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1. Roviditések jegyzéke
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2. Bevezetés

Az utébbi 20 évben jelentésen emelkedett a mikrobidlis fert6zések esetszama.
Ennek okat elsésorban a legyengiilt immunrendszerli betegek ndvekvd szaméban, az
immunszupressziv terapia mind gyakoribb alkalmazdsidban és a széles spektrumu
antibiotikumok nem megfeleld hasznalata kovetkeztében megjelend rezisztens (gyakran
multidrog-rezisztens) mikroorganizmus-torzsek terjedésében kell keresnlink. Kuléndsen
nagymértékii novekedés kovetkezett be az opportunista gombafertézések esetszamaban,
amikor a legyengult szervezetben egy egészseges emberrel szemben nem patogén gomba
korokozoként tiinik fel. Az ilyen fertézések kezelése nehézkes, mivel a rendelkezésre allo
terapids szerek szadma alacsony, gyakran sziik spektrumuak, szamos mellékhatassal
rendelkeznek és a gazda szervezetét jelentds mértékben karositjak. A névényvédelemnek is
komoly gondot jelent a gombék altal okozott, a termésveszteség nagy részéért felel6s
fertdzések és raktari kartevok lekiizdése. Az ennek érdekében tett erdfeszitések célja a
termésatlag megtartasa, annak novelése, illetve a raktari penészkartevok visszaszoritasa
hatékony antifungalis szerek alkalmazésaval.

Mindezekb6l  kovetkezben sziikség van 0j, antifungalis készitmények
kifejlesztésére. A penészgombak altal termelt, defenzinszerii fehérjék szamos tulajdonsaga
megfelel az Gjonnan kifejlesztendd, a gydgyaszatban és a novényvédelemben hasznélatos
gombaellenes szerekkel szemben tdmasztott legfontosabb kdvetelményeknek; Uj stratégiai
tavlatokat nyitva meg a fonalasgombak altal okozott kartételek elleni védekezésben:
Egymastol eltéré modon, hatékonyan gatoljak mezdgazdasagi, orvosi és élelmiszeripari
szempontbol karos fonalasgombédk novekedését. Gombaellenes hatassal rendelkez6
koncentracioban a noévényi- és az emldssejtekre nem fejtenek ki mérgez6 hatast, a
szervezetbe bekerllve nem véltanak ki gyulladast. Extrém kornyezeti koriilmenyek kozott
is stabilak. Képesek mas gombaellenes fehérjékkel és antimikotikumokkal kdlcsdnhatasba
Iépve azok hatékonysagat megnovelni. Ilyen defenzinszerti fehérjét eddig hat, az
Aspergillus, a Penicillium és a Fusarium nemzetségbe tartozé fonalasgombabdl mutattak
Ki. A rendszertanilag tavol &ll6 gombafajok altal termelt, szerkezetileg hasonlo
defenzinszer(i proteinek hatasmodja és antimikrobidlis spektruma jelentdsen eltér
egymastol, igy kulon-kilon is értékes alapot szolgaltathatnak tovabbi vizsgalatokat (pl.
szerkezet-antimikrobidlis hatas 6sszefuiggésének vizsgalata) kovetéen Uj, fehérjén alapulo
gombaellenes stratégiak Kkifejlesztésére a gydgyaszatban, a ndvényvédelemben, az
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élelmiszertartositasban, illetve a kulturalis 6rokségeink (pl. festmények, freskdk, éplletek)
penészkartevéi elleni védekezésben.

Munkank soran egy Uj, a Neosartorya fischeri NRRL 181 izolatum altal termelt,
antifungalis aktivitassal rendelkez6 defenzinszeri fehérjét azonositottunk és jellemeztiink,
tovabba vizsgaltuk a fehérje antifungdlis tulajdonsagait, hatismaodjat és bioldgiai szerepét.

Eredményeink jelent6s mértékben bdvitik a defenzinszerti antifungalis fehérjékkel

kapcsolatos ismereteinket, Uj tavlatokat nyitva meg lehetséges alkalmazasuk el6tt.



3. Irodalmi attekintés

3.1. A Neosartorya fischeri altalanos jellemzése

A N. fischeri az Ascomycota tdrzs Eurotiales rendjének Fumigati szekcidjaba
tartozé teleomorf fonalasgomba (anamorfja: Aspergillus fischerianus) (Raper és Fennell,
1965; Gams, 1985; Samson és mitsai., 2007). Els6ésorban szaprofita, talajban, valamint
bomld névényi mardvanyokon fordul eld; de jelentOs élelmiszeripari karok okozodjaként is
leirtdk. Evolucidsan kozeli rokona az Aspergillus fumigatus, a leggyakoribb human
korokozé fonalasgomba, mellyel ellentétben a N. fischeri csak opportunista
humanpatogénként ismert és legyengiilt immunrendszerii betegekben okozhat keratitiszt,
illetve tiidéaszpergillozist (Girardin és mtsai., 1995; Lonial és mtsai., 1997; Gori €s mtsai.,
1998). Optimalis novekedési homérséklet-tartomanya 26-45 °C. Szaporodasi tipusa
homérsékletfiiggd: 24 °C-on a teleomorf, 37 °C-on az anamorf alak dominal (Beuchat,
1986; Nielsen és mtsai., 1989). Szexualis szaporodasa homotallikus, melynek
eredményeként képzddd aszkosporak kiilondsen hdstabilak, néhany perces, 100 °C-0s
hékezelés utan is életképesek maradhatnak (Kavanagh és mtsai.,, 1963). A N. fischeri
szamos masodlagos metabolitot, mint példaul fumitremorgin-tipust alkaloid és
indolszarmazékokat, valamint fiscalinokat termel, melyek hatékonyan gatoljak a
fajdalomérzékelésben szerepet jatszé P anyag (substance P) human neurokinin receptorhoz
vald kotédését (Nielsen és mtsai., 1988; Wong es mtsai., 1993; Wakana és mtsai., 2006;

Samson és mtsai., 2007).

3.2. Az antimikrobialis peptidek

Az antimikrobialis peptidek (AMP) az él6vilagban széles korben, a prokariotaktol a
gerincesekig el6fordulnak. Az AMP-k olyan kis molekulatomegti, extracellularis fehérjék,
amelyek virusok, baktériumok, gombéak szaporodasat és novekedését gatoljak. A termeld
szervezet védelméhez jarulnak hozza: mikroorganizmusok esetén az ¢l6hely és a taplalék
szempontjabol kompetitor mikrobak, a magasabbrendii ¢l6lényeknél az immunrendszer
altal karosnak itélt mikroorganizmusok elpusztitasaval (Lehrer és Ganz, 1999; Marx 2004).
Szerkezetiket tekintve a-helikélis-szerkezetii, B-lemez-szerkezetti, illetve ezeket a
szerkezeti elemeket vegyesen tartalmazé6 AMP-ket kulonboztetink meg. Antimikrobialis
spektrumuk és hatdsmechanizmusuk eltér6 lehet. Az AMP-k konstitutivan vagy valamilyen
kiilsé kornyezeti hatasra expresszalddnak. Magasabbrendiieckben az AMP-k termelddését a
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kiils6 kornyezetb6l szarmazdé mikrobdk, illetve azok anyagcseretermékei  (pl.
lipopoliszacharidok; vagy a gazda sejtkomponensei, mint példaul a butirat, a citokinek
vagy a vitaminok) egyarant indukalhatjak (Hegedlis és Marx, 2013). Az utdbbi idében
egyre tobb publikacio jelenik meg a szakirodalomban az AMP-k antimikrobialis hatasan
tali egyéb, mas jellegli bioldgiai funkcidirol, amelyek feltételezések szerint az AMP-k
szignalizacios utvonalakban is betoltott szerepének tulajdonithatok. Igy pl. szerepiik lehet a
termeld szervezet differencialddsasaban, ndvekedésében és egyedfejlodésben is (Hegediis
és Marx, 2013).

Az AMP-k legnagyobb csoportja a defenzinek csaladja, amit evolucios
szempontbdl rokon, nagy ciszteintartalmu, kis molekulatomegii, kationos, bazikus
karakterti peptidek alkotnak. Ezeknek a széles spektrumu, amfipatikus fehérjéknek a
szerkezetet intramolekularis diszulfid-hidak stabilizaljak. A masodlagos szerkezeti elemek
alapjan o-, B- és O-defenzineket kiilonboztetiink meg (Ganz, 2003; Hegedlis és Marx,
2013). A defenzineket, mint a velesziletett immunitds mésodlagos védelmi rendszerének
tagjait az 1980-as évek elején fedezték fel magasabbrendi él6lényekben. Human
defenzinekkel homolog fehérjék ndvényekben és rovarokban is megtalalhatok, illetve
szerkezetileg nagyon hasonld proteinek jelenlétét gombakbdl is kimutattak.
Antimikrobidlis  aktivitisukat jellemzéen a sejtfalon, a sejtmembranon és a
sejtszervecskéken fejtik ki (Yeaman és Yount, 2003; Theis és Stahl, 2004). Pozitivan
toltott felleti régiodiknak készonhetéen a sejtmembran negativan toltétt komponenseihez
kotédve megsziintetik a membran integritasat, ami plazmakiaramlast és sejthalalt
eredmeényezhet. Mas esetben a membran specifikus lipid- és/vagy fehérjekomponenséhez
kapcsolddva szelektiv médon ioncsatornakat aktivalhatnak vagy gatolhatnak, poruskepzést
és/vagy (aktiv) intracellularis fehérjetranszportot idézhetnek el6. Kimutattak, hogy sejten
beliili struktarakhoz is kotddhetnek (Thevissen és mtsai., 2003; Brogden, 2005; Marx és
mtsai., 2008), ami a reaktiv oxigénfajtdk (reactive oxygen species, ROS) szintjének
megemelkedését valthatja ki és programozott sejthalalt indukalhat (programmed cell death,
PCD) (Leiter és mtsai., 2005; Aerts és mtsai., 2009, 2011).

3.2.1. Ascomycota gombak defenzinszerii fehérjéi
Az 1990-es évek masodik felétdl szamos, a defenzinek szerkezetéhez nagyon
hasonl6 proteint izoldltak ¢és jellemeztek a tomlésgombak torzsébe tartozo

fonalasgombakbol. Kozos tulajdonsaguk az extracellularis termel6dés, a Kis
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molekulatdmeg, a bazikus jelleg, 6-8 cisztein molekula jelenléte és ebbdl kovetkezden tobb
intramolekularis  diszulfid-hid kialakuldsa. A proteinek harmadlagos szerkezete
hasonlosagot mutat a [B-defenzinekéhez: 5-6 antiparallel allasa B-lemez harom
hurokregioval 0Osszekapcsolva (B-hordd). Kompakt struktirdjuk es a diszulfid-hidak
jelenléte kovetkeztében a molekuldk extrém kornyezeti hatdsokkal és fehérjebontd
ezimekkel szemben ellenalléak. Annak ellenére, hogy a fehérjék aminosavsorrendje
nagyon eltérd, konzervalt homolog régiok minden esetben megfigyelheték. Ezek alapjan
két nagy csoportot kulonithetink el: (1) proteinek, amik tartalmazzak a Penicillium
chrysogenum antifungalis proteinre (PAF) jellemz6 klasztert; és (2) proteinek, amelyekre a
Penicillium brevicompactum “bubble protein” (BP) klaszter a jellemzd.

PAF Kklaszterrel rendelkez6 fehérjét eddig hat kiilonb6z6 fajba tartozd
tomlésgombabol izolaltak: Aspergillus giganteus (AFP); Aspergillus niger (ANAFP);
Aspergillus clavatus (AcAMP, ACLA); Fusarium polyphialidicum (FPAP); P.
chrysogenum (PAF, PgAFP) és Penicillium nalgiovense (NAF). A Botryotinia fuckeliana,
a Gibberella zeae, a N. fischeri, szamos Fusarium faj és a Pyrenophora tritici-repentis
esetében egy-egy ortoldg gén jelenlétére kovetkeztetnek genomi adatbazisok szamitogépes
elemzese alapjan (1. Tablazat). A BP klasztert tartalmazo fehérjék csoportja mindez idaig
egyetlen jellemzett képviselével rendelkezik (P. brevicompactum Dierckx BP,
AEQ36754), ugyanakkor in silico genomikus vizsgalatok alapjan szamos homoldg
jelenlétét feltételezik A. fumigatus Af29 (AFBP, XP_731495), N. fischeri NRRL 181
(NFBP, XP_003666363), P. chrysogenum Wisconsin 54-1255 (PCBP, XP_002568323),
Chaetomium globosum CBS 148.51 (CGBP, XP_00122783) és Myceliophthora
thermophila ATCC 42464 (MTBP, XP_003666363) izolatumokban (Seibold és mtsai.,
2011; Galgdczy és mtsai., nem kozolt adatok). Mindkeét csoport hatékonyan gatolja szamos
mas gomba ndvekedését. A proteinek, amelyekre a PAF klaszter a jellemz6 elsésorban a
fonalasgombék ellen hatdsosak, mig a BP klasztert hordozok az élesztéfajok novekedését

gatoljak (Seibold és mtsai., 2011).

3.2.1.1. PAF-klasztert hordozo6 defenzinszeri proteinek

Az PAF-klaszterrel rendelkez6 defenzinszerii fehérjék feltételezhetéen szerepet
jatszanak a tapanyagokért és az ¢élohelyért folytatott versenyben olyan gombafajokkal
szemben, melyek hasonlé 6koldgiai niche-t foglalnak el. Szerepet jatszhatnak a termeld

mikroorganizmus aszexualis differencialodasaban és konidiumképzésében
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stresszkoriilmények kozott. Ezek a tulajdonsdgok eldnyhoz juttathatjdk a gombét a
lehetséges konkurens mikroorganizmusokkal szemben. Mindezt alatdmasztja az a
megfigyelés is, hogy a defenzinszerii antifungalis proteineket kodolé gének transzkripcidja
fokozodhat egy kompetitor mikroorganizmus jelenlétében (Meyer és Stahl, 2003; Marx,
2004).

Mindezek felvetik annak a lehetségét, hogy a tomldésgombak torzsébe tartozod
fonalasgombak egy defenzinszerti molekulakon alapulé védekezérendszerrel rendelkeznek
a konkurens gombafajokkal szemben.

Az eddigi vizsgalatok alapjan a fonalasgombéak altal termelt defenzinszerii
antifungalis proteinek nagyfoku stabilitasuk, gazdasagos termeltethetdségiik, és korlatozott
toxicitasuk révén igéretes jeldltnek bizonyulhatnak mezégazdasagi és gyodgyaszati céla

felhasznalas szempontjabol (Marx, 2004; Meyer, 2008).

3.2.1.1.1. Fehérjeszerkezet

Az eddig izolalt es feltételezett PAF-klasztert tartalmazd defenzinszerti fehérjéket
az 1. Abra, és az 1. Tablazat foglalja 6ssze. Aminosavsorrendjiik 14,5-98,9% azonossagot
mutat, kivéve a korabban mar emlitett NAF-ot és PAF-ot, amelyek 100%-ban
megegyeznek. Az érett és mar izolalt ACLA, ACAMP, AFP, AFPNNs3s3, ANAFP, FPAP,
PAF, NAF és PgAFP szekvencidja egymassal 25,4-96,0%-ban azonos (1. Abra). Harom
esetben irtak le ugyanazon faj eltéré izolatumaibol olyan PAF-klaszert hordozo
defenzinszer(i proteineket, melyek nagyfokd homoldgiat mutatnak, és az érett fehérjék
szekvencidiban néhany aminosavbeli eltérést mutatkozik. Az AFPnnssss (A. giganteus
A3274) 5 aminosavban kilénbozik az AFP-t61 (A. giganteus MDH 18894), az A. niger
CBS 518.88 t0rzsbol szarmaztathatd hipotetikus antifungalis fehérje az ANAFP-hez (A.
niger KTC 2025) viszonyitva 7 aminosav eltérést, mig az A. clavatus ES1 altal termelt
ACAMP minddsszesen 2 aminosav kilonbséget mutat az ACLA-hoz (A. clavatus VR1)
viszonyitva (1. Abra, Meyer, 2008; Skouri-Gargouri és Gargouri, 2008; Hajji és mtsai.,
2010; Binder és mtsai., 2011).

Annak ellenére, hogy a proteinek aminosavsorrendje nagyon kiilonb6z6, konzervalt
homolog régiok megfigyelhet6k. llyenek a ciszteinek és az azokat hatarol6 aminosavak (1.
Abra). Az érett fehérjék 51-58 aminosavbol épiilnek fel, molekulatomegiik 5,8-6,6 kDa.
Tovabbi kozos jellemz6jiik a nagyszamu arginin és lizin kdvetkeztében kialakulo bazikus

karakter (Marx, 2004); a ciszteinek, illetve az altaluk képzett 3-4 diszulfid hid jelenléte. Ez
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utobbiak a fehérjek kompakt szerkezetét stabilizaljak tdg pH- és hémérsékleti
tartoményban, illetve a protedzok hatdséval szemben (Lacadena és mtsai., 1995; Theis és
mtsai., 2005; Batta és mtsai., 2009).

A fehérjék harmadlagos szerkezete nagymértékii hasonlosagot mutat (2. Abra).
Kisérletesen mindezidaig csak az AFP és a PAF harmadlagos szerkezetét hataroztak meg
krisztallografias vagy egyéb spektroszkdpias eljarassal (Meyer, 2008; Batta és mitsai.,
2009; Skouri-Gargouri és mtsai., 2009; Rodriguez-Martin és mtsai., 2010). Mindkét
antifungalis fehérje 6t B-red6jét harom rdvid hurok koti 6ssze, melyek két, egymassal
szemben elhelyezkedd, merbleges szoget bezard B-lemezzé rendez6d0, ortogonalis B-hordd
stuktirat hoznak létre (Batta és mtsai., 2009). Mindkét fehérje egy kdzponti hidroféb
aminosavakbodl felépiildé magot tartalmaz. Az AFP kozponti hidrofob magjat hidrofob,
aromas és polaros oldallancok veszik koril, melyek felszini elhelyezkedésuk miatt a
fehérje nagymértékli oldhatosagat eredményezik kiillonboz6 oldoszerekben (Campos-
Olivas és mtsai., 1995). Az AFP harmadlagos szerkezetét az érett fehérjékbena 7., 14., 26.,
28., 33., 40., 49. és 51. pozicidkban elhelyezkedé ciszteinek altal képzett négy diszulfid hid
stabilizalja. Az AFP amfipatikus szerkezetét egy lizinekbdl képzett (K9, K10, K32)
kationos, tovabba egy, tirozinbdl és harom valinbdl all6 (Y29, V30, Y45, V50) hidroféb
domén alakitja ki (Meyer, 2008). A PAF esetén az érett fehérje 7., 14., 28., 36., 43. és 54.
pozicidiban hat cisztein talalhatd. Az altaluk képzett harom diszulfid-hidat az egymasra
merdleges B-lemezek veszik koril, ezaltal egy rejtett kézponti magot alakitanak ki. A PAF
szintén amfipatikus felszinnel rendelkezik, melyet véltakozOan elhelyezkedé pozitiv és
negativ toltottségli ,,foltok” hoznak létre. Helyspecifikus mutagenezissel bizonyitottak,
hogy a nagyon konzervalt és pozitiv toltésii lizingazdag felszini régiok kulcsszerepet
jatszanak a PAF célorganizmusra kifejtett toxikus hatasaban (Batta és mtsai., 2009). Az
AFP egy oligonukleotid/oligoszacharid k6t6 (OB) domént tartalmaz, ami képes megkotni
az RNS-t, az egyszalu DNS-t, az oligoszacharidokat és a kiilonbozé fehérjéket (Meyer,
2008). In vitro Kkisérletekben bizonyitottdk, hogy az AFP az OB motivuman keresztil a
DNS-hez kotédve kromatinkondenzaciot okoz. Az AFP képes tovabba az N-terminalis
kitinkotd doménjén keresztiil a gombasejtfal felépitésében szerepet jatszo Kkitinhez
kapcsolodni (Martinez del Pozo és mtsai., 2002; Meyer, 2008). Ilyen hatast és hasonlo6
doméneket a PAF esetében nem mutattak ki (Martinez del Pozo és mtsai., 2002).
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1. Tablazat. Fonalasgombakbol eddig azonositott és feltételezett PAF-klaszert hordozd defenzinszeri érett fehérjék fizikai és kémiai

tulajdonsagai és elsédleges fehérjeszerkezete.

Protein Gomba Aminosavak Molekula- Ciszteinek  Lys/Arg  pl Azonosité szam  1zolalt
szama témeg (kDa) szama arany
ACLA Aspergillus clavatus VR1 51 5.8 8 1111 9.06 ABR 10398 +
AcAMP Aspergillus clavatus ES1 ADC55278 +
ATYDGKCYKKDNICKYKAQSGKTAICKCYVKVCPRDGAKCEFDSYKGKCYC (Skouri-Gargouri és Gargouri, 2008; Hajji és mtsai., 2010)

AFP Aspergillus giganteus MDH 18894 51 5.8 8 12/1 9.27 X60771 +
ATYNGKCYKKDNICKYKAQSGKTAICKCYVKKCPRDGAKCEFDSYKGKCYC (Wnendt és mtsai., 1994)

AFP \ns3s3 Aspergillus giganteus A3274 51 5.7 8 11/2 9.30 n.a. +
ATYPGKCYKKDNICKYKAQSGKTGICKCYVKRCPRDGAKCELDSYKGKCHC (Binder és mtsai., 2011)

ANAFP Aspergillus niger KCTC 2025 58 6.6 6 5/3 7.14 n.a. +

LSKYGGECSLEHNTCTYRKDGKNHVVSCPSAANLRCKTDRHHCEYDDHHKTVDCQTPV (Lee és mtsai., 1999)

ANAFP2 Aspergillus niger CBS 513.88 58 6.6 6 2/5 XP_001391221 -
LSKYGGECSVEHNTCTYLKGGKDHIVSCPSAANLRCKTERHHCEYDEHHKTVDCQTPYV (Meyer, 2008)

FPAP Fusarium polyphialidicum SZMC 11042 55 6.4 6 12/1 9.10 CAR 79015 +

LEYWGKCTKAENRCKYKNDKGKDVLQNCPKFDNKKCTKDGNSCKWDSASKALTCY (Galgoczy és mtsai., 2013)
NAF Penicillium nalgiovense BFE 66, 67, 474 55 6.3 6 13/0 8.93 n.a. +
AKYTGKCTKSKNECKYKNDAGKDTFIKCPKFDNKKCTKDNNKCTVDTYNNAVDCD (Geisen, 2000)
NFAP Neosartorya fischeri NRRL 181 57 6.6 6 11/2 8.93 CAQ42994 +
LEYKGECFTKDNTCKYKIDGKTYLAKCPSAANTKCEKDGNKCTYDSYNRKVKCDFRH (jelen PhD értekezés)
PAF Penicillium chrysogenum Q176 55 6.3 6 13/0 8.93 AAA 92718 +
AKYTGKCTKSKNECKYKNDAGKDTFIKCPKFDNKKCTKDNNKCTVDTYNNAVDCD (Marx és mtsai., 1995)
PgAFP Penicillium chrysogenum RP42C 58 6.5 6 8/2 8.83 ACX54052 +
LSKFGGECSLKHNTCTYLKGGKNHVVNCGSAANKKCKSDRHHCEYDEHHKRVYDCQTPV (Rodriguez-Martin és mtsai., 2010)
PTRAFP Pyrenophora tritici-repentis Pt-1C-BFP 56 6.2 6 8/3 9.02 XP_001934325 -

IKFDGKCTKSTDQCSFTRNGKTSISKCSTATAVNYRCTKDKNPCTYDDVDGKTRCT (Galgéczy és mtsai., 2013)
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GZAFP

FBAP

FPOAP

FGRAP

FPSAP

FCEAP

FAVAP

FCUAP

FASAP

FSPAP

BFAP

Gibberella zeae NRRL 31084 55 6.4 6 12/1 9.10 XP_384921
LEYWGKCTKAENRCKYKNDKGKDVLQNCPKFDNKKCTKDGNSCKWDSASKALTCY (Galgoczy és mtsai., 2013)
Fusarium boothi SZMC 3855, 3856 55 6.4 6 12/1 9.10 CAR79009-79010
LEYWGKCTKAENRCKYKNDKGKDVLQNCPKFDNKKCTKDGNSCKWDSASKALTCY (Galgoczy és mtsai., 2013)
Fusarium poae SZMC 11045 55 6.4 6 12/1 9.10 CAR79017
LEYWGKCTKAENRCKYKNDKGKDVLQNCPKFDNKKCTKDGNSCKWDSASKALPCY (Galgbczy és mtsai., 2013)
Fusarium graminearum SZMC 3887, 3888 55 6.4 6 12/1 9.10 CAR79011-17902
LEYWGKCTKAENRCKYKNDKGKDVLQNCPKFDNKKCTKDGNSCKWDSASKALTCY (Galgoczy és mtsai., 2013)
Fusarium pseudograminearum NRRL 28069 55 6.4 6 12/1 9.10 CAR79013
LEYWGKCTKAENRCKYKNDKGKDVLQNCPKFDNKKCTKDGNSCKWDSASKALTCY (Galgoczy és mtsai., 2013)
Fusarium cerealis SZMC 11048 55 6.4 6 12/1 9.10 CAR79014
LEYWGKCTKAENRCKYKNDKGKDVLQNCPKFDNKKCTKDGNSCKWDSASKALTCY (Galgoczy és mtsai., 2013)
Fusarium avenaceum SZMC 11044 55 6.4 6 11/2 9.12 CAR79018
LEYWGKCTKAENRCKYKNDKGRDVLQNCPKFDNKKCTKDGNSCKWDSATKALTCY (Galgoczy és mtsai., 2013)
Fusarium culmorum SZMC 11039, 3890, 29354, 29388 55 6.4 6 11/2 9.12 CAR79019-79022
LEYWGKCTKAENRCKYKNDKGRDVLQNCPKFDNKKCTKDGNSCKWDSATKALTCY (Galgoczy és mtsai., 2013)
Fusarium asiaticum SZMC 3891 55 6.4 6 11/2 9.12 CAR79023
LEYWGKCTKAENRCKYKNDKGRDVLQNCPKFDNKKCTKDGNSCKWDSATKALTCY (Galgoczy és mtsai., 2013)
Fusarium sporotrichioides SZMC 11043 55 6.4 6 12/1 9.10 CAR79016
LEYWGKCTKAENRCKYKNDKGKDVLQNCPKFDNKKCTKDGNSCKWDSASKALTCY (Galgoczy és mtsai., 2013)
Botryotinia fuckeliana B05.10 56 6.0 8 0/2 4.04 XP_001548954
TTYRGTCQTGTQVCAYDVDETVGDSCNCDTSQLCQGDGNACFYNDTPGVRFHCPCS (Galg6czy és mtsai., 2013)

n.a.: nincs adat
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ACLA FVERRAIS IRGF ARV DSLARGGIRIAIND AROGAD KCY KKDNJC KY K ENs]S (T E 1 PR K\ CIgR D
AcAMP VERHALS IRCG F ARV DSLARGGIRISIAD ARIGEN KCY KKDNJC KY K ENs]S (T E (CEEEER Y K \j C 3R D
AFP FVERRAIS [RGF ARV JA| DSLTHEGGIHISIAD AR AYRIGEK CY KKDNMC KY KENSS (T E (CEEEER R K K Ci3R D
AFPNNS353 - - = = = = = & & 0 s m hm et it h el h s h s s h s s s s e s e s e e e KCY¥KKDNJC KY KE¥s]S ; {CEEEERRY KR CigRD - - .-
ANAFP - - - - - - - - - h e f - hf s s e s - = s - s s f - - s s - - - === L ICE CSHEEINYCOX READ KNEIVAE CPEERINAR C (4D TPV
FPAP - -FLS "AYAl -PEQE}M]) y KCTEKEE NINC K¥ KN D KDAYL )1 C P 4@ N K K C (i K DG NE] C KW D S/ ENER ) Y - - -
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PAF - - -|4F - VEIN DBy . ] KCTK NPCKYKND KDKC?NKKCKDE:KC D- - -
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1. Abra. Az izolalt, tomlésgomba-eredetii, PAF-klaszert hordozo defenzinszerti fehérjék és a Neosartorya fischeri NRRL 181 &ltal feltételezetten
termelt defenzinszerii protein (NFAP, GeneBank ID: XP_001262586) aminosav-sorrendjéenek dsszehasonlitasa. A feltételezett szignalszekvencia
lehasadasi helyét nyillal, az érett fehérjék elsé aminosavat alahtzéassal jeloltik. ACLA: Aspergillus clavatus VR1, ACAMP: Aspergillus clavatus
ES1, AFP: Aspergillus giganteus MDH 18894, AFPNNs3s3: A. giganteus A3274, ANAFP: Aspergillus niger KCTC 2025, FPAP: Fusarium
polyphialidicum SZMC 11042, NAF: Penicillium nalgiovense BFE 66, 67, 474, PAF: Penicillium chrysogenum Q176, PgAFP: P. chrysogenum

RP42C.
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PAF AFP

2. Abra. A Penicillium chrysogenum antifungélis protein (PAF) és Aspergillus giganteus
antifungalis protein (AFP) harmadlagos szerkezete (Seibold és mtsai., 2011).

3.2.1.1.2. Transzkripcio szabalyozas és expresszio

Az AFP és a PAF preproproteinként szintetizalodik, amely in silico vizsgalatok
alapjan az ACLA és PgAFP esetében is bizonyitott (Marx, 2004; Skouri-Gargouri és
mtsai., 2009; Rodriguez-Martin és mtsai., 2010). A preproproteinrél a fehérje érési €s
sejtbdl vald kijutasi folyamata soran egy szekrecids- és egy pro-szekvencia hasad le (1.
Abra). Martinez-Ruiz és munkatarsai (1997) leirtak az érett AFP hosszabb véltozatat (Lf-
AFP) is, ami az N-terminalis részen tovabbi hat aminosavat tartalmaz. Ez a fehérje az A.
giganteus fermetlevében a tenyésztés korai szakaszaban atmenetileg mutathatd ki. Ez
alapjan feltételezhetd, hogy az AFP érése egy tovabbi hasitasi l1épést tartalmaz, melyet egy
eddig még nem azonositott extracellularis protedz végez. Az Lf-AFP antifungélis hatasa
jelentés mértékben gyengébb az AFP hatdsdhoz viszonyitva, ami arra utal, hogy az Lf-AFP
az érett fehérje prekurzora (Martinez-Ruiz és mtsai., 1997).

Az AFP és PAF feherjehozamanak maximumat a stacionarius névekedési fazisban,
70-90 orés folyadéktenyészetben mérték, amit kiilonb6z6 kornyezeti faktorok és
vegylletek befolyasolnak (Marx és mtsai., 1995; Meyer és mtsai., 2002a; Marx, 2004). Az
orés folyadektenyeszet esetében mértéek (Skouri-Gargouri és mtsai., 2009). Szilard
taptalajon torténé novesztés soran ritmikus afp-expresszidt figyeltek meg. A fellleti
tenyészetben az afp és paf expresszids mintazatara egyarant jellemzd, hogy az aszexualis
fejlodés soran, meghatarozott fejlédési stadiumokhoz kotve szigoru térbeli és iddbeli

szabalyozés alatt all (Meyer és mtsai., 2002a; Hegediis és mtsai., 2011a). Mindkét gén a
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ndvekedési stadiumban expresszalddik, kizarélag a vegetativ micéliumban; sem a
konidioférokban, sem a konidiosporédkban nem fejezédnek ki (Meyer és mtsai., 20023;
Meyer, 2008; Hegedis és mtsai., 2011a).

Az AFP termel6désében a szén katabolit represszionak és a nitrogén metabolit
represszionak nincs meghatarozé szerepe. Ezzel szemben kiilonboz6 stresszfaktorok (ligos
pH, s6, alkohol, h6, szén- és foszfatéhezés), tovabba mds gombaval torténd egyiitt
tenyésztés fokozza az afp gén transzkripcidjat, mig savas pH és feleslegben adott foszfat
jelenléte gatolja azt (Meyer és mtsai., 2002a,b; Marx, 2004; Meyer, 2008). A paf gén
expresszidja szénehezés és limitalt glikdéz koncentracio hatdséra, illetve mésodlagos
szénforrasok jelenlétében indukalodik. Az AFP-vel ellentétben a hdsokk és a foszfat-
koncentracié nincs hatassal a PAF termelédésére. A paf mRNS szintézisét a glutamat
gatolja, ezzel szemben a NaNO3 indukalja. A pH-fiiggé génregulaciot a paf esetében még
nem vizsgaltak (Marx és mtsai., 1995; Marx, 2004).

A fent emlitett megfigyelések alapjan, az afp és paf 5’ upstream régioi kiilsé
kornyezeti szignalokra és stresszhatasra termel6dd, a gén transzkripcidjat szabalyozo
elemek kotohelyeit tartalmazzak (Marx, 2004; Meyer, 2008). Feltetelezések szerint az afp
transzkripcidjdban a kalcineurin jelatviteli utvonal, a foszfatéhezés és az aszexualis
fejlodést szabalyozd mechanizmusok jatszanak kozponti szerepet. Az afp promoter-
kdrnyezeti stresszhatasokra (so6, pH, h6sokk) a kalcineurin aktivalja. Hésokk és alacsony
foszfatszintek az afp transzkripciojat és az AFP szekréciojat fokozzak. Az afp expresszidjat
a PalcA transzkripcios faktoron (foszfatszabalyozo elem) keresztiil a foszfat csokkentheti,
azonban a feltételezés kisérletes igazoldsa még varat magara. Kisérletes megfigyelések
alapjan a lugos pH foszfatéhezést idéz e¢l6 gombakban, ami arra utal, hogy a gén pH- és
foszfat-fiiggd szabalyozasa feltételezhetéen kapcsolatban all. Annak ellenére, hogy két
lehetséges pH-fliggé PacC transzkripcios faktor (pH-valaszelem) kétohelye talalhatd meg a
gén upstream régidjaban, lagos kozegben az afp expresszidjanak fokozasaban nincs
jelentds szerepiik, és er6sen gatoljak az expressziot savas pH-ja, illetve foszfatot
feleslegben tartalmazo tapkozeg esetében. Az RImA transzkripcios faktor (sejtfal integritas
elem) fokozza az AFP termelédését, amelynek mennyisége a sejtfalintegritas valtozasa
esetén megemelkedik. A CreA-kozvetitett szén katabolit represszionak és az AreA-
kdzvetitett nitrogen metabolit represszionak nincs szerepe az afp transzkripcidjanak

crer
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fonalasgombéakban az konidiogenezis és méasodlagos anyagcsere kdzponti szabalyozd
eleme. A StuA transzkripcids szintje az aszexudlis differenciadlodasra képes vegetativ
hifakban emelkedik meg. Elézetes vizsgalatok alapjan az afp expresszidjat a StuA
pozitivan befolyasolja (Meyer, 2008).

A paf expresszidjat szintén kiilonbozé transzkripcios faktorok befolyédsolhatjak a
prométer régid analizise alapjan. A CreA (szén katabolit represszor elem) csdkkentheti az
expresszidt glikoz jelenlétében, mig a két feltételezett AreA (nitrogén metabolit represszor
elem) kot6hely nitrogén metabolit repressziora utal. Egy pH-fliggd mechanizmus és egy
stressz-indukalta fehérje szabalyozo szerepét is feltételezik a prométer régidban azonositott
négy pacC (pH-szabalyozé elem) és két Stre (stressz-szabalyozO elem) konszenzus
motivum alapjan (Marx, 2004). A paf expresszidjanak szabalyozasaban feltételezhetéen a
VelA is részt vesz, ami a konidiogenezist és masodlagos metabolit-termelést szabalyozo
fehérje (Hegedls és mtsai, 2011a).

Osszefoglalva, a PAF és AFP expresszidjat egymassal bonyolult kapcsolatban allo,

Osszetett szabalyozo rendszerek befolyasoljak (Marx, 2004; Meyer, 2008).

3.2.1.1.3. Antifungalis spektrum és hatas
A fonalasgombék altal termelt, PAF klaszterrel rendelkezé defenzinszerii fehérjék

antifungalis spektruma eltérd, azonban az altaluk létrehozott antifungalis hatds nagyon
hasonlé (Marx, 2004). A fehérjékre érzékeny gombékban a hifandvekedés és a spora
csirazasanak gatlasa, a membranintegritis megsziinése, oxidativ stressz, a sejtfal
rigiditdsdnak megvaltozasa figyelheté meg és apoptdzis alakul ki (Kaiserer és mtsai., 2003;
Theis és mtsai., 2003,2005; Marx, 2004). A fehérje jelenlétében a hifak tobbszorésen
elagazd, torzult novekedést mutatnak, a hifacsucsok duzzadtakka valnak, és sejtmagok
halmozodnak fel bennik (Marx, 2004). ACLA-val fungisztatikus koncentracioban kezelt
Fusarium oxysporum micéliumokban a sejtfal kiépilés megvaltozasanak kovetkeztében a
sejtek ,,protoplasztszerii” fenotipusat figyelték meg (Skouri-Gargouri és mtsai., 2009).

A PAF Kklaszterrel rendelkezé defenzinszeri fehérjék antifungélis aktivitasa
dozisfiiggd: szubletalis koncentracioban alkalmazva novekedést késleltetd, mig nagyobb
koncentracioban fungisztatikus hatas érhet6 el (Kaiserer és mtsai., 2003; Theis és mtsai.,
2003; Marx, 2004; Skouri-Gargouri és mtsai., 2009). Antimikrobialis hatasukat az egy-
illetve kétértékii kationok jelenléte jelentdsen csokkenti. Ilyen hatast az AFP esetén 20
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mM-nal magasabb KH,POy4, 50 és 100 mM kozétti KCI/NaCl, a PAF esetén 20 mM-nél
magasabb MgCl,, 50 és 100 mM kozotti Na,SO4 koncentracidnal irtak le, mig az ACLA
aktivitasa 50 mM NaCl és 10 mM kétértékti kationok jelenlétében (Mn?*, Fe** és Ca®")
csokkent jelentés mértékben (Marx, 2004; Meyer, 2008; Skouri-Gargouri és mtsai., 2009).
Martin-Urdiroz és mtsai. (2009) eredményei alapjan a kationok megakadalyozzék az AFP
kotddését a gomba felszinéhez. Az AFP 0ssztoltése szintén pozitiv, ezért a kationok gatlasa
feltételezhetéen abban nyilvanul meg, hogy a gombak sejtfelszinén 1évd negativ
kotéhelyekrél kompetitor modon kiszoritjak a fehérjét (Martin-Urdiroz és mtsai., 2009).
Hasonl6 gatlé hatast figyeltek meg mas névényi és allati antimikrobialis proteinek esetén
(Marx, 2004).

A fonalasgomba-eredetii defenzinszerti fehérjék antifungalis spektruma eltér
egymastol, az érzékeny fajok kozott csak kismértékii atfedés figyelheté meg (Marx, 2004).
Antifungalis aktivitasukat elsddlegesen mas fonalasgombakkal szemben fejtik ki (Marx,
2004; Meyer, 2008). Hatékonyan gatoljak szamos jelentds, opportunista human és/vagy
ndvénypatogén gomba novekedését (Lacadena és mtsai., 1995; Lee és mtsai., 1999;
Geisen, 2000; Meyer és mtsai., 2002a; Meyer és Stahl, 2003; Moreno és mtsai., 2003,
2006; Marx, 2004; Galgoczy és mtsai., 2005, 2007, 2008; Barna és mtsai., 2008; Meyer,
2008). Az ANAFP, AFP, PAF és NAF tomlés- s jaromsporas gombafajok ndvekedesét,
spérainak csirazasat gatolja (MIC=1-200 pg/ml) (Lacadena és mtsai., 1995; Lee és mtsai.,
1999; Kaiserer és mtsai., 2003; Moreno és mtsai., 2003, 2006; Theis és mtsai., 2003; Marx,
2004; Galgbczy és mtsai., 2005, 2007, 2008; Barna és mtsai., 2008; Meyer, 2008). A
PgAFP husipari termékeken el6forduld, mikotoxintermelé Penicillium echinulatum,
Penicillium commune és A. niger ellen hatékony (Rodriguez-Martin és mtsai., 2010).
Elesztokkel szembeni antifungalis aktivitissal az ANAFP (Candida albicans,
Saccharomyces cerevisiae és Trichosporon beigelii; MIC=8-15 uM) és az FPAP
rendelkezik (Candida inconspicua, Candida lipolytica, Candida lusitaniae, Candida
norvegica; MIC=150 pg/ml) (Lee és mtsai., 1999; Galgoczy es mtsai., 2013). Bazidiumos
gombak érzékenységérdl mindezidaig kevés informacié all rendelkezésre: A Rhodotorula
mucilaginosa az AFP-vel szemben rezisztensnek, mig a Trichosporon beigelii és a
Puccinia recondita f. sp. tritici az ANAFP-pal és PAF-fal szemben érzékenynek bizonyult
(Lacadena és mtsai., 1995; Lee és mtsai., 1999; Barna és mtsai., 2008). Antibakterialis
aktivitast eddigi eredmények alapjan csak az ACLA mutat Staphylococcus aureus, Bacillus
cereus, Micrococcus luteus, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia
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coli ellen (Hajji és mtsai., 2010). Az eddig vizsgalt érzékeny gombafajok listaja a 2.
Tablazatban talalhato.

A PAF Kklaszterrel rendelkez6 defenzinszerti fehérjék antifungalis hatéasa
nagymértékben fiigg az alkalmazott tapkozegtdl. Egy korabbi tanulmanyban a PAF a
jaromspords gombék ndvekedését minimal taptalajon jobban gatolta, mint komplett
taptalajon (Galgoczy és mtsai, 2005). Ez a gombak kiilonb6z6 tapanyagigényével éppugy
magyarazhato, mint az alkalmazott tapkdzegkomponensek jelenlétével (pl. sok), melyek a
PAF aktivitasat negativan befolyasolhatjak (Kaiserer és mitsai., 2003; Marx, 2004).
Hasonl6 jelenséget irtak le egyitt-tenyésztéses Kisérletekben az AFP-t termel6 A.
giganteus izolatum esetében (Meyer és mtsai., 2003)
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2. Tablazat. Az eddig izolalt, fonalasgombak altal termelt PAF-klaszterrel rendelkez6

defenzinszer(i proteinek antifungélis spektruma.

Antifungalis

fehérje Erzékeny gombafaj Referencia
ACLA Ascomycota Skouri-Gargouri és
Alternaria solani, Aspergillus niger, Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum, F. solani Gargouri, 2008
AcAMP _y_Ascom_ cota . . Hajji és mtsai., 2010
Aspergillus niger, Fusarium oxysporum, F. solani
Ascomycota
Aspergillus spp. (A. flavus®, A. fumigatus®); Candida albicans®; Fusarium spp. (F.
ANAFP  oxysporum® ™, F. solani® *"); Saccharomyces cerevisiae Lee és mtsai., 1999
Basidiomycota
Trichosporon beigelii®
Ascomycota
Alternaria alternata® ™N; Aspergillus spp. (A. awamorii, A. flavus®, A. nidulans, A.
niger®, A. terreus®); Botrytis cinerea™, Erysiphe graminis™, Fusarium spp. (F. Lacadena és mtsai
aquaeductum®™, F. bubigenum™, F. culmorum™, F. equiseti™, F. lactis™, F. lini"™™, X oo
L O, PN 0. PN PN . PN 1995; Moreno és
AFP F. monl]lforngﬁ , F. o_>gysp0rum 5 F poa%N , F. prc_)llferaturpN ,F.' ' mtsai. 2003. 2006-
sambucinum™, F. solani, F. sporotrichioides™, F. vasinfectum™); Gliocladium - L '
} N L g Theis és mtsai.,
roseum; Magnaporthe grisea™; Penicillium purporogenum; Trichoderma spp. (T. .
- o L 2003; Meyer, 2008
harzianum®, T. koningii)
Oomycota
Phytophthora infestans™
Ascomycota
Aspergillus spp. (A. flavus®, A. fumigatus®, A. giganteus, A. nidulans, A. niger®, A. Binder & msai
AFP\nssss  terreus®); Botrytis cinerea™; Fusarium spp.( F. oxysporum f. sp. oxysporum® PN, F. 2011 "
sambucinum®™); Gliocladium roseum; Neurospora crassa; Penicillium chrysogenum;
Trichoderma koningii
Zygomycota
Gilbertella persicaria
FPAP Ascomycota Galgdczy és mtsai.,
Aspergillus spp. (A. nidulans, A. niger, A. terreus®); Candida spp. (C. inconspicua, C. 2013
lipolytica, C. lusitaniae, C.norvegica) Cladosporium herbarum"™; Trichoderma
harzianum®
Zygomycota
Mucor sp.
NAF Ascomycota Geisen, 2000
Aspergillus flavus®; Byssochlamys sp., Fusarium solani® "N, Geotrichum candidum®;
Penicillium spp. (P. digitatum, P. italicum, P. roquefortii)
Zygomycota
Absidia corymbifera®; Micromucor ramanniana; Mortierella elongata®; M.
nantahalensis®; M. wolfii®; Mucor piriformis ©; Mycotypha africana; Rhizomucor
miehei®; R. pusillus®; Rhizopus microsporus var. oligosporus®; R. oryzae®;
Thamnostylum piriforme; Umbellopsis isabellina; Zygorhynchus macrocarpus . . .
Kaiserer és mtsai.,
Ascomycota 2003; Marx, 2004;
Aspergillus spp. (A. flavus®, A. fumigatus®, A. giganteus, A. nidulans, A. niger®, A. N N
Or. . - PN o PN. . Galgoczy és mtsai.,
PAF terreus™); Blumeria graminis f. sp. hordei™; Botrytis cinerea™; Cladosporium .
. ; PN. X "; Clado . 2005, 2007,2008;
herbarum ™; Cochliobolus carbonum™; Fusarium oxysporum~"; Gliocladium B . -
PN, . - 0. ) - arna és mtsai.,
roseum™; Hypocrea orientalis~; Neurospora crassa, Trichoderma spp. (Trichoderma 2008
atroviride™©, T. citrinoviride™, T. harzianum™®, T. inhamatum™®, T. koningii, T.
longibrachiatum™©); Trichophyton spp. (T. mentagrophytes™, T. rubrum™, T.
tonsurans ""); Microsporum spp. (M. canis™, M. gypseum ™™;
Basidiomycota
Puccinia recondita f. sp. tritici™
PGAFP Ascomycota Rodriguez-Martin és

Penicillium spp. (P. echinulatum, P. commune), Aspergillus niger

mtsai., 2010

nem kozolt adat, Galgoczy és mtsai.,

O: opportunista huménpatogén gombafaj, "

PH

potenciélisan humanpatogén gombafaj, ™: potenciélisan névénypatogén gombafaj
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3.2.1.1.4. Hatasmod
Az aminosavsorrendbeli kiillonbozdségek ellenére a fonalasgombak altal termelt,
PAF-klasztert hordoz6 defenzinszerti antifungalis proteinek fizikai-kémiai tulajdonséagai,
harmadlagos szerkezete és a kivaltott antifungélis hatds nagyon hasonloak. A kiilonb6zo
fehérjék toxikus hatdsa, habar néhany kozos jellemzdével rendelkezik, eltéréd modon valdsul
meg. Az AFP és a PAF - kozvetlenil vagy kozvetetten kapcsolatba lépve a
sejtfalbioszintézissel — a hifa polarizalt névekedését zavarja meg (Theis és mtsai., 2003;
Meyer, 2007; Binder és mtsai.,, 2010a). Toxicitasuk tovabbi koz6s vonasa, hogy
jelenlétiikben a sejtek Ca’*-homeosztazisa felborul, ami progamozott sejthalalhoz vezethet.
Az AFP antifungalis hatasa tébb szinten érvényesul. Az érzékeny gombafajokban
az AFP nagy mennyiségben a sejtfal kiilsé rétegében ¢és a sejtfalban halmozodik fel, ami a
sejtfal integritdsdnak a megsziinését okozza (Theis és mtsai., 2005). Az AFP kisebb
hanyada elektrosztatikusan kot a sejtmembranhoz és membranpermeabilizaciot,
porusképzést valt ki (Theis és mtsai., 2003). Az AFP-rezisztens gombafajok esetén a
fehérje a sejten beltl akkumulalddik, majd lebontasra kertl (Theis és mtsai., 2003, 2005).
In vitro kisérleti kérilmenyek kdzott bizonyitottak, hogy az AFP az N-terminalis Kitin-kot6
motivuman keresztul a Kitinhez kapcsolodik és a sejtfal kiépllését akadalyozza meg. Az
AFP specifikusan a Ill. és V. tipusu kitin-szintazokat gatolja, amit az Aspergillus oryzae és
a F. oxysporum esetében bizonyitottak is (Hagen és mtsai., 2007). Ezek az enzimek
kizarolagosan a gombakra jellemzdek és nélkiilozhetetlenek a polarizalt hifanévekedés
fenntartdsdhoz, valamint a patogén gombak virulencigjdhoz (Meyer, 2008). A
kitinszintézisben szerepet jatsz0 CHS7 chaperon-szerii fehérje, a sejtfal glukan-
bioszintézisében résztvevd GASI glukanozil-transzferdaz, valamint a sejtfal pH-fiiggé
szabalyozéasat biztositd PacC transzkripcios faktor szerepet jatszanak az AFP antifungélis
hatadsanak a kialakulasaban. Az AFP a setjfal szerkezetét ezeken a faktorokon keresztil
modosithatja, ugyanis a ApacC, a Achs7 és a Agasl F. oxysporum torzsek az AFP-vel
szemben ellenéllobaknak bizonyultak a kontroll térzshéz képest (Martin-Urdiroz és mtsai.,
2009). A kitinszintézis hifacsucsi gatlasa kovetkeztében a sejtfal integritasa megsziinik,
amire kompenzacios valaszként a PKcA/MpKA szignalizacion keresztul a sejtfalintegritasi
utvonal (CWIP, cell wall integrity pathway) RhoA-figgetlen médon indukalodik az AFP-
érzékeny Aspergillus fajokban (Hagen és mtsai., 2007; Binder és mtsai., 2011). Az igy
aktivalt RhoA-fuggetlen CWIP fokozza az a-1,3-glukan szintaz gén (agsA) expresszidjat,
ami a sejtfal ujraépitést indukalja. Azonban megfigyelték, hogy ez a hatds 6nmagaban nem
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elegend6 az AFP toxicitasanak ellensllyozasahoz. Feltételezések szerint az AFPnns3ss
antifungalis hatasa elsésorban a RhoA-GTPaz aktivalé proteinkomplexnek (GAP) a
gatlasan keresztil valosul meg (Binder és mtsai., 2011).

Az AFPsss3 az  érzékeny  sejtekben a  citosz6l  nyugalmi  Ca®*-
koncentracioszintjének hirtelen és jelentds mértékli novekedését eredményezi (Binder és
mtsai., 2011). A Ca?*-homeosztazis tartés megvéltozasa progamozott sejthalalhoz (PCD,
programmed cell death) vezethet (Leiter és mtsai., 2005). Az emelkedett extracellularis
Ca®*-koncentréaci6 jelenléte az AFPyns3ss toxicitasat tobb szinten ellenstlyozza, ugyanis
dnmagaban vagy a Ca®*-szignalizacids kaszkadon keresztiil csokkenti a citosz6l nyugalmi
Ca’*-szintjét. Az AFPnnsss a Ca’'-szignalizacios kaszkadon keresztil a  sejtfal
bioszintézisét indukalja a ChsD kitin-szintaz expresszidjaval (Binder és mtsai., 2011). A
membranban talalhaté szfingolipidek a polarizalt ndvekedés fenntartasahoz szintén
szlikségesek, amelyek elbzetes vizsgalatok alapjan méasodlagos receptorai az AFP-nek (Li
¢s mtsai.,, 2006; Meyer, 2008). Az AFP gombaellenes aktivitasdhoz feltételezhetden
hozzajarul az a tulajdonsaga is, hogy oligonukleotid/oligoszacharid (OB)-koté6 doménjével
képes kolcsonhatasba 1épni nukleinsavakkal és oligoszacharidokkal (Martinez del Pozo és
mtsai., 2002).

A PAF az antifungélis hatdsat szintén komplex moddon fejti ki. PAF-kezelt
Aspergillus nidulans-ban a sejten belil reaktiv oxigénfajtdk (ROS) megjelenését,
apoptotikus markereket és a membrannal hatarolt sejtorganellumok széteseset igazoltak
(Kaiserer és mtsai., 2003; Leiter és mtsai., 2005), tovabba a PAF csokkenti az A. nidulans
hifak kitintartalmat és a hifacsicsokban felhalmozo6dé aktin mennyiségét (Binder és mtsai.,
2010a). A fehérje receptormedialt endocitozissal jut be a sejtbe és ott a citoplazmaban
lokalizalodik (Kaiserer és mtsai., 2003; Leiter és mtsai., 2005; Marx és mtsai., 2008).
Tovabba kimutattak, hogy a fehérje G-protein altal kdzvetitett jelatviteli uton programozott
sejthalalt eredményez, &m ennek a pontos mechanizmusa a mai napig még nem teljesen
tisztdzott. A PAF az A. nidulans-ban indukélja a G-protein jelatviteli Gt aktivalta ciklikus
AMP/protein kindz A (CAMP/PkaA) szignalizacidés kaszkadot. A cAMP/PkaA Ut
indukcidja az aktin abnormalis polimerizaciojat, az apolaris ndvekedés hianyat eés
apoptdzist eredményez (Binder és mtsai., 2010a; Hegedlis és mtsai., 2011b). Tovabbi
Kisérletek igazoltdk, hogy a PAF a FadA-fliggé heterotrimer G-protein kozvetitette
jelatviteli Gton szintén antifungalis hatast fejt ki (Leiter és mtsai., 2005; Hegedis ¢és mtsai.,
2011b). Ez az atvonal A. nidulans-ban a vegetativ ndvekedés fenntartasat szabalyozza. A
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FadA-fiiggd szignalizacios Uiton a PAF nagy valosziniiséggel az intracellularis glutation
redox egyensuly felborulasat idézi elé, amit a gombékban az apoptdzis egyik Kivalto
tényezbjeként tartanak szamon. Az AFP-hez hasonloan, a RhoA-GAP komplex gatlasaval
a PAF szintén el6idézheti az aktinpolimerizacio és a polarizalt névekedés zavarat (Binder
és mtsai., 2010a). Az RgsA regulator fehérje a GanB-fiiggd heterotrimer G-protein
szignalizacids uton keresztill képes gatolni az oxidativ stresszvalaszt, ezaltal a reaktiv
oxigeén fajtak szintjenek az emelkedését okozza, ami szintén apoptdzist indukal. Az RgsA-
nak a PAF toxicitasdban betoltott szerepét igazolta az, hogy az rgsA delécidja PAF-
tolerans fenotipust eredményez (Hegeds és mtsai., 2011b). Az AFP-vel ellentétben a PAF
nem indukélja a CWIP-t a G-protein kozvetitette protein kindz c/mitogén-aktivalt protein
kinaz (pkc/MpK) jelatviteli atvonalon keresztil. A PAF ennek a MpkA tagjat gatolhatja
(Binder és mtsai., 2010a).

A PAF az erzékeny organizmusban a plazmamembran hiperpolarizéciojat valtja ki.
Az A. nidulans-ban szelektiv K*-ion kidramlast okoz, tovabba, az AFP-hez hasonldan, a
Neurospora crassa-ban a citoplazma nyugalmi Ca**-szintjének gyors emelkedését okozza
és megzavarja a Ca®*-szignalizaciot (Leiter és mtsai., 2005; Binder és mtsai., 2010b). A
citosz6l nyugalmi Ca**-szintjének gyors megvaltozasa oxidativ stresszt, majd apoptézist
indukal (Marx, 2008). A tapkézeghez adott Ca**-ionok a PAF antifungalis hatésat szintén
csokkentik (Binder és mtsai., 2010b).

3.2.1.1.5. Bioldgiai szerep

A legtdbb fonalasgomba védekezésil a kornyezetében jelen 1évé, kiilonbozé
mikrobak ellen antimikrobialis aktivitasu proteineket szekretal a kérnyezetébe (Peberdy,
1999). Ezeknek a proteineknek a szerkezete, hatdsmddja, és antimikrobialis spektruma
nagymértékben eltér6 lehet (Epand, 1999; Selitrennikoff, 2001; Theis és Stahl, 2004).

A fonalasgombak &ltal termelt, defenzinszerti antimikrobialis fehérjék élettani
szerepe a mai napig nem teljesen tisztazott. Vizsgalatok alapjan szerepet jatszhatnak az
aszexualis differencidlédasban stresszkorilmények hatéasara, illetve a tdpanyagokért és az
¢lohelyért  folytatott ~ versenyben a  hasonld  Okologiai  niche-t  elfoglalo
mikroorganizmusokkal szemben (Marx, 2004; Hegediis és mtsai., 2011a). Ez utdbbi
feltételezést aladtdmaszthatja az a megfigyelés miszerint egy AFP-termel6 A. giganteus, és

egy AFP-érzékeny F. oxysporum izolatum egydtt-tenyésztésekor a fermentlében
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megemelkedett az AFP koncentracidja (Jacobs, 1995). Meyer és Stahl (2003) egy pB-
glukuronidaz alapu riporter rendszer alkalmazasaval vizsgalta, hogy az A. giganteus képes-
e egy AFP-érzékeny, kompetitor gomba jelenlétét erzékelni, ezaltal az afp transzkripciojat
fokozni és igy elényhoz jutni a tapanyagokért folytatott versenyben. Kisérleteik alapjan az
AFP bioldgiai funkcidja 0sszetettnek bizonyult: szdmos fonalasgombafaj mellett néhany
baktérium (P. aeruginosa) és élesztbfaj (S. cerevisiae, C. albicans) esetében is novelte a B-
glukuronidaz gén transzkripciojat. Ezek a mikroorganizmusok nem kompetitorai az A.
giganteus-nak és az AFP sem gatolja novekedésiiket (Lacadena és mtsai., 1995; Marx,
2004). Ezek szerint az AFP expresszidjaban inkabb a tapkozeg Osszetétele jatszik
kulcsfontossagl  szerepet. Az  egyiitt-tenyésztés soran megvaltozott pH-érték,
tapanyagellatottsag ¢és kiillonbozo stresszfaktorok fokozzak az AFP expressziojat, melyhez
a kompetitor gomba kozvetlen jelenléte szintén hozzajarul valamilyen médon. Meyer és
Stahl (2003) vizsgélatai alapjan a F. oxysporum emelked6 peptonkoncentracio esetén (0,1-
1%) feltételezhetéen egy szignalmolekuldt termel, amit az A. giganteus érzekelve képes
tovabb fokozni az afp gén expressziojat. Mint a fenti példakbdl is kitiinik, az AFP bioldgiai
szerepe Osszetett, és az él6helyért folytatott versenyben betoltOtt szerepe nagymertékben
figg a kompetitorok jelenlététdl és azok fiziologiai allapotatdl (Meyer és Stahl, 2002;
Meyer, 2008).

A PAF esetén bizonyitottdk a konidiogenezisben bet6ltott szerepét. A paf gén
delécioja 70%-kal csokkentette a P. chrysogenum spoOrazasi kepességét a vad tipushoz
képest. A vegetativ ndvekedésre, hifamorfoldgiara és csirdzasi képességre a delécié nem
volt hatassal. A PAF feltételezhetden transzkripcios szinten fokozza a P. chrysogenum
konidiogenezisét, ugyanis a Apaf torzsben a sporulaciot jelzé brlA gén transzkripcioja
represszalt lett (Hegedlis és mtsai., 2011a). A brlA gén a fonalasgombakban szerepet
jatszik mind a konidiogenezis, mind az autolizis szabalyozasaban (Adams eés mtsai., 1998;
Emri és mtsai., 2008). Sillyesztett, szénéhezé tenyészetben (amiben a PAF nagy
mennyiségben termelddik) bizonyitottak, hogy a PAF nem jatszik szerepet a P.
chrysogenum autolizisének szabalyozasaban. A PAF biologiai szerepe feltételezhetéen a
feltileti tenyészetekre korlatozodik, ahol megfeleld kornyezeti szignalok hatdsara a termeld
torzs differencialodési folyamatai érvenyesilnek (Garcia-Rico és mtsai., 2008; Hegediis és
mtsai., 2011b).

Altalanosan elfogadott elmélet szerint fonalasgombék &ltal termelt, defenzinszerii
antimikrobidlis fehérjék a termeld szervezet védekezO rendszerének a tagjai, amelyekkel
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feltételezhetden a tapanyagokért folyd versenyben részt vevd, hasonld okoldgiai niche-t
elfoglalé gombék ellen veszik fel a harcot (Meyer, 2008). A fent emlitett hipotézisek
alatamasztasa, illetve az afp és paf stresszfiiggé szabalyozassal valo kapcsolatanak

felderitése még tovabbi vizsgalatokat igényel.

3.2.1.1.6. Potencialis alkalmazasi lehetoségek

Az eddigi vizsgalatok alapjan a fonalasgombak altal termelt, PAF-klaszterrel
rendelkez6 defenzinszerii antifungalis proteinek szamos tulajdonsadga megfelel az tjonnan
kifejlesztend6, a gyogyaszatban, a ndvény- és termésvédelemben hasznalatos antifungalis
szerekkel tamasztott legfontosabb kdvetelményeknek (Meyer és Stahl, 2003; Marx, 2004;
Galgoczy és mtsai., 2005, 2007, 2008; Meyer, 2008). Egymastol eltéré modon és
hatékonyan gatoljak szamos mezdgazdasagi ¢€s egészségiigyl szempontbol jelentds
gombafaj sporainak csirazasat és hifainak novekedését (2. Tablazat) (Moreno és mtsai.,
2003, 2006; Marx, 2004; Galgbczy és mtsai., 2005, 2007, 2008; Barna és mtsai., 2008;
Meyer, 2008). Noveényi- és emléssejtekre nincsenek toxikus hatassal, in vivo nem valtanak
ki gyulladast, valamint stabilitasukat kiilonb6z6 kornyezeti korilmények kozott is
megorzik (Oldach és mtsai., 2001; Vila és mtsai., 2001; Moreno és mtsai., 2003, 2005,
2006; Coca és mtsai., 2004; Szappanos és mtsai., 2005, 2006; Girgi és mtsai., 2006; Barna
és mtsai., 2008; Batta es mtsai., 2009; Palicz és mtsai., 2013). Képesek mas antifungalis
szerekkel szinergista és/vagy additiv kdlcsonhatasba 1épni, azok hatékonysagat megndvelni
(Galgoczy és mtsai., 2007, 2008).

Az AFP az V-0s és lll-as tipusu kitin-szintazok specifikus gatlasa révén igéretes
eszkozze valhat a névényvédelemben. Ezek az enzimek ugyanis kulcsfontossagu szerepet
toltenek be a névényi kdrokoz6 gombéak patogenitasaban (Meyer, 2008). Felileti szerként
alkalmazva az AFP a rizs es a muskatli levelén védelmet biztosit Magnaporthe grisea és
Botrytis cinerea fert6zésevel szemben még az alkalmazast kovet6 2, illetve 6 het elteltével
is (Vila és mtsai., 2001; Moreno és mtsai., 2003, 2006; Coca és mtsai., 2004). Az AFP-vel
elézetesen kezelt paradicsomgyokér a F. oxysporum fertézéssel szemben megndvekedett
ellenalloképesseégel rendelkezik (Theis és Marx, 2005). Barakat és munkatarsai (2010)
bizonyitottak, hogy az AFP képes a raktari kartevéként ismert kiilonboz6é Fusarium fajok
ndvekedést visszaszoritani az arpan, igy a termés mikotoxintartalmat csokkenteni. Az afp-t

tartalmazd transzgénikus novények kevésbé bizonyulnak fogékonynak potencialis

25



gombapatogénjeikkel szemben: Az AFP jelentOsen visszaszoritotta a transzgénikus buza,
rizs, illetve gyongykoles kartevoi (Erysiphe graminis és Puccinia recondita; M. grisea;
Sclerospora graminicola és Puccinia substriata) altal okozott fert6zési tiineteket (Oldach
és mtsai., 2001; Coca és mtsai., 2004; Moreno és mtsai., 2005; Girgi és mtsai., 2006). A
fent emlitett kisérletek soran az AFP nem karositotta a ndvényt, az normalis ndvekedést és
morfoldgiat mutatott és a fertilitasat is megorizte (Meyer, 2008).

Antifungalisan hatékony koncentracié-tartomanyban sem az AFP, sem a PAF nem
idéz el citotoxikus és egyéb karositd hatast emldssejteken in vitro, tovabba, nem indukalja
gyulladasos citokinek termelédését (Szappanos és mtsai., 2005, 2006). A PAF gydgyaszati
alkalmazasanak esélyét noveli az a tény, hogy a fehérje in vivo sem valtott ki gyulladasos
folyamatot egér tiidéaszpergillozis-modellben (Palicz és mtsai., 2013).

In vitro Kisérleti rendszerben igazoltak, hogy a fonalasgombak altal termelt,
defenzinszerli antimikrobialis fehérjék képesek kdlcsonhatasba 1épni mas szerekkel, ezaltal
erdsebb gatlo hatast kifejteni annél, mintha 6nmagukban alkalmaznank 6ket. A PAF képes
szinergisztikus kdlcsonhatasba lépni  sztatinokkal és flukonazollal, azok terapiasan
hatékony koncentracioit jelentésen lecsokkentve (Galgoczy és mtsai., 2007, 2008). Additiv
kodlcsonhatast irtak le a névénypatogén Botrytis cinerea ellen az AFP és egy Cecropia
molybdl izolalt antifungalis peptid, a cecropin A kombinacidja esetén (Moreno és mtsai.,
2003).

A diszulfid-hidak altal stabilizalt harmadlagos szerkezetiiknek koszonhetéen a
fehérjék még kiilonbozd extrém kornyezeti koriilmények kozott is megdrzik stabilitasukat
(Vila és mtsai., 2001; Moreno és mtsai., 2003; Batta és mtsai., 2009). Az AFP jelent6s
rezisztenciat mutat proteolizissel és magas homérsékletii kezeléssel (80 °C) szemben,
tovabba viszonylag stabilnak mutatkozik tag pH tartomanyban (pH 2-12) is (Vila és mtsai.,
2001). Az AFP-hez hasonloan a PAF is stabilnak bizonyul pH 1,5-11 ko6zott. Hokezelés
(60-80 °C, 10-60 perc) hatdsara a fehérje antifungalis aktivitisa reszlegesen (20%), mig
extrém korulmények kozétt (95-100 °C, 60 perc) jelentds mértékben (~90-95%) csokken.
Fehérjedegradacids kisérletekben (3-9 éra; pepszin, proteinaz K, pronaz) a PAF megérzi
aktivitasat, mely azonban hosszan tartdé proteolitikus kezeles (12 es 24 oOra; pronaz,
proteindz K) kovetkeztében viszont jelentdsen csokken. Az ACLA az el6zd két fehérjéhez
hasonlo stabilitassal rendelkezik: extrém kortilmények kozott, 3 6ra 100°C-os hokezelés
utan is 80%-os aktivitassal bir, tovabba tag pH tartomanyban (pH 5-12) is aktivnak
mutatkozik (Skouri-Gargouri és mtsai., 2010).
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Mindezek ellenére még szdmos tényezd gatolja gyakorlati célu felhasznalasukat.
Egyik ilyen tényez6 az, hogy a termel6 gomba, még a termelédés szempontjabol
figyelembe vehetd stresszkoriilmények alkalmazasa ellenére is viszonylag Kkis
mennyiségben valasztja ki a fehérjét, ezért ipari mennyiségben torténd eldallitdsuk nem
megoldott. Tovabbi hatréltatd tényezo a fehérjék nem teljesen felderitett hatasmodja, és az
a tény, hogy egyes fehérjék csak bizonyos penészgombacsoportok ellen hatasosak (Marx,
2004; Theis és Stahl, 2004; Hegedts, 2013).

Toxicitas-tesztek és tovabbi hatasvizsgalatok utdn a fonalasgombak altal termelt,
defenzinszeri antimikrobialis fehérjék alkalmazhatok lehetnek Uj, fehérjén alapuld
gombaellenes stratégiak kifejlesztésére mind a gydgyaszatban, mind a ndvényvédelemben,
mind az élelmiszertartésitasban, illetve a kulturalis 6rokségeink (pl. festmények, freskok,

épiiletek) penészkartevoi elleni védekezésben.
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4, Célkitiizések

Az utobbi két évtizedben felfedezett, a fonalasgombéak altal termelt, Kis
molekulatomegii, defenzinszeri antifungélis proteinek hatékonyan gatoljadk szamos gomba
novekedéset, valamint spérainak csirazasat. A rendszertanilag tavol &ll6 gombafajok Aaltal
termelt, szerkezetileg hasonlod proteinek hatdsmodja €és antimikrobidlis spektruma jelentésen
eltéer egymastdl, igy kdlon-kilon is értékes alapot szolgaltathatnak alap- és alkalmazott
kutatasok szamara.

A N. fischeri NRRL 181 antifungéalis protein (NFAP) egy, a N. fischeri NRRL 181
genomjaban megtaldlhatd szekvencidb6l szarmaztatott hipotetikus antifungélis protein
(ProteinlD: XP_001262586), jelenléte csak in silico bizonyitott (GenelD: 4589416).
Klonozasardl, izolalasardl, antimikrobidlis spektrumardl, hatasmaédjarol és bioldgiai szerepérol
nem szamoltak be a jelen dolgozat elkésziiltéig.

Munkank célja volt, hogy bévitsik a fonalasgombak altal termelt, defenzinszerti
antimikrobidlis proteinekr6l meglévé ismereteinket az NFAP tanulmanyozasaval. Ezek alapjan
a kovetkez6 konkreét célkitiizéseket fogalmaztuk meg:

1. Az NFAP-t kodolo gén izolélasa N. fischeri NRRL 181 izolatumbol. Az nfap klonozasa

2. Az NFAP izolalasa, szerkezetének, antimikrobidlis tulajdonsagainak és hatasanak
vizsgélata. Az NFAP termeltetésére optimalizalt taptalaj és tenyésztési kortlmények
kidolgozasa. A protein tisztitasa, in vitro antimikrobidlis aktivitasanak vizsgalata,
szerkezetének meghatarozasa in silico modszerekkel.

3. Az NFAP filogenetikai kapcsolatainak feltarasa. Az NFAP és mas tomlésgomba-
eredetti, defenzinszerti proteinek evoldcids kapcsolatanak a vizsgalata.

4. Az NFAP hatasmoédjanak a vizsgalata. Az NFAP heterolog expresszioja egy el6zetesen
érzékenynek bizonyult gombatorzsben. A heteroldg rendszer hatékonysaganak és a termelt
protein in vitro antimikrobidlis tulajdonségainak vizsgalata. Az NFAP hatdsanak
vizsgalata a termel6, erzékeny gombatorzson.

5. Az NFAP bioldgiai szerepének a vizsgélata. A N. fischeri NRRL 181 izolatum esetében
az NFAP-t kodolo gént érinté delécios mutans eldallitasa. A vad és delecios torzs
novekedésének vizsgalata eltérd taptalajokon. Kompeticios kisérletek végrehajtasa a
mutans €s vad tipusu torzsekkel hasonlo6 ¢l6helyet elfoglald gombaizolatumokkal szemben

in vitro antagonizmus tesztben.
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5. Anyagok és modszerek

5.1. A vizsgalatokban szereplo mikroorganizmusok

3. Tablazat. A dolgozatban vizsgalt fonalasgombak.

Az izolatum kddja,

Az izolalas adatai, egyeb

Fajnev torzsgyijteményes szama adatok
Tomlésgombak
Aspergillus carbonarius SZMC 2066 n.a.
Aspergillus giganteus IMI 343707 n.a.
Aspergillus japonicus SZMC 2157 n.a.
Aspergillus nidulans CS2902 Geno;;%i:'ﬁ})’o%yzr G89,
Aspergillus nidulans SZMC 20660 CS2902 nfap transzformans
Aspergillus nidulans SZMC 0307 n.a., Glasgow, Skdcia
Aspergillus niger SZMC 2608 (SZMC 601) n.a.
Aspergillus terreus SZMC 2414 Keratomikozis; Dél-India
Botrytis cinerea NCAIM F 00751 n.a.
Fusarium cerealis SZMC 11048 n.a.
Fusarium graminearum SZMC 11030 n.a.
Fusarium graminearum SZMC 11054 n.a.
Fusarium poae SZMC 11045 n.a.

Fusarium polyphialidicum SZMC 11042 n.a.
Neosartorya fischeri NRRL 181 befott (alma), étel
Neosartorya fischeri n.a. Anfap mutans

Penicillium chrysogenum IMI1 392 788 n.a.

Trichoderma longibrachiatum UAMH 7955 Szinusz
Jaromspdras gombak
- . SZMC 95033 (SZMC
Absidia corymbifera 11072)( n.a.
Actinomucor elegans NRRL 1706 n.a.
Backusella circina NRRL 3293 n.a.
Gilbertella persicaria IMI 101638(+) n.a.
Mortierella nantahalensis NRRL 5842 n.a.
Mortierella ramanniana NRRL 5844 n.a.
Mortierella wolfii CBS 651.93 Gombakomposzt; Horst,
Hollandia
Mucor piriformis SZMC 12078 Nektarin; California, USA
Mucor rammanianus WRL CN(M)304 n.a.
Mycotypha africana NRRL 2978 n.a.
Rhizomucor miehei CBS 360.92 Human mikozis; Melbourne,
Ausztralia
Rhlzopu_s MICrosporus var. CBS 102.277 Human mikozis
rhizopodiformis
Rhizopus oryzae CBS 146.90 Human mikozis; Hollandia
Syncephalastrum racemosum SZMC 11084 n.a.

n.a.: nincs adat
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5.2. Alkalmazott tapkdzegek, tenyésztési korilmények

5.2.1. Alkalmazott tapkdzegek

AFPIM (antifungalis protein indukal6 tapoldat, antifungal protein induction medium): 15
o/l keményit6, 10 g/l huskivonat, 20 g/l pepton, 5-30 g/l NaCl, és 0-1% (v/v) etanol;
pH=6,8.

CM (komplett taptalaj/tapoldat, complete medium): 5% (v/v) séoldat, 10 g/l D-gliikoz,
0,85 g/l NaNOs, 0,1% (v/v) vitaminoldat, 1,5 g/l kazaminosav, 2 g/l pepton, 1 g/l
¢élesztékivonat, szukseg szerint 1 g/l uracillel és 1 g/l uridinnel, valamint 50-50 vagy 100-
100 mM KCl-dal, Mg,SO4-tal, vagy Na,SO,-tal kiegészitve; pH=6,8. Taptalaj készitése
estén 20 g/l, fedéagar készitése esetén 7,5 g/l agart hasznaltunk.

Sooldat: 26 g/l KCI, 26 g/l MgSO4x7H,0, 76 g/l KH,PO4 5% (v/v) nyomelemoldat.
Nyomelemoldat: 40 mg/l Na-borat, 400 mg/l CuSO4x5H,0, 714 mg/l FePO, 728 mg/l
MnSO4xH,0, 800 mg/l NaMoO4%x2H,0, 8 mg/l ZnSO4x7H,0.

Vitaminoldat: 40 mg/l pantoténsav, 40 mg/l para-aminobenzoesav, 50 mg/l riboflavin, 25
mg/l piridoxin, 0,1 mg/l biotin, 50 mg/I tiamin.

MEA (malatas taptalaj/tdpoldat, malt extract agar/medium): 5 g/l malatakivonat, 5 g/l
¢élesztOkivonat, 5 g/l D-glikdz, 10 g/l KH,PO4; pH=7,0. Téptalaj készitése estén 20 gll,
agart hasznaltunk.

MM (minimal tapoldat/taptalaj, minimal medium): 5% (v/v) sooldat, 10 g/l D-glikdz, 0,85
o/l NaNOg, taptalaj esetén 20 g/l agarral, illetve sziikség esetén 0,4 g/l pyrithiamine-nel
Kiegészitve; pH=6,8. FedOagar készitése esetén 7,5 g/l agart hasznaltunk.

YEPG (éleszt6kivonat-pepton-glikdz taptalaj/tapoldat, yeast extract-peptone-glucose
medium) 1 g/ éleszté kivonat, 0,5 g/l pepton, 20 g/l gliikkoz; taptalaj el6allitasahoz 20 g/l

agarral kiegeszitve; pH=7,0.

5.2.2. Alkalmazott tenyesztési kortlmenyek

A jaromsporas- és a tomlésgombafajokat MEA ¢és CM (A. nidulans esetén)
taptalajon, 4 °C-on tartottuk fenn. A spoéraszuszpenzidk készitéséhez a fenntartdshoz
alkalmazott taptalajon nevelt, spdraztatott tenyészeteket hasznaltuk; az inkubacids
hémérséklet fajtol fiiggdéen 20-37 °C kozott mozgott.

Az NFAP termelésének optimalizalasdhoz az AFPIM eltéré NaCl- és etanol-
tartalmu kombinacioit probaltuk ki. A fehérje termeltetése AFPIM tépoldatban, 168 6raig,

25 °C-on, 220 rpm-en rézatva tortént.
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Az antifungalis hatasvizsgalatokhoz YEPG, MM és CM taptalajt és tapoldatot
hasznaltunk a vizsgalt kisérleti koriilménytdl fliggben, az inkubacios homérséklet fajtol
fiiggden 20-37 °C kozott mozgott.

A transzformécids kisérletekhez MEA, CM és MM téptalajokat hasznaltunk, az
inkubacios hdmérséklet fajtol fliggéen 30-37 °C kOzOtt mozgott.

A DNS és RNS kivonasahoz a gombakat MEA vagy CM tapoldatban, 25-37 °C-on,

3 napon keresztil, 200 rpm-en razatva neveltuk.

5.3. Alkalmazott pufferek, oldatok és reagensek

Sporaszuszpenzio készitéséhez hasznélt oldat:

0,01% Tween 80.

Nukleinsav gélelektroforézishez hasznalt anyagok:

TAE puffer: 40 mM Tris-HCI (pH=7,6), 1 MM Na,EDTA.

Agardz gél: a vizsgalt DNS szakasz méretétdl fiiggden 0,8-1% agardz, TAE pufferben.
DNS festék: 1xSYBR Safe (Life Technologies) DNS festék tdrzsoldat vagy 0,5 pg/mi
etidium-bromid t6rzsoldat (Sigma-Aldrich) az agardz gélben.

Mintapuffer: 6xDNS mintapuffer (Thermo Scientific).

Molekulasulymarker: GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific); pUC Mix Marker
(Thermo Scientific), DNA Molecular Weight Marker V11, DIG-labeled (Roche).

Feherje gelelektroforézishez hasznalt anyagok:

4-12%-o0s Bis-Tris gél (NuPAGE, Novex, Life Technologies).

1x MES puffer (pH 7,3; Life Technologies).

Fehérje molekulasulymarker: SeeBlue® Plus2 Protein Standard (Life Technologies).

Poliakrilamid gél festéséhez hasznalt oldatok:

Coomassie-kék festés:
Coomassie festboldat: 0,0025% Coomassie Brilliant Blue R-250, 40% metanol, 7%
ecetsav.
1. moso oldat: 40% metanol, 7% ecetsav.
2. moso oldat: 5% metanol, 3,5% ecetsav.
Ezust-festés:
Fixalé oldat: 50% metanol, 12% ecetsav, 0,05% formaldehid.
Szenzitizalo oldat: 0,02% Na,S,03,
El6hivo oldat: 0,0004% Na;S,03, 6% NaCO3, 0,05% formaldehid.
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A genomi DNS izolalaséhoz hasznalt anyagok:

LETS puffer: 0,1 M LiCl, 10 mM Na,EDTA, 10 mM Tris-HCI (pH=8), 0,5% SDS.
100 mg/ml RNz (Qiagen) torzsoldat.

PCI: fenol-kloroform-izoamilalkohol 25:24:1 aranyu keveréke.

3 M Na-acetat, pH=4,5.

TE puffer: 10 mM Tris-HCI, 1 mM Na,EDTA.

ClI: kloroform—izoamil alkohol 24:1 aranyu kevereke.

DNS tisztito kit: MasterPure Yeast DNA Extraction Kit (Epicentre).

Szkenning elektonmikroszkdpos vizsgalatokhoz hasznalt oldatok:
El6fixalo oldat: 2,5% glutaraldehid, 0,133 M Sorensen-féle foszfat puffer (Na,HPO,/
KH,PO4, pH=7,2).

Protoplasztképzéshez és transzformacidhoz hasznalt oldatok:

Protoplasztalé oldat: 1,5% csigaenzim és 0,5% Lysing Enzymes from Trichoderma
harzianum (Sigma-Aldrich), 0,7 M KCI, 25 mM KH;PO4/K,HPO, (pH=5,8) puffer.
Transzformalashoz hasznélt 1. oldat: 1 M szorbitol, 10 mM Tris-HCI (pH=7,5).
Transzformalashoz hasznalt 2. oldat: 1 M szorbitol, 10 mM Tris-HCI (pH=7,5), 10 mM
CaCl,.

Transzformalashoz hasznalt 3. oldat: 60% PEG 4000, 10 mM Tris-HCI (pH=7,5), 10 mM
CaCl,.

DNS-blottoladshoz hasznalt oldatok:

Natrium-lauril-szulfat (SDS) oldat: 10% SDS.

Depurinal6 oldat: 0,25 M HCI.

Denaturalo oldat: 0,5 M NaOH, 1,5 M NaCl.

Neutralizal6 oldat: 0,5 M Tris, 1,5 M NaCl (pH 8,0).

20xnatrium-klorid - natrium-citrat (SSC) oldat: 3 M NaCl, 0,3 M natrium-citrat (pH 7,0).

Hibridizacidéhoz hasznalt oldatok és reagensek:

Hibridizacids puffer: 5xSSC, 0,1% natrium-lauril-szarkozinat, 0,02% SDS, 1% Blocking
Reagent (Roche).

Moso pufferek: 2xSSC, 0,1% SDS és 0,1xSSC, 0,1% SDS.

1. detektal6 puffer: 0,01 M maleinsav, 0,015 M NaCl (pH 7,5).

2. detektal6 puffer: 1% blokkol6 reagens (Roche) 1. detektald pufferben.

3. detektalo puffer: 0,1 M Tris-HCI, 0,1 M NaCl, 50 mM MgCl, (pH 9,5).

Alkalikus foszfataz-antitest konjugatum: Anti-Digoxigenin-AP Fab fragments (Roche).
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Szinreakcion

alapuld eldhivashoz: nitroblue-tetrazolium-klorid

- bromo-4-kloro-3-

indolilfoszfat (NBT-BCIP) térzsoldat (DIG DNA Labeling and Detection Kit, Roche).

5.4. Alkalmazott inditdszekvenciak

4. Tablazat. Az amplifik&lasokhoz hasznélt inditdszekvenciak.

, . - Amplifikalt
Név Szekvencia 5’-3 Tervezés alapja Tp* DNS szakasz
PRIMER2F AT COC CCACTAAACATE GTT  1tap -824-802. bp 58,0 °C
1954 bp
PRIMER2R ¢ TTT GCC TBAACAGTCTTT nap 1108-1136. bp 57,8 °C
PRIMERLE ATG CAG ATC Aé:T AAGATTTCC et o0 by 525 °C -
PRIMERLR TCAATG GCG GAAGTCACAC  nfap 391-409. bp 55,4 °C
PRIMERLFp ¢ CCCATEOAC ATCACTAAS  htap -6-+22.bp  62,2°C
301 bp
GGC CGG ATC CTC AAT GGC GGA .
PRIMERLRP CATCCTCARTS nfap 388-419.bp 67,8 °C
05nfapNF ~ GGC AAT GAA TCA GAA GTG GA  1aP -2006-1987. 55 g o0
bp 1810 bp
o5nfapAR1 AGC CGA AGG ATT GTT GAG nfap -214-197.bp 52,3 °C
o3nfapCF1  ACC AGG AAG TGT GAG ATGC nfap 40-58. bp 54,7 °C 1951 b
o3nfapNR  AAG CCC AAG GAT TCA GAT AC nfap 1971-1990. bp 52,0 °C P
psk275 622-642. bp
CTC AAC AAT CCT TCG GCT CGC P, .
onfapBF GTA ATA CGA CTC ACT AT és nfap t—)214-197. 64,8 °C
ACC ATG ATT ACG CCA AGC GCA PSK2TS 2506'2823' 72000p
onfapBR TCT CAC ACT TCC TGG T bp és nfsg 40-58. 68,1°C
DJforw ACT TTT GCC ACC CACCTG  Map -2006-1987. oo g0
bp 5913 bp
DJrev TCCTGTTCACCCTTTGCT G  nfap 1971-1990. bp 55,2 °C
oSnfapAl  CAG CTG TCACGC TGT GGC AGT nfap -2%%9-2076. 64.9°C
6228 bp
o3nfapAa2 AT CACCTE AT TEG GACGET heah 2177-2200. bp 57,6 °C
nfAnestF TG CACATCACT ABSATTTCC  nfap 1-30bp 58,6 °C
409 bp
TCA ATG GCG GAA GTC ACA CTT .
nfCnestR GAC CTTTC nfap 381-409. bp 62,3 °C
optrAL GAG GAC CTG GAC AAG TAC  PSK275 1b%48'1665' 51,7 °C
528 bp
OptrA21  CCCCAACACTATCAACGC —PSK27S 2b1p58-2175. 53,6 °C

*50 mM NaCl koncentracio esetén

Az aldhizott nukleotidok a restrikcios felismeréhelyeket jelolik.
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5.5. Alkalmazott médszerek

5.5.1. Az NFAP izolalasa

Az NCBI adatbazisaban megtalalhatd, feltételezett NFAP-t kddolo gén alapjan
(GenelD: 4589416) izolaltuk az nfap-t a N. fischeri NRRL 181 izolatumbol. A kodold
régio meghatarozasa utan izolaltuk az NFAP-t a N. fischeri NRRL 181 fermentlevébdl.

5.5.1.1. Az NFAP-t kddolo gén és hataroldrégioinak izolalasa
A MEA tapoldatban felndvesztett N. fischeri NRRL 181 micéliumait desztillalt

vizzel mostuk, majd folyékony nitrogénnel dérzsmozsarban poritottuk. LETS puffert (2,5
ml/1 g micélium), RN&az-t (20 pg/ml koncentracidban) és PCI-t adtunk hozza 1:1 ardnyban,
majd elkevertiik. Centrifugaléast (20 000xg, 20 perc, 4 °C) kdvetden a feliiluszohoz etanolt
(2,5:1) és Na-acetatot (1:0,1) adtunk. A kicsapddott nukleinsavat (1 6ra, -70 °C)
centrifugalassal (26 000xg, 25 perc, 4 °C) gyujtottik és a feliilluszé ledntése utan a
csapadékot beszaritottuk. A mintat TE pufferben oldottuk, 1:1 aranyban PCI-vel kezeltik,
majd centrifugaltuk (13 000xg, 10 perc). Ezt kovetéen CI-vel kezeltik, centrifugaltuk (17
000xg, 10 perc) és Ujbol kicsaptuk. A csapadékot lecentrifugaltuk, 70%-os etanollal
mostuk, beszaritottuk, majd 50 pl desztillalt vizben feloldottuk és -20 °C-on téroltuk.

Az igy izoléalt genomi DNS-t hasznaltuk az nfap gén izolaldsa sorén, aminek az
alapja az NCBI adatbazisaban megtalalhato feltételezett antifungalis hatassal rendelkez6
proteint (NFAP, ID: XP_001262586) kddolo gén (nfap, GenelD: 4589416) alapjan
tervezett, PRIMER2F és PRIMERZ2R inditoszekvenciakkal végrehajtott polimeraz
lancreakcio (PCR) volt.

A PCR-hez hasznalt reakcioelegy a kdvetkez6 volt:

1x Dupla-Taq puffer (Zenon Bio)

0,5 mM dNTP mix (Thermo Scientific)
0,4 uM primer

2,5 mM MgCl,

5 pg genomi DNS

2 U Tag DNS-polimeraz (Zenon Bio)
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A reakciokoriilmények a kovetkezok voltak:

1 ciklus:  denaturalas 94 °C/ 3 perc

30 ciklus: denaturalas 94 °C / 40 méasodperc
inditdszekvencia kotédés 58 °C / 30 masodperc
lancszintézis 72 °C / 40 masodperc

1ciklus:  végsé lancszintézis 72 °C /7 perc

A DNS-szakasz amplifikdlasat MJ Mini™ Personal Thermal Cycler-ben (Bio-Rad)
hajtottuk végre.

5.5.1.2. Az NFAP-t kodolo cDNS izolélasa
A feltételezett nfap kodolé régidinak meghatarozasahoz izolaltuk az NFAP-t
kodold cDNS-t. Ennek elsé 1épéseként total RNS-t tisztitottunk a N. fischeri NRRL 181

NFAP indukcidja szemponjabdl optimalizalt tapkdzegben felndvesztett micéliumaibdl (Isd.
5.1.1.2. fejezet) az E.Z.N.A. Fungal RNA Kit (Omega Bio-tek) hasznalataval, a gyartd
utasitasai alapjan. Az amplifikalasi reakciok el6tt a tisztitott RNS-mintat DNaz-zal
kezeltlik (DNAse I, 30 U; Thermo Scientific) 37 °C-on 30 percen at.

Az NFAP-t kodol6 cDNS szintézisét a Revert Aid H Minus First Strand cDNA
Synthesis Kit (Thermo Scientific) hasznalataval, a gyarto utasitasai alapjan végeztik el. A
cDNS amplifikélasa soran alkalmazott (PRIMER1F és PRIMERIR inditoszekvenciak)
elegy megegyezett az el6z6 (5.5.1.1.) fejezetben leirtakkal.

Az alkalmazott reakciokoriilmények a kdvetkezok voltak:

1 ciklus:  denaturalas 94 °C / 2 perc 30 masodperc
30 ciklus: denaturalas 94 °C / 30 méasodperc
inditdszekvencia kotédés 48 °C/ 1 perc
lancszintézis 72 °C /1 perc
1ciklus:  végso6 lancszintézis 72°C /7 perc

A PCR-termékeket gélelektroforézissel ellendriztiik, majd a gélb6l Gel-M Gel
Extraction System (Viogene) hasznélataval visszaizolaltuk. A szekvencidk meghatarozasat
az LGC Genomics (Berlin, Németorszag) munkatarsai végeztek. A szekvenogramok
kiértekeléeséhez a BioEdit (Hall, 1999) és az NCBI honlapjan talalhatd Basic Local
Alingment Search Tool (Altschul és mtsai., 1990; BLAST,

www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) programokat hasznltuk.
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5.5.1.3. Az NFAP izolélasa N. fischeri NRRL 181 fermetlébdl

A N. fischeri NRRL 181 centrifugalt (30 perc, 10 000xg, 4 °C) és steril gézlapon
atsziirt fermentlevét 80% ammonium-szulfattal kisoztuk 4 °C-on, majd a csapadekot 20
mM Tris-HCI pufferrel (pH=7,2) szemben dializaltuk (SnakeSkin™ Dialysis Tubing, 3,5

kDa, Thermo Scientific). Az 1/5 térfogatra toményitett mintadt gélsziiréses

kromatogréafiaval (Sephadex G-50 Superfine, GE Healthcare) tisztitottuk. Az antifungélis
aktivitassal rendelkez6 frakciokat egyesitettiik és 6-szorosara tomenyitettik. A 10 kDa
alatti frakciot ultracentrifugélassal (Spin-X UF 20ml, 10K, Corning) elvélasztottuk a
gyarto6 utasitasai alapjan, majd ujbdli dializalas utan ioncserés kromatografiaval tisztitottuk
CM-szefar6z oszlopon (CM Sepharose Fast Flow, Sigma-Aldrich). Az eluciéhoz az
ekvilibrald pufferben (20 mM Tris-HC1 puffer, pH=7,2) oldott emelkedé NaCl
koncentraciot (0,1-1,0 M) hasznaltunk. A tisztitott fehérjét ismételt dializis utan 5-
szorosére toményitettik, dializaltuk, végiil sterilre sziirtiik (Millex-HP filters, 0,45 pm,
Millipore). A fehérje tisztasagat natrium-lauril-szulfat - poliakrilamid gélelektroforézissel
(SDS-PAGE) Coomassie-kék (esetenkent eziist-) festéssel ellendriztik. A fehérje
koncentraciot Quant-iT Protein Assay Kit (Invitrogen) és Qubit Fluorometer (Invitrogen)

segitségével hataroztuk meg a gyart6 utasitasainak megfelel6en.

Coomassie-kék festes
Az SDS-PAGE géleket 2-16 d6ran at Coomassie-kék fest6oldatban razattuk. A

festdoldat eltavolitasat kovetden a gélt 1 oran at egyszer cserélve az 1. mosoé oldattal, majd

2 6ran at egyszer cserélve a 2. moso oldatban lassan rézattuk (45 rpm).

Ezust festes

A Coomassie-kek festes utan tortént. A gélt 2 oran keresztul fixalo oldattal, majd
haromszor 20 percig 20% etanollal és 2 percen at szenzitizal6 oldattal kezeltiik. Kétszer
egy perces desztillalt vizes mosast 20 perces, 0,2% AgNOj3 oldattal torténé festés, majd
egy perces desztillalt vizes Oblités kovetett. Az eldhivd oldatban a proteinsavok
megjelenéseig razattuk a gélt, majd 96%-o0s ecetsavval allitottuk le a reakciét, vegil a gélt

desztillalt vizzel oblitettik.

A gélek kiertékelése géldokumentacids rendszerrel (UVP), UV-sziir6 hasznalataval tortént.
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N-terminalis szekvenalas

Az NFAP els6é hat, N-termindlis aminosavat Edman-féle szekvenalassal (ABI
Procise Model 492 Edman Micro Sequencer; ABI Model 140C PTH Amino Acid Analyzer-

rel) hataroztak meg az Innsbrucki Orvosi Egyetem munkatarsai (Innsbruck, Ausztria).
5.5.2. Az NFAP antifungélis hatasanak vizsgélata
Az NFAP feltételezett antifungalis aktivitasanak vizsgalatara agardiffuzios és

mikrodiltciés modszereket alkalmaztunk.

5.5.2.1. A gombasporak csirdzéképességének vizsgdlata NFAP jelenlétében

Az NFAP hatdsat a gombasporak csirazoképességére mikrodilicios tesztekben
vizsgaltuk 96 lyukd mikrotiterlemezen, 620 nm hullamhosszisagu fény abszorbancidjanak
mérésével (Jupiter HD univerzélis mikrotiterlap-leolvaso interferenciasziir6vel, ASYS
Hitech GmbH). A vizsgalathoz 100 pl YEPG tapoldatban higitott NFAP-t (12,5-200
pg/ml, kétszeres higitasi sorban) elegyitettiink szintén YEPG tapoldatban oldott 100 ul
sporaszuszpenzidval (10° spéra/ml). A mikrotiterlapokat 25 vagy 20 °C-on (Mucor
piriformis esetén) inkubaltuk, az abszorbanciat 0, 24, 48 illetve 72 dra utdn mértik.
Spektrometriai kalibraciohoz 200 ul steril YEPG té&poldatot hasznaltunk. Novekedési
kontrollként 100 pl YEPG tapoldatot és 100 ul 10° spéra/ml elegyét alkalmaztuk. A
kisérlethez harom parhuzamos leoltast hasznaltunk. A gatlas mértékének megallapitasahoz

a ndvekedési kontrollok optikai denzitasat tekintettiik 100%-0s névekedésnek.

5.5.2.2. Az NFAP antifungalis hatdsanak vizsgalata A. niger csirazoképesséqére

Az elbzetes kisérleteink alapjan az NFAP-érzékeny A. niger SZMC 601 torzs
csirazoképességének vizsgalatéhoz 10° konidiumot oltottunk 400 pl NFAP-t (100 és 200
pug/ml végkoncentracio) tartalmaz6 YEPG tapoldatba, melyet 25 °C-on, 24 és 48 éran at
inkubaltunk. No&vekedési kontrollként NFAP-t nem tartalmaz6 YEPG tapoldatot
hasznaltunk. A csiraz6 konidiumokat és a fejlodé micélium morfoldgiai valtozasait

fénymikroszkoppal vizsgaltuk.
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5.5.2.3. Mikroszkopos vizsgalat
Az NFAP-kezelt A. niger SZMC 601 csiraz6 konidiumat laktofenolkék festést

kovetden fluoreszcens lampaval felszerelt fénymikroszkoppal (LR 66238C, Carl Zeiss,
Axiolab) vizsgaltuk. A latomez6t digitalis fényképezdgéppel (Nikon, Coolpix 4500)
fényképeztik.

5.5.2.4. Az NFAP antifungalis hatdsanak pH- és hdmérsékletfliggése, proteindz kezeléssel

szembeni stabilitasanak vizsgalata

A NFAP antifungélis aktivitdsdnak pH- és homérsékletfiiggését, illetve proteiniz
kezeléssel szembeni ellenalloképességét agardiffuziés modszerrel, az el6zd kisérletek
alapjan NFAP-érzékenynek bizonyul6 A. niger SZMC 601 t6rzs bevonasaval vizsgaltuk. A
teszthez 20 ml szilard YEPG taptalajra 1 ml 10° spéra/ml spéraszuszpenziét szélesztettiink,
majd a lemezbe lyukakat fartunk, amikbe eltér6 modon kezelt 150 pl 200 pg/ml
koncentracidju NFAP oldatot pipettaztunk. A gatlasi zonak atmérdjét 25 °C-on 24, 48, 72,
96 és 120 oran at torténd inkubacié utan mértiik. A pH-fligges vizsgalatahoz az NFAP-t
kiilonboz6 pH értéktt (pH=7,0-9,0) 20 mM Tris-HCI pufferben oldottuk. A
hémérsékletfiiggés vizsgalatahoz az NFAP-t az eldzetes kisérletek alapjan az antifungalis
hatas szempontjabol optimalis pH-ju (pH=8,4) pufferben higitva (200 pg/ml, 20 mM Tris-
HCI puffer), eltéré homérsékleti kezelést (30-100 °C, 30 perc) kovetden hasznaltuk fel.
Negativ kontrollkent steril puffert hasznaltunk. Az NFAP proteinazzal szembeni
ellenalloképességének vizsgalata soran az NFAP-t (200 pug/ml, 20 mM Tris-HCI pufferben
higitva, pH=8,4) 1,25; 2,5; 5 és 10 mg/ml koncentrécidju proteindz K-val (Sigma-Aldrich)
kezeltik 20 °C-on, 16 oOran keresztil a gyartd utasitasai alapjan. Negativ kontrollkent
proteinaz K-t tartalmazo steril puffert hasznaltunk.

Minden kisérlethez harom parhuzamos leoltast hasznaltunk.

5.5.3. Az NFAP in silico szerkezetmeghatérozasa, filogenetikai analizis
Az NFAP és a szakirodalomban leirt PAF-klaszterrel rendelkezé fehérjék
szerkezetének 0sszehasonlitasahoz meghataroztuk az NFAP lehetséges harmadlagos
szerkezetét in silico. Az evollcios rokonsagi kapcsolatok megallapitasahoz elvégeztik a
tomlésgombak defenzinszeri proteinjeinek aminosavszekvencia-alapt filogenetikai
analizisét az 1. Tablazatban ismertetett PAF-klasztert tartalamazO proteinek és a
kovetkez6 BP-klasztert tartalmazo proteinek bevonasaval: P. brevicompactum Dierckx BP
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(GeneBank ID: AEQ36754), A. fumigatus Af29 AFBP (feltételezett, GeneBank ID:
XP_731495), N. fischeri NRRL 181 NFBP (feltételezett, GeneBank ID: XP_003666363),
P. chrysogenum Wisconsin 54-1255 PCBP (feltételezett, GeneBank ID: XP_002568323),
C. globosum CBS 148.51 CGBP (feltetelezett, GeneBank ID: XP_00122783), M.
thermophila ATCC 42464 MTBP (feltételezett, GeneBank ID: XP_003666363). A
filogenetikai kapcsolatok vizsgéalatdhoz az éretlen proteinek aminosav-szekvenciait

hasznaltuk fel.

5.5.3.1. In silico szerkezetvizsgalatok

Az érett NFAP fizikai és kémiai tulajdonségainak vizsgalatdhoz az Expert Protein
Analysis System (ExPASy, www.expasy.org) szerverén megtalalhato, elsédleges
proteinszerkezet-clemz6 szoftvereket hasznaltuk (Watanabe és Harayama, 2001). A
szignalszekvencia, az érett fehérje elsédleges szerkezetének az elérejelzéséhez és az NFAP
harmadlagos  szerkezetének a  modellezéséhez a  SignalP 3.0  Server-t
(www.cbs.dtu.dk/services/SignalP-3.0/), SCRATCH Protein Structure and Structural
Feature Prediction Server-t (www.ics.uci.edu/~baldig/scratch, University of California
Irvine) és a SWISS-MODEL Automated Protein Structure Homology Modeling szervert
(www.swissmodel.expasy.org) hasznaltuk (Watanabe és Harayama, 2001; Bendtsen és
mtsai., 2004; Cheng és mtsai., 2005; Arnold és mtsai., 2006).

5.5.3.2. Filogenetikai analizis

A filogenetikai vizsgalatokhoz a Methodes et Algorithmes pour la Bio-informatique
(http://www.phylogeny.fr) weblapon elérhet6 PhyML 3.0 aLRT szoftvert hasznaltuk, a
Shimodaira-Hasegawa-like approximate likelihood ratio test (SH-like aLRT) és Whelan
And Goldman substitution model (WAG) alkalmazasaval. A filogenetikai kapcsolatokat
TreeDyn alkalmazas segitségével abrazoltuk (Guindon és mtsai., 2003; Cheng és mtsai.,
2005; Anisimova és Gascuel, 2006; Chevenet és mtsai., 2006; Dereeper és mtsai., 2008,
2010).
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5.5.4. Az NFAP hatdsmechanizmusanak felderitéséhez hasznalt modszerek

Annak erdekében, hogy az NFAP hatdsat a csirdzas korai szakaszatdl kezdve
kovetni tudjuk, eldallitottunk egy, az NFAP konstitutiv termelésére képes A. nidulans
torzset: a kis mertékben NFAP-érzékeny A. nidulans CS2902 izolatumot a pLGnfap

vektorral transzformaltuk.

5.5.4.1. A pLGnfap vektor konstrukcioja

Az elébb emlitett NFAP-t termel6 A. nidulans eléallitasahoz 1étrehoztuk az nfap
cDNS-ét tartalmazo autondém replikativ pLGnfap plazmidot.

Az A. nidulans CS2902 t6rzs transzformaciojahoz az NFAP-t kddolé cDNS-t Ncol
és BamHI restrikcios enzimekkel torténé emésztés utan a pANGFP plazmid (Pokorska és
mtsai., 2000) megfeleld restrikcios hasitohelyeire klonoztuk. Ebb6l a vektorbdl az nfap
cDNS-ét az 5 végen talalhat6 gpdA promoter és a 3’ végen taldlhatd trpC terminalis
régioval egyltt EcoRI és Hindlll restrikcidés endonukledzokkal kiemeésztettiik, majd
Klenow (DNA Polymerase | Large, Thermo Scientific) kezelés utan Smal-emésztett
pAMAL vektorba klénoztuk (Osherov és May, 2000). Ez az autondm replikativ
konstrukcié hordozza az nfap cDNS-ét a pANGFP vektorbdl szarmazé gpdA prométerrel
és a trpC terminalis régioval, valamint a pAMAlvektor pUC19 és pyr4 régioit (3. Abra).

---8mal; EcoR|

_oeNNeol

-~-BamHl
Hindlll; Smal

pLGnfap

14109 bp

3. Abra. A pLGnfap autondm replikativ plazmid. Réviditések: pgpdA, gpdA promoter;
nfap, NFAP cDNS; trpC, trpC termindlis régio; AMA, pAMAL vektorbdl szarmazé DNS;
pUC19, pUC19 régio; pyr4, Neurospora crassa pyr4 régio.
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A restrikciés emésztéseket 37 °C-on, 16 6ran keresztil inkubédltuk, a

reakcioelegyek dsszetétele a kovetkezo vollt:

43 ul desztillalt vizben oldott plazmid

4 ul megfeleld enzimpuffer (Thermo Scientific)

3-3 ul Ncol (30 U), BamHI/EcoRI (30-30 U) és Hindlll/Smal
(30-30 V) restrikcios endonukleaz (Thermo Scientific)

Az emésztési reakciot 20 perces, 65 °C-on torténd hokezeléssel allitottuk le.
A ligalasi reakciok 4 °C-on 16 oOran at torténtek. A reakcidelegyek odsszetétele a

kdvetkezd volt:

7 ul inszert DNS

1 pl emésztett pANGFP/pAMAL plazmid

1 ul 10x T4 DNS ligaz puffer (Thermo Scientific)
1 ul T4 DNS ligaz (5 U) enzim (Thermo Scientific)

A ligélasi reakciot 10 perces, 65 °C-on tortén6 hékezeléssel allitottuk le.
A Klenow-kezelés 37 °C-on, 10 percen éat tartott. A reakcidelegy Osszetétele a

kovetkezo volt:

10 pl (0,5 pg) DNS-fragment

2 ul 10x Klenow Fragment reakcié puffer (Thermo Scientific)
0,5 pul ANTP mix (0,5 mM egyenkent)

0,25 pl Klenow Fragment (2,5 U) (Thermo Scientific)

A kezelést 10 perces, 75 °C-on torténd hokezeléssel allitottuk le.

5.5.4.2. Az A. nidulans transzformacioja

- sz

pLGnfap vektorkonstrukci6 felhasznalasaval, az alabbiak szerint végeztiik el.

Az A. nidulans CS2902 torzs uracillal és uridinnel kiegészitett CM taptalajon nevelt
tenyészetérdl lemostuk a konidiosporakat, majd a spOraszuszpenzio egy-egy cseppjét az
elébbivel megegyez6 taptalaj felszinére helyezett celofankorongokra vittiik fel oltokorong
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segitségével. A 20 oran keresztil, 37 °C-on, celofanon nevelt fiatal telepeket
protoplasztal6 oldatba helyeztiik. A sejtfal emésztése 28 °C-on, 90 percen keresztil tortént,
a protoplasztok levalasat segité Ovatos, 45 rpm-en torténd razatassal. A protoplasztokat
tartalmazd oldatot centrifugaltuk (az 6sszes esetben 2 100xg, 15 perc, 10 °C), az igy
Osszegylijtott protoplasztokat 10 ml transzformalashoz hasznalt 1. oldattal mostuk,
centrifugaltuk, majd a pelletet kétszer mostuk a transzformalashoz hasznalt 2. oldattal,
majd Gjra cenrifugaltuk. A protoplasztokat 300 pl transzformaladshoz hasznalt 2. oldatban
vettiik fel, majd Biirker-kamra hasznalataval szamoltuk. 150 ul, (5x10°) protoplaszthoz 10
ul (5 pg), pLGnfap vektort, 40 ul transzformalashoz hasznélt 2. oldatot és 50 pl
transzformalashoz hasznalt 3. oldatot adtunk, majd a mintat jégen tartottuk 20 percen
keresztiil. Ezt kovetéen a mintat 1 ml transzformalashoz hasznalt 3. oldattal egészitettik ki,
melyhez 5 perc szobahémérsékleten torténé inkubacié utan 5 ml transzformalashoz
hasznalt 2. oldatot adtunk. Az igy kapott elegyet 30 ml MM fedGagarral ontottikk fel,
melyet 5 ml-enként osztottunk el szachar6zzal kiegészitett MM-agarlemezeken. A
csészéket 37 °C-on, a transzformans telepek megjelenéseig inkubaltuk (72-96 h). A pozitiv
klonokat tovabb szelektaltuk MM-taptalajra atoltassal, mely utan a tovabbi kisérletekhez a
stabil klonokat hasznaltuk fel.

A pLGnfap jelenlétét PCR-technikaval, a vektor egy szakaszanak, az nfap cDNS-
ének amplifikaciojaval (PRIMERLFP és PRIMERIRP inditészekvenciak) ellenériztiik. A
PCR-termék szekvencidjanak meghatarozasat az LGC Genomics (Berlin, Nemetorszag)
munkatarsai végeztek. A szekvenogramok kiértékeléséhez a BioEdit (Hall, 1999) és az
NCBI honlapjén talalhaté Basic Local Alingment Search Tool (Altschul és mtsai., 1990;
BLAST, www.ncbi.nlm.hih.gov/BLAST) programokat hasznaltuk. Az amplifikacié elegye

és kortilményei megegyeztek 5.5.1.2.-ben leirtakkal.

5.5.4.3. NFAP expresszioja A. nidulans CS2902 tdrzsben
A heterolog NFAP (hNFAP) expressziojahoz az elézetes kisérleteink alapjan

optimalisnak bizonyult fermentacios koriilményeket alkalmaztuk: 10° transzforméns A.
nidulans konidium/ml-t oltottunk CM-tapoldatba, melyet 37 °C-on, 120 6ran keresztl,
folyamatos rézatéssal inkubaltunk (160 rpm).

A hNFAP tisztitasa és azonositadsa az NFAP-vel megegyez6 modon tortént, negativ

kontrollként nem traszformalt A. nidulans CS2902 térzset hasznaltunk.
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5.5.4.4. A hNFAP antifungalis hatasanak vizsgalata A. nidulans novekