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Kis molekulatomegii antimikrobialis fehérjék és
kodolo génjeik vizsgalata
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Heterolog expresszios rendszer kidolgozasa

Heterolog expresszids rendszerben a pPICZaA plazmid felhasz-
nalasaval sikeriilt az FSAP-t egy biologiailag biztonsdgosan alkalmazhatd
¢és iparilag konnyen kezelhetd élesztégombaval, a Pichia pastoris-szal
metanol altal indukalt médon megtermeltetniink. A fermentlébdl tisztitott,
extracellularis fehérje megdrizte biologiai aktivitasat.

és mtsai., 2005), mig antifungalis hatassal rendelkez6t 6t gombafajbol
mutattak ki: Aspergillus giganteus, AFP; A. niger, ANAFP; A. clavatus,
ACLA; Penicillium chrysogenum, PAF és P. nalgiovense, NAF. A
Gibberella zeae (GAMA) esetében egy ortolog gén jelenlétére kovetkez-
tetnek a genomikus adatbazisok alapjan (Marx, 2004). Az ACLA egy
2007-ben, a National Center for Biotechnology Information (NCBI) gén-
adatbazisaban publikalt, az AFP-hez nagymértékben hasonld fehérje, habar
tanulmany a jelen dolgozat elkészitéséig nem jelent meg rola. Az
antifungalis  aktivitassal  rendelkez6  proteinek  nukleotid-  és
aminosavsorrendje nagymértékben eltér (kivéve a PAF és a NAF esetében,
ahol a hasonlosag 100%-o0s), de konzervalt régiok minden esetben megfi-
gyelhet6k. Ilyen a ciszteinmolekulak elhelyezkedése és az azokat hatarold
aminosavak kisebb-nagyobb mértékii egyezése. Altaldnos jellemzd még a
lizinmolekulak nagy szdma (az argininhez viszonyitva), ami kovetkeztében
a molekula bazikussa valik (Marx és mtsai., 1995; Marx, 2004).

Munkénk soran egyrészt vizsgéltuk egy korabban azonositott
antifungalis  fehérje  fajspecificitasat  és  kolcsonhatasat  mas
antimikotikumokkal, masrészt 0j, antimikrobialis aktivitassal rendelkezd
fehérjéket és kodolo génjeiket azonositottuk és jellemeztiik. Eredményeink
jelentés mértékben bovitik a kis molekulatdomegii antifungalis fehérjékkel
kapcsolatos ismereteinket és 0j tavlatokat nyitnak a lehetséges alkalmaza-
suk elott.

Célkitiizések

Az eddigi vizsgalatok alapjan a Penicillium chrysogenum altal
termelt PAF potencialis antifungalis szer. Alatamasztja ezt az emldsdkbol
szarmazo endotél-, ideg- és vazizomsejtek inszenzitivitasa, a gyulladaskel-

t6 reakciok hianya in vitro koriilmények kozott PAF-kezelés hatasara, és a



cDNS szintézisével a tényleges intronhatarokat bizonyitottuk az F8-
izolatumnal.

Az abpl-2 gén jelenlétét sikertilt igazolnunk az altalunk vizsgalt 6
fajba tartoz6 12 R-izoldtumban. A homoldgia mértéke minden esetben
100%-os volt a DNS-szekvencia alapjan az abpl-hez és abp2-hdz viszo-
nyitva.

Az A-izolatumok vizsgélatdval, egy az evollcid soran mutacioval
funkciojat vesztett afp/anafp-homolog gén jelenlétét figyeltiik meg az A6-
izolatum esetében. A feltételezett szignalszekvenciaban egy aminosavnyi
kiilonbséget hordozo, de az érett AFP-vel megegyezd fehérje jelenlétét
mutattuk ki a DNS-szekvencia alapjan varhaté6 aminosavosszetétellel az
A2-izolatumnal.

