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ELOZMENYEK, KIT UzOTT CELOK

A penicillin felfedezését kovéen az 1940-es években a mikrobiolégiai enédet
antibiotikumok intenziv kutatdsa kexdbtt. Az azota eltelt isben bizonyitast nyert,
hogy a mikroorganizmusok, és kdzéttiik is a fonglmsbak gazdag tarhaza a kilonboz
bioldgiai aktivitdssal rendelkézhatéanyagoknak. Az antibiotikumok kutatasanak egy
korai eredménye volt a mikofenolsav izolal&anicillium brevicompactungombafaj
egyik torzsének fermentlevéb A mikofenolsavnak szamos bioldgiai aktivitasat
bizonyitottak. Leirtdk antibakterialis, antifungdlivirus ellenes, tumor névekedés gatlo
€s immunszuppressziv hatasat. A kilogbbiologiai aktivitasok a mikofenolsav inozin
monofoszfat dehidrogenaz enzim gatlé hatasara lveiéktvissza, amellyel a guanozin
bioszintézist és ezzel a sejtosztdodast gatolja. gidsrati alkalmazast, mint
immunszuppressziv  hatéanyag, a morfolinoetil-észtezdrmazéka nyert a
szervatiltetéseket kovekezelésekben.

A 20. szazad kodzepére az addig elvégzett kiskrietedményeként lehiaté
valt sikeres szervatiltetések végrehajtasa. A% slkeres veseatlltetést 1954-ben
végezték az Egyesiilt Allamokban. Napjainkra a veséj, sziv, hasnyalmirigy és
tudéatlltetések az orvosi beavatkozasok elfogadottékéswaltak. A nagyobb szamu
szervétiiltetés elvégzését és a hosszabb tulélésial immunszuppressziv hatasu
anyagok felfedezése tette lebwt, amelyeket a szervéatiltetésen atesett betegeknek
életik végéig szednilk kell a belltetett szerviitttsének megakadéalyozasara. Mivel a
szervatlltetések szama &br évre novekszik, ezért fontos a kiloénBoz
immunszuppressziv hatasi anyagok kutatdsa, hatékbnyilletve kevesebb
mellékhatassal jar6 kezelések kifejlesztéséhez.

Intézetiinkben screening programot folytattunk k&$é hatéanyagokat
bioszintetizalé mikroorganizmusok izolalasa céljalzen screening program keretében
egy indiai talajmintabol izolaltunk egy fonalas duantorzset, amelynek tenyészete
mikofenolsavat tartalmazott. Céluliztiik ki az &ltalunk izolalt fonalas gomba torzs
felhasznalasaval a mikofenolsav iparb&litdsara alkalmas eljards kidolgozaséat. A

kutatdbmunka célkiizései részletesebben az alabbiak voltak:



Mikofenolsav ipari eléllithsara alkalmas mikrobiologiai eljaras kidolgea
A talajmintabdl izolalt fonalas gomba térzs mikaodésav bioszintetizald
képességének fejlesztése mutacids-szelekcios nméidkee
A fermentécids taptalaj 6sszetételének optimalgzila
A fermentacios kdrilmények optimalizalasa razdtmtibikos kérilmények
kozott

A fermentéacios korilmények optimalizalasa laboriatdr fermentorban

Mikofenolsav szarmazékokdllitasa mikrobioldgiai Gton
Screening program végzése mikofenolsav biokonvgnzod alkalmas
mikroorganizmusok izolalasa céljabol
A mikofenolsav biokonverziéjaval @&llitott termékek fermentléih térténs
elkilonitése, szerkezetilk meghatarozasa
A mikofenolsav biokonverzidjaval @&dllitott termékek bioldgiai

aktivitasanak vizsgalata

Kariotipus vizsgalatok
A mikofenolsav bioszintézisére képes gomba torzgiotipusanak
meghatarozasa pulzald gélelektroforézis technikalmlazasaval
Az eredeti tdrzs izolatum és a genetikai fejlesaésdményeként izolalt
mutans térzsek elektroforetikus kariotipusanak élsagonlitasa
Az altalunk izolalt illetve a szakirodalomban leirikofenolsav

bioszintetizalo térzsek elektroforetikus kariotifnak 6sszehasonlitasa



ANYAG ES MODSZER

Mikrobiolégiai médszerek
Munkdnk sordn a fonalas gomba torzseket a mikrobiaban alkalmazott

alaptechnikékkal tartottuk fenn, oltottuk at, intMtuk és szaporitottuk.

A fermentécios kortilmények optimalizalasa

A fermentaciés kisérleteket razatott lombikos kinéhyek kdzott 100 ml térfogatban és
5 liter hasznos térfogatl laboratériumi  fermentdwark végeztik. A
taptalajkomponensek optimalizalasdhoz regresszidisagon alapuld moddszert

alkalmaztunk.

Kariotipus vizsgalatok
A torzsek fiatal micéliumabdl protoplasztokat kéjiek, amelyeket a kromoszéma
preparatum mintdk készitéséhez hasznaltunk. A ksatrak elvalasztasat pulzald

gélelektroforézis technikaval végeztik.

EREDMENYEK

Mikofenolsav bioszintézisére képes fonalas gombar#$ izolalasa

Tobb mint 8000 mikroorganizmusra kiterfedcreening programot folytattunk
kilbnbo® bioldgiai aktivitdssal rendelkézhatéanyagok izolalasa céljabél. Egy széles
spektruml antifungdlis aktivitassal rendelkdermentlélsl izolaltuk a mikofenolsavat,
amelyet egy indiai talajmintabdl izolalt fonalasngea térzs bioszintetizalt. Az Uj térzs
izolatum a taxondmiai vizsgalatok alapjaRenicillium waksmaniajba sorolhaté be. A
szakirodalomban t6bb, Renicillium genuszba tartozé faj mikofenolsav bioszintetizalo
képességét leirtdk, azonbdenicilium waksmanifajba tartozé térzét még nem
kozolték a mikofenolsav bioszintetizald képessédetPenicillium waksmanifaj a

Penicillium genuszon belil aMonoverticillata szekci6ba sorolhaté be, mig a



szakirodalomban leirt 6sszes mikofenolsav tesmmlikroorganizmus aPenicillium
genuszAsymmetricaszekcidjaba tartozik. Az altalunk izolalt toérzselg mikofenolsav
bioszintetizald képességgel rendelkeaji szinti képvisebje a Penicillium genusz

Monoverticillataszekciéjanak.

A mikofenolsav ipari eléallitasara alkalmas eljaras kidolgozasa

Az izolalt Penicillium waksmanitorzs felhasznalasaval kezdtik el a
mikofenolsav ipari dlallitdsara alkalmas fermentacios eljaras kidolgazasA
mikofenolsav bioszintetizaldo képességet a torzsetjem fejlesztésével, mutacios-
szelekcids kisérletekben, illetve a fermentacidaupéterek optimalizaldsaval fokoztuk.
A mutagén kezeléseket kdbeh a mutans torzsek mikofenolsav bioszintetizald
képességét razatott lombikos korilmények kozotsgatuk meg. A hatékonysag
fokozasa érdekében kifejlesztettiink egy gyofsaitési modszert mikrotiter lemezeken,
amellyel a gyenge mikofenolsav terfheinutans térzseket még a razatott lombikos
kisérletek eitt ki tudtuk s#irni. A torzsfejlesztés soran mintegy 7000 mutanzsto
mikofenolsav bioszintetizalo képességét vizsgaludg. A mikofenolsavat magasabb
koncentracioban bioszintetizalé torzsek mellett ldkonk a mikofenolsav
bioszintézisében géatolt mutans torzseket is. A 9jéli torzs a mikofenolsav
bioszintézisének az elején, az aromasyyarodasa étti Iépések egyikében szenvedett
mutéaciot. E térzs egyben auxotrof is, piridoxinéngel a ndvekedéséhez. Az SP1iijel
torzs a mikofenolsav bioszintézisének a végén,raefdl-oldallanc beépulését kdvet
Iépésekben szenvedett mutaciot. Ennek kdvetkezigli@mezil-oldallanc révidilésének
feltételezett koztitermékei izolalhatdk a fermebdié

Az eredeti torzs izolatum genetikai fejlesztése letiela fermentacios
paramétereket is optimalizaltuk a tertilelpesség novelése céljabol. A mikofenolsav
bioszintézise szempontjabdl legked§elz szén- és nitrogén forrasok kivalasztasa utan a
taptalajkomponensek koncentraciojat regresszidtadssl és a Box és Wilson altal leirt
maédszerrel optimalizaltuk. A szamitasok elvégzéséRascal illetve Delphi nyelven
szamitégépes programot irtunk, amelyet mas eljlar&sdolgozasa soran is sikerrel

alkalmaztunk.



A razatott lombikos koértilmények kozott elvégzetséreteket kdvéen az
eljaras kidolgozéasat 5 literes hasznos térfogdiarktoriumi fermentorokban folytattuk,
amelyekben meghataroztuk a mikofenolsav bioszisétwz legkedvébb fermentécids
paramétereket.

A torzsfejlesztéssel és a fermentaciés paraméteoghimalizalasaval
kidolgozott eljaras eredményeként laboratériumi mientorban 2000 mg/l

koncentracidban tudtunk mikofenolsavatédlitani.

Mikofenolsav szarmazékok aallitasa

Széles korben alkalmazott modszer, hogy hatéanyeekhatas fokozasa és a
mellékhatasok csokkentése érdekében kuldhboszarmazékokat képeznek.
Szarmazékok mind mikrobiolégiai, mind szintetikustonl eballithaték. A
mikofenolsavbél mikrobiol6giai Gton allitottunkéeszarmazékokat. A mikofenolsavbdl,
mint szubsztrathdl &treptomycegienuszba tartoz6 térzsekkel mikofenolsav-amidot,
hidroximetil-mikofenolsavat, hidroximetil-mikofersdv-amidot és a mikofenolsav-amid
ramnozil-szarmazékat allitottuk éel A szarmazékok bioldgiai aktivitasat patkany ful
0déma tesztekben vizsgaltuk meg. Az amid-szarmaggka ramnozil-szarmazék
aktivitAsa a mikofenolsavéhoz hasonld volt, mig atilResoport hidroxilezésével

eldallitott szarmazékok elvesztették aktivitasukat.

Kariotipus vizsgalatok

Vizsgalatokat végeztiink a talajmintabdl izolalt ofénolsavat bioszintetizald
Penicillium waksmanitérzs kariotipusanak megallapitdsara pulzalé gktleforézis
technikaval. Tobb figgetlen mintékEszitési és gélelektroforézis kisérlet eredménye
alapjan a toérzs 4 kromoszomajat sikerilt elvalasztA kromoszomak mérete 3, 4,7,
5,8, és 10,5 Mb-nak adddott. A genom mérete adadztott kromoszomak méretitb
szamolva 24 Mb. A 3 Mb mérekkromoszéma sokkal ésebb jelet adott a tobbinél a
gélben, ezért elképzelltethogy két 3 Mb mérétkromoszémaval rendelkezik a térzs és
igy a genom mérete 27 Mb. Osszehasonlitottuk adetiretalajmintabol izolalt térzs
kariotipusat a torzsfejlesztés soraéadlitott, mikofenolsavat magasabb koncentraciéban

el6allito illetve a mikofenolsav bioszintézisben sériihutansok kariotipuséaval.



Kulonboz paraméterekkel végzett pulzld gélelektroforémitatasokkal sem tudtunk
kilonbséget kimutatni az eredeti és a mutans thrakektroforetikus kariotipusa kozott,
azaz a vizsgalt torzsekben tortént mutaciok nemutathatok a kromoszémak szintjén.
Az altalunk izolalt térzs kariotipusat dsszehadofiik a szakirodalomban
legtdbbet vizsgalt mikofenolsav termidPenicillium brevicompactum ATCC 9056
torzs kariotipusaval. APenicillium brevicompactuntdrzs két kromoszémajat sikerdilt
elvdlasztani a 3-10 Mb mérettartomanyban, amelyeékete 4,1 és 5,7 Mb. A két
vizsgélt torzs kariotipusa mind a kromoszémék sZzfmamind azok méretében
kiildnbozott, ami megésitette a taxondmiai vizsgalatokat, miszerint aldhk izolalt,
mikofenolsav termél torzs kilonbozik a szakirodalomban elterjedtenalatiazott

Penicillium brevicompacturtorzsbl.

Uj tudomanyos eredmények

1. Egy screening program keretében izolaltunk egyeanicillium waksmanfajba
sorolhatdé gomba torzset, amely 100 mg/l mikofen@satermelt. A
Monoverticillata szekcioba tartozo fajok kodzil az altalunk izoR#nicillium
waksmani torzs az els, amelydl leirtdk a mikofenolsav bioszintetizald
képességet.

2. A torzs genetikai fejlesztésével és a fermentéciédrilmények
optimalizalasaval eljarast dolgoztunk ki a mikoflsaw Ilaboratériumi
fermentorban tértéhelsallitasara, amellyel 2000 mg/l koncentraciébanunokt
mikofenolsavat éallitani.

3. Szamitégépes programot irtunk kilonbozfermentacids paraméterek
regresszioszamitason alapulé optimalizalasahoz.

4. A torzs genetikai fejlesztése soran izolaltunk &af@nolsav bioszintézisében
sérilt mutans térzseket is.

5. Mikrobioldgiai uton,Streptomycetirzsekkel a mikofenolsav négy szarmazékat
allitottuk eb. A farmakoldgiai vizsgalatok alapjan a mikofeneisamid és a
ramnozil-amid-szarmazék a mikofenolsavéhoz hasahlivitast mutatott. A

hatastani vizsgalatok medsitették, hogy a mikofenolsav aromas magjan



talalhatd metil-csoport esszencidlis a vegyuletiviaisahoz, hidroxilezése
pedig az aktivitds elvesztésével jar.

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

7. Osszehasonlitottuk az altalunk izolalt térzs és iemalomban vizsgalt
mikofenolsav termél Penicillium brevicompactum ATCC 9056l tdrzs
elektroforetikus kariotipusat. R. brevicompactum ATCC 90%6rzs esetében
a 10 Mb alatti tartomanyban két kromoszomat sikeslildlasztanunk, melyek
mérete: 4,1 és 5,7 Mb. Az elektroforetikus kariosipk vizsgélata meggsitette
a taxondmiai vizsgalatok eredményeként kapott fajinii kilénbséget a

vizsgalt két torzs kozott.

KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

A kilénbd® 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 mikrobiol4giaidei# 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
megakadalyozasara. Mivel a szervatiltetések szamd-évre 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 torzset. A munkank egyik



célja a gomba torzs felhasznéladsaval mikofenolpavi ieballitdsara alkalmas eljaras
kidolgozasa volt. A talajmintabdl izolalt gombazéra taxondmiai vizsgalatok alapjan a
Penicillium genusZaMonoverticillataszekciéjaba &enicillium waksmaniajba sorolhatd
be. A szakirodalomban eddig csak a Penicillium genfisymmetricaszekciéjaba
tartoz6 fajokrél volt ismert a mikofenolsav biodzitizalé képesség. Ezért az altalunk
izolalt gomba tbrzs bizonyitja, hogy a mikofenolsbioszintetizald6 képesség nem
korlatoz6dik azAsymmetricaszekcidba tartozo fajokra.

Az ipari eljards kidolgozdsa soran a torzs mikofsav bioszintetizald
képességet fokoztuk mutacios szelekcids eljardisale a fermentacids taptalajt és
korilményeket optimalizaltuk. A kidolgozott eljaratapjan 5 literes hasznos térfogati
laboratériumi  fermentorban 2000 mg/l koncentraciob&udunk mikofenolsavat
eléallitani. Az eljards alkalmas arra, hogy alapjapd&ze a |éptékndvelésnek, a
mikofenolsav ipari, nagyobb térfogati fermentorokb#brtéré elsallitasahoz. A
mutéacios-szelekciés kisérletekben a mikofenolsavadgasabb koncentraciéban
bioszintetizal6 mutans tdrzseken kivul a biosziistden sérilt mutansokat is izolaltunk.
Az egyik mutans a mikofenolsav bioszintézisénekéeleaz aromas mag kialakulasat
megebz6 |épések egyikében, a masik mutans a mikofenolsidalléncanak
kialakulasaban sérdilt.

Egyes mikrobiol6giai eredit hatdbanyagok biokonverzidjaval 6elydsebb
tulajdonsagokkal rendelkézszarmazékokhoz lehet jutni. Ezért kisérletekeexréignk a
mikofenolsav mikrobiolégiai mddositasaval. Ennek edményeként kilonbdz
Streptomyce$ajok felhasznaladsaval mikofenolsav-amidot, hidimetil-mikofenolsavat,
hidroximetil-mikofenolsav-amidot és a mikofenolsamid ramnozil-szarmazékat
allitottuk eb. A szdrmazékok farmakologiai vizsgélata soran hegjéottuk, hogy az
amid-szarmazék és a ramnozil-szarmazék aktivitasakafenolsavéhoz hasonlo volt,
mig a metil-csoport hidroxilezésévebaéllitott szarmazékok elvesztették aktivitasukat.
Ez megefsiti a szakirodalomban leirtakat, miszerint a mekafisav aromas magjan
taldlhaté metil-csoport esszencialis az aktivitashé tovabbiakban érdemes az
eléallitott szarmazékokat mas tesztekben is megvinsgiédtve érdemes a screening

programot folytatni Gjabb mikofenolsav szarmazékauitalasa céljabol.



Pulzalo gélelektroforézis technika alkalmazasawelghataroztuk 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 szamoltuk. A 3 Mb mérktomoszoma sokkal ésebb 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 torzs 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 90586rzs két kromoszémajat tudtuk
kimutatni, melyek mérete 4,1 és 5,7 Mb-nak adéde#t.az eredmény medsiti a

taxonOmiai vizsgalatokat, miszerint a két torzkillozik egymastol.
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