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ROVIDITESEK JEGYZEKE

BSA: bovine albumin

CoA: koenzim A

EDTA: etiléndiamin tetraecetsav

FKPB: FK-506 kob fehérje

HMG-CoA: hidroximetil-glutaril koenzim A
IMP: inozin-monofoszfat

IMPDH: inozin-monofoszfat dehidrogenaz
Mb: megabazis

MES: 2-[N-Morfolino]etanszulfonsav
MNNG: N-metil-N'-nitro-N-nitrozoguanidin
PMSF: fenil-metil-szulfonil-fluorid

PPG polipropilén-glikol

RAPD: random amplified polymorphic DNA
SAHC: S-adenozil-homocisztein

SAM: S-adenozil-metionin

SDS: lauril-szulfat natrium sé

TRIS: Tris[hidroximetillaminometan



1. BEVEZETES

A penicillin felfedezése és gyodgyaszati alkalmazésegnyitotta a kaput a
mikrobioldgiai ereddt hatéanyagok kutatdsa szamara. A penicillin felfédét
kdveten kezddott kutatasok soran a legkilonidbb bioldgiai aktivitdssal rendelkéz
mikrobioldgiai ereddt hatéanyagokat izolaltak. 1992-ig mintegy 12000bémtikumot
irtak le, melyek kozil kb. 150-et alkalmaznak a Bomerapiaban (Neu 1992.). A
mikrobiolégiai ereddt hatdéanyagok gyogyaszati szempontokon Kkivil gazilasa
szempontbdl is jelesek. A mikroorganizmusok felhasznalasaval6aditott
antibiotikumok éves forgalma 30 milliard dollar, eez kivil a mas farmakolégiai
aktivitdssal rendelkézhatdanyagok éves forgalma is eléri az 1 millidodadt (Demain
2000). Az elmult évtizedek soran bebizonyosodotigyh a mikroorganizmusok a
hasznos hatéanyagok kivételesen gazdag forrasamigden valdszifiség szerint a
tovabbi kutatadsok Ujabb mikrobiolégiai ereitlgydgyszerek kifejlesztéséhez vezetnek.

A mikroorganizmusok altal bioszintetizalt hatéanggak mind a kémiali
szerkezete mind a biolégiai aktivitasa rendkiviltoZatos. Tobb mint 50 éve a
természetes hatéanyagok kutatasanakdidges célja gydgyszerek kifejlesztése human
betegségek kezeléséhez. Bar a legnagyobb sikemekantibakteridlis terapia teriletén
érték el kilonbda antibiotikumokkal, mint példaul a penicillinek ésfalosporinok, a
gombaellenes és daganatellenes terdpidkhoz islt@olértékes hatdanyagokat. Az
utébbi években a screening programokat kiterjegitanas farmakologiai aktivitassal
rendelked természetes eredetatéanyagok kutatasanak iranyaba is. llyen terkilet

példaul a koleszterinszint csokkémagy az immunrendszert befolyasolé hatéanyagok.

Az immunrendszerre haté anyagok kozil az immunsagsgiv hatasu
anyagok kutatasa a sikeres szervatiltetések végzésgontjabol nélkiilozhetetlen. Az
elss sikeres szervatiltetést mar a 20. szazad kozepébgezték, azonban a
szervatiltetések elterjedését az immunszuppredsatidsi anyagok felfedezése tette
lehetvé. A szervatiltetésen atesett betegeknek életligéigé szedniuk kell

immunszuppressziv hatasid gyoégyszereket az attilteszterv  kildlkbdésének



megakadéalyozasara. A ciklosporin A, az delsikrobiologiai ereddi, szelektiv
immunszuppressziv hatassal rendetkehatéanyag adott Ilendiletet mind a
szervatiltetéseknek, mind az immunszuppresszivshatnyagok kutatasanak. A
ciklosporin A felfedezése utan t6bb immunszuppriessatéanyagot izolaltak. Az egyik
ilyen a gombak altal bioszintetizalt mikofenolsawmelynek hatdsa a tobbi
immunszuppressziv hatasi anyaggal Osszehasonliggszen eltér biokémiali

mechanizmusokon alapul.

Ertékes hatdanyagokat bioszintetizal6 mikroorganigok izolalasa céljabol
folytattunk screening programot, amelynek keretébmnaltunk egy mikofenolsavat
bioszintetizal6 gomba torzset. Osztalyunkon korablgari eljarast dolgoztak ki az
immunszuppressziv hatasu ciklosporin A mikrobicddglkallitasara, ezért céluliztiik
ki egy a mikofenolsav ipari éhllitdsara alkalmas fermentaciés eljaras kidolgatzag

izolalt gomba torzs felhasznalasaval.

A kulénbos mikrobiologiai eredét hatdanyagok éhllitasan kivil a
mikroorganizmusokkal végzett biotranszformaciégrélok is nagy multra tekintenek
vissza. Az el§ nagy sikereket szteroidok mikrobioldgiai atalakégal érték el, majd
késibb mas hatéanyagok biokonverzidjaval is allitoted az eredeti vegyuleteknél
értékesebb hatdanyagokat. Az izolalt hatbanyagdikitfisa ugyanis fokozhaté illetve
karos mellékhatasai csokkentbieta molekula kismérték valtoztatasaval, példaul
hidroxilezéssel, metilalassal. A valtoztatasok eégjthatok kémiailag és mikrobioldgiai
Uton is. A screening programok eziranyl célja aeakuala megfelé atalakitasahoz
szikséges enzimrendszerrel rendelkerkroorganizmusok izoldlasa. Megvizsgaltuk a
mikofenolsav mikrobiolégiai atalakitasanak ldisgigét, kedveibb farmakoldgiai
tulajdonsagokkal rendelkézszarmazékok ééllitasa céljabdl. Elh a célbdl screening
programot inditottunk mikofenolsav biokonverzidjarleépes mikroorganizmusok

izolalasara.

A nyolcvanas években a mikroorganizmusok 6fdlkdhyaganak vizsgalatara

kifejlesztettek egy Ujabb hatékony technikat, azpld gélelektroforézist. A technika



felhasznalasaval agar6z gélben toftéuitatassal a gombak nagy mérétomoszomai
is elvalaszthatok, igy kimutathatok az egyes tdezkéz6tt megle$ kulonbségek,
kromoszéma polimorfizmusok. Céluliztik ki a pulzdld gélelektroforézis technika
alkalmazasaval a mikofenolsav terthetdrzsiink elektroforetikus kariotipuséanak
meghatarozasat. Vizsgalataink kézott szerepeliagniantabdl izolalt és a torzsfejlesztés
soran eballitott mutdnsok elektroforetikus kariotipusabarsettegesen meglév
kulonbségek kimutatasa. Osszehasonlitottuk tovabbaaltalunk izolalt illetve a
szakirodalomban leirt mikofenolsavat bioszintetizaltérzsek elektroforetikus

kariotipusat.

Kittizott célok:

1. Ipari megvalésitasra alkalmas mikrobiologiai elgarkidolgozasa mikofenolsav
elsallitasara
» A talajmintabdl izolalt fonalas gomba térzs mikodsav bioszintetizalo
képességének fejlesztése mutacids-szelekcios nrédkee
» A fermentéacids taptalaj 6sszetételének optimalszila
« A fermentacios korilmények optimalizaldsa razatothbikos korilmények
kozott

« A fermentacios korilmények optimalizalasa laboiatar fermentorban

2. Mikofenolsav szarmazékokddllitdsa mikrobioldgiai Gton
e Screening program végzése mikofenolsav biokonvgrso alkalmas
mikroorganizmusok izolalasa céljabol
A mikofenolsav biokonverzidjaval &hllitott termékek fermentléib térténs
elkilonitése, szerkezetilk meghatarozasa
« A mikofenolsav biokonverzidjaval &llitott termékek bioldgiai aktivitasanak
vizsgéalata



3. Kariotipus vizsgélatok

A mikofenolsav bioszintézisére képes gomba torzsriolipusanak
meghatarozasa pulzaléd gélelektroforézis technikalmlazasaval

Az eredeti tbrzs izolatum és a genetikai fejlesz®mran izolalt mutans térzsek
elektroforetikus kariotipusanak ¢ésszehasonlitasa

Az altalunk izolalt illetve a szakirodalomban lefnikofenolsav bioszintetizald

torzsek elektroforetikus kariotipusanak 0sszehasma



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A mikofenolsav kutatdsanak torténete

A penicillin felfedezését kdvéen az 1940-es években a mikrobioldgiai enedet
antibiotikumok intenziv kutatdsa kemibtt. Az antibiotikumok kutatasanak egy korai
eredménye volt az a felfedezés, hogyenicillium brevicompactungombafaj egyik
torzseStaphylococcus aureusivekedését gatld hatdéanyagot bioszintetizalt Kison
1943). Az aktiv hatébanyagot a vizsgalatokat kéeetegy mar ismert molekulaval, a
mikofenolsavval azonositottak (Florey 1946 és Abrahl945), amelyet 1893-ban egy
olasz orvos Bartolomeo Gosio fedezett fel (Gosi®3L&s Gosio 1896). Gosio azt
tapasztalta, hogy az altala tisztitott és kristsitgdt anyag gatolja az antrax baktérium
novekedését. Ennek alapjan irta Florey (1946), hegyikofenolsav az elsgombak
altal bioszintetizalt, kristalyositott antibiotikurBzerkezeti képletét 1952-ben hataroztak
meg (Birkinshaw 1952).

A mikofenolsavnak szamos biol6giai aktivitasat kiaiték. Felfedezését
kovethen ebszor antibakteridlis hatasat irtdk le, azonban airamyu kisérleteket
abbahagytdk, miutan felfedezték, hodytaphylococcus aureusdrzsek gyorsan
rezisztensé valtak mikofenolsavval szemben (Fldre46 és Abraham 1945). Kisb,
1968-ban antifungalis hatasat is kimutatt€kyptococcus neoformanss Blastomyces
dermatitidis torzsek ndvekedését mar kis koncentracidban isljgatmig Candida
albicans és Coccidiodes immitigdrzsek kevésbé voltak érzékenyek a mikofenolsavra
(Williams 1968). Leirtak antifungalis hatasaichophytontérzsekkel szemben is (Noto
1969). 1968-t6l kezitlben az antifungalis és az antibakterialis tulajdgasakivil mas
biolégiai aktivitasat is leirtak. Virusellenes hsitigyeltek meg majom vese sejtvonalon
Herpes simplexkanyar6 és New castle kor virussal szemben, @onbm tapasztaltak
hatast egérberHerpes simplexés influenza virussal szemben. Csirkékben a Rous
sarcoma virus fejdését 94%-ban gatoltdk mikofenolsav oralis alkabmazal (Ando
1968). Az in vitro virus ellenes hatast felfliggettet guanin, guanozin, GMP vagy
dezoxi-GMP adagolasa (Williams 1968, Cline 1969)mikofenolsav tumor ndvekedés



gatlé hatasat 1969-ben irtdk le, amit intenzivtiikerletek kovettek (Sweeney 1972a,
1972b). A mikofenolsav rakellenes hatasanak kubhi@s klinikai kisérleteket is

végeztek, azonban betegeknél csak gyenge hatasttaftak. Szintén folytattak klinikai

vizsgalatokat psoriasis kezelésére oralisan alkadthamikofenolsavval, amelyekben
kedved eredményeket kaptak (Jones 1975, Marinari 197atzS[978).

Mitsui és Suzuki (1969) irta le, hogy a mikofenelsmerekben csdkkentette a
birka eritrocitdkkal szembeni immunvalaszt, és dedték egy esetleges human
immunszuppresszans alkalmazas léhegét. 1982-ben Allison és Eugui a Syntex
intézetében kutatdsi programot inditott immunszepgrdnsok vizsgalatara (Allison
1993a, 1993b, 1996). Az akkoriban forgalombanglémmunszuppresszans hatasu
gyogyszereknek (ciklofoszfamid, azatioprin, ciklosp) mellékhatasai voltak, mint
példaul a toxicitas vagy a megnévekedett érzékenystisos fekizésekkel szemben.
Allison és Eugui egy olyan immunszuppresszans Bathatéanyagot akartak
kifejleszteni, amelyre a T és B limfocitak érzékeblpek, mint mas sejttipusok. A
figyelmik a mikofenolsavra iranyult és azt tapasaka hogy ebsen gatolja a human
limfocitdk mitogén stimuldlasra adott valaszat (BEu991). Kedvedbb felszivodasi
tulajdonsagokkal rendelkéz mikofenolsav szarmazékok keresése vezetett a
mikofenolsav morfolinoetil-észteréhez, amelyet ant8y gyogyszergyar 1995-ben
forgalomba is hozott CellCept néven. 1995 és 199&06# tobb mint 50000
vesedtiltetésen atesett betegnél alkalmaztak. rAlkethk tovabba sziv és maj

atultetéseket kdvéen, valamint rheumatoid arthritis kezelésében is.

2.2. A mikofenolsav bioszintézise

A felfedezése Ota eltelt dben tobb aPenicillium genusba tartozé torzs
fermentlevébl is izolaltak mikofenolsavat. LeirtdRenicillium glaucum(Jones 1975)
P. brevicompactuniClutterbuck 1932)P. stoloniferun{Alsberg 1913) P. echinulatum,
P. roqueforti (Lafont 1979) és P. viridicatum (Burton 1949) mikofenolsav

bioszintetizald képességét is.



Mikofenolsav bioszintézisét csakPanicilliumgenuszba tartozo fajok esetén irtak
le, azonban mikofenolsavhoz hasonld szerkezatyagokat méas fonalas gombak

fermentlevébl is izolaltak (1. abra).

CHz CHs OH © OH ©
Memnoniella echinata Aspergillus flavus  Alectoria nigricans

1. abra. Mikofenolsavhoz hasonlé szerkeiz@inyagok és a bioszintetizalé

mikroorganizmusok (Hinkley 1999, Bently 2000)

A mikofenolsav bioszintéziséPenicillium brevicompactum ATCC 9056rzs
felhasznalasaval vizsgaltdk behatéan. A mikofenoldaoszintézise atipikus az
antibiotikumok koz6tt. Mig sok szekunder metabalihdvekedés befejédése utan az
idiofazisban képidik, addig a mikofenolsav bioszintézise a ndvekselésarhuzamosan
torténik (Nulton 1978).

A mikofenolsav bioszintézis Utjanak felderitésébézszor radioaktiv kisérleteket
végeztek. Kilonbdz radioaktivan jel6lt, feltételezett prekurzorokatdagoltak
Penicillium brevicompactuntorzs tenyészetéhez, majd megvizsgaltak a ddijit
mikofenolsav radioaktivitasat. Ezedbaz eredményekih vontak le kdvetkeztetéseket
arra vonatkoz6an, hogy a feltételezett, adagolkyyemr belépett-e a mikofenolsav
bioszintézis uUtba vagy sem (Canonica 1970, Canob®#&l, Canonica 1972, Money
1971, Bedford 1973, Bowen 1977, Birch 1958a, Bit&%8b). A kisérletekben kapott
eredményeket kébb kiegészitették egyes bioszintézis intermedierklan tenyészeth
tortér izolalasaval és szerkezetazonositasaval (Nulto6)19Az eredményekib
allitottdak 6ssze a mikofenolsav bioszintézisénekétieglezett atjat. A szekunder
metabolitok bioszintéziséért fetal két B Utvonal, a poliketid és az izoprenoid szintézis

Ut is szerepet jatszik a mikofenolsav kégéesében (2. abra).
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A mikofenolsav molekula aromas magja a poliketidntgzis Uton, mig a héttagu
oldallanc az izoprenoid szintézis Uton kégk. A bioszintézis soran két metilcsoport S-
adenozil-metionin felhasznalasaval épil be a mddddau (Muth 1975, Bentley 2000).
Egy tipikus acetat-polimalonat kondenzacié, meidads ciklizalédas vezet az aromas 5-
metil-orsellinsav szerkezet kialakulasdhoz. A lakképddést koveti a farnezil-
oldallanc beépiilése a molekuldba. A farnezil-lah@®8. abran lathaté két lehetséges

uton alakulhat ki a mikofenolsav molekula 7 tagdatlanca.

3. abra. A farnezil-oldallanc rovidilésének két feltételgagvonala

Az egyik elképzelés szerint a farnezil-oldallanicéa ketés kdtésnél oxidativ uton
elhasad és aceton valamint levulinsav felszabaélvddsalakul ki a végleges oldallanc.
Ezt ebsiti meg az a tény, hogy az aceton és a levulineknlétét is kimutattak
Penicillium brevicompactuntenyészetében (Nulton 1978). A farnezil-oldallayichz
aceton felszabaduldsa utdn marad6 12 tagl oldellinendelked mikofenolsav
bioszintézis intermediert is izolaltak a fermendiéfColombo 1982).

A maésik elképzelés szerint a farnezil-oldallan&ézép$ ketss kotésnél egy
direkt oxidacioval hasad. Az elképzelés alapja, yhaghidroxil-csoportot tartalmazo
intermedier mikofenolsavva alakul a tenyészetbestéjgzos nyomkdvetési kisérletek

alapjan. Az elképzelés hianyossaga, hogy a hidetaikintermediert és a lehasado



lancot a tenyészeatb nem sikerilt izolalni, ami esetleg magyarédzhaéremolekulak
gyors tovabbalakulasaval (Nulton 1978).
A bioszintézis Ut befejézlépése a hidroximetil-csoport kialakuldsa, amelghe

metil-csoport S-adenozil-metioninbol épiil be.

Bartman és munkatarsai szilard agar taptalajorsgéitdk a mikofenolsav
bioszintézisét. Megallapitottak, hogy a tenyésaetlae Iégmicélium megjelenésével
egyiddben kezddott a mikofenolsav bioszintézise. Amikor a torzdeit dializis
membran kozo6tt novesztették, sem légmicélium semkofemnolsav nem kegzoétt a
tenyészetben. Ha éira tenyészeti eltavolitottak a fel§ membrant mind a Iégmicélium
mind a mikofenolsav képrés megindult. A tenyészetet megvizsgalva azt rpkdk,
hogy a mikofenolsav nagy része a légmicéliumban jeden. Megallapitottak, hogy
szilard tenyészetben a légmicélium képzés és a femkésav bioszintézise kdzott
Osszefiiggés lehet (Bartman 1981, Bird 1982).

Engel és munkatarsai kilonkiza tejipar altal hasznaRenicillium roqueforti
torzsek mikofenolsav termieképességét vizsgaltdk. 80 megvizsgalroquefortitdrzs
kdzul 19 mikofenolsav termélképességét tudték bizonyitani (Engel 1982). Shamesd
mtsai. (2000) hasonl6 vizsgalatok alapjan kilombéajtokrol izolalt 37P. roqueforti
torzs kozul 16 torzs mikofenolsav bioszintetizafip&sségét igazoltak.

Boysen és mtsai. (199@enicillium roqueforti fajcsoportba tartoz6 térzseket
rendszereztek RAPD technika és szekunder metatmlineb képességik alapjan.
Eredményeik alapjan B. roquefortifajt harom fajba B. roqueforti, P. carneum, P.
paneun) kildnitették el. Kozilik mikofenolsavat egyedilPa carneumfajba sorolt
torzsek bioszintetizaltak.

Ozaki és munkatarsaPenicillium brevicompactum ATCC 1602t%rzsisl
kiilbnbdd amindsav auxotrdf és antibiotikum rezisztens neaéat allitottak €, hogy
nagyobb mikofenolsav bioszintetizald képességgeidetkes torzseket kapjanak.
Legkedvedbb eredményeket clofibrate, cerulenin és monoflecetsav rezisztens
torzsekkel kaptak. A clofibrate és a cerulenin drdwi-metil-glutaril(HMG)-koenzim A
reduktaz és HMG-CoA szintdz enzimek inhibitorai. &xét enzim szerepet jatszik a

szterinek bioszintézisében, amellyel a farnezilfzb®m A kialakulasaig a mikofenolsav
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héttagu oldallancanak bioszintézise is megegyezéitételezik, hogy a rezisztencia
kialakulasaban a két enzim mennyiségének novekegiéiszik szerepet, ami a
mikofenolsav képidés szempontjdbdl is kedvezA monofluoroecetsav az akonitaz
enzimet gatolla monofluorocitrat kéjEse miatt. Feltételezléet hogy a

monofluoroecetsav rezisztens mutadnsban megemetkedatat ciklus aktivitasa. Ennek
kovetkeztében megemelkedett a sejtekben az ATP ekbrécidja, ami magasabb
mikofenolsav bioszintetizal6 képességhez vezeféiitinb6z amindsavakat adagolva a
tenyészetekhez megallapitottak, hogy a metionifCkbncentraciéban a mikofenolsav
termelést 40%-al csokkentette. Ezéfiddlitottak egy metionin auxotrof térzset, amely
0,1% metionin jelenlétében kétszer annyi mikofeaeds termelt, mint a kiindulasi torzs.
Elsallitottak glutamin auxotr6f mutansokat is, amelykézil néhany térzs szintén
magasabb koncentraci6ban termelt mikofenolsavatt ankiindulasi térzs (Ozaki 1987).

Muth és munkatarsai a mikofenolsav bioszintézasdt Iépését, a hidroximetil-
csoport kialakulasat vizsgaltak. A  metilcsoport fudéséért feléls S-
adenozilmetionin:demetilmikofenolsav = O-metiltrarssZaz  enzimet tisztitottak és
jellemezték. Az enzim aktivitAsa szempontjabdl akémlvedbb a 27-28C-os
hémérséklet. Az enzim ftikodését gatolta a Mbion és az etanol. Az enzimet
kompetitiv médon gatolta a reakcié két végtermékeSaadenozil-homocisztein és a
mikofenolsav. Az enzim aktivitdsa a fermentaciéjéle mintegy 20 6ras korban a
legmagasabb, majd a tenyésztés 45. Orjjara azitaktilecsékken a maximum
10-20%-ara. A szetk szerint az aktivitas csokkenéséért nem a felhaduo
mikofenolsav felgls (Muth 1975).

Detroy és munkatarsaenicillium stoloniferumés P. brevicompactumorzsek
mikofenolsav termél képessége illetve a torzsékhizolalhaté mikovirusok kdzotti
Osszefiiggést vizsgaltdk. Mikofenolsav bioszintéeisképes torzsekb nem tudtak
virusszeiti képleteket izolalni, mig a mikofenolsav bioszimgére nem képes torzsek
virusszeii képleteket tartalmaztak. A mikofenolsavat nem &énbrzsek tenyészetéhez
adagolt mikofenolsav csokkentette a tenyésdietizolalhaté virusszér képletek
mennyiségét. A kisérletek alapjan azt a kovetkégtetontak le, hogy a sejtekben a

mikofenolsav visszaszoritja a virusdzképletek jelenlétét (Detroy 1973).
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2.3. Mikofenolsav szarmazékok

Egyes hatéanyagok aktivitasa ndvethiletve toxicitdsa csokkenthekiilonbo
szarmazékaik (pl. hidroxilezés, metilalas, gliukalizis) eballitasaval. Kilonbdz
szarmazékok 6Allithatok szintetikus kémiai és mikrobiol6giai dtois. A
hatéanyagokbdl éhybsebb hatasi szarmazékok mikrobiolégiai Uton étdrt
eléallitasara szamos példa talalhaté a szakirodalombdpenicillium genusba tartoz6
torzsek altal bioszintetizalt kompaktin a kolesiztebioszintézisben szerepet jatszo
HMG-CoA reduktdz enzim inhibitora, azonban toxisé&&miatt nem kerdlt forgalomba.
Hidroxilezett szarmazékat a pravasztatint kompaldinkezelt kutyak vizeletéb
izolaltak. Miutan bebizonyosodott a kompaktinnal 6ngidsebb tulajdonsaga,
mikrobiolégiai Gton is élallitottak (Serizawa 1983).

A Merck gyolgyszergyar kutatdi az immunszuppresshatasa FK-506-bol
mikrobiolégiai Gton allitottak &l kulénb6d demetilezett szarmazékokat. Ezen
szarmazékok kozll egyesek az FK-506-nal nagyoblviissal rendelkeznek (Chen
1992).

Osztalyunkon korabban a HMG-CoA reduktaz inhibitwevinolinbdl allitottunk
el6 szarmazékokat mikrobioldgiai Gtombsidia coeruleatdrzs felhasznalasaval két
szarmazékot allitottunk &l Az egyik szarmazékban a mevinolin oldallanca yaaitt és
egyuttal egy hidroxilezés is bekdvetkezett. A maaikyag a mevinolin dihidroxi-
szarmazéka volt. A két hatdbanyag HMG-CoA reduktamire gatlé aktivitasat
megvizsgaltuk, amely hasonlénak bizonyult a meviréloz (Jekkel 1997).

Mikofenolsav ~ kiilonbda  szarmazékait  izoldltdk a  bioszintetizalo
mikroorganizmusok fermentlevéb valamint ebéllitottdk szintetikus aton és
biokonverzidval is. A mikofenolsav szarmazékainaikdnmikrobiol6giai mind kémiai

Uton tortéw elsallitasaval foglalkozott Jones (1970).
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4. abra. Jones altal éhllitott mikofenolsav szarmazékok

Tobb mint 500 mikroorganizmust vizsgaltak meg, amklkdzul 21 mikroorganizmus
rendelkezett mikofenolsav biokonverziés képességfePl mikroorganizmus kdzott
baktériumok (plBracleococcus cinnabarinigs sugargombak (pEtreptomycefajok)

is voltak, legnagyobb szadmban azonban gombék fakiukb. Tobbek kozott
Penicillium funiculosumAspergillus carbonariusMucor rammanianugs Hypomyces
rosellus torzsekkel sikerllt mikofenolsav szarmazékokatakitaniuk. Az eballitott
szarmazékok kozul lathaté néhany a 4. abran. Jésanunkatarsai a szarmazékokat
eléallitottak, azonban bioldgiai aktivitasukat nemsgaltak.

Nelson és munkatarsai (1990) kutatdsokat inditoteekmikofenolsavnal
nagyobb aktivithssal rendelkeanaldgok elallitdsara. 12 szarmazéknak, amelyek az
oldallancban kilonboztek egymastol, megvizsgaltakmaogén indukalta human
limfocita proliferacié gatlé hatasat valamint azalilgok kozil tizenegynek az inozin-
monofoszfat-dehidrogenaz gatlé hatasat is. A péblik szerint biztaté eredményeket
kaptak, amelyek alapjan tovabb folytatjak a kiléboldallanccal rendelkézanal6gok
kutatasat.

1996-ban Nelson munkatarsaival Ujabb szarmazékalkaott els. Ezuttal a

mikofenolsav aromas magjat valtoztattak és az go&ldak a rekombinans inozin-

13



monofoszfat-dehidrogenaz gatld valamint mitogén ui@ta human limfocita
proliferacio gatlé hataséat vizsgaltdk meg. Eredrednyalapjan a lakton-dyii és a

molekula aromas magjan talalhaté metil-csoport esssalis az aktivitashoz. Egy
szarmazék, amelyben az aromas magon talalhat6xiiuktl-csoportot etil-csoportra
cserélték le, a mikofenolsavhoz képest kétszerrhdzor aktivabbnak bizonyult in vivo
és in vitro vizsgéalatokban is.

Allison és Eugui 1982-ben immunszuppresszans haagagok vizsgalatara
inditottak kutatasi programot. Mikofenolsav szardélaik vizsgélata soran szintetikus
uton allitottdk e a morfolinoetil-észter szarmazékot, amelynek srallagolas esetén
kedvesdbb volt a szervezetben a hasznosuldsa. A morfdlireszter szarmazék
forgalomba hozatalat 1995-ben engedélyezték az ikmelEgyesiilt Allamokban

CellCept’ néven.

2.4. Szervatiltetések, mikrobioldgiai erddeimunszuppressziv hatdéanyagok

A szervétiltetések torténete a 18. szdzadra nyidikza, amikor is az dis
komolyabb kisérleteket végezték mind allatokon migmbereken. Az évek soran
elvégzett kisérletek eredményeként a 20. szazackpkde lehétvé valt sikeres
szervétiiltetések végrehajtasa. Azéekikeres veseatiltetést 1954-ben végezték az
Egyesiilt Allamokban. Napjainkra a vese, maj, saagnyalmirigy és titfitiltetések az
orvosi beavatkozasok elfogadott részévé valtak. dgynbb szami szervatiltetés
elvégzését és a hosszabb tulélési az immunszuppressziv hatasu anyagok felfedezése
tette lehatvé, amelyeket a szervatiltetésen atesett betegekietkk végéig kell
szednilk a belltetett szerv kilidésének megakadalyozasara. Az Amerikai Egyesiilt
Allamokban elvégzett szervatiiltetések szamanak #88B96 kozotti valtozasa lathatd
az 5. dbran. A szervatiltetések szamanak nagyobtékinéemelkedését egyeke a
rendelkezésre all6 donorok szama korlatozza. Haoldédik az atiltethét szervek
mennyiségének novelése, a szervatiltetések Ujabloliletet kapnak, és az

immunszuppressziv hatasu gyogyszerekre is még baggény lesz.
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5. abra. Szervatiiltetések szama az Amerikai Egyesiilt Alkimao

A hatékony screening programok felhasznalasavab tibmunszuppressziv
hatdsu mikrobialis eredethatéanyagot is leirtak. Az élszelektiv, az immunreakciot
csokkend hatdéanyagot, a ciklosporin A-t 1970-ben izolaltaknt gyenge antifungalis
vegylletet (Borel 1976). Immunszuppressziv hatés@72-ben irtdk le, majd a
vizsgélatokat kovéen 1983-ban engedélyezték a forgalomba hozataldEgesilt
Allamokban. A kutatasokat tovabbra is folytattakewesebb mellékhatassal rendetkez
szelektivebb hatast immunszuppresszans anyagalsgiritetizald mikroorganizmusok
izolalasa céljabdl. Ennek eredményeként izoldB&deptomycefajok fermentlevédl az
FK-506-ot (Kino 1987a, 1987b) és a rapamycint (az1975) (6. abra).

A ciklikus oligopeptid ciklosporin A elssorban a T sejtekre hat. A hidroféb
jellegi molekula atdiffundal a sejtmembranon a citoplazanék a cis-trans peptidil-
prolil izomeradzhoz, a ciklofilin fehériéhez Kidlik (Handschumacher 1984). A
ciklosporin-ciklofilin komplex a kalcineurinhoz kidik és géatolja annak foszfataz
aktivitdsat. Gatolja limfocitakban bizonyos cito&ln (pl. interleukin-2, interleukin-3)
képzidését (Shevach 1985). A makrociklusos lakton FK-St#asa hasonlit a
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ciklosporinéra, szintén a kalcineurin aktivitadsatajja (Kino 1993). Aktivitasat azonban
a szintén cis-trans peptidil prolil aktivitassahdelke FKBP-12 (FK-506 kdt fehérje)
fehérjéhez kapcsolddva fejti ki (Ochiai 1987). AK-B06-hoz hasonl6 szerkedet
rapamycin a hatasat szintén az FKBP-12 fehérjénky kbtidés utjan fejti ki (Sabatini
1994).

HsC CH,
Ha CH; OH 4
HOO
HsC °
HC
Hy Hs
Hs
Ciklosporin Mikofenolsav

FK-506 Rapamycin

6. abra. Mikrobiologiai ereddat immunszuppressziv hatéanyagok

Az atiltetett szerv kilokdését okoz6 immunvalasz csokkenthat limfocitak

proliferaciojanak gatlasaval is. A proliferaci6 DNSintézist igényel, ezért hatasosan
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gatolhaté a purin nukleozid monofoszfatok bioszigének gatlasaval. Purin
monofoszfatok két Uton képdhetnek. Az egyik de novo bioszintézis, melynekasor
egyszeii metabolitokbdl a kulcs intermedier inozin-5'-movs#fat (IMP) képédik,
majd ez alakul tovabb adenozin-5'-monofoszfatta PAMs guanozin-5'-monofoszfatta
(GMP). Az IMP-bél az inozin-monofoszfat dehidrogerdatalizalta |épésben xantozin-
5'-monofoszfat képiik, majd ebbl a kbvetked |épésben guanozin-5'-monofoszfat. A
masik lehetséges Utvonalon a katabolikus folyamatm#n felszabadulé purin bazisok
5-foszfo-a-D-ribofuranozil-difoszfat felhasznéalasaval nuklebmonofoszfatta
alakulnak. Ezt a folyamatot a guanin foszfo-ribozdnszferaz enzim katalizalja. A
limfocitdkb6l a purin-monofoszfatok masodik bioggris Utja hianyzik, ezért
proliferaciojuk a de novo bioszintéastligg, igy a de novo GMP bioszintézis gatlasa
hatékonyan géatolhatja az immunvalaszt.

A mikofenolsav vizsgalata soran mar koran felfiggkl arra, hogy a
virusellenes hatasa felfiiggeszthgtianin, guanozin vagy GMP adagolasaval (Williams
1968), ezért feltételezték, hogy a mikofenolsavuarpzin metabolizmusara hat. A
tovabbi vizsgéalatok alapjan megallapitottak, hogyikofenolsav az inozin-monofoszfat
dehidrogenaz enzim (IMPDH) inhibitora (Franklin 097 Az IMPDH gatlasaval
csokken a XMP, a GMP és mas guanin szarmazékokektndcidja, ezért a DNS
szintézis is cstkken a de novo purin-monofoszfasdntézisil fliggs sejtekben, pl. a
limfocitdkban. Mikofenolsav tehat a limfocitakbatglja a DNS szintézist és ezzel
egyltt a proliferaciojukat, ami immunszuppressztakhoz vezet.

Megvizsgéaltdk a mikofenolsav és az IMPDH enzim lsapatat. Az enzim
kotédési hellyel rendelkezik az IMP és alikidéséhez sziikséges NAD részére. A
mikofenolsav az IMP kapcsolodasa soran kialakul6P<Ehzim intermedier NAD két

helyéhez kapcsolédik (7. abra).
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7. abra. Mikofenolsav és az IMPDH enzim kapcsolata

A mikofenolsav fenolos hidroxil-csoportja hidrogémést |étesit az enzim thr333 és
gln441 aminésavjaival, amely amindsavakat norméisilmények kozétt a reakcidban
szerepet jatsz6 vizmolekula stabilizal. A mikofesa® molekula tobbi része a NAD
nikotinamid részének kotéséért félehelyre esik (Sintchak 1996).

2.5. Szekunder metabolitok mikrobiolégiab&@litasa

Egy bizonyos bioldgiai aktivitdssal rendelkezatéanyag mikrobiolégiai
elééllitasara alkalmas eljards kidolgozasanaké elépése a bioszintézisre képes
mikroorganizmus torzs kivalasztasa. Ehhez egy nhegfescreening programot kell
kidolgozni, amely alkalmas az aktivitassal rendetkeanyag detektalaséara. A
rendszernek egyszerre kell érzékenynek és szeabektivlennie, mivel a
mikroorganizmusok tenyészetei kilonBgarimer és szekunder metabolitok kulénésen
Osszetett keverékei, amelyekben a metabolitok kutréeidéja a nanogram per milliliter
és a miligram per milliliter nagysagrendek kozééitozhat. EbBI is lathatd, hogy a

természetes eredehatéanyagok utani kutatds nagymértékben kilonbézkintetikus
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kémiai screen programoktol, ahol rendszerint egyszegy hatéanyag van jelen a
vizsgalatokban.

A mikroorganizmusok folyékony vagy szilard taptalaj ndveszthék az
altaluk termelt hatdéanyagok vizsgélatdhoz. Mivelmekroorganizmusok kilénbéz
hatéanyagokat termelhetnek folyékony és szilardegben és a hatbéanyagok ipari
méreti eléallitasa slllyesztett tenyészetben torténik, eaéstreening programokban a
mikroorganizmusokat célsZesillyesztett kdrilmények kdzott tenyészteni.

A screening tesztek alapulhatnak (i) allatokon,) (8Bejteken és (iii)
szubcellularis preparatumokon végzett vizsgalatok®n A legtobb informaciét az
allatokon végzett in vivo tesztek szolgaltatnakgrdman ezzel a modszerrel csak kevés
szam( mintat lehet megvizsgalni nagy koltséggeledtébb screening program tehat
sejteket vagy szubcellularis preparatumokat alkaéntaszteket tartalmaz (White 1982).
A baktérium ellenes és gomba ellenes tesztek kdémrieitelezhetk, azonban a
kilonb6® farmakoldgiai aktivitassal rendelkez hatdanyagok vizsgélata mar
bonyolultabb. Gomba ellenes tesztek alkalmazasavainban egyéb farmakoldgiai
aktivitdst hatéanyagok is izolalhaték. Tobb mikalbgiai ereddt hatéanyagot é5zor
mint antifungalis hatasd metabolitot fedeztek fal.Penicillium fajok altal termelt
koleszterinszint csokkefit kompaktint ebszor antifungalis hat6anyagként irtdk le
(Brown 1976). Szintén antifungélis tulajdonsagapgla izolaltdk edszor a ciklosporin
A-t, amely kégbb immunszuppresszans aktivitasa alapjan nyerty@srati alkalmazast
(Borel 1976). A keresett hatéanyagra érzékeny gotbbes alkalmazasaval alacsony
koltséggel lehet nagy szamua mikrobiolégiai erédetintat megvizsgalni, majd az
antifungalis aktivitAsi mintak a koltségesebb wdzén vizsgalhatok tovabb. A
megfeleb tesztek bedllitdsa utdn kulonisoelshelyekl szarmazd mintakbdl izolalt
tobb ezer mikroorganizmus megvizsgalasa szikséges édékes hatdanyagot
bioszintetizal6 toérzs megtaldlasahoz.

Az izolalt mikroorganizmus legtdbbsz6r nagyon atams koncentracioban
allitia el a hatdanyagot, ezért a termelésre alkalmas ellddédgozasa soran fontos
Iépés az izolalt térzs genetikai fejlesztése. Egibb, a szekunder metabolitok
bioszintézisében részt we\gént azonositanak és izolalnak, azonban az ifjaréasok

kifejlesztésénél nem nélkiloziiea random mutagenezis. Ennek egyik oka, hogy az
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antibiotikumok bioszintézisében sok gén jatszik repet, amelyek szerkezetkr
szerepéil, szabalyozaséardl a legtdbb esetben keveset tudhghrimer metabolikus
utvonalakban szerepet jatszé enzimek, amelyek prekokkal, kofaktorokkal latjak el a
szekunder metabolikus Utvonalakat, szintén bons&lia helyzetet. Ezen folyamatok
részletes ismeretének hianydban egy eljaras kidago nem nélkildzheti a random
mutagenezissel tortriermeb képesség fejlesztést. A modszer a koveikelyamatok
ismételt alkalmazasan alapul: (i) a mikroorganiznaggt populaciéjaban genetikai
variabilitds indukalasa, (ii) a populaciébdl sokyedi mutans levizsgalasa kis térfogatd
fermentécidkban, (iii) a hatdanyag koncentracidkameeghatarozasa a tenyészetekben a
fejlesztett torzs azonositasahoz. Mindegyik fejieisztérzs a tovabbiakban kiindulasi
torzsként vehet részt egy Gjabb mutacié indukdéasientacio, analizalas ciklusban. Az
eljarast edszér Thom (1939) irta le az irodalomban, amelyetitéaz kilénboé
laboratériumokban fejlesztettek tovabb. Tobbek kbzien mddszer alkalmazasaval
Penicillium chrysogenurenicillin termelését a kiindulasi 0.06 mg/ml gedéh26 mg/ml
szintre névelték. A mikroorganizmus toérzs sejt dépidjanak genetikai variabilitdsa
novelhet random mutagenezis alkalmazasaval, melyhez kukénfidikai és kémiai
mutagének allnak rendelkezésre. Fizikai mutagénidgdibaktiv és ultraibolya sugarzas
alkalmazhat6é. Kémiai mutagénként szamos vegylletdlbea gyakorlatban, de
legelterjedtebb a hidroxilamin, metil-metanszulfpretil-metanszulfonat és az N-metil-
N'-nitro-N-nitrozoguanidin. Az alkalmazott mutagéddzisanak megvalasztasatol
nagymértékben fligg a torzsfejlesztés hatékonysaya.szekunder metabolitok
bioszintézisét befolyasolé mutaciok hatasa altaldkedvestlen, kilondésen a magas
termeb képességgel rendelkeztérzsek esetében. Ezért a mutagén kezelés soran
alkalmazott dézist gy kell megvalasztani, hogygy mutaciot hordozé térzsek aranya
maximalis legyen, mivel egy masodlagos mutécié neglpsziriséggel kedveitlen
hatassal lenne a bioszintézisre. A mutagén kezebésti’en a populaciéban a mutaciok
szamanak eloszlasat a Poisson egyenlet irja le:

m'e™"
- X!

P

aholP azx mutaciét hordozo sejtek aranya sejtenként atlagwsautacio esetén.

20



Gyakorisag

n>1

ns
0E
04

0z

a
107:2) 10°11) 100 107

Mutaciok atlagos szama

8. abra. Mutaciok eloszlasa a populacidban

Az egyenlet grafikus abrazolasabol (8. abrajirkk, hogy akkor optimalis a
mutagenezis, vagyis maximalis az egy mutaciét hmydsejtek aranya (n=1), amikor a
mutaciok atlagos szama 1 és a mutaciot nem horskjek (n=0) aranya 37%. Ekkor az
egy mutaciot hordozo sejtek aranya szintén 37%.utaniok atlagos szamanak mérése
azon a megfigyelésen alapul, hogy az antibiotikuosdintézisre hatassal igvegtébb
mutacioé csokkenti a termelképességet. Ezért a mutaciét nem hordozé torRglka(
kontrollal megegyez mennyiség antibiotikumot termelnek, mig a mutaciét hordozé
torzsek ennél kevesebbet bioszintetizalnak (a kdn&l tobb antibiotikumot termél
torzsek aranya nagyon alacsony). Ezek alapjan aaidlkt szamanak gyakorisaga (m)
akkor egy, ha a mutagén kezelést tillébrzsek kozott a kontrollal megegyez
mennyiség antibiotikumot termelk aranya 37%. A mutaciok atlagos szdma a mutagén
kezelés soran alkalmazott dézissal szabalyozhatdelyaek pontos beallitasatol
nagymértékben fiigg a torzsfejlesztés hatékonysé@a.abran az is lathaté, hogy a tul
magas ddzisban alkalmazott mutagén agens nagyobtékipén csdkkenti az egy
mutaciot hordoz6 sejtek aranyat, mint a tdl alagsddzisban alkalmazott mutagén
(Demain 1986). A mutagén kezelés megfetibzisanak meghatarozasa utan nagyszamau
muténs torzs terméképességét szilkséges megvizsgalni egy jobb bietiz&ld

képességgel rendelkerzs izoldlasahoz.
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A szekunder metabolitok magas koncentracidban riértéléallitasahoz a
fermentécios korilmények és a fermentécios taptgijmalizalasa is sziikséges. Egy
fermentacios folyamat elképzellieegy rendszernek, amely benjeparamétereket,
kimeng valtozdkat és egy transzformacios flggvényt taréal. A bemed paraméterek
(pl. fermentaciés paraméterek, taptalajkomponensetihtosan szabalyozhatdk, a
kimens valtozOk elemzéséb pedig megallapithaté a rendszer #sége. Az
optimalizacié a szabdlyozhaté paraméterek azon kwmibjanak meghatarozasa,
amelyben a kimeh valtozok szintije a legkedvélab (Wehrlé 1997). A fermentacios
korilmények optimalizalaséara tobb moédszer alkalrmazhA hagyomanyos maodszer
alapjan egy paraméter szintjét addig véltoztatjpkaig az dléllitandd hatéanyag
koncentraciojaban egy helyi optimumhoz jutunk. Bkkgy masik paraméter szintjét
valtoztatjuk egy Ujabb helyi optimum eléréséig magt folytatjuk tovabb, igy a
valtozok hatdsa egymastdl fliggetlenil vizsgalhama modszer nagyonddés koltség
igényes a nagyszamu kisérlet miatt, valamint ressdményre vezethet, ha a kilonbdz
valtozék befolydsoljdk egymas hatasatériglisebb megkozelités alapjan a valtozok
szintjét egyszerre véltoztatjdk, ezért egy-egy rldséegyszerre nyujt informéciot az
0sszes vizsgélt valtozd hatasardl, valamint a zékokozotti kdlcsdnhatasokrol. A
véaltozok hatdsdnak egymastol fuggetlen kiértékelésdogonalitds) a kisérleti terv
matematikai tulajdonsagai teszik lebwd (Kemény 1990). Az optimalizalasi
mddszerekben a fiiggetlen valtozokat faktoroknak,bedllitott értékeiket pedig
szinteknek nevezik. A médszerek alkalmazhatésagénsik alapvei feltétele, hogy a
faktorok szintjeit a vizsgalt intervallumhoz képpsintosan lehessen bedllitani. Specialis
kisérleti terveket és a hozzajuk szikséges matkandiatteret Box 1951-ben publikalt.
A leirt teljes kisérleti terv a vizsgalandé tartewéan A+1 mérési pontot tartalmaz,
ahol n a vizsgalando faktorok szama. A teljes késéterv ugynevezett csillagpontos
tervre egészithétki tovabbi mérési pontokkal, amelyek tulnyiinaketies terv altal
lefedett terlileten. A kisérleti tervek egyes b&#hiban kapott mérési eredményekre
nem linearis regresszioval egy fuggvény illesftheés a szamitott regresszios
koefficienseklbl kiszamolhat6 az optimum felé mutat6 irany. A exgzids flggvény

abrazolasabdl az optimum helye pontosan megalktpith
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Regresszioszamitdson alapuldé modszerekkel tobb nidi eljarast
optimalizaltak. Linko (1993) és munkatargdcaligenes autrophupoli-B-hidroxibutirat
termelését vizsgaltdk regressziészamitdson alapuiédszerrel. Rymowicz és
munkatarsai (1993)Yarrowia lipolytica citromsav termelését fejlesztették hasonlé
maédszer alkalmazasavalAgrobacterium rhizogenedelhasznalasaval genetikailag
transzformalt Catharanthus roseusagy mennyiségben allit éelkilénbd®d indol
alkaloidokat. Regresszioszamitassal  optimalizalva  @ptalajkomponensek
koncentraciojat sikerilt az indol termelést 50%-kdvelni (Toivonen 1991). Chen
(1981) alkohol fermentéaciojat optimalizalta Box Alson altal leirt kisérleti terv és
matematikai kiértékelés alkalmazasaval. A mddskeaz alkohol koncentracidjat
novelni a fermentacios & pedig cstkkenteni tudta.

A fermentaciés taptalaj illetve a razatott lombik&érilmények kodzott
vizsgalhatd paraméterek (fermentacios, ithomérséklet, stb.) optimalizalasa utan a
szekunder metabolitok @llitasara alkalmas eljaras kidolgozasa kevertetett

fermentéacios korilmények kdzott folytatodik.
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2.6. Pulzal6 gélelektroforézis médszer

A gombak genomjanak tanulmanyozasahoz egy hatékextynika a pulzalo
gélelektroforézis, amely alkalmazdsaval nagyniérBNS molekulak, pl. gombéak
kromoszomai valaszthatok el agar6z gélbendésEir Saccharomyces cerevisiae
kromoszoméak elvalasztasara alkalmaztak (SchwarZagor 1984, Carle és Olson
1984), majd ké&sbb szamos mas gomba esetében hasznaltak sikeeehm@ikat. Az 1.
tablazatban néhany gomba torzs lathato, amelyekieémoszomait ezzel a technikaval

vizsgaltak.

1. tablazat. Gomba toérzsek vizsgéalata pulzalé gélelektrofositis

Faj Kromoszémak Hivatkozéas
szama | meérete (Mb
Aspergillus nidulans 8 2,9-5,0 Brody 1989.
Sclerotinia sclerotiorum 16 1,5-4,0 Fraissinet-Tachet 1996.
Alternaria alternata 9-11 0,4-5,7 Akamatsu 1999.
Mucor circinelloides 8-10 2,3-8,1 Nagy 1994.
Ustilago hordei 13 0,24-2,2 McCluskey 1990.
Tolypocladium inflatum 8 1,05-6,6 Stimberg 1992.
Beauveria nivea 8-10 0,9-6,6 Stimberg 1992.
Cephalosporium acremoniuni 8 2,9-5,0 Skatrud 1989.
Neurospora crassa 7 4,0-12,0 Orbach 1988.
Fusarium solani 12 2,08-6,08 Nazareth 1994.
Aspergillus oryzae 8 2,8-7,0 Kitamoto 1994.
Cercospora kikuchii 8 2,0-5,5 Hightower 1995.
Schizophyllum commune 6 1,2-5,1 Horton 1991.
Acremonium chrysogenum 8 2,88-6,01 Walz 1991.

Pulzalé gélelektroforézis technikaval tébbPanicillium genusba tartozo faj

kromoszomait is tanulmanyoztak. A vizsgalt fajoletében kapott eredmények a 2.

24



tablazatban lathatok. Lathatod, hogyPenicilium genuszba tartozo fajok valtozatos
kromoszémaszammal rendelkeznek, a vizsgélt toresetiében a kromoszémaszam 4 és
10 kozott valtozott. Az elvalasztott kromoszoméakretédl szamitott genom mérete
szintén varidbilis. A kilénbdz irodalmi hivatkozdsokban &Penicillium fajok

genomjanak mérete 23 és 39 Mb kdzott valtozott.

2. tablazat. Penicilliumgenuszba tartozé fajok vizsgéalata pulzalé géleddaézissel

Faj Kromoszémak Genom mérete (Mb) Hivatkoz3s
szama| mérete (Mb
P. paxilli 6 2,5-6,0 23,4 Itoh 1994.
P. janthinellum | 8-10 2,0-8,0 39-46 Kayser 1991.
P. notatum 4 5,4-10,8 32,1 Fierro 1993
P. chrysogenum| 4 6,8-10,4 34,1 Fierro 1993
P. nalgiovense 4 4,1-9,1 26,5 Farber 200Q.

A pulzalé gélelektroforézis alkalmas a kromoszorabnporfizmus vizsgéalatara
is. Azonos fajba tartozé kilonb®foldrajzi helyekél szarmazo torzs izolatumok kozoétt
gyakran mutatnak ki kromoszéma polimorfizmust. Boktés munkatarsai (1993) 15
kilbnb6® Candida albicanszolatumot vizsgaltak meg és 14 kilénbdzariotipusba
soroltak az izolatumokat.

Plummer és munkatéarsai (1993) ausztrdleggtosphaeria macularigolatumok
kariotipusa k6zo6tt mutattak ki kiilonbséget.

Fierro (1993) Penicillium chrysogenumtdrzsek Kkariotipusat vizsgélta a
penicillin termelésik fuiggvényében. Megvizsgalteeazdetileg izolalt NRRL 1951 jil
torzset, az AS-P-78 jiel penicillint magasabb koncentraciéban teiélzset, illetve az
npelO jel penicillint nem termél térzset. Megdéllapitotta, hogy a penicillin
bioszintézisért felés gének az I. kromoszéman helyezkednek el, amelymiziete az
NRRL 1951 jeh torzs esetén 10.4 Mb. A deléciés mutans npelD tfazsben az |.
kromoszéma mérete 10.2 Mb-nak adddott. A penicglimtézisért feléls géneket tobb

példanyban tartalmazd, penicillint magas koncerdtfn eballitdé AS-P-78 jel torzs 1.
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kromoszomajanak mérete 11.0 Mb. A s#&ra penicillin bioszintézisért feléd DNS

szakaszokban tortént valtozasokat a kromoszémagtéidan is ki tudtak mutatni.

A pulzalé gélelektroforézissel tori@rvizsgalatok els és egyik legfontosabb

Iépése a megfel@imintaebkészités. A DNS felszabaditasa a sejiékbinden esetben

alacsony dermedésponti agarkockakban torténik, yekisén elkerilhét a

kromoszoméak széttéredigese. A legtobb esetben protoplasztokat képeznek

vizsgélandd faj tenyészet@b amelyeket belekevernek a lagy agarba, majd l&gyj
megdermedni. McCluskey és munkatarsai a kromoszamakm protoplasztokbal,
hanem az agarba dermesztett spérékbdl illetve mmbbl szabaditottdk fel

(McCluskey és mtsai. 1990).

Az elektroforézis soran a kromoszémak elvalasztag#ib paraméter
befolyasolja.

1. Agar6z koncentracié. Az agar6z koncentracié lyégmlja az elvalaszthatd6 DNS
molekuldk méretét valamint a kapott foltok élessége€ 3 Mb-nal kisebb DNS
molekuldk elvalasztdsara 1% agar6z koncentraciélralis. A 3 Mb-nal nagyobb
kromoszomék elvalasztasara 0,5-0,9% agar6z kordgedthasznalhaté. Az agaréz

2. Hémérséklet. A DNS molekuldk mozgasarasamirséklet is hatassal van. Magasabb
hémérsékleten gyorsabb a kromoszémak mozgéasa a gélbemban a foltok élessége
csokken a nagyobb diffazié miatt.

3. Kapcsolasi id. A pulzalé gélelektroforézis soran a molekulakatzgat6 fesziltség
irAnya valtakozik, mikdzben a DNS molekuldak atrezidmek a gélben. Az
irAnyvaltdsok kozotti kapcsolasi ddnagysaga befolydsolla a DNS molekulak
mozgéséat. A nagyobb molekuldknak toblbred van szikségik az atrenddesre,
ezért kevesebb idejik marad az egyes ciklusokbamaladasra, mint a kisebb
molekuldknak. Ezért nagyobb kromoszéméak elvaladht@s hosszabb kapcsolass id
szilkséges.

4. Feszlltség. A kisebb DNS molekulak mozgasa gydrsnagyobb fesziiltség alatt,

azonban ezzel a foltok élessége is cstkken. Nagdth molekuldk elvalasztasahoz
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azonban a fesziiltség cstkkentése szilkséges. Tsdsagaagas fesziltség esetén a
nagyobb DNS molekuldk be sem lépnek az agaréz gélbe

5. Futtatasi id. Az elvélasztast legegyértelivben a futtatasi il befolyasolja. Az
elvalasztashoz sziikséges futtatast ml DNS molekuldk mozgési sebessége hatarozza
meg.

6. Feszlltség iranyok altal bezart szdg. Két indeltor esetén az 1 Mb-nal kisebb DNS
molekuldk elvalasztasa fiiggetlen a vektorok alwkdnt szogll (Clark 1988). A
bezart sz6g csokkentése azonban az 1 Mb-nal naggalthoszomak elvalasztasat

kedveden befolyasolja.
Egy adott gomba térzs kromoszémainak sikeres elztdadhoz a paramétereknek a

fenti A&ltalanos szabdalyok figyelembe vételével &t kisérletes optimalizalasa

szlkséges.
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3. ANYAG ES MODSZER

3.1. A gombat6rzsek szarmazasa és leirasa
A Penicillium waksmani 48%li torzset egy Indidbdl szarmazé talajmintabdl

izolaltuk. A Penicillium waksmani 2196s3131jelii térzsek a 482 jéltdrzs muténsai,

melyek a mikofenolsavat magas koncentracioban itetizaljak. A 9/14 jdl torzset

szintén a 482 jél torzskl allitottuk eb mutagén kezeléssel. A 9/14 {jeldrzs egy

piridoxin igényes, mikofenolsavat nem bioszintdtizé@utans torzs.
A Penicillium brevicompactum ATCC 905 torzs a szakirodalomban leirt

mikofenolsavat bioszintetizal6 torzs.

3.2. Taptalajok és oldatok

MS jeli agar taptalaj
malatakivonat
éleszbkivonat
gliikoz
agar
csapviz
pH 6,5

MY jeli agar taptalaj
glukoz
éleszbkivonat
MgSQ, x 7TH,O
KH,PO,
KoHPO,
(NH,)2SO,
agar
csapviz
pH 6,0

10 g
g
20 g
1000 ml
10 g
4 9
05 g
0,46 ¢
1 g
15 g
20 g
1000 ml
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SA jeli taptalaj
glikoz
pepton
csapviz

pH 6,0-ra allitva

SB jeli taptalaj
glikoz
(NH,)2SO,
karbamid
KH,PO,
CaC} x 7TH,0O
MgSQ, x 7TH,O
FesSQx 7H,O
ZnSQ x 7TH,0
MnSQ, x H,O
CoCh x 6H,O
csapviz

pH 6,0-ra allitva

SC jeli taptalaj
maléatakivonat
csapviz
pH 6,0

40 g
10 g
1000 mi

40 g
28 ¢
0,6 ¢
4 9
0,6 g
0,2 ¢
0,01 g
2,8 mg
3,2 mg

1000 ml

30 g
1000 ml
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SD jeli taptalaj
huskivonat
glikoz
éleszékivonat
TWEEN 80
csapviz

pH 6,0-ra allitva

MI jeld inokulum taptalaj
glikoz
kazein hidrolizatum
NaNG;
KH,PO,
KCI
MgSQ, x 7H,0
FeSQx 7H,0O
csapviz
pH 6,0

MT4 jeli fermentéacios taptalaj

glukoz
tripkazin
csapviz
pH 7,0

8 ¢
10 g
1 g
1 mi
1000 ml
40 g
5 9
3 9
2 9
05 ¢
05 g
0,01 g
1000 ml
80
10
1000 ml

MTM jeli fermentacios taptalaj

glikoz
tripkazin
csapviz
pH 7,0

1000

20
10

ml
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MBG jeli taptalaj

glicerin 30 g
glikoz 10 g
éleszékivonat 6 g
NaNG, 2 9
MgSQ, x 7H,O 1 g
csapviz 1000 mi
pH 6,5
NKM puffer
NaCl 0,35 M
KCI 0,35 M
MES 20 mM
desztillalt vizzel, pH 6,0
ONKM puffer
NaCl 0,35 M
KCI 0,35 M
MES 20 mM
ditiotreitol 10 mM
desztillalt vizzel, pH 6,0
MNKM puffer
NaCl 0,35 M
KCI 0,35 M
MgSQ, x 7H,O 01 M
MES 20 mM

desztillalt vizzel, pH 6,0
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TE puffer
EDTA 50 mMm
TRIS-HCI 10 mM
desztillalt vizzel, pH 7.5

TBE puffer
TRIS-HCI 90 mMm
bérsav 90 mM
EDTA 2 mMm

desztillalt vizzel, pH 8,3

NKET puffer
NaCl 0,35 M
KCL 0,35 M
EDTA 50 mM
TRIS-HCI 10 mM

desztillalt vizzel, pH 7,0

PF puffer
EDTA 05 M
TRIS-HCI 10 mM
SDS 1 %
proteinaz-K 1 mg/ml

desztillalt vizzel, pH 8,5

TEP puffer
EDTA 100 mM
TRIS-HCI 50 mM
PMSF 0,1 mM

desztillalt vizzel, pH 7,0
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TMN puffer

TRIS-HCI 10 mM
MgCl, x 6H,0 10 mM
NaCl 50 mM

desztillalt vizzel, pH 7,0

REM puffer
TRIS-HCI 10 mM
MgCl, x 6H,0 10 mM
ditiotreitol 1 mM
NaCl 50 mM
BSA 100 pg/ml

desztillalt vizzel, pH 7,5

REH puffer
TRIS-HCI 50 mM
MgCl, x 6H,0 10 mM
ditiotreitol 1 mM
NacCl 100 mM
BSA 100  pg/ml

desztillalt vizzel, pH 7,5
A taptalajokat és az oldatokat PZLon 25 percig sterilizaltuk.
3.3. Modszerek
A torzsek fenntartasa
A torzs MS jeli ferdeagar tenyészetér5 ml steril desztillalt vizzel mostuk le a
spérakat. Ezen spéraszuszpenzié 0,1 mil-ével ofibthe MS jel ferdeagar taptalajt. A

tenyészeteket 7 napig névesztettiR@on, majd a kifitt tenyészeteket’€-on taroltuk

legfeljebb 3 honapig.
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Mutagén kezelés N-metil-N'-nitro-N-nitrozoguanidihn

A gombatdrzs ferdeagar tenyészétérlemosott sporakat N-metil-N'-nitro-N-
nitrozoguanidint 0,75-1 mg/ml-es desztillalt viaemgy 0,1 M foszfat pufferes (pH 8,0)
oldataban szuszpendaltuk fel. A mutagén kezelé¥E-2® végeztik 10-50 percig. A
sporakat lecentrifugaltuk, mostuk pufferrel, maglstuszpendaltuk steril fiziologias

sOoldatban és MS jielagar taptalajt tartalmazo Petri csészékre széliigit

Mutagén kezelés etil-metan-szulfonattal és metibmezulfonattal

A gombatorzs ferdeagar tenyészétdemosott spdrakat etil-metan-szulfonat vagy metil
metan-szulfonat 0,3%-0s desztillalt vizes oldatalsanszpendaltuk fel. A mutagén
kezelést 28C-on végeztilk 60-180 percig. A sporakat lecentaftuk, mostuk, majd
felszuszpendaltuk steril fizioldgias s6oldatbarVEs jelii agar taptalajt tartalmazoé Petri

csészékre szélesztettiik.

Mutagén kezelés hidroxilaminnal

A gombatorzs ferdeagar tenyészétdlemosott spérakat hidroxilamin 300-400 mM
desztillalt vizes oldataban szuszpendaltuk fel. #tagén kezelést 28-on végeztik 60-

120 percig. A sporédkat lecentrifugaltuk, mostuk, jdndelszuszpendaltuk steril

fiziolbgias sooldatban és MS jehgar taptalajt tartalmazd Petri csészékre szélpigkt

Mutagén kezelés ultraibolya besugéarzassal
A gombatorzs ferdeagar tenyészékés ml steril fiziolégids soéoldattal lemostuk a
sporakat. A spéraszuszpenzidt 10-150 masodperggrsntuk be ultraibolya fénnyel,

majd MS jeli agar taptalajt tartalmazé Petri csészékre széligikt

Muténs torzsek vizsgalata mikrotiter lemezeken

Mikrotiter lemezek lyukait megtoltéttik 280-28@ MTM jelii folyékony taptalajjal.
Ujabb mikrotiter lemezek lyukait megtoltéttilk 258@ul MY jeli agar taptalajjal. A
mutagén kezelést koviEn kirdtt telepekél beoltottunk MTM jeli taptalajjal készilt
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mikrotiter lemezeket a vizsgélathoz és ezzel pamasan MY jdl agar taptalajjal
készilt mikrotiter lemezeket is a torzsek fennwft®dz. A lemezeket 26-on
inkubaltuk 14 napig. A ndvesztést koden Ujabb mikrotiter lemezekre szétmértiink 50-
50 pl 2%-o0s Fe( oldatot, majd hozzaadtunk 150-1H0 fermentlevet az MTM jei
taptalaj felszinén kiftt telepek aldl. A FeGla mikofenolsavval sététbarna szinreakciot
adott, amelynek intenzitasat 600 nm-en olvastuldlgizsgalt torzsek 30%-at, amelyek
a legintenzivebb szinreakciot adtédk, az MYiijelgar taptalajjal készitett mikrotiter
lemezekél atoltottuk MS jeli ferdeagar taptalajra, majd a mikofenolsav biostirdl6o

képességiket megvizsgaltuk razatott lombikos kogtilyek kozott is.

A torzsek tenyésztése razatott lombikos korilmékiyaitt

A torzsek ferdeagar tenyészétés ml steril desztillalt vizzel mostuk le a spéafikAz
igy kapott spéraszuszpenzioval oltottunk be 50@sErlenmeyer lombikban sterilezett
100 ml MI jeki inokulum taptalajt. A tenyészetet 3 napig novesike 25°C-on
sikrazégépen razatva (250 rpm, 2,5 cm kitérés)igikapott inokulum tenyészet 5 ml-
ével oltottunk be 500 ml-es Erlenmeyer lombikbaerikzett 100 ml MT4 jdi
fermentacios taptalajt. A tenyésztést sikraz6géReén rpm, 2,5 cm kitérés), 26-on

végeztik 7 napig, majd meghataroztuk a tenyészetiedfenolsav tartalmat.

Taptalajoptimalizalas
A fermentaciés taptalaj komponenseit a Box és Wilgdtal leirt kisérleti terv és
regresszioszamitas felhasznalasaval optimalizakuknérési eredményekre az alabbi
regresszios egyenletet illesztettik:
—_ 2
Y—bO+Zbe].i +Zk:bjkxiixki +ijj X;
i j< i

A regressziés koefficienseket a kovetkemgyenletek alapjan szamitottuk ki:

| - 1 N J—
by =b\—) b X =ﬁ;yi -2 by X
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ahol i a kisérleti beallitasok szampa vizsgalt faktorok szama, a faktorok koédolt

szintje,y az adott kisérleti beallitasnal mért mikofenolkamcentracio

A torzsek tenyésztése laboratoriumi fermentorban

A torzsek ferdeagar tenyészétés ml steril desztillalt vizzel mostuk le a spéafikAz
igy kapott spoéraszuszpenziéval oltottunk be 300CemlErlenmeyer lombikban
sterilezett 500 ml MI jéi inokulum téptalajt. A tenyészetet 3 napig ndvestizke25 C-
on sikrdzdgépen razatva (250 rpm, 2,5 cm kitéAss)gy kinétt inokulum tenyészet 250
ml-ével oltottunk be laboratériumi fermentorban rigzett 5000 ml MT4 jdi
fermentécids taptalajt. A fermentort 400 fordulatfp keveréssel, 100 liter/6ra also

levedgh-bevezetéssel tkodtettik 27C-on 10 napig.

Mikofenolsav koncentracio meghatarozasa fermedtiédkonyréteg kromatografiaval

A fermentlé mintakat négyszeresére higitottuk nalah alaposan 6sszekevertik, majd
hagytuk lellepedni. A fellliszébdl Hamiltofivel 5 pl-t cseppentettiink fel Alugram
SIL G/UV,s, vékonyréteg lemezre. Futtatéelegyként benzolastht:ecetsav=25:25:0,5
aranya keverékét hasznaltuk. Futtatas utan a ldmez854 nm hullamhosszon
értékeltik ki BIO-RAD Fluor-S Multilmager denzitone¢ felhasznalasaval.
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Mikofenolsav koncentracio meghatarozasa fermeditlélPLC modszerrel
A fermentleveket négyszeresére higitottuk metahatiajd a mintakat lecentrifugaltuk.
Az analizishez a centrifugalt higitott mintdk félé#ojat hasznaltuk. A vizsgéalatokat

LKB izokratikus rendszerrel, Nucleosil1g§ 5 um (BST) tolteti oszlopokon (eitét
oszlop: 40x4 mm, analitikai oszlop: 250x4,6 mm) e#dgk. Az oszlopra 1@l mintat

injektaltunk, eluensként acetonitril-foszforsavyatl = 2-es értékre allitott viz 60:40

aranyl keverékét hasznaltuk. Az aramlasi sebessdi{pérc volt, a detektalast 238 nm-

en végeztik. A mikofenolsav retencids ideje 15,8 pelt.

Kromoszémapreparatum készitése

A gombatodrzs ferdeagar tenyészékés ml steril desztillalt vizzel lemosott spérakkal
oltottunk be 100 ml MBG jdl taptalajt. A tenyészetet 24 Oradig noévesztettiik
sikrazégépen (250 rpm, 2,5 cm kitérésf@®mn. Ezt kdveten a tenyészetet G3-as
livegsaron lesirtik. A micéliumokat kétszer mostuk desztillalt zé és kétszer NKM
jelt pufferrel. A micéliumokat ONKM jéi pufferben felszuszpendaltuk és°@6on 1
oran keresztil razatva inkubaltuk. Az inkubdlastvéien a micéliumokat ismét
lesZirtik és haromszor mostuk MNKM jel pufferrel. A micéliumokat 0,25%
Novozym234 enzimet tartalmaz6 MNKM f{elpufferben szuszpendaltuk fel és az
emésztést 2-2,5 6ran keresztil végeztik°C30n. A protoplasztkégaést
mikroszképpal elledriztik. Az emésztést kouetn a protoplasztokat lecentrifugaltuk
(1000 ford/perc, 15 perc), majd kétszer mostuk Ni&M pufferrel. A protoplasztokat
45°C-on felszuszpendaltuk 0,8% agar6zzal kiegész#ésttfelolvasztott NKET jéil
pufferben és a szuszpenzidét a plugokat kialakitdn&édkba mértik szét. Dermedést
kdveten a plugokat PF jélpufferbe helyeztiik és 48 6ran keresztiiGon inkubaltuk

a sejtek feltdrdsahoz. Miutan a kromoszomakatrfakaa plugokat TE pufferrel mostuk

és TE pufferben taroltuk’€-on.
Kromoszémak elvalasztasa pulzal6 gélelektroforékiss

A futtatdsokat 0,5 x TBE pufferben végeztuKQ@eon, az Eredmények cinfejezetben
leirt paraméterekkel BIO-RAD CHEF-DR IlI késziilékka futtatas utan a géleket 0,5
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pug/ml etidium-bromid oldatban festettiik 30 percigfestést kovéten desztillalt vizben
mostuk a géleket 60 percig, majd a kiértékelést -BED Fluor-S Multilmager

készilékkel végeztik.

Plugok emésztése restrikcids endonukledzokkal

A plugokat TEP pufferben szob&hérsékleten 24 6raig, majd TE pufferben 48 6raig
inkubaltuk. Az inkubdlast TMN pufferben folytattuR4 6raig 4C-on, mikdzben
négyszer cseréltilk a puffert. Az emésztést 0,5énibgatban végeztiik Hindlll, Spel,
Nhel és Xbal enzimek esetében REM pufferben, PstNétl enzimek esetében REH

pufferben. Az emésztést 70 U enzimmel végeztfiC3an 18 oraig.
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4. EREDMENYEK

4.1. Mikofenolsav bioszintetizalé képességgel ré® mikroorganizmus torzs

izolalasa

Intézetlinkben screening programot folytattunk mnifotdgiai ereddt,
biolégiailag aktiv hatéanyagokat terrdelmikroorganizmusok izolalasa céljabdl.
Kilénbdz foldrajzi helyekél gyiijtott talajmintakbol izolaltunk mikroorganizmusokat
A mikroorganizmusokat razatott lombikos kortlményakzott tenyésztettik négyféle
(SA, SB, SC és SD) taptalajon, majd megvizsgaltuk mekroorganizmusok
tenyésztésével &llitott fermentlevek antibakteridlis, antifungadis xantin-oxidaz géatlé
hatasat. Az antifungalis aktivitAs meghatarozasairs@ fermentleveknelCandida
albicans Aspergillus niger és Torulopsis utilis teszt organizmusok ndvekedésére
kifejtett gatlé hatasat vizsgaltuk agardiffziés deder alkalmazasaval. A screening
programban mintegy 9000 kilonkbmrzs izolatum fermentlevét vizsgaltuk meg. Egy
indiai talajmintabd6l szarmaz6 fonalas gomba torzsmentlevébl, amely eés
antifungalis aktivitdst mutatott mindharom teszeorigmussal szemben, mikofenolsavat
izolaltunk. A fonalas gomba térzsePanicilliumgenuszba soroltuk be. A tbrzs részletes
taxonémiai vizsgalatat Szabo6 Istvan Mihaly akadémikir végezte, és a torzset a
Monoverticillata szekciéba tartozoPenicilium waksmanifajjal azonositotta. A
szakirodalomban talalhaté mikofenolsav bioszing€izképességgel rendelkebsszes
torzs aPenicillium genuszAsymmetricaszekciojaba tartozik, tehat az altalunk izolalt
torzs az elé Monoverticillataszekcioba tartoz6 faj, amely mikofenolsav biostiatilé

képességgel rendelkezik.

4.2. A torzs mikofenolsav bioszintetizalo képessegéejlesztése

A talajmintabdl izolalt térzs mintegy 100 mg/l mikkmolsavat termelt, ezért az

ipari megvalésitasra alkalmas eljaras kidolgozés&lzdikséges volt a ternieképesség
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fokozasa. A bioszintetizal6 képességet a torzs tiemefejlesztésével illetve a

fermentéacios kortilmények optimalizalasaval néveltik

4.2.1. A torzs genetikai fejlesztése

A bioszintetizal6 képességet mutacids-szelekcidéridtekben fokoztuk fizikai
és kémiai mutagének alkalmazasaval. Fizikai mutagigensként ultraibolya
besugarzéast, kémiai mutagénként N-metil-N’-nitrasitozoguanidint, hidroxilamint,
metil-metan-szulfonatot és etil-metan-szulfonatdkalnaztunk. A mutagénekkel
killbnbdd doézisokban, kildnbdz iddtartamig végeztink kezeléseket az optimalis
mutaciés rata megallapitdsara. Az ultraibolya bésagsal és a N-metil-N’-nitro-N-

nitrozoguanidinnel végzett kezelésekben mért plézitgorbék a 9. dbran lathatdk.

MNNG kezelés idtartama (perc)

0 10 20 30 40

Tuléls telepek aranyanak logaritmusa

v 1 mg/ml MNNG desztillalt vizben
34 ®m 1 mg/ml MNNG foszfat pufferben (pH 8,0)
A 0,75 mg/ml MNNG foszfat pufferben (pH 8,0)
® UV besugarzéas
4 \ \ \ \
0 20 40 60 80

UV kezelés idtartama (masodperc)

9. abra. Pusztulasi gorbék.
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A mutagén kezelést koviEn a tuléd telepeket véletlenszggn izolaltuk és
mikofenolsav bioszintetizal6 képességiket razatotnbikos koriilmények kozott
vizsgaltuk meg. A tdrzsfejlesztés hatékonysaganakelése érdekében egy gyors és
alacsony koltséggel jar6 médszert dolgoztunk kidnattérzseknek a razatott lombikos
vizsgalatok eitti szirésére. A moédszer alapja a mikofenolsav szinrefkciee”
ionokkal. A mutagén kezelést kogenh a kidtt térzsek mikofenolsav bioszintetizald
képességét mikrotiter lemezeken vizsgaltuk meg. &latérzset nem megfetel
kortilmények kozott tenyésztettiik, akkor mikofenelsaellett magas koncentraciéban
bioszintetizalt trihidroxi-melleint is (11. abraA FeCk-al lejatsz6dd reakcidért a
mikofenolsavban talalhaté aromasigy felelss, amely a trihidroxi-melleinben is jelen
van ezért a mikofenolsav kimutatasat zavarna. Emiatédszer kidolgozasa soran olyan
tenyésztési kortlményeket kellett keresni, ahol rinidroxi-mellein bioszintézise
lecsokken. A razatott lombikos kdrilmények koézaasimalt MT4 jdl taptalajban 8%
glikozt hasznaltunk. Ezen a taptalajon azonban Ekrofiter lemezeken végzett
tenyésztések soran Géeljes trihidroxi-mellein termelést tapasztaltunk glikoz
koncentracidjanak 2%-ra tori@mecsokkentésével azonban sikerilt a trihidroxiteiel
bioszintézisét visszaszoritani. A mikofenolsav biof®zise lassabb a mikrotiter
lemezeken, ezért a fermentaciétidnegndveltik 7 naprél 14 napra. A mddszer
kidolgozasa soran a tenyészetek mikofenolsav tafétalvékonyréteg kromatografiaval
kapcsolt denzitometridval meghataroztuk és ezt fiastiuk 6ssze a Feghl kapott
szinreakcidé intenzitdsaval. A fermentaciés korulpeddoen tortént fentebb leirt
véltoztatasokat kbvéen efis korrelaciot kaptunk a vékonyréteg kromatografi&epott
mikofenolsav koncentracio és a szinreakcid intésaitkdzott. A mikrotiter lemezeken
levizsgalt torzsek 30%-at, amelyek a legnagyoblenzitasi szinreakciét adtak,
tovabboltottuk és a mikofenolsav bioszintetizalopdsEségiket razatott lombikos
korilmények kozott is megvizsgaltuk. A mikrotiteantezeken végzett éaziréssel a
levizsgalt torzsek szama megsokszorozhaté és azaag mikofenolsav bioszintetizalé
képességgel rendelkieznutans térzsek még a razatott lombikos korilmérk@totti

vizsgélatok eitt kisziirhe®k.
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A razatott lombikos fermentaciot kévein a fermentlevek mikofenolsav
tartalmat vékonyréteg kromatografiaval vizsgaltukegm (Szabé 1998), majd a
fermentlevek 20%-4t, amelyek a legmagasabb kor@aban tartalmaztak
mikofenolsavat, HPLC modszerrel is analizaltuk. Azomutans torzsek
termebképességét, amelyek a kontroll térzsnél magasalmeekaracioban termeltek
mikofenolsavat, ismételten megvizsgaltuk. Ha a meabh bioszintetizal6 képesség
reprodukalhatd volt, akkor a szelekci6 eredményekiéinalasztott mutans térzs
termebképességét fejlesztettiik tovabb.

A torzsfejlesztés folyaman mintegy 7000 torzs rédtdbmbikos korilmények
kdzotti megvizsgéalasaval sikerilt az eredetiledattp100 mg/l mikofenolsavat terngel
torzs termeiképességét 2000-2500 mg/l szintre ndvelni. A téjledztés folyamata a
10. abrén lathato.

3000~
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X
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O 1 1 1 1 1 1
0 11 464 1040 2196 3131

Megvizsgalt mutans térzsek szama

10. &bra. A torzsfejlesztés folyamata

A mutacids-szelekcios kisérletekben a magasabbfemnkisav bioszintetizald
képességgel rendelke1drzseken kivil a mikofenolsav bioszintézisébentilsénutans
torzseket is siker(lt izolalnunk.

A. A 9/14 jeli mutans torzset a 482 f{eltorzskdl allitottuk eb ultraibolya

besugarzassal végzett mutagén kezeléssel. A tdidsloqint igényel a
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névekedéséhez, valamint nem termel mikofenolsawéofenolsavat nem tudtunk
kimutatni a tenyészetben piridoxin adagolas hathsam, ezért a ternieképesség
elvesztése nem a mikofenolsav bioszintézis esetlggedoxin igényének a
kovetkezménye. A mutans torzs tenyészete trihidnwedleint tartalmaz, mig a
mikofenolsav bioszintézisének az aromas mag kisdatan kdved kodztitermékei
nem mutathatok ki. Ezek alapjan a trihidroxi-melleés a mikofenolsav
bioszintézise mar az aromasugy kialakulasa €itt szétvalik. A trihidroxi-mellein

feltételezett bioszintézis Gtja a 11. abran lathato

|
cHa-8_sCoA + HOOC-CH,—t—sCoA

1\4 CO, + HSCoA

0 o
cHa-8cHt—scoa

O
2 HOOC—CHZ—E— SCoA
2CO, + 2HSCoA

HOOC-CH z—d—SCOA o)

CH3 SAHC sAm O
HO CHj
SCoA SCoA
COOH

OH HSCOA co2 + HSCoA

l HSCoA

CHj3 o
HO
HO
° OH

OH COOH

l H

Mikofenolsav Trihidroxi mellein

11. 4bra.A trihidroxi-mellein feltételezett bioszintézisatj
Japan kutaték izolaltak mikofenolsavat nem, dedrdxi-melleint bioszintetizalg,

szintén aPenicillium genuszba tartozé gomba torzset tengeri Uledékabmbht A

trihidroxi-melleint vizes oldatban toért8nforralassal atalakitottak acetoftalidinna,
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amely gétolta a sejtciklust eédl sejt tenyészetekben. Ezért a trihidroxi-mellegw

valamely szdrmazéka szdba johet esetleges tumortgtbanyagként (Cui 1996).

B. Az SP1 jel mutans torzset a 3131 {eltorzskdl allitottuk eb. A tbrzs a
mikofenolsav bioszintézisének egy &ésszakaszaban, a hét tagu oldallanc
kialakulasaért felés enzimekben sériilt. A tenyészidtimikofenolsav mellett a 12.
abran lathaté bioszintézis intermedierek izolalkabdgy mennyiségben. Az "A"
jelt termék a mikofenolsav bioszintézisében leirt (Braj farnezil-oldallanccal
rendelked intermedier. Az "A" jeli termék oldallancénak roévidulésével alakul ki a
mikofenolsav 7 tagu oldallanca. A "B" jelzolalt molekula feltételezhé&tn ezen
folyamat egyik koztiterméke. A szakirodalomban redgjt kbzlemények szerint a
mikofenolsav aromas magjan tewidroximetil-csoport kialakulasa a bioszintézis
utols6 Iépése, amelyet egy metilaz enzim kataliZz&ladenozil-metionin
felnasznalasaval. A mutans torzs alta@lddiitott mikofenolsav szarmazékok kozil a
farnezil-oldallanccal rendelkém valéban nincs jelen a hidroximetil-csoport. A "B"
jelt termék aromas magjan talalhaté hidroxil-csoporamonban végbement a
metilezés. Ezek szerint a metilezést katalizaldirenek a farnezil-oldallanccal
rendelked intermedier valéban nem szubsztratja, azonbanldallénc rovidilése

soran kialakul6 intermedierek mar metildhetnek.

CHy CHy CHs OH o
HsC o
HO
CHs
A
CHs CHs OH o
HO
o]
HaCO
CHs

B

12. 4bra.Az SP1 jel mutans torzsHl izolalt bioszintézis intermedierek
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A torzsfejlesztés soran izolalt, a mikofenolsav skintézisében sérilt tdrzsek a
mikofenolsav bioszintézisének egy &bBbi biokémiai, genetikai vizsgalatdban
hasznosithatok.

4.2.2. A fermentaciés kortilmények optimalizalasa

A fermentacidés korilmények optimalizalasat a taptabsszetételének
vizsgélataval kezdtiik. A screening programban ast®A jeli taptalajon (4% glikoz,
1% pepton) éallitott tenyészetéh izolaltuk a mikofenolsavat. Az optimalizalast aze
Osszetétd taptalajbdl kiindulva kezdtik. Megvizsgéltuk a &iboz szénforrasoknak a
mikofenolsav termelésére kifejtett hatasat. 1% q@etptartalmazo taptalajt egészitettiink

ki kulénb6® szénforrdsokkal 4, 6 és 8% koncentraciéban. Hpigna5C-on végzett

hataroztuk meg. Az egyes szénforrasok jelenlétébgnett tenyésztések eredményeként

mért mikofenolsav koncentraciok lathaték a 13. abra
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13. &bra.Kulénbo® szénforrdsoknak a mikofenolsav termelésre kifefiatasa.
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Az abran lathato, hogy a szénforrasok éséggének nem volt hatasa a mikofenolsav
bioszintézis mértékére, csak a szénforrasok korfenja befolyasolta a termelést. A
tovabbi kisérletekhez a gliikézt, mint olcs6 szé&wdfstrvalasztottuk.

Megvizsgaltuk a mikofenolsav bioszintézisét kulézmbdnitrogén forrasokat
tartalmazo taptalajokon. 6% glikozt tartalmazoé @ptalajt egészitettlink ki kilonh®z
szerves é€s szervetlen nitrogén forrasokkal 0,&vdldé% végkoncentraciéban. Z5on 7
napig végzett fermentéciokat kdeh meghataroztuk a tenyészetek mikofenolsav

tartalmat, amelyek a 14. abran lathatok.

o
m1,0%
_ 900+ -
2 800+
< 700-
>
83 600 -
% 500 -
5 400+
S 300
200 -
100 r'
° = § &5 5§ € ¢ ¥
£ 2 3 8§ 2 5 B
2 o T =z Q
s N .: U')
2 S
N _\:2

14. abra. Mikofenolsav termelés kildnbéaitrogén forrasokat tartalmazoé taptalajokon.

A fonalas gomba toérzs a mikofenolsavat legnagyaodmickntracioban a tripkazint, mint

nitrogén forrast tartalmazé taptalajon termelteérea tovabbi kisérletekhez tripkazint
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vélasztottuk nitrogén forrasnak. Végeztink fermediéat olyan téptalajokon is,
amelyek tobb szén illetve nitrogén forrast tartatak egyidejleg, azonban nem
kaptunk magasabb mikofenolsav termelést.

A tovabbiakban a glikéz és a tripkazin koncentijaciak a mikofenolsav
bioszintézisére kifejtett hatasat vizsgaltuk megiiZzsgalatokhoz regressziészamitast és
a Box és Wilson altal leirt statisztikai moédszemsinaltuk az altalunk irt szamitdgépes

program felhasznalasaval.

4.2.3. A szamitdégépes program leirasa

Az optimalizalashoz sziikséges szamitasok elvégegséiz Optimum
programot Borland Pascal és Delphi nyelven irtukdgiwvs 9x operaciés rendszerekhez.
A program felhasznalhatd kilonkbzfolyamatokban szerepet jatszd paraméterek

optimalizalasara és a kisérletek tervezésére (ia).a

Doptinum I

File Experiment

‘D@Hé |

Level of the factors [Mycophenalic acid | Average  Calculated value
Glucose [Tripcasi 7 =

1 i 1 1152 1112 1132 1147.25
2 [ i 553 637 595 610.416667
3 i = 967 960 9635 976.916667
4 [ 1 723 716 7195 733.083333
5 [ o 824 818 821 792
6 i o 1148 1274 1211 1182.33333
7 o - 791 774 7825 7555
8 o i 784 836 810 779.333333
9 o o 766 674 830 887.666667

Piegression koeficients:

(i 1 2

0 867.667 195167  11.9167

1 935001  73.25

2 -120.25
B @D AY > ||[Wopime | BEN W E PG s

15. 4bra.Az Optimum program

A program a Kkisérlettervezéshez teljes és csillag® kisérleti terveket

tartalmaz 2, 3 és 4 faktor vizsgalatahoz. A kiséttavek alapértelmezésben a faktorok
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kodolt szintjeit tartalmazzék de a megféleldatok megadaséaval a program atszamolja
azokat koncentracio értékekre.

A program a kisérlet kiértékeléséhez a javasoliyvags ortogondlis kisérleti
terv alapjan elvégzett vizsgalatok eredményeit.kérimegadott eredményesb az
Anyagok és moédszerek fejezetben leirt egyenletekj@h kiszamolja a regresszios
koefficienseket. A program megadja az elvégzetérkds terv mérési pontjaiban a
regresszios egyenlet alapjan szamolt értékeket,lyakedsszehasonlithatok a mért
értékekkel. A program F-prébaval eligni a szamolt fiiggvény illeszkedését a mért
értékekre. A megadott eredmények a kisérlet jeli@évet egyutt (datum, faktorok neve,
optimalizaland6 neve) kinyomtathatok illetve elnfestik. Az eredmények kdnnyebb
értelmezését segiti a szamitott regresszios fligguéaiikus adbrazolasa. Az abrazolas
szintvonalas (tetéfeges szamu szintvonallal) és szinskalas modszéirgnhet. A
program a szamolt regresszids egyenletet abrazoljkisérleti terv altal lefedett
tartomanyban. Kivalaszthato, hogy a vizsgalt fabkokozil melyik ket fliggvényében
torténjen az abrazolas. A program megadja az abréadomanyban a flggvény
maximumat és a tengelyekhez rendelt faktoroknakagimmumhoz tartozé értékeit. Az
abrazolt figgvények kinyomtathatok valamint WindoRgmap (.bmp) formatumban
elmenthetk és mas alkalmazasokba illeszttet

A szamitogépes programot illetve az optimalizaciigiszert tobb témaban is

sikerrel alkalmaztuk a termidépesség fokozasara (Kénya 1998).

4.2.4. A taptalajkomponensek koncentraciéjanaknaglizalasa

A glukoz és a tripkazin koncentracidjanak a mikolsav termelésre kifejtett
hatdsdnak vizsgalatat az 3. tdblazatban lathatékkétos, ortogonalis, csillagpontos
kisérleti terv felhasznalasaval végeztiik. A glikéncentracidjanak alap szintje 6%, a
+0.25%-kal valtoztattuk. Az adott beallitAsokkal €ty fermentaciok esetén mért

mikofenolsav koncentracidk a 3. tdblazatban lathat6
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3. tblazat. A kisérleti terv a taptalajkomponensek koncenéjaciak optimalizalasahoz

Glukéz Tripkazin Mikofenolsav
Kédolt szint | Koncentracio (% Kédolt szint  Konceatio (%) (mall)
+1 7 +1 1.25 1132+ 20
-1 5 +1 1.25 595+ 42
+1 7 -1 0.75 963+ 4
-1 5 -1 0.75 719+ 4
-1 5 0 1.0 821+ 3
+1 7 0 1.0 1211+ 63
0 6 -1 0.75 782+ 9
0 6 +1 1.25 810+ 26
0 6 0 1.0 830+ 44

Az eredmények alapjan szamolt regresszios egyamétetkes volt:
Y = 887.6 + 195.2x+ 11.9% + 99.5(%)% - 120.25(%)? + 73.2%X,
A regressziés egyenlet szinskalas és szintvonaddikigs abrazolasa a 16. abran lathato.

Masimum Maximum
-1, -1 Tripcasin Value: 1197.41 -1, -1, Tripcasin Value: 1197.41
Xaxis: 1 Xaxis: 1
Y axis: 0.35333 Y axis: 0.35333

/ Glucose | 108002

741 = 062613

1
m 845214
757168
\ = 727816

Lo B10.417 Lo

119741
|

Gilucose
1060 65

16. abra. A szamitott regresszios fliggvény grafikus abr&zola

Az abrazolt figgvénydl is latszik, hogy a mikofenolsav bioszintézis opimahoz a
glikoz koncentraciéjat névelni kellett. A regresszkoefficiensek felhasznalasaval az

alabbi tablazatban lathaté médon kiszamoltuk, hegyegyes taptalajkomponensek
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koncentraciojat milyen mértékben kell véltoztatnhhez, hogy a mikofenolsav

bioszintézise szempontjabdl optimalisak legyenek.

Gliukéz Tripkazin
Alapszint 6 % 1%
Lépés 1% 0.25 %
Regresszios koeff. 195.2 11.9
Lépés x regr. koeff. 195.2 2.9
Uj lépés 0.25 % 0.0037 %

koncentraciojat 0,0037%-kal kellett volna novelkiz azonban olyan kis mérték
novelés, hogy az 1% tripkazin koncentraci6 optiemk tekinthét A

taptalajkomponensek optimalis koncentracidjanak résthez csak a glikoz
koncentraciojat noveltiik 0.25%-o0s |épésekben. Azyeeg bedllitAsoknal mért
mikofenolsav koncentraciok a 17. abran lathaték,elgrél leolvashatd, hogy a
mikofenolsav bioszintézise szempontjabdl optimdlsszetétdl taptalajpan a glikoz

koncentréacioja 8%.

1200 -
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5 6001 = =
C
Q
S 400-
=
200 1
0 O WwWwWOoLwIwWwo W L
o N o M NN I No N o
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Gluk6z koncentracio (%)

17. dbra.Mikofenolsav bioszintézise glikozt kulonkitkoncentracidban tartalmazé

taptalajokon
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A torzsfejlesztés egy kébkbi szakaszdban izolalt 3131 szamd mutans torzs
felnasznalasaval megvizsgaltuk, hogy a torzs demetvaltozasaval moédosult-e a
mikofenolsav optimalis bioszintéziséhez szikségesiéntacios taptalaj 6sszetétele. A
4. tablazatban lathatd ortogonalis, csillagponttsreti tervet hasznaltuk. A glikéz
alapkoncentraciéja 8%, a tripkazin koncentracidja tolt. A glikdz koncentraciojat
+2%-kal, a tripkazin koncentraciéjat0,3%-kal valtoztattuk. A mérési eredmények a 4.

tablazatban lathatok.

4. tablazat. A kisérleti terv a taptalajkomponensek koncenéijéciak optimalizalasahoz
az optimum koézelében

Glikoz Tripkazin Mikofenolsav
Kodolt szint | Koncentracio (% Kédolt szint  Konceidio (%) (mgll)
+1 10 +1 1.3 1696+ 25
-1 6 +1 1.3 1071+ 38
+1 10 -1 0.7 1624+ 53
-1 6 -1 0.7 1493+ 48
1 6 0 1.0 1774+ 10
+1 10 0 1.0 1752+ 30
0 8 -1 0.7 1742+ 42
0 8 +1 1.3 1750+ 28
0 8 0 1.0 1855+ 32

Masimum Maxirmurm:
-1, -1, Tripcasin Value: 1954 68 -1, -1, Walue: 1954.68
X axis: 0.27333 Xads 0.27333
Y axis:-0.0633 Y ads: -0.0633

1954 68
|

Gilucose
176333

138054

T 1189.15

18. abra. A taptalajkomponensek koncentraciéjanak a mikatnotermelésre kifejtett

hatadsa az optimum kdzelében
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A mérési pontok alapjan szamolt regressziés egyé¥ile 1936,7 + 122,3x- 56,8% -
214(x)% - 231(%)* + 123,3xx,) grafikus &brazolasabol (18. &bra) lathatd, hogy a
mikofenolsav termelés szempontjabol optimalis ¢ssel taptalaj komponenseinek
korabban szamolt koncentracidi a fejlesztett téisetében is megfetak.

Kordbban vizsgaltuk a mikofenolsav termelést tohtrogén forrasnak a
fermentacios taptalajban tortéegyideji hasznalata esetén. Akkor nem tapasztaltuk a
mikofenolsav termelés novekedését. Lehetséges amoriogy a nitrogén forrasokat
nem megfelé koncentracioban alkalmaztuk, ezért megvizsgaltukrigkazin és a
masodik legkedveibb nitrogén forrds, a szoéjaliszt (14. abra) kondembjanak a
mikofenolsav termelésre kifejtett hatasat egyiddkalmazasuk esetén. Harom faktoros,
ortogonalis, csillagpontos tervet hasznaltunk. AéKEeti terv és az egyes bedllitasok

esetén mért mikofenolsav koncentraciok a 5. tabb@aralathatok.

5. tablazat. Kisérleti terv harom taptalajkomponens koncen@jaciak optimalizalasara

Glikoz Tripkazin Széjaliszt Mikofenolsay
k.sz. | konc. (%) k. sz. konc. (%) k. sz| konc. (%) (mg/l)
+1 8 +1 1.2 +1 0.9 976+ 167
-1 6 +1 1.2 +1 0.9 898+ 46
+1 8 -1 0.6 +1 0.9 972+ 73
-1 6 -1 0.6 +1 0.9 912+ 19
+1 8 +1 1.2 -1 0.1 1596+ 241
-1 6 +1 1.2 -1 0.1 1202+ 40
+1 8 -1 0.6 -1 0.1 1097+ 134
-1 6 -1 0.6 -1 0.1 997+ 39
-1.215 5.8 0 0.9 0 0.5 890+ 9
+1.215 8.2 0 0.9 0 0.5 1112+ 52
0 7 -1.215 0.54 0 0.5 959+ 5
0 7 +1.215 1.26 0 0.5 997+ 82
0 7 0 0.9 -1.215 0.01 1438+ 30
0 7 0 0.9 +1.215 0.99 988+ 9
0 7 0 0.9 0 0.5 1117+ 53

A szamitott regressziés egyenlet (Y=1077.5+82:8%.6%153.3%-43(x)*
58.3(%)%+100.6(%)*+39.1x%X-44.5%x3-89.2%x3) grafikus &brazolasa a 19. &bran
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lathat6. A mikofenolsav koncentracidjat a tripkaza a szojaliszt kodolt szintjének

fllggvényében abrazoltuk.

Maximumm Maxirnurn

-1216. -1.215. Soybean meal “alue: 164023 -1216. -1.216. Soybean meal 164023 Walue: 164023
Kaxis: 1216 Xaxis: 1216
Yoaxis-1.216 Y axis:-1.216
I 164023
Tripcasin Tripcasin m 133113
138113
m 122214
10638.14
= 1063.14

1216.1215, 904147 1.216.1215.

.7z

hatasa

A regressziés koefficienseébilletve a grafikus abrazolasbél is megallapithdtégy a

pedig novelni kell az optimum elérése érdekébeferfentacios taptalajban a tripkazin
mellett alkalmazott széjaliszt csokkentette a nmekmisav termelést. A kisérletek
eredményei alapjan a mikofenolsav bioszintetizélzget 8% gliikdz és 1% tripkazin

Osszetétdl fermentacios taptalajon tenyészettik.

4.3. Laboratoriumi fermentaciok

A mikrobiologiai ereddt hatéanyagok ipari &éllitasa legtdbbszor sullyesztett
kevertetett korilmények kozott torténik, ezért &afénolsav ipari éallitasara alkalmas
eljaras kidolgozasat laboratériumi fermentorokbalytattuk. Osztalyunkon INEL BR92
tipusa, 5 liter hasznos térfogatd laboratériumi gfgementorokkal dolgoztunk. A
fermentorok a fermentaciéos paraméterek: keverésgghbevezetés, dmérséklet, a
fermentlé pH-ja illetve az oldott oxigén koncentédanérésére és szabdalyozasara
képesek. A mért adatokat megadotikidzokben regisztraljak.

Meghataroztuk az egyes fermentaciés paramétereimetiptimalis értékét a

mikofenolsav bioszintézise szempontjabdl. Kiindulparamétereknek 400 ford/perc
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keverést, 100 l/6ra alsé levdzpvezetést és 26 homérsékletet valasztottunk. A
fermentorokat egyenként 2 darab flat-blade tipusieklapattal szereltik fel. 5 és 10
cm atmédju lapatok alltak rendelkezésiinkre, amelyeket kil@aébkombinacidokban
épitettiik be a fermentorokba. Az 6. tablazatbarhatét a keverelemeknek a

mikofenolsav termelésre kifejtett hatasa.

6. tablazat. A keveelemek atméijének hatdsa a mikofenolsav termelésre

Als6 kevebtelem | Felsy kevebelem | Mikofenolsav termelés
atmésje atmésje (mg/l)
5cm 5cm 480
10 cm 5cm 1180
10 cm 10 cm 1450

A kisebb kevatelemmel végzett fermentacidkban alacsonyabb mikdéan termelést
tapasztaltunk. A torzs &elijes novekedése kovetkeztében a fermentacidé nidsod
napjara a fermentlé annyira Kiess6dott, hogy a kisebb kev@lemek még magasabb
fordulatszamon sem tudtdk megfékah atkeverni. Ennek koévetkeztében az oldott
oxigén koncentracidja lecsokkent, ami a mikofenoldaoszintézisét kedvédendl
befolyasolta.

Két 10 cm &tméii keveblapatot beépitve megvizsgaltuk a keverés
fordulatszamanak a mikofenolsav termelésre kifeftatasat. A vizsgalatokban 300, 400
és 500 ford/perc keverést alkalmaztunk. Az egyesiulatszamokkal rikddtetett
fermentorokban mért mikofenolsav koncentraciok gBlazatban lathatok.

7. tablazat. Keverés sebességének hatdsa a mikofenolsav termelé

Keverés (rpm) mikofenolsav (mg/I|

300 340
400 1300
500 490
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A legmagasabb mikofenolsav koncentraciot 400/pemduiatszamua keverést alkalmazva
kaptuk. 300/perc fordulatszdmu keverés mellett acthOatmédjiic keveelemek sem
voltak alkalmasak a nagylidisédi fermentlé atkeverésére. A keverés fordulatszaméat
500/perc értékre novelve a ketelemek széttérdelték a gomba tdrzs micéliumaitelezz
a mikofenolsav termelés csokkenését okozva. A tovabzsgalatokat 400/perc
fordulatszamu keverést alkalmazva végeztik.

Megvizsgaltuk a fermentorba bevezetett lévatennyiségének a mikofenolsav
termelésre kifejtett hatasat. Az eddig alkalmazd@0 liter/6ra levegbevezetést
megemeltik 150 illetve 200 liter/6ra értékre, ammba bevezetett levég
mennyiségének ndvelése nem eredményezte a mikegant@rmelés ndvekedését, ezért
tovabbra is 100 liter/6ra als6 levidipvezetést alkalmaztunk.

Réazatott lombikos koérilmények kodzott nem tapasatddt kildnbséget a
mikofenolsav termelésben a 25 és a28n végzett fermentaciok esetén. Laboratdriumi
fermentorban is megvizsgéltuk @rhérsékletnek a mikofenolsav termelésre kifejtett
hatasat. A 25, 27 és 28C-on végzett fermentaciok végén mért mikofenolsav
koncentraciok a 8. tablazatban lathatok.

8. tAblazat. Hdmérséklet hatasa a mikofenolsav termelésre

Hémérséklet |  Mikofenolsav (mg/l)
25°C 1360
27°C 1670
28°C 1140

A vizsgalt fokok koziul a magasabb mikofenolsav termelést 2872€-on kaptuk. A
tovabbiakban tobb fermentéciot inditva dsszehastk a mikofenolsav bioszintézis
mértékét 25 és a 2C-on. 25C-on 13 fermentaciét végeztink, amelyekben a
mikofenolsav termelés 1288 150 mg/l volt. Ezzel szemben a°Zfon végzett 31

fermentacioban mért mikofenolsav koncentraciok gatld650 mg/l volt 280 mg/l
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szorassal. A mért értékelblatszik, hogy 27C-on a gomba tdrzs a mikofenolsavat
szignifikansan magasabb koncentracioban bioszudtgi A 27C-on  végzett
fermentacié tovabbi &hye, hogy a gomba torzs altal a mikofenolsav niellet
bioszintetizalt trihidroxi-mellein koncentraciojeedstkkent. 28C-on a fermentacio
végére a mikofenolsavval kb. azonos mennyiségbezoké trihidroxi-mellein, mig
27°C-on a mikofenolsav koncentracidjanak kb. 10%-ab@szintetizalja azt a gomba

torzs.

A fenti kisérletekben 5 literes hasznos térfogatibtatoriumi fermentorokban
optimalizaltuk a fermentaciés paramétereket, anhkelymapjan a mikofenolsav
eléallitdsara az alabbi eljarast dolgoztuk ki.

Penicillium waksmani 313Jelii térzs 7 napig 28-on novesztett MS jél
ferdeagar tenyészet#rs ml steril desztillalt vizzel lemostuk a spérakazzel a 18db
sporat tartalmazd spoéraszuszpenzioval oltottuniB®@&0 ml-es Erlenmeyer lombikban
121°C-on 25 percig sterilezett 500 ml MI {elinokulum taptalajt. Az inokulum
tenyészetet 2&£-on 3 napig ndvesztettiik 250 rpm fordulatszamb, @n kitéréd
sikrazo gépen. Az igy kapott inokulum tenyészet gB&vel oltottunk be 5000 ml,
laboratériumi fermentorban 12C-on 35 percig sterilezett, 0,1% PPG2000-€l
kiegészitett A4 jél fermentacidés taptalajt. A fermentort °ZZon 400/perc
fordulatszamu keveréssel, 100 liter/6ra also |ébegezetéssel lizemeltettiik 10 napig. A
fermentlé beparlodasat az 5. napon a fermentoragodtd500 ml steril desztillalt vizzel
kompenzaltuk.

A 20. abran egy az &dekben leirt eljaras szerint végzett tipikus ferraeitt
paramétereinek lefutasa lathat6. A pH-t és az blkagén koncentraciot a fermentorba
mintakbol HPLC-vel, a gliikdz koncentraciéjat ugysaic a kivett mintakbol torésmutato
mérés alapjan hataroztuk meg. A fermentécié @& oOraja alatt a tenyészet pH-ja a
kiinduldsi 7,0 értélil leesett 3,0-3,5 értékre. A kovetkez24 o6ra alatt a pH
felemelkedett 4,0 értékre, majd a fermentacié &apjaig ezen az értéken maradt. A

tenyészetl ekkorra fogyott el a glikéz a tdrésmutatdé mérélspjan. Ezt kdvéen a
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pH meredeken emelkedni kezdett és a tenyésztéaajara elérte a 8-as értéket. A
mikofenolsav bioszintézise a fermentécio legelej@ygkezddott, azonban az intenziv
mikofenolsav termelés a pH emelkedésével egfiegj tortént. A mikofenolsav

koncentracitdja a fermentlében a fermentacié 10janalérte a 2000-2100 mg/l értéket.
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Fermentéacids iél (6ra)

20. abra.Laboratériumi fermentaciokban a mért paramétegdtozasa
A kidolgozott eljards alkalmas arra, hogy alapjdpézze egy nagyobb
térfogatban végzeidd fermentacios eljaras kidolgozasanak. Az elvégkésérletek

eredményeit magyar és vilag szabadalmi bejelerbésefoglaltuk dssze (Kénya 1999,
Kénya 2000).
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4.4. Mikofenolsav szarmazékolbéllitasa
A mikofenolsavb6l mikrobiolégiai Gton allitottunk Iée kilonbdz

szarmazékokat azzal a céllal, hogy a mikofenoldakedvezbb hatdsu vegyiileteket

kapjunk.

HOO

HOO O
S-489 O
CHs
CH:O
NH,OC, o

O
Q. CH,
preavar

21. dbra.Mikofenolsav mikrobioldgiai Gton &éllitott szarmazékai
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Egy screening program keretében az osztalyunkggiigeményében talalhato,
illetve talajmintakbdl frissen izolalt mikroorgammisokat vizsgaltunk meg, hogy
rendelkeznek-e mikofenolsav atalakitdo képessédygehikroorganizmusokat folyékony
taptalajra oltottuk, majd a tenyésztés 3. napj&mnétt tenyészetekhez mikofenolsavat
adagoltunk 100 mg/l koncentracidban. Hét nap tovatdmyésztést kdvéen a
fermentleveket vékonyréteg kromatografias illetveLl€ modszerrel vizsgaltuk meg. A
tenyészetekl a mikofenolsavhoz hasonld ultraibolya spektrummandelkes
vegylleteket izolaltuk és szerkezetlket azonoskot® t6bb ezer mikroorganizmusra
kiterjedd program keretében a mikofenolsav négy szarmazgkatilt izolalnunk (21.
abra).

Mind a négy szarmazékotStreptomyces genusba tartozé torzsek
felhasznalasaval Aallitottuk éel Mikofenolsavbél aStreptomyces sp. S-glii torzs
mikofenolsav-amidot, &treptomyces sp. S-9&li térzs a hidroximetil-mikofenolsavat,
a Streptomyces resistomycificus S-@f#i térzs hidroximetil-mikofenolsav-amidot, a
Streptomyces sp. S-486li térzs ramnozil-mikofenolsav-amidot allitottée(Jekkel
2001). A szarmazékok biologiai aktivitasat crotolaj ookozta ful-0déma tesztben
vizsgaltuk meg egerekben, 0sszehasonlitva mas letgkkiel. Az eredmények a 9.

tablazatban lathatok.

9. tablazat. Mikofenolsav szarmazékok bioldgiai hatasa

Kezelés Kontrollhoz viszonyitot
gétlas (%)
dexametazon (0,1%) 60-70
hidrokortizon (1%) 60-70
mikofenolsav (5%) 30-40
mikofenolsav Na sé (5%) 30-40
hidroximetil-mikofenolsav (5%) nincs hatas
mikofenolsav-amid (5%) 30-35
hidroximetil-mikofenolsav-amid (5%) nincs hatas
ramnozil-mikofenolsav-amid (5%) 20-30
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Az eredményekdl lathatd, hogy a mikofenolsav-amid és a ramnozil-
mikofenolsav-amid hatasa a mikofenolsav aktivitégahasonl6, ezért a két vegydulet
mas modszerekkel torténovabbi vizsgalata szikséges.

A mikofenolsav aromas magjan talalhaté metil-csoparoxilezése viszont az
aktivitas teljes elvesztésével jart. Ez az eredmégybevag Nelson kézleményével
(1996), amely szerint a molekula aromas magjarthitid metil-csoport esszencidlis az

aktivitashoz.

4.5. A torzsek kariotipusanak vizsgalata

Vizsgalatokat végeztiink a mikofenolsav terénBlenicillium waksmanidrzs
kariotipusanak meghatarozaséara pulzalé géleleki&nf® technika felhasznalasaval. A
pulzalé gélelektroforézis kisérletek sikere szentjddl kilondsen fontos a megfdiel
mintaebkészités. A torzseldh tenyészeteket allitottunké&lamelyekil protoplasztokat
képeztiink. A protoplasztokat megolvasztott agarbavekik, majd hagytuk
megdermedni. A sejteket az igy elkészitett agarikiohn, plugokban tartuk fel. A
DNS-t tartalmazé plugokban megfélehennyiség, ép, nem téredezett kromoszémanak
kellett lenni, hogy a futtatds utan kiértékethetépet kapjunk. Ennek eléréséhez
megfele mennyiséf protoplasztot kellett é&llitani. Tapasztalataink alapjan egy
plugnak minimum 10db protoplasztot kellett tartalmaznia, hogy a&edst kdveten
megfelet mennyisé§ ép kromoszdma alljon rendelkezésre.

Elss Iépésként a protoplasztképzést optimalizaltukesyészet életkora ddnt
fontossagu a protoplasztképzés szempontjabol. Aiatdl tenyészet kevés protoplaszt
képzésre alkalmas micéliumot és sok, még ki nemazsit sporat tartalmazott,
amelyekiél bonyolult a protoplasztképzés. Az 6l micéliumokat tartalmazo
tenyészetl képzett protoplasztok viszont gyorsan lizaltakisdtleteink alapjan
protoplaszt képzésre legalkalmasabb a 36-48 dngédeet.

A plugok eballitasat kdveten a futtatdsokhoz BIO-RAD CHEF-DR Il futtaté

rendszert hasznaltunk, az elkésziilt géleket etichummidos festést kovéen BIO-RAD
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Fluor-S Multilmager készilékkel értékeltik ki. Adknoszomak elvalasztasat 0.5 x TBE
pufferben, 0,8%-0s agar6z gélben,@n végeztik a 10. tablazatban lathatd futtatasi

paraméterekkel:

10. tdblazat.Pulzal6 gélelektroforézis paraméterek a kromosxdehéilasztasahoz

ciklus | kapcsolasiidl | futtatasi id | feszlltség gradiens szog )
(masodperc) (6ra) (Vicm)

1 500 30 3 106

2 1200 30 2 96

3 1500 30 2 100

4 1800 30 2 106

5 2400 48 15 106

Az elsy futtatdsokat 14C-on végeztiik, azonban adrhérséklet 10C-ra
csokkentésével a kromoszémaknak a gélben, futkétdsen tortéé degradacidjat vissza
tudtuk szoritani. Az etsciklusban a magasabb fesziltség gradiens kdveéthkeataz ép
kromoszomak lassabban, mig a DNS térmelék gyorsablmzog a gélben. A térmelék
igy a kromoszoémék éft futva kevésbé zavarja a gél kiértékelését. A &ran a
talajmintabdl izolalPenicillium waksmantorzs kariotipusa lathato.

Tobb flggetlen kromoszoma izolalas és futtatasjatap talajmintabdl izolalt

Penicillium waksmaniorzs eddig elvalasztott kromoszdmainak a mérete:

Jel méret (Mb)
[ 3,0+£0,3

I 4,7+ 0,35
m 5,8+ 0,4
v 10,5+ 0,2
s 24,0
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- .' V.

57mb — = _ .

46mh —— - Il.

35mb —>

22. abra.Penicillium waksmanidrzs kariotipusa (1. s&%. pombestandard, 2,3.sav:

Penicillium waksmankét fliggetlen minta 8készitéssel)

Az 22. abran lathatd, hogy az I. kromoszéma soki@nzivebb jelet adott a
gélben, mint a tobbi kromoszéma, ezért elképzélhedgy a térzs két 3 Mb méfet
kromoszomat tartalmazott. A térzs genomjanak mé2dieilletve ha két 3 Mb mériet
kromoszomaval szamoltunk, akkor 27 Mb-nak adodattirodalomban leirtak alapjan a
Penicillium genusba tartoz6 fajok genomjanak mérete 23-40ijbelképzelhét, hogy
a mikofenolsav termél toérzsink rendelkezik egy, még eddig el nem vatdszt
kromoszomaval.

Fierro és mtsai (1993) kilonbséget tudtak kimutatktomoszémak méretében
az eredetileg izolalt, penicillint terntel Penicillium chrysogenumtoérzs és a
torzsfejlesztés soran &lllitott mutans tdrzsek kariotipusai kdzott. A kresaémak
méretében talalt kilonbségeket Osszefliggésbe tuutaki a penicillin termelésben

megled kilonbségekkel. Megvizsgaltuk, hogy az eredetilajmsintabdl izolalt
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Penicillium waksmanitrzs és a torzsfejlesztés soran izolalt mutarssék kariotipusa

kdzott kimutathato-e kuldnbség.

5.7mb —=
4.6 mb —=

35mb

23. abra.Penicillium waksmanidrzsek kariotipLjsa (1., 6. sé&: pombestandard, 2.s4v:
482, 3. sav: 2196, 4. sav: 9/14, 5. sav: 3131)

A 23. 4bran az eredeti izol&enicillium waksmanidrzs, valamint a 2196, 9/14
és a 3131 jé&l mutans torzsek kariotipusa lathaté. A vizsgéltizéek elvalasztott
kromoszomai azonos méiieek bizonyultak, tehat a torzsfejlesztés soran a
mikofenolsavat bioszintetizalé térzs genomjadban Ovekkezett valtozasok nem
mutathatok ki a kromoszémak méretének vizsgalataval

Ugyancsak megprobaltuk a torzsfejlesztés soran aamsu torzsekben
keletkezett kildnbségeket a restrikcids fragmemttématukban kimutatni. A kilénbéz
muténs torzselk® készitett kromoszéma preparadtumokat restrikciddoaukledzokkal

emésztettiik, majd a futtatast késext 6sszehasonlitottuk a mintazatokat.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9

(=] - . 97kb

'!||—<— 48.5 kb

24. abra. A vizsgalt torzsek restrikcids fragment mintaz##a, 9. sav: Lambda ladder
standard, 1.s&v: 482 torzs, Xbal, 2. sav:3131 tathal, 3. sav: 9/14 torzs, Xbal, 5.
sav:3131 torzs, Nhel, 6. sav:482 torzs, Nhel, V. 3831 térzs Spel, 8.sav: 482 torzs

Spel)

Elészér 6 bazis felisméhellyel rendelke& enzimekkel emésztettik a
kromoszoma preparatumokat. A restrikciés endonakle&dzil Xbal, Nhel, Spel, Asfl,
HindlIl, EcoRI, EcoRV és Mlul enzimeket hasznéltudiz enzimekkel tortént emésztés
utdn  0.5-100 kb méngt fragmenteket kaptunk. A fragmenteket pulzalé
gélelektroforézissel valasztottuk el, amelyben 1%aréz koncentraciot, 1C
hémérsékletet, 5V/icm feszlltség gradienst, 1-6 méasadiapcsolasi itt, 12C-os
feszlltség irany valtakozast és 9 éra futtatdsi lhsznaltunk paramétereknek. A 24.
abran példaként az Xbal, Nhel és az Spel enzimek&gint emésztés és a
gélelektroforézis utan kapott mintazatok lathatok.

Nyolc bazis felismeihellyel rendelkeé restrikcios endonukledzok kozul Notl
enzimet hasznaltunk. Az emésztéssel 40-760 kb iéragmenteket kaptunk. A

fragmentek elvélasztasat pulzald gélelektroforétigégeztik, 1% agardz koncentracio,

64



10°C homérséklet, 6V/cm fesziltség gradiens, 10-65 masodpcsolasi id, 120°-o0s
fesziiltség valtakozas és 17 6ra futtatdsipdraméterekkel. A futtatds eredményeként

kapott fragment mintdzatok a 25. abran lathatok.

1 2 3 4 5
e e ) . —

R
- ——
o
'

25. abra. A vizsgalt torzsek restrikcids fragment mintazgta.sav:Saccharomyces

cerevisiaestandard, 2. sav: Lambda ladder standard, 3.82té4zs, 4. sav:3131 torzs,
5. sav: 2196 torzs)

Az eredeti, talajmintabdl izolaRenicillium waksmanidrzs és a torzsfejlesztés
soran izolalt kildonbdz mutans torzsek kozott a restrikcidos fragment rzmtidk

vizsgéalataval sem tudtunk kildnbségeket kimutatni.

Osszehasonlitottuk az  altalunk izolalPenicillium waksmani torzs
elektroforetikus kariotipusat az irodalomban ledédyéb mikofenolsav ternteltdrzs
kariotipusaval. A szakirodalomban legtébbé®enicillium brevicompactum ATCC 9056
torzset vizsgaltak, ezért ezt a torzset valasatoftn 6sszehasonlitd vizsgalathoz. Az

altalunk izolalt torzs vizsgalatakor a mintd@ia@szitéshez kidolgozott médszer a
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Penicillium brevicompactum ATCC 90586rzs esetén is megfelelek bizonyult. A

kromoszomak elvalasztasahoz a 10. tablazatbandgasamétereket hasznaltuk.

'-
57mb ——=

46mbh ——s

35mb —— s

26. abra.Mikofenolsav termdl Penicilliumtorzsek kariotipusa (1. sav:

brevicompactum ATCC 9058. sav:S. pombestandard, 3. savenicillium waksmani

A Penicillium brevicompactum ATCC 9086rzs két kromoszomajat tudtuk
elvalasztani a 3-10 Mb mérettartomanyban. A kidebkiomoszéma 4.1 Mb, a
nagyobbik 5.7 Mb méréhek adddott. A 26. dbran a két vizsgalt torzs kgmisa
lathat6. A torzsek a vizsgalt mérettartomanybandn@rkromoszémak szamaban, mind
azok méretében &en kulénbdznek egymastdl. A kromoszémak vizsgéddtkapott
eredmény megésiti a taxondmiai vizsgalat eredményét, miszerintadalunk izolalt
térzs kromoszOma szinten is kilonbdzik a szakimmblan vizsgaltPenicillium
brevicompactum ATCC 905%élt torzsbl.
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4.6. Uj tudomanyos eredmények

1. Egy screening program keretében izolaltunk egyeaicillium waksmanfajba
sorolhatdé gomba torzset, amely 100 mg/l mikofen@satermelt. A
Monoverticillata szekcidba tartozé fajok kozil az altalunk izoRé&nicillium
waksmani torzs az el§, amelyBl leirtdk a mikofenolsav bioszintetizald
képességet.

2. A torzs genetikai fejlesztésével és a fermentéciédrilmények
optimalizalasaval eljarast dolgoztunk ki a mikoftsae laboratériumi
fermentorban torténeloallitasara, amellyel 2000 mg/l koncentracidbanuoit
mikofenolsavat éallitani.

3. Szamitégépes programot irtunk kilénbdermentaciés paraméterek regresszioé
szamitason alapul6 optimalizalasahoz.

4. A torzs genetikai fejlesztése soran izolaltunk &afénolsav bioszintézisében
sériilt mutans térzseket is.

5. Mikrobioldgiai uton,Streptomycetirzsekkel a mikofenolsav négy szarmazékat
allitottuk eBb. A farmakoldgiai vizsgélatok alapjan a mikofenetsanid és a
ramnozil-amid szarmazék a mikofenolsavéhoz hasaktdvitdst mutatott. A
hatastani vizsgalatok medsitették, hogy a mikofenolsav aromas magjan
taldlhaté metil-csoport esszencialis a vegyiletivaisdhoz, hidroxilezése
pedig az aktivitas elvesztésével jar.

6. Meghataroztuk a mikofenolsav terrel Penicilium waksmani térzs
elektroforetikus kariotipusat pulzalé gélelektrafois technika alkalmazasaval.
A torzs kromoszéméainak mérete: 3,0, 4,7, 5,8 é5 Mh. A térzs genomjanak
mérete az elvalasztott kromoszémak alapjan 24-27 Mb

7. Osszehasonlitottuk az altalunk izolalt torzs és immalomban vizsgalt
mikofenolsav termél Penicillium brevicompactum ATCC 905eli torzs
elektroforetikus kariotipuséat. R. brevicompactum ATCC 90%6rzs esetében
a 10 Mb alatti tartomanyban két kromoszomat sikezlialasztanunk, melyek

mérete: 4,1 és 5,7 Mb. Az elektroforetikus karinsipk vizsgélata megésitette
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a taxonOmiai vizsgalatok eredményeként kapott &inti kilonbséget a

vizsgalt két torzs kdzott.

68



5. KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

A kilénbd®d biolégiai aktivitassal rendelkéz mikrobiol6giai ereddit
gyogyszerek éhllitasa tobb évtizedes multra tekint vissza. Aondpan izolalt,
mikroorganizmusok &ltal bioszintetizalt hat6anyagbk folyamatosan megjelén
kdzlemények azt mutatjak, hogy a mikrobioldgiaidei hatéanyagok a j@ben is nagy
szerepet fognak jatszani a gydgyaszatban. A legtiklobioldgiai eredét hatéanyagot
az antibiotikumok kozétt talaljuk, azonban méas bségek kezelésében is elterjedten
alkalmazzak azokat. Az egyik ilyen alkalmazasi letriaz immunszuppressziv terapia,
amelyet a szervatiltetéseket kdest alkalmaznak a belltetett szerv kidésének
megakaddalyozasara. Mivel a szervatiltetések szamad-é&re novekszik, fontos a
kiilbnbdd mikrobioldgiai eredét immunszuppressziv hatbanyagok kutatasa. Az egyik
Ujabban a terdpiaba bevezetett gyogyszer hatéargzagnikrobiol6giai eredét
mikofenolsavnak a morfolinoetil-észter szarmazéka.

Az Intézetliinkben folytatott screening program té&ven talajmintabdl
izolaltunk egy mikofenolsav bioszintézisére képesnba tdrzset. A munkank egyik
célja a gomba torzs felhasznalasaval mikofenolgavi ieballitAsara alkalmas eljaras
kidolgozasa volt. A talajmintabdl izolalt gombazéra taxonémiai vizsgalatok alapjan a
Penicillium genusZaMonoverticillataszekciéjaba &enicillium waksmaniajba sorolhatd
be. A szakirodalomban eddig csakPenicillium genusz Asymmetricaszekciojaba
tartozé fajokrol volt ismert a mikofenolsav biogztizalé képesség. Ezért az altalunk
izolalt gomba torzs bizonyitja, hogy a mikofenolshioszintetizalé képesség nem
korlatoz6dik azAsymmetricaszekcidba tartozo fajokra.

Az ipari eljards kidolgozasa soran a torzs mikofsav bioszintetizald
képességet fokoztuk mutacidés szelekcios eljardfieile a fermentacios taptalajt és
korilményeket optimalizaltuk. A kidolgozott eljaratapjan 5 literes hasznos térfogatu
laboratériumi  fermentorban 2000 mg/l koncentraciob&udunk mikofenolsavat
elédllitani. Az eljards alkalmas arra, hogy alapjapddze a léptékndvelésnek, a
mikofenolsav ipari, nagyobb térfogatd fermentorakb#drtéré elsdllitasahoz. A
mutéacios-szelekcidés kisérletekben a mikofenolsavadgasabb koncentraciéban

bioszintetizalé6 mutans térzseken kivil a biosziistéen sérilt mutansokat is izolaltunk,
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amelyek a mikofenolsav kéfidésének egy kébbi biokémiai, genetikai vizsgalataban
hasznosithatok. Az egyik mutans a mikofenolsavzinézisének elején, az aromas mag
kialakuldsat megéks lépések egyikében, a masik mutans a mikofenolkalléancanak
kialakulasaban sérdilt.

Egyes mikrobiolégiai eredigt hatéanyagok biokonverzidjaval éalydsebb
tulajdonsagokkal rendelkézszarmazékokhoz lehet jutni. Ezért kisérletekeexéignk a
mikofenolsav mikrobiolégiai mddositasaval. Ennek edményeként kilénbdz
Streptomycefajok felhasznalasaval mikofenolsav-amidot, hidmetil-mikofenolsavat,
hidroximetil-mikofenolsav-amidot és a mikofenolsawid ramnozil-szarmazékat
allitottuk eb. A szdrmazékok farmakoldgiai vizsgélata soran hegjéottuk, hogy az
amid-szarmazék és a ramnozil-szarmazék aktivitasakafenolsavéhoz hasonl6 volt,
mig a metil-csoport hidroxilezéséveballitott szarmazékok elvesztették aktivitasukat.
Ez megefsiti a szakirodalomban leirtakat, miszerint a miékmfisav aromas magjan
taldlhaté metil-csoport esszencialis az aktivitashé tovabbiakban érdemes az
eléallitott szarmazékokat mas tesztekben is megvinsgiédtve érdemes a screening
programot folytatni Gjabb mikofenolsav szarmazékakalasa céljabdl.

Pulzalo gélelektroforézis technika alkalmazasawalghataroztuk az altalunk
izolalt mikofenolsav bioszintetizaldPenicillium waksmanitdrzs kariotipusat. A
vizsgalatokban a torzs négy kromoszémajat siketuéilasztani, amelyek méretét 3, 4,7,
5,8, és 10,5 Mb-nak szdmoltuk. A 3 Mb mérktomoszéma sokkal éebb foltot adott
a gélben, ezért elképzeliehogy a torzs két 3 Mb métekromoszomat tartalmaz. Az
eddig elvalasztott kromoszémak mérete alapjanzs tgenomjanak mérete 24-27 Mb. A
szakirodalomban vizsgalt, Renicillium genuszba tartozé fajok genomjanak mérete
alapjan elképzelhét hogy a tbrzs tartalmaz még egy, eddig el nem szébit
kromoszémat. Osszehasonlitottuk az altalunk iz&lalivaksmanis a szakirodalomban
elterjedten hasznalt mikofenolsav bioszintetizRl6brevicompactum ATCC 90356l
torzs kariotipusat. AP. waksmaninégy kromoszémajaval szemben ugyanabban a
mérettartomanyban B. brevicompactum ATCC 9086rzs két kromoszémajat tudtuk
kimutatni, melyek mérete 4,1 és 5,7 Mb-nak adéde#t.az eredmény med@siti a

taxonOmiai vizsgalatokat, miszerint a két torzkillozik egymastol.
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6. OSSZEFOGLALAS

A mikroorganizmusok, és kozoéttik is a fonalas gokigazdag tarhaza a
kiilbnbdd bioldgiai aktivitdssal rendelkéz hatéanyagoknak. Egy, @enicillium
genuszba tartozoé fajok altal termelt szekunder bmdtaa mikofenolsav, amelynek tébb
kilonb6® biolégiai aktivitasat leirtdk a felfedezése Ootaelel idsben. Kodzolték
antibakterialis, antifungalis, virusellenes, tun@hy €s immunszuppressziv hatasat is. A
kilbnb6® aktivitasok a mikofenolsav inozin monofoszfat dibpenaz enzim gatlé
hatdséra vezethi vissza, amellyel a guanozin bioszintézist és leazeejtosztodast
gatolja. Gyodgyaszati alkalmazast immunszuppresshatasa alapjan nyert, a
szervétiltetéseket kovemn az 0j szerv kilokdésének elkeriilése céljabdl. Mivel a
szervatlltetések szama &hr évre novekszik, ezért fontos a kiloénBoz
immunszuppressziv hatasi anyagok kutatdsa, hatékbnyilletve kevesebb
mellékhatassal jar6 kezelések eléréséhez.

Tobb mint 8000 mikroorganizmusra kiterfedcreening programot folytattunk
kilbnb6® bioldgiai aktivitassal rendelkézhatéanyagok izolalasa céljabdl. A screening
program keretében a mikroorganizmusok fermentlekeimz antifungdlis aktivitasat is
megvizsgéltuk. Egy széles spektrumi antifungalisvisssal rendelkey fermentlélsl
izolaltuk a mikofenolsavat, amelyet egy indiai falmtabdl izolalt fonalas gomba torzs
bioszintetizalt. Az Uj torzs izolatum a taxonomidzsgdalatok alapjan @enicillium
waksmanifajba sorolhaté be. A szakirodalomban tobtlRemicillium genuszba tartozé
faj mikofenolsav bioszintetizalé képességét leirddonbarPenicillium waksmaniajba
tartoz6 torzssl még nem kozolték a mikofenolsav bioszintetizalépésséget. A
Penicillium waksmaniaj a Penicillium genuszon belil &onoverticillata szekciéba
sorolhaté be, mig a szakirodalomban leirt dssz&efamolsav termél mikroorganizmus
a Penicillium genuszAsymmetricaszekcidjaba tartozik. Az altalunk izol4lt t6rzs el
mikofenolsav bioszintetizalé képességgel rendélkeaji szinfi képvisebje a
PenicilliumgenuszaVonoverticillataszekciéjanak.

Az izolalt P. waksmantorzs felhasznalasaval kezdtik el a mikofenolgavii

eléallitdsara alkalmas fermentacids eljaras kidolgatzés mikofenolsav bioszintetizald
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képességet a torzs genetikai fejlesztésével illetvefermentaciés paraméterek
optimalizalasaval fokoztuk. A torzsfejlesztésbehhttmutagén agenst is kiprobaltunk,
azonban a mikofenolsav bioszintetizald képesség elaée szempontjabol
leghatékonyabbnak az ultraibolya fénnyel toétéesugarzas és az N-metil-N'-nitro-N-
nitrozoguanidinnel tértént kezelés bizonyult. A aggn kezeléseket koven a mutans
torzsek mikofenolsav bioszintetizalé képességéatodiz lombikos koriimények kozott
vizsgaltuk meg. A hatékonysag fokozasa érdekélfejidgztettiink egy gyors @zirési
maodszert mikrotiter lemezeken, amellyel a gyengekofenolsav termél mutans
torzseket még a razatott lombikos kisérletekteki tudtuk s#irni. A tdrzsfejlesztés
soran mintegy 7000 mutans térzs mikofenolsav bitetizalé képességét vizsgaltuk
meg. A mikofenolsavat magasabb koncentraciéban zinitetizald toérzsek mellett
izolaltunk a mikofenolsav bioszintézisében gatalitéms torzseket is. A 9/14 felorzs a
egyikében szenvedett mutaciot. E térzs egyben adfxas, piridoxint igényel a
novekedéséhez. Az SP1{jebrzs a mikofenolsav bioszintézisének a végémraetil-
oldallanc beépulését kovetépésekben szenvedett mutacidt. Ennek kovetkeztébe
farnezil-oldallanc révidilésének feltételezett kirmékei izolalhatok a fermentléb

Az eredeti torzs izolatum genetikai fejlesztése letiela fermentacios
paramétereket is optimalizaltuk a tertileélpesség novelése céljabol. A mikofenolsav
bioszintézise szempontjabdl legkedéelz szén- és nitrogén forrasok kivalasztasa utan a
taptalajkomponensek koncentracidjat regressziosadsal és a Box és Wilson altal leirt
maédszerrel optimalizaltuk. A szamitasok elvégzéséRascal illetve Delphi nyelven
szamitégépes programot irtunk, amelyet mas eljlir&sdolgozasa soran is sikerrel
alkalmaztunk. A program a szamitasok eredményéfikgean is abrazolja, ami
megkonnyiti az eredmények értékelését. A kisérmrla 8% gliikozt és 1% tripkazint
tartalmazo taptalaj bizonyult a mikofenolsav biaszzise szempontjabol optimalisnak.

A razatott lombikos koérulmények kozott elvégzetsédileteket kovéen az
eljaras kidolgozasat 5 literes hasznos térfogdiarktoriumi fermentorokban folytattuk,
amelyekben meghataroztuk a mikofenolsav bioszisédmz legkedvébb fermentacids

paramétereket.
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A torzsfejlesztéssel és a fermentaciés paraméteoghkimalizalasaval
kidolgozott eljaras eredményeként laboratériumi mfemtorban 2000 mg/l
koncentracioban tudtunk mikofenolsavatalitani.

Széles korben alkalmazott modszer, hogy hatéanyeekhatas fokozasa és a
mellékhatasok csokkentése érdekében kilohbdszarmazékokat képeznek.
Szarmazékok mind mikrobiolégiai, mind szintetikustonl eballithaték. A
mikofenolsavbél mikrobiol6giai Gton allitottunkéeszarmazékokat. A mikofenolsavbdl,
mint szubsztratbol &treptomycegenuszba tartozé térzsekkel mikofenolsav-amidot,
hidroximetil-mikofenolsavat, hidroximetil-mikofergdv-amidot és a mikofenolsav-amid
ramnozil szarmazékat allitottukéel A szarmazékok bioldgiai aktivitdsat patkany ful
0déma tesztekben vizsgaltuk meg. Az amid-szarmaggka ramnozil-szarmazék
aktivitasa a mikofenolsavéhoz hasonlé volt, mig atilkesoport hidroxilezésével
elééllitott szarmazékok elvesztették aktivitasukat. gkmid és a ramnozil-szarmazékok
aktivitasat a tovabbiakban mas tesztekben is 06aspeltitiuk a mikofenolsav
aktivitasaval.

Vizsgéalatokat végeztiink a talajmintabdl izolalt ofénolsavat bioszintetizalo
Penicillium waksmanitorzs kariotipusanak megallapitasara pulzalé gktedforézis
technikaval. A megfelél minésédi kromoszdmapreparatum készitéséheiszlr a
protoplasztképzés paramétereit optimalizaltuk. Aotgplasztképzés paramétereinek
megfeleb beéllitasaval sikeriilt elérni, hogy egy-egy plug§’-10° protoplasztot
tartalmazott, melyeknek feltarasat, majd a géletdttézist koveien értékelhet
elvalasztast kaptunk. Tobb fluggetlen mint&ékzitési és gélelektroforézis kisérlet
eredménye alapjan a torzs 4 kromoszémdajat sikeslithlasztani. A kromoszémak
mérete 3, 4,7, 58, és 10,5 Mb-nak adodott. A genwmérete az elvalasztott
kromoszomak méretébszamolva 24 Mb. A 3 Mb mérigkromoszéma sokkal ésebb
jelet adott a tobbinél a gélben, ezért elképzé|Heagy két 3 Mb mérétkromoszéméaval
rendelkezik a tdrzs és igy a genom mérete 27 Miszakirodalomban &enicillium
genusz kilénbdg fajainak vizsgalata soran leirt genom méretekjatafeltételezhéd,
hogy az A&ltalunk vizsgalt térzs rendelkezik egy atuvi, még el nem valasztott
kromoszémaval is. Osszehasonlitottuk az eredédintatabol izolalt torzs kariotipusat

a torzsfejlesztés sorandsallitott, mikofenolsavat magasabb koncentraciobkialéto
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illetve a mikofenolsav bioszintézisben sérilt mstda kariotipusaval. Kilénbéz
paraméterekkel végzett pulzalo gélelektroforézitatdsokkal sem tudtunk kuldnbséget
kimutatni az eredeti és a mutans torzsek elektesifars kariotipusa k6zott, azaz a
vizsgalt torzsekben tortént mutaciok nem kimutatkat kromoszémak szintjén.

Az altalunk izolalt térzs kariotipusat 6sszehadoitiik a szakirodalomban
legtdbbet vizsgalt mikofenolsav termidPenicillium brevicompactum ATCC 9056
torzs kariotipusaval. APenicillium brevicompactuntdrzs két kromoszémajat sikerdilt
elvalasztani a 3-10 Mb mérettartomanyban, amelyeketa 4,1 és 5,7 Mb. A két
vizsgélt torzs kariotipusa mind a kromoszémék sZzfEmamind azok méretében
kiilénbozo6tt, ami megésitette a taxondmiai vizsgalatokat, miszerint aldhk izolalt,
mikofenolsav termél torzs kilonbozik a szakirodalomban elterjedtenalatiazott

Penicillium brevicompacturtdrzsbl.
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ABSTRACT

Microorganisms are a rich source of valuable, lgmlally active compounds.
Some species of thRenicillium genus biosynthesize mycophenolic acid, which has a
wide range of biological activity. Its antibactdyiantifungal, antiviral, antitumour and
immunosuppressive effects has been described. fitNe of the different effects is the
inhibition of the enzyme inosine monophosphate detyyenase by mycophenolic acid.
Inhibition of the enzyme decreases the biosynthafsggianosine and, therefore, reduces
the rate of cell proliferation. Mycophenolic acid used in human therapy as an
immunosuppressive drug to prevent the rejection different organs after
transplantation. Because the number of transpiantathas been increasing, it is
important to investigate such compounds to increélasi effects and decrease the side
effects.

A screening program has been carried out to isat@tgoorganisms able to
biosynthesize compounds with different biologidéets. In this program the antifungal
activity of the fermentation broth of 8000 microanisms has also been investigated.
Mycophenolic acid was isolated from a fermentatiwath with an antifungal effect. It
was produced by a fungal strain isolated from assonple found in India. According to
taxonomical investigations the fungal strain waentified as an isolate of the
Penicillium waksmangpecies, belonging to thdonoverticillata section. All species
described in the literature as mycophenolic acimdpcers belong to thAsymmetrica
section. The species, isolated by us, is the §psicies of thdlonoverticillata section
with a mycophenolic acid biosynthesizing capacity.

We have developed a fermentation process for midestrial production of
mycophenolic acid. The strain's biosynthetic apitd produce mycophenolic acid was
improved by genetic modification and by the optiatian of the fermentation
parameters. Although several mutagenic agents ampéed in the strain improvement
process, the most efficient methods were irradiatiith ultraviolet light and treatment
with  N-metil-N'-nitro-N-nitrozoguanidin.  After the mutagenic treatments the

biosynthetic capacity of the mutant strains wasdistl under shaken flask
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circumstances. We had developed a fast and costtio# pre-screening method in
microtiter plates to select the strains with impdunycophenolic acid production. In
the strain improvement process more than 7000nstnaiere examined. In addition to
isolating strains with better mycophenolic acid quoing capabilities we also isolated
strains with block mutations in the genes respdasifor mycophenolic acid
biosynthesis. One of the latter strains No. 9/14 wanutant at one of the steps prior to
closing the aromatic ring of mycophenolic acid. STstrain is auxotroph, it required
pyridoxine for growth. Another strain of this typ. SP1 had mutation at a step after
the incorporation of the farnesyl side chain in opleenolic acid. Because of the
mutation the intermediates resulting from the shartg of the farnesyl side chain could
be isolated from the fermentation broth.

To improve mycophenolic acid production fermemtatparameters were also
optimized. After selection of the most advantagecarbon and nitrogen sources in the
fermentation broth, their concentrations were alptimized using regression analysis
and the method described by Box and Wilson. Foctieulations we wrote a computer
program in Pascal and Delphi programming langua@er program was also
successfully used for the development of other éatation processes. It calculated the
regression coefficients and allowed the graphicegésgntation of the calculated
equations. The most advantageous fermentation fwotmycophenolic acid production
was found to contain 8% glucose and 1% tripcasin.

After the shaken flask experiments investigatiasese continued in laboratory
fermentors. Having determined the optimum fermémtaparameters we developed a
fermentation process for the 5 liter scale prepamabf mycophenolic acid under
agitated-aerated circumstances.

After strain improvement and the optimization efrhentation parameters our
fermentation method was able to produce around 26@fl concentrations of

mycophenolic acid in 5 liter useful volume laborgtéermentors.
In some cases, the effectiveness of biologicalijiva compound can be

increased and the side effects decreased by pmgpéderivatives from the original
compound. They can be prepared by synthetic oramiclogical methods. We used
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some strains of th8treptomycegenus. The straiftreptomyces resistomycificus S-28
was able to produce hydroxy-mycophenolamisigeptomyces sp. Stéansformed the
mycophenolic acid into mycophenolamid&treptomyces sp. S-9%ransformed
mycophenolic acid into hydroxy-mycophenolic aciddaBtreptomyces sp. S-489
produced the rhamnosyl derivative of the hydroxyeophenolic acid. In
pharmacological tests, the effectiveness of thedamand the rhamnosyl amide
derivatives was similar to that of mycophenolicdadihe hydroxymethyl derivatives lost
their activity. The effectiveness of the amide ahdmnosyl derivatives will also be

investigated in further pharmacological tests.

Using pulsed field gel electrophoresis, we invedgd the electrophoretic
karyotype of the mycophenolic acid produ@anicillium waksmanstrain isolated from
a soil sample. For the preparation of fair quatitlyomosome samples we first optimized
the parameters of the protoplast preparation. Uaggmized conditions, we managed to
achieve 10-1¢° protoplasts/plug concentrations. We separated rdnabsomes of the
strain. The sizes of the chromosomes were 3, 4&,aBd 10.5 Mb, the size of the
genome was 24 Mb as calculated from the sizeseofihomosomes. The strain seems to
have two chromosomes of 3 Mb size, since this haasl more intense in the gel than
the other bands, and therefore the size of thergermight be 27 Mb. It is also possible
that the strain isolated by us may have anothegsaived chromosome, because the
size of the genome of tHeenicillium species investigated, was shown, in the literature
to be larger than 30 Mb. We compared the electrmgiltokaryotypes of the wild type
strain isolated from soil, and different mutangasts isolated in the strain improvement
process. We examined mutant strains of higher myeoplic acid producing capacity
and mutant strains unable to biosynthesize mycaghemacid. No differences were
found in the electrophoretic karyotypes of the afiéit strains. The differences between
the strains studied were not detectable on thé éh\ehromosomes.

We compared the electrophoretic karyotype of awairs with that of the
Penicillium brevicompactum ATCC 90%frain, on which data are available in the
literature. We separated two chromosomes ofthkrevicompactum ATCC 905&ain

in the range between 3 and 10 Mb. One of the chsomes was of 4.1 Mb, the other

77



one was of 5.7 Mb. The karyotypes of the two ingesed strains differed in the number
and in the size of the chromosomes. This findingficmed the results of the
taxonomical investigation according to which theaist isolated by us is different from

theP. brevicompactum ATCC 9056@ain.
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KOSZONETNYILVANITAS

Kdszonetemet szeretném kifejezni Jekkel Antalnéndk tamogatasaért és
szakmai Utmutatasaért. Kodszonetemet fejezem kiAbrus Gabornak a munkamhoz
nyUjtott szakmai segitségért.

Kosz6ndm Torokné Szildgyi Erzsébetnek a labormbakényujtott segitséget,

amellyel a kisérletek elvégzéséhez hozzjarult.
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