Kisérleteink  eredményeként  megallapithatjuk, hogy a
defenzinszerti antimikrobialis hatdssal rendelkezd fehérjék jelenléte gyako-
ribb a fonalasgombdék kdrében, mint eddig feltételezték.

Uj antimikrobialis peptidek termelésének optimalizilasa

Az antifungalis hatassal biro fehérjék termeltetésére az altalunk
optimalizalt tapkozeg (antifungalis protein indukalo tapoldat) és tenyészté-
si  korilmények  alkalmazdsdval  vizsgdltuk az  F-izoldtumok
fermentleveinek gombaellenes aktivitasat két érzékeny faj (Trichoderma
longibrachiatum, Mortierella elongata) bevonasaval. 10-b6l 8 fermentlé
aktivnak mutatkozott (F2, F3/a, F4, F6/a, F7, F8, F9, F10) melyek koziil a
leghatékonyabbal, az F8-izolatum 4ltal termelttel dolgoztunk tovabb.

Kisérleteink alapjan kijelenthetjiik, hogy az altalunk alkalmazott
tapkozeg alkalmas az F-izolatumok kis molekulatdmegli antifungalis pro-
teinjeinek a hatékony termeltetésére.

Alkalmazott modszerek

1. In vitro antifungalis szer érzékenység vizsgalati technikak

2. In vitro antifungalis szerek kolcsonhatasanak vizsgalatara alkal-
mas technikak

DNS- és RNS-technikak

Polimeraz lancreakcié (PCR)

Inverz PCR

DNS-szekvenalas

Fehérjetermeltetési- és tisztitasi technikak
Fehérje-gélelektroforézis

A P BT I

Izoelektromosan fokuszald fehérje-gélelektroforézis

10. In silico vizsgalati modszerek

11. Heterolog expresszid (EasySelect™ Pichia Expression Kit,
Invitrogen)

Eredmények
A PAF hatasa néhany gyakorlati jelentéségii gombacsoport tagjaira

Vizsgalataink soran 21 jaromspords gombafajbol 13 (A4bsidia
corymbifera, Micromucor ramanniana, Mortierella elongata, M.
nanthalensis, M. wolfii, Mycotypha africana, Rhizomucor miehei, R.
pusillus, Rhizopus microsporus var. oligosporus, R. oryzae, Thamnostylum
piriforme, Umbellopsis isabellina, Zygorhynchus macrocarpus) érzékeny-
nek mutatkozott 50 pg/ml PAF-kezelés hatasara. Minden esetben mind a
hifafonalak novekedése, mid a sporangiosporak csirazasa gatlodott, de
alkalmazott taptalajtipustol fiiggden eltéréd mértékben. A legnagyobb akti-

vitasokat minimal taptalaj alkalmazasaval mértik. Ugyanekkora



Bevezetés

A mikrobialis fertézések szama jelentdsen emelkedett az utdbbi
évtizedekben. Ennek okat elsdsorban a legyengiilt immunrendszert bete-
gek novekvd szamaban, az immunszupressziv terapia eltejedésében és a
széles spektrumu antibiotikumok nem megfelelé hasznélataban kell keres-
niink. Kiilondsen nagy mértékii ndvekedés kovetkezett be az opportunista
gombafertézések esetszamaban. A gombak okozta fert6zések kezelése
nehézkes, mivel a rendelkezésre 4llo terapias szerek szama alacsony, szitk
spektrumuak, szamos mellékhatassal rendelkeznek és a gazda szervezetét
jelentés mértékben karositjak (Ribes és mtsai., 2000).

A ndvényvédelemnek is komoly gondot jelent a kiilonb6z6 gom-
bafertézések lekiizdése. Célja a termésatlag megtartasa, illetve annak néve-
lése hatékony antifungalis szerek alkalmazéasaval. Egy ilyen szerrel szem-
ben tamasztott legfontosabb kovetelmények a kovetkezdek: ne karositsa a
kornyezetet; ne okozzon ndvény, allat, ember egészségiigyi problémat és
fontos szempont az olcson, nagy mennyiségben valo eldallithatosag is.

Mindezekb6l  kovetkezéen — sziikség van  1j, hatékony
antimikrobialis szerek kifejlesztésére. A fenti szempontoknak kivaléan
megfelelnek az utdbbi két évtizedben intenziven kutatott, a fonalasgombak
altal termelt extracellularis defenzinszert fehérjék, amelyek hatékonyan
gatoljak egyes mikroorganizmusok novekedését, illetve mas fajba tartozd
gombak sporainak csirdzasat. Kozos jellemzdjiikk az extracellularis kiva-
lasztodas, a kis molekulatomeg (5,8-6,6 kDa), a bazikus karakter, a
ciszteinmolekuldk viszonylag nagy szama ¢és ebbdl kovetkez6en tobb int-
ramolekularis diszulfid-hid jelenléte. Mindezen tulajdonsagok jelentdsen
hozzéjarulnak a molekuldk nagymértékii stabilitasahoz eltéré homérsekleti
és pH értékeknél (Marx, 2004). Ilyen antibakterialis fehérjét eddig egy
Rhizopus microsporus (ABP1-2; Kobayashi és mtsai., 1992; Yamada

Osszefoglalas
Eredményeink 6sszefoglalasaként megallapithatjuk, hogy:

1. Jelentés mértékben sikeriilt boviteniink a PAF-érzékeny fajokrol
rendelkezésre  4ll6  informdciét,  szdmos  opportunista
humanpatogénként nyilvantartott, klinikai mintab6l szarmazé
izolatum esetében is igazoltuk a PAF-érzékenységet.

2. Az allando koncentracioju PAF $zamos eltérd
sztatinkombinacioval szinergista vagy additiv kélcsonhatasba 1¢é-
pett, abban az esetben, ha a jaromsporas gombafaj érzékenynek
mutatkozott korabbi tesztjeink alapjan az egyik szerrel szemben.
Uj eredményként konyveljik el szamos, éltalunk vizsgalt
sztatinkészitmény antifungalis hatasat.

3. A PAF képes a flukonazollal hatékonyan egyiittmiikodni, azok
dermatofita-ellenes terapids koncentracioit lecsokkenteni.

4. A defenzinszerli antimikrobidlis hatassal rendelkez6é fehérjék je-
lenléte gyakoribb a fonalasgombak korében, mint eddig feltételez-
tek.

5. A fonalagomba-eredetii, defenzinszerii antifungalis hatassal ren-
delkez6 fehérjék csoportjat szamos igéretes jelolttel sikeriilt gaz-
dagitanunk.

6. Sikeriilt igazolnunk egy antifungalis tulajdonsaggal rendelkezd,
PAF-homolog, kis tomegli fehérje jelenlétét az F8-izolatumban,
ami a tisztitas utdn is megdrizte biologiai aktivitasat.

7. Az F8AP génjét tartalmazod pPICZoA plazmid transzformalasaval
sikeriilt aktiv, miikodoképes fehérjét termeltetni.
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molekula nagymértékii stabilitasa. Ugyanakkor tobb olyan gombacsoport
van (pl. jaromsporas gombak, Candida, Malassezia,
Trichoderma/Hypocrea és a dermatofita fajok) ahol hatasat csak érintdle-
gesen vizsgaltak. Mas, klinikumban mar hasznalatos, illetve antifungalis
hatéassal biré nemantifungalis szerekkel vald kolcsonhatasat mindmaig nem
vizsgaltak.

A GAMA egy, a Gibberella zeae (anamorfja: Fusarium
graminerum) genomjaban megtalalhatd szekvenciab6l leszarmaztatott
hipotetikus antifungalis protein, melynek jelenléte csak in silico bizonyitott
(GenBank: BK004091, protein ID: XP 384921.1), klonozasardl még nem
szamoltak be. Munkahipotézisiink szerint mas fajok és fajcsoportok is
termelnek a defenzinekhez hasonld antimikrobidlis fehérjéket, melyek az
eddigi feltételezéssel szemben szélesebb korben elterjedtek a
fonalasgombék csoportjaban.

Mindezek alapjan a kovetkez6 célokat fogalmaztuk meg:

1. A P. chrysogenum éltal termelt antifugalis fehérje (PAF) hata-
sanak vizsgalata néhany gyakorlati szempontbol jelentés gombacsoport
tagjara.

2. A PAF és kiilonbozo sztatinok kolcsonhatasanak vizsgalata
jaromsporas gombak novekedésének gatlasara.

3. A PAF és a flukonazol kdlcsonhatasanak vizsgalata dermatofita
fajok novekedésének gatlasara.

4. Uj, antimikrobialis fehérjéket kodolé gének azonositasa kiilon-
b6z6 mikroszkopikus fonalasgomba-izolatumbol.

5. Uj antimikrobiélis peptidek termelésének optimalizalasa.

6. Egy 1j, kis molekulatdmegii antimikrobialis fehérje tisztitasa-
nak a kidolgozasa, antimikrobialis spektrumanak és hatasanak vizsgalata.

7. Heterolog expresszids rendszer létrehozasa egy uj, hatékony

antimikrobialis fehérje termelésére.

Uj, kis molekulatomegii antimikrobialis fehérje izolilasa

Az F8-izolatumbdl sikeriilt izolalnunk egy ~6,35 kDa tomegti fe-
hérjét, ami antifungélis hatdssal rendelkezett, és F8-izolatum antifungalis
kivaltott morfoldgiai valtozasok Osszeegyeztethetdek a PAF hatasaval: a
sporak csirdzasa gatlodik; a hifdk rovidek, tobbszorosen elagazodoak,
végiik duzzadt, abnormalis novekedésiiek. 18 jaromsporas- ¢és 15
tomlésgomba (4 fonalas és 11 ¢élesztd) bevonasaval vizsgaltuk a
fajspecificitasat, ami hasonld volt a korabban PAF altal mutatotthoz. Elté-
rést a Candida fajok vizsgalata soran kaptunk: A C. inconspicua, C.
lipolytica, C. lusitaniae, C. norvegica ¢és a C. parapsilosis kismértékben
érzékenynek bizonyult F8AP-kezelés hatdsdra. A kiilonbség adddhat az
eltéré kisérleti koriilményekbdl illetve az alkalmazott tdpkodzegbdl, igy
ennek az eredménynek a tényleges igazoldsa tovabbi vizsgalatokat igényel.
A Trichodermal/Hypocrea fajok esetén nem figyeltiink meg a gatlasi zéna
terliletén bekovetkezd, késébbi hifaburjanzast, mint azt a PAF esetében
tapasztaltuk. Uj, eddig le nem irt hatast észleltink Mortierella elongata
esetén, ahol a hifandvekedés nem, de a sporangidlumok képzddése
gatlodott.

In silico médszerek alkalmazasaval meghataroztuk a FSAP elére
varhatd fizikai és kémiai tulajdonsdgait. Ezek alapjan egy 55 aminosav
hosszusagu, két doménbdl allo; 6357,16 Da tomegh és bazikus (pI= 9,26)
proteint feltételeziink, amit 3 diszulfid-hid stabilizal. Az FSAP haromdi-
menzids modellje alapjan varhato harmadlagos és negyedleges szerkezete a
defenzinekéhez hasonld: 2 B-redd, 2 a-hélix; a 2 B-redd egy a-hélixszel
osszekapcsolva.



s

altalunk vizsgalt &sszes Trichoderma/Hypocrea faj szintén szenzitivnek
mutatkozott, azonban a 7. harzianum és T. inhamatum esetén er0s taptalaj-
fliggd hifanovekedés-gatlast észleltiink. Ennél a nemzetségnél az alkalma-
zott tdpkdzegtdl fiiggd inkubacids id6 utan intenziv hifaburjanzast tapasz-
taltunk a korabbi gatldsi zona teriiletén. A vizsgalatainkba bevont 0sszes
dermatofita faj (Trichophyton mentagrophytes, T. rubrum, T. tonsurans,
Microsporum canis és M. gypseum) érzékenynek mutatkozott, de ennél
joval nagyobb PAF-koncentraciot kellett alkalmaznunk (100 pg/ml). A 200
pg/ml PAF ebben az esetben fungicid hatassal birt. A korabbi szakiroda-
lomban leirt eredmény alapjan, ahol a Candida albicans érzéketlennek
mutatkozott PAF-kezelésre, egy izolatumot sem talaltunk szenzitivnek a
Candida fajok (C. albicans, C. glabrata, C. guilliermondii, C. inconspicua,
C. krusei, C. lipolytica, C. lusitaniae, C. norvegica, C. tropicalis, C.
parapsilosis, C. pulcherrima, C. zeylanoides) és a Malassezia
pachydermatis esetében.

Kisérleteinkkel jelentds mértékben sikeriilt béviteniink a PAF-
érzékeny fajokrol rendelkezésre allo informaciot, szamos opportunista
humanpatogénként nyilvantartott, klinikai mintabdl szdrmazo6 izolatum

esetében is igazoltuk a PAF-érzékenységet.

A PAF és kiilonb6zo sztatinok kolesonhatasanak vizsgalata

s

sztatinkombinacioval szinergista vagy additiv kolcsonhatasba Iépett, abban
az esetben, ha a jaromsporas gombafaj érzékenynek mutatkozott korabbi
tesztjeink alapjan az egyik szerrel szemben. A  szintetikus
sztatinkészitmények (atorvasztatin, rozuvasztatin) dnmagukban alkalmazva

erdsebb antifungalis hatassal rendelkeztek, mint a természetes eredetiick

(lovasztatin, szimvasztatin), és mar 1-2 ug/ml koncentraciojukkal PAF
kombinacioban jelentés mértékben sikeriilt visszaszoritani a gombak no-
vekedését Mycotypha africana és Syncephalastrum racemosum esetében.

Uj eredményként konyveljiik el szamos, altalunk vizsgalt
sztatinkészitmény antifungalis hatasat.

A PAF és a flukonazol kolesonhatasanak vizsgalata

Dermatofita fajok esetében az eltéré flukonazol és az allando
szinergista vagy additiv moédon hatott (7richophyton mentagrophytes, T.
tonsurans, Microsporum gypseum). 2 gomba esetében (7. rubrum, M.
canis) a 32 pg/ml flukonazol fungisztatikus hatdsat sieriilt fungiciddé tenni
PAF kombindcioban. Szdmos esetben a hatékony flukonazol-koncentracio
PAF alkalmazasaval jelentds mértékben csokkenthetd volt. Kisérleteink
igazoltdk, hogy a PAF képes antifungalis hatassal rendelkezd szerekkel
hatékonyan egyiittmtikddni, azok terapias koncentracioit lecsdkkenteni.

Uj antimikrobialis fehérjéket kodolé gének azonositisa

10 fajba tart6zo 15 F-izolatum vizsgélata soran PCR-technika
alkalamazasdval a genomi adatbazisban szereplé gama gén homologjait
sikeriilt meghatdroznunk. Teljes homoldgiat figyeltink meg az F3/a-
izoldtumbol meghatarozott gén altal kodolt fehérje és az in silico
megahatarozott GAMA ko6zott. Ha nem vessziik figyelmbe a feltételezett
szignalszekvenciakat, akkor az F3/b-, F6/a-b-, F9-, F4-, F8- és az F10-
izolatum is 100% megegyezést mutat aminosavsorrendje alapjan. 3 ett6l
eltérd, de nagymértékben hasonlo fehérje jelenlétére sikeriilt kovetkeztet-
nink az F7-, F2- és F5/a-d-, illetve az Fl-izolatumok esetében.






