORAC Antioxidans aktivitas (mmol TE/g)
1 1.81+0.34
2 2.50+0.29
3 1.69+0.20
4 1.12+0.06
5 4.94+0.37
6 1.94+0.08
7 1.65+0.03
8 1.90+0.05
9 4.27+0.05
Aszkorbinsav 6.96+0.57

A P. chrysoloma vegyiileteinek antioxidans hatasa

Az izolalt vegyiiletek antioxidans hatasat ORAC teszttel vizsgaltuk, az
eredmények jelentds aktivitasra engedtek kdvetkeztetni. A vegytiletek hatasa
Osszemérhetd volt a referenciaként hasznalt aszkorbinsavéval. Figyelemre
méltd antioxidans hatast tapasztaltunk a 3p-hidroxiergoszta-7,22-dién (5) és

a metil-(E)-3-(4-metoxi-karbonil-fenoxi)-akrilat (10) esetén.



2. tablazat A Porodaedalea chrysoloma vegyiileteinek antioxidans hatsa

Vegyiilet ORAC Antioxidans aktivitas (mmol TE/g)
4 1.07+0.04
5 5.02+0.47
10 2.21+0.34
11 1.58+0.18
12 0.91+0.04
Aszkorbinsav 16.47+0.01

A F. torulosa vegyiileteinek antioxidans hatasa

A F. torulosabol nyert 14-17 anyagok lehetséges antioxidans hatasat DPPH
€s ORAC moddszerrel vizsgaltuk. Mindkét mérés hasonld eredménnyel
zarult, minden vizsgalt anyag jelentds antioxidans hatast mutatott 16 + 17 <
14 + 15 sorrendben. Az értekezésben targyalt anyagok koziil a 14 + 15 anyag
rendelkezett a legnagyobb antioxidans kapacitassal.

3. tablazat A Fuscoporia torulosa vegyiileteinek antioxidans hatasa

Vegyiilet DPPH ICso (ng/mL)
14+ 15 0.72+0.05
16 + 17 0.25+0.01
ORAC Antioxidans aktivitas (mmol TE/g)
14+ 15 2.70+0.03
16 + 17 12.20+0.92

A F. torulosa vegyiileteinek citotoxikus hatasa

Megvizsgaltuk a 13-as, 18-20-as anyagok citotoxikus hatasat
adenokarcindma sejtvonalakon. Doxorubicin-érzékeny Colo205 ¢és a
rakellenes anyagra rezisztens Colo320 sejtvonalat, valamint MRC-5 human
embrio tiid6 fibroblaszt sejtvonalat alkalmaztunk. A 13, 18 és 19 anyag
hatastalannak bizonyult, azonban az ergoszta-7,22-dién-3-on (20) esetében
mért 1Cso érték Osszemérhetd volt a referencia anyag doxorubicin
eredményével. MRC-5 sejtvonalon az ergoszta-7,22-dién-3-on (20)

hatasosabbnak bizonyult a referencia anyagnal.



4. tablazat A Fuscoporia torulosa vegyiileteinek citotoxikus hatasa (ICso uM)

Vegyiilet Col0205 Col0320 MRC-5
20 11.65+1.67 8.43+1.1 7.92+1.42
Doxo 2.46+0.26 7.44+0.2 >20

Ezen eredmények utan egy checkerboard kombinacids tesztet is
elvégeztiink, keresve a hatasndvelés lehetdségét az ergoszta-7,22-dién-3-0n
(20) és a doxorubicin egyiittes alkalmazasa esetén Colo320 sejtvonalon. A
hataroztuk meg. Az ergoszta-7,22-dién-3-on (20):doxorubicin 11,2:1 aranya
esetén a kombindcios index (CI, 0.521+0.15) 50%-0s novekedést gatld
dozisnal (EDsp) szinergizmust mutatott a vizsgalt anyagok kozott.

A 13-as és 18-20-as anyagok P-gp efflux modulator hatasat flow
citométerrel hataroztuk meg, a rodamin-123 akkumulaciét mérve MDR
Colo320 human vastagbél adenokarcinoma sejtekben. Pozitiv kontrollnak
tariquidart, egy jol ismert P-gp gatlot hasznaltunk. A P-gp modositod hatas
értékelésére a FAR értéket véalasztottuk. Altalanossagban a vegyiiletek akkor
tekinthetdek aktivnak, amikor a kapott FAR érték meghaladja a 2-t. A
vizsgalt anyagok FAR értékei kisebbek 2-nél, ezért hatastalannak

bizonyultak a hatéanyag rezisztens Colo320 térzson.



5. tablazat 13 és 18-20 vegyiiletek rodamin 123 akkumulacids teszten mutatott

eredményei

Minta kone. (uM) FSC SSC FL-1 FAR
Tariquidar 0.2 1945 837 64.100 5.533
13 20 2005 851 13.200 1.139
18 20 2074 861 11.900 1.027
19 20 2095 891 12.200 1.053
20 2 2099 857 10.100 0.872
DMSO 2.00% 2073 848 9.590 0.828

Colo 320 - 2052 841 8.870 -

FSC: Forward Scatter Count — a sejtmérettel kapcsolatos informaciot hordoz
SSC: Side Scatter Count — aranyos a sejt granulaltsagaval vagy belsd

Osszetettségével

FL-1: Mean fluorescence of the cells — A sejt atlag fluoreszcenciaja
FAR: Fluorescence Activity Ratio — Fluoreszcencia aktivitas arany

A F. torulosa vegyiileteinek antimikrobialis hatasa

A 13 és a 18-20 anyagokat antimikrobialis hatas szempontjabol is vizsgaltuk

Escherichia coli, Salmonella enterica, Staphylococcus aureus és meticillin

illetve ofloxacin rezisztens S. aureus klinikai izolatum torzseken, azonban

egyik anyagot sem talaltuk hatasosnak.
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