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Review

BOVERICIN: KEMIZAM, BIOLOSKI ASPEKTI |
RASIRENOST

Maja SEGVIC KLARIC i Stjepan PEPELJNJAK

Zavod za mikrobiologiju, Farmaceutsko-biokemijski fakultet Sveucilista u Zagrebu, Zagreb, Hrvatska

Primljeno u rujnu 2004.

Bovericin (BEA) ciklicki je heksadepsipeptid koji sintetiziraju Beauveria bassiana, Paecilomyces
fumosoroseus, Paecilomyces tenuipes i Polyporus sulphureus te velik broj vrsta Fusarium. Ovaj mikotoksin
ima antimikrobno, insekticidno, citotoksicno i apoptotsko djelovanje, a specificni je inhibitor kolesterol-
aciltransferaze. Biolosko djelovanje BEA povezano je s njegovom moguénoséu tvorbe kompleksa s
esencijalnim kationima (Ca?*, Na*, K*) ¢ime povecava propusnost membrane za te ione i narusava
ionsku homeostazu. Bovericin je naden u uzorcima kukuruza iz razli¢itih zemalja, ukljucujui i Hrvatsku
te je utvrdena ko-kontaminacija s drugim fuzariotoksinima (fumonizini, moniliformin) i okratoksinom A.
Bioloska aktivnost BEA mogla bi povecati toksi¢nost drugih mikotoksina koji se istodobno pojavljuju u
hrani. Uloga BEA u razvoju mikotoksikoza u ljudi i Zivotinja jo$ je uvijek nepoznata.

KLJUCNE RIJECI: antimikrobno djelovanje, apoptoza, citotoksicnost, esencijalni kationi, Fusarium,

kukuruz

KEMIZAM BOVERICINA

Bovericin je cikloheksadepsipeptid, tj. ciklicki
ester trimer amida N-metil-L-fenilalanina i D-a.-
hidroksiizovalerijanske kiseline, molekularne mase 783
Da (slika 1). Stabilna je, okrugla molekula lipofilnog
karaktera i dominantna bioaktivna komponenta u
gliivice Beauveria bassiana (1). Sinteza BEA nadena
je u jo$ nekih entomopatogenih gljivica ukljuc¢ujudi
Paecilomyces fumosoroseus (2), Paecilomyces
tenuipes (3) i Polyporus sulphureus (4) te u veéeg
broja gljivica vrsta Fusarium (tablica 1). Gupta i
sur. (5) opisali su dva kemijska analoga BEA: BEA
(A) i BEA (B) (slika 1). BEA (A) je ciklodepsipeptid,
molekularne mase 797 Da i nalazi se u manjoj kolicini
kao produkt biosinteze B. bassiana. Ve¢i lipofilni
karakter BEA (A) potjece od dodatne metilne skupine
na poloZaju R,. BEA (B) visi je kemijski analog BEA
(A), molekularne mase 811 Da, sadrzava dodatne
metilne skupine na polozaju R, i R, ijo$ je viSe lipofilan.
Sintetizira se u vrlo malim koli¢inama. Smatra se da

u biosintezi BEA sudjeluje nespecificni multienzimski
kompleks bovericin sintetaza, Ssto moze rezultirati
tvorbom drugih metabolita (5). Spektrometrijom
masa visoke razlu¢ivosti (H-NMR) potvrdeno je da
tijekom biosinteze dolazi do supstitucije jedinica o-
hidroksiizovalerijanske kiseline (Hiv), koju nalazimo u
BEA, sa 2-hidroksi-3-metilpentanonskom kiselinom
(Hmp), koju sadrzavaju BEA (A) i BEA (B). Hmp-ostaci
potjecu od izoleucin biosintetickog intermedijara a.-
keto-B-metilvalerijanske kiseline.
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R;=CH,CHs
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Slika 1. Osnouvna kemijska struktura BEA i njegovih analoga
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Tablica 1. Tvorba bovericina u vrsta Fusarium

. Producent BEA / .
Lokalitet/uzorak (N pozitivnih sojeva/ZN) mg kg™ Literatura
Peru / kukuruz F. subglutinans (8/8) 50-250 41
SAD / krmivo F. verticillioides (1/3) 300 9
Italija / kukuruz F. proliferatum (1/1) 45 42
Poljska / kukuruz F. subglutinans (22/26) 10-200 32

. F. verticillioides (3/13) 5
Italija / kukuruz F. proliferatum (4/4) 40-175 37
SAD lowa/krmivo F. proliferatum (9/11) 85-350 34
F. sambucinum (12/14) 2-230
F acuminatum (2/7) 2-8
F. equiseti (2/3) 3-12
F. longipes (1/2) 200
Europa, Sjeverna i Juzna Amerika, F. subglutinans (3/3) 10-300
Azija, Australija / kukuruz, pSenica F. anthophilum (1/2) 1300 43
krumpir, kupus, voce, tlo i dr. F. oxysporum (3/7) 13-3200
F. poae (3/4) 20-63
F. avenaceum (1/6) 7
F. beomiforme (1/1) 5
F. dlamini (2/2) 19-94
F nygamai (2/2) 3-19
SAD Teksas / riza F. proliferatum (15/15) 109-1350 44
F. proliferatum (4/5) 310-1130
Transkeja (Afrika) / kukuruz F. subglutinans (3/5) 140-700 35
F. globosum (5/5) 10-110

. F. subglutinans (2/2) 65

Slovacka / kukuruz E. proliferatum (2/2) 70 45

F. avenaceum (10/13) tragovi-70
Finska / pSenica F poae (1/1) 9.4 38

F. tricinctum (1/1) 33

Nilanonta i sur. (6) su koriste¢i se sojem [ EEA .

Paecilomyces tenuipes BCC 1614, dodavanjem CH3\ CH; =CHCets
prekursora biosinteze BEA (L-izoleucin i D-aloizoleucin), CH R Eniacin B
povecali proizvodnju BEA (A) i BEA (B) te sintezu | | R=CH(CHs)
BEA (C). Primjenom prekursora D-izoleucina i L- | = O ¢ N ¢
aloizoleucina sintetizirani su dijastereoizomeri BEA (A, | ” | H] ”
B i C) koji su nazvani alobovericini A, B i C. R0 Chy O

Nedavno su iz kulture Beauveria sp. FKI-1366
izolirana tri nova stereoizomera bovericina: BEA D,
EiF (7).

Strukturno slicni metaboliti

Vrste Beauveria tvore boveriolide 1 i Ill, BEA-i
strukturno sli¢ne peptide, za koje se ne zna jesu li
toksicne (8).

BEA je strukturno sli¢an ciklodepsipeptidu eniacinu
(A-C), kojeg tvore vrste roda Fusarium. U eniacinu
(slika 2) aromatska je aminokiselina fenilalanin
zamijenjena kombinacijom N-metil derivata alifatskih
aminokiselina, i to izoleucina, leucina i valina (9).

Slika 2. Kemijska struktura BEA i eniacina

BIOLOSKI UCINCI BEA

Bioloske osobine BEA i eniacina povezane su
s njihovom moguénoséu stvaranja kompleksa s
dvovalentnim (Ca?*) i alkalnim kationima (Na* i K*),
zbog ¢ega se povedava propusnost membrane za
ove ione u uvjetima in vivo i in vitro (10, 11). BEA
pokazuje antimikrobno (12), insekticidno (1, 13, 14),
citotoksi¢no (15) i apoptotsko djelovanje (16, 17) te
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ima negativan ionotropni i kronotropni ucinak na
sréani misi¢ i glatke misice sisavaca (18).

Antimikrobno djelovanje

Antimikrobno djelovanje BEA dokazano je na
nekoliko vrsta gram-pozitivnih i gram-negativnih
bakterija ukljucujuéi Staphylococcus aureus,
Streptococcus faecalis, Bacillus subtilis, Sarcina
lutea i Escherichia coli (19). Metodom difuzije
Castelbury i sur. (12) dokazali su da BEA u koli¢ini od
0,1 pg inhibira rast Bacillusa pumilusa, 1 ug inhibira
rast B. cereusa, B. mycoidesa, B. sphaericusa,
Paenibacillus alvei i Paenibacillus sp., a 25 ug
inhibira rast i P validusa. Dokazano je inhibitorno
djelovanje BEA na rast anaerobnih vrsta Eubacterium
biforme, Pepetostreptococcus anaerobius,
P productus, Bifidobacterium adolescentis i
Clostridium perfringens. BEA i BEA (A) izolirani iz
Paecilomyces tenuipesa imaju baktericidan ucinak
na Mycobacterium tuberculosis u koncentraciji
12,5 ug mL, odnosno 25 ug mL?, a antiparazitarni
ucinak dokazan je na Plasmodium falciparum (K1,
multi-drug resistant strain) s EC;;=1,6 ug mL",
odnosno EC, =12 ug mL" (3). Ovi nalazi govore u
prilog djelovanju BEA kao antibiotika i antiparazitika
§to ga svrstava u potencijalne tuberkulostatike i
antimalarike. Osim toga, novootkriveni stereoizomeri
BEA (D) i (E) znatno smanjuju IC,; mikonazola koji
se rabi za suzbijanje flukonazol-rezistentne Candide
albicans (7).

Insekticidno djelovanje

Insekticidno djelovanje BEA nadeno je ispitivanjem
na li¢inkama komaraca (LC,;=26 mg kg’ BEA,
LC,,=31mgkg" BEA A), muhama (Musca vomitoria)
i krumpirovoj zlatici (5, 13, 14). Toksi¢no djelovanje
BEA utvrdeno je na nekim vrstama morskih raci¢a
(Crustacea), i to Artemia salina (LD,;=2,8 ug mL")
i Mysidopsis bahia (LD,,=0,56 mg mL") (20, 21).
Na stanicnoj kulturi Spodoptera frugiperda SF-9
(Lepidoptera) nadeno je inhibitorno (IC;,=2,5 umol
L") i citotoksi¢no (CC,,=3 umol L") djelovanje BEA,
pri ¢emu se BEA pokazao toksic¢nijim od gliotoksina
(CC,,= 4 umol L"), eniacina (CC, =6,7 umol
L"), nivalenola (CC,;=9,5 umol L"), zearalenona
(CC,,=18,3 umol L") i deoksinivalenola (CC =45
wmol L) (22).

Citotoksicno i apoptotsko djelovanje

Nilanonta i sur. (3) dokazali su da BEA i BEA (A)
djeluju kao citostatici u kulturama stanica humanoga
epidermoidnog karcinoma (KB) (IC,,=4,9 ug mL",
odnosno IC, =2,5 ug mL") i humanog karcinoma
dojke (BC-1) (IC,,=3,8 ugmL"', odnosno IC,=2,9 ug
mL"). BEA je citotoksi¢an in vitro u kulturi humanih
B-limfocita (15), u kulturi stanica limfoma U-937
(CC,,=30 umol L") i stanica promijelocitne leukemije
HL-60 (CC =15 umol L") (23). BEA je umjereno
toksican za Vibrio fischeri (EC, ;=94 ug mL"), $to je
dokazano testom bakterijske bioluminiscencije (24).
Amesov test na pet standardnih sojeva Salmonella
typhimurium nije pokazao mutageni ucinak BEA u
koncentraciji 2 ug po ploci (spot test) te u rasponu
koncentracija od 0,2 do 500 ug po plo¢i (ugradnja
u plocu) (24). BEA uzrokuje apoptozu preko Ca®*-
aktiviraju¢ih endonukleaza (10), a adukti s BEA nastaju
pri vrlo niskoj koncentraciji od 25 pmol ml! (25).
Harnois i sur. (16) proucavali su apoptozu u kulturi
stanica ljudskih kolangiokarcinoma. BEA je uzrokovao
znacajnu apoptozu (29 %) u kulturi kolangiocita pri
koncentraciji od 25 umol L' nakon 6 sati, dok je u
kulturi malignih kolangiocita apoptoza bila slabije
izrazena (12  %). Maligne su stanice pokazale 15
puta vecu ekspresiju proteina Bcl-2, sto upucuje
na ulogu tih proteina u rezistenciji malignih stanica
na apoptozu. Que i sur. (17) dokazali su da BEA
potice apoptozu preko Ca?*-ovisne CPP-32 proteaze,
usprkos ekspresiji proteina Bcl-2 u kolangiocitima
Stakora. BEA uzrokuje apoptozu limfocita periferne
krvi purana u koncentracijama 8 umol L i 50
wmol L1, Sto se ocituje fragmentacijom DNA,
kondenzacijom kromatina u perifernim dijelovima
stanice te vakuolizacijom citoplazme. Aplikacijom BEA
iFB, u jednakim koncentracijama (8 umol L) zapaZen
je znacCajan aditivni ucinak koji se, osim apoptoze,
ocitovao smanjenjem broja makrofaga. Ovi rezultati
upucuju na moguce sinergisticko imunosupresivno
djelovanje BEA i FB, smanjenjem proliferacije i
poticanjem apoptoze (26).

Inhibicija kolesterol-aciltransferaze

Bovericin je vrlo jak specifi¢an inhibitor kolesterol-
aciltransferaze (ACAT) (27), enzima koji sudjeluje u
esterifikaciji kolesterola s masnim kiselinama, pri ¢emu
nastaje acil-kolesterol-ester. Vrlo niska koncentracija
BEA (3 umol L) inhibira aktivnost ACAT za 50 % u
jetri miSeva. Kod ciroze jetre i toksi¢nog hepatitisa
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smanjena je sintetska i esterifikacijska funkcija jetre te
se mogu nadi izrazito niske koncentracije kolesterola,
osobito esterificiranoga.

Negativni ionotropni i kronotropni ucinci

FizioloSko-kemijske studije pokazale da BEA ima
selektivno ionoforno djelovanje prema esencijalnim
kationima Ca?*, K*i Na* (28, 29). U¢inak BEA na
jacinu misi¢ne kontrakcije ispitivan je na glatkim
Utvrden je negativni ionotropni uc¢inak BEA (redukcija
ja¢ine kontrakcije) u ileumu pri koncentracijama
1 wmol L, 3 umol L', 10 wmol L i 30 wmol L
koncentraciji od 3 umol L, 10 umol L' i 30 wmol
L' (IC,,=18 umol L), dok je pri koncentraciji od
100 wmol L' kontrakcija papilarnih misi¢a sasvim
izostala. Negativni ionotropni ucinak dobiven nizim
koncentracijama BEA (3 umol L, 10 umol L' i 30
umol L) mogao se ukloniti dodatkom CaCl,, dok
se uc¢inak od 100 wmol L' BEA nije mogao sprijeciti
dodavanjem CaCl,. Znacajni negativni kronotropni
ucinak (smanjenje vodljivosti) na aktivnost desnog
atrija zapazen je kod 30 umol L' BEA ¢ime je dokazano
da je negativni ionotropni ucinak BEA jaci od
negativnoga kronotropnog ucinka. Moguc¢i mehanizmi
smanjenja kontrakcije glatkih misi¢a u ileumu su
inhibicija protoka Ca?* kroz L-tip kalcijevih kanala
(30) ili aktivacija kalijevih kanala ¢ime se povedava
propusnost membrane za kalij (10). Smanjenje jacine
redukcije slobodnog kalcija u stanici zbog inhibicije
protoka kalcija kroz L-kanale. Kod nizih koncentracija
BEA, negativni se kronotropni ucinak moze sprijeciti
povecanjem izvanstani¢ne koncentracije kalcija. BEA
nekompetitivno inhibira protok kalcija, $to znaci da je
njegov mehanizam djelovanja razli¢it od mehanizma
djelovanja Ca-antagonista. Nakon 55 min BEA (10
wmol L) znacajno snizuje membranski potencijal u
mirovanju te skracuje trajanje akcijskog potencijala
u stanicnoj kulturi neurona NG 108-15 (hibridna
linjja neuroblastoma miSa i glioma Stakora) (31).
BEA uzrokuje reverzibilnu inhibiciju L-tipa kalcijevih
kanala u toj kulturi stanica pri rasponu koncentracija
od 0,3 umol L do 100 umol L (IC,, = 4 umol L"). d
koncentraciji od 30 umol L' BEA povecava negativnost
membranskog potencijala i skracuje trajanje akcijskog
potencijala. Potpuna inhibicija protoka kalcija pri
koncentraciji od 10 umol L' nadena je ve¢ nakon 2
min. Ta koncentracija BEA ne djeluje na protok kalija,

$to znaci da je BEA relativno specifi¢ni inhibitor L-tipa
kalcijevih kanala u NG108-15 stanicama (31).

lonoforno djelovanje BEA moglo bi se objasniti
na dva nacina: djelovanjem BEA kao nosaca
i/ili mehanizmom stvaranja kanala u bioloskim
membranama. Kouri i sur. (32) dokazali su da
BEA stvara kation-selektivne kanale u miocitima
i liposomima te poveéava propusnost membrane
za monovalentne katione $to dovodi do kolapsa
kationskog gradijenta. NaruSavanje homeostaze
monovalentnih i divalentnih kationa moze djelomi¢no
objasniti nespecificno toksicno djelovanje BEA na
stanice sisavaca, kukaca i mikroorganizama.

UCESTALOST BOVERICINA U HRANI

Na tablici 1. prikazana je sposobnost tvorbe BEA
u razlicitih vrsta fuzarija (in vitro) koje su izolirane kao
kontaminanti kukuruza i drugih supstrata u razlicitim
podruc¢jima svijeta.

Kao prirodni kontaminant kukuruza BEA je prvi
put naden u Poljskoj (33), nakon ¢ega je detektiran u
uzorcima kukuruza iz ltalije (34), SAD-a (35), Afrike
(36) i Hrvatske (37). Koncentracija tog mikotoksina
u kukuruzu najéesce se podudara s kontaminacijom
kukuruza vrstama Fusarium. Tako je 52 % uzoraka iz
Poljske i ltalije sadrzavalo BEA u koncentracijama od
5mgkg' do 520 mg kg'' te je zabiljezena dominacija
F. subglutinans (Poljska), odnosno F verticillioidesa
i F proliferatuma (ltalija) (33, 34). Botalico i sur.
(38) takoder su utvrdili kontaminaciju kukuruza s F:
verticillioides i F. proliferatum pri ¢emu je BEA naden
u svim uzorcima u rasponu od 5 mg kg!do 10 mg
kg'. Nize koncentracije BEA (0,1 mg kg' do 3 mg
kg!) nadene su u kukuruzu iz SAD-a (lowa) koji je
bio kontaminiran navedenim trima vrstama fuzarija
(35). U africkoj pokrajini Transkeji BEA je naden u
100 % uzoraka kukuruza inficiranih s F. proliferatum,
F subglutinans i F. globosum, u koncentracijama
od 0,008 mg kg'! do 1,7 mg kg'! (36). Fusarium
avenaceum izoliran je iz 91 % uzoraka iz pSenice
u Finskoj, a BEA je detektiran u 100 % uzoraka u
koncentracijama od 0,64 mg kg!do 3,5 mg kg
(39). Kako su F proliferatum, F. subglutinans i F.
verticilliodes znacajni producenti drugih mikotoksina
(fumonizini, moniliformin, fuzaproliferin), valja ocekivati
njihovo istodobno pojavljivanje u takvoj hrani. O tome
svjedoCe nedavna istraZivanja provedena u ltaliji i
Hrvatskoj. U kukuruzu sa Sardinije i drugih lokaliteta



Segvi¢ Klarié M, Pepelinjak S. BEAUVERICINE
Arh Hig Rada Toksikol 2005;56:343-350

347

u ltaliji dokazano je istodobno pojavljivanje BEA,
FB, i/ili moniliformina (40). Posebice su zanimljivi
rezultati dobiveni analizom 209 uzoraka kukuruza
skupljenih na 14 lokaliteta u Hrvatskoj, ukljucujudi i
podruéje endemske nefropatije (okolica Slavonskog
Broda). U 9 % svih uzoraka kukuruza BEA je naden
u rasponu koncentracija od 0,013 mg kg' do 1,9
mg kg (srednja koncentracija=0,393 mg kg™).
Od toga je 53 % BEA-pozitivnih uzoraka skupljeno
u podrucju s endemskom nefropatijom (srednja
koncentracija=0,09 mg kg'). Sest posto od ukupnog
broja uzoraka sadrzavalo je BEA i FB,+FB,, a2 %
uzorka BEA, FB,+FB, i okratoksin A (OTA), $to je
ujedno i prvo izvjes¢e o istodobnom pojavljivanju tih
mikotoksina u kukuruzu (37, 41). Ko-kontaminacija
hrane tim mikotoksinima upucuje na mogudi rizik od
mikotoksikoza u ljudi i Zivotinja.

ZAKLJUCCI

Dosadasnja istrazivanja upucuju na to da je
BEA antibiotik Sirokog spektra i citostatik. BEA u
relativno niskim koncentracijama djeluje citotoksi¢no
i apoptotski, inhibira kolesterol-aciltransferazu i
smanjuje jacinu kontrakcije i vodljivost u sr¢anome
misi¢u pokusnih Zivotinja. Dosadasnja istrazivanja
provedena u nekim zemljama Europe, SAD-a i Afrike
govore o relativno visokoj ucestalosti nalaza BEA i
plijesni koje ga proizvode na kukuruzu. U Hrvatskoj
je provedeno samo jedno istraZivanje o pojavljivanju
BEA u kukuruzu te se ne moze zakljuciti kolika je
kod nas izloZzenost ljudi i Zivotinja tom mikotoksinu.
Medutim, istodobno pojavljivanje BEA i drugih
mikotoksina, primjerice FB,, FB, i OTA upucuje na
povecan rizik za zdravlje ljudi i Zivotinja zbog njihova
moguceg sinergistickog djelovanja. Mehanizam
toksi¢nosti BEA in vivo i in vitro nije dovoljno istrazen
i zato su potrebna daljnja istrazivanja kako bi se
razjasnila moguca ulogu ovog mikotoksina u razvoju
mikotoksikoza u ljudi i Zivotinja.
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Summary
BEAUVERICIN: CHEMICAL AND BIOLOGICAL ASPECTS AND OCCURRENCE

Beauvericin (BEA) is a cyclic hexadepsipeptide produced by Beauveria bassiana, Paecilomyces
fumosoroseus, Paecilomyces tenuipes, Polyporus sulphurous, and a variety of Fusarium species. This
mycotoxin shows antimicrobial, insecticidal, cytotoxic, and apoptotic activity. It is the most potent specific
inhibitor of cholesterol acyltransferase and possesses ionophoric properties. BEA increases ion permeability
in biological membranes by forming a complex with essential cations (Ca?*, Na*, K*), which may affect
the ionic homeostasis. BEA has been frequently found in maize samples in Europe, USA and Africa and
co-contamination with other Fusarium toxins such as fumonisins, and moniliformin was also found. There
is only one report of BEA occurrence and co-occurrence with fumonisin B, fumonisin B, and ochratoxin
A in Croatia. Biological activity of BEA may increase the toxicity of other mycotoxins that co-occur with
BEA in food. The role of BEA in the development of human and animal mycotoxicosis is still unknown.
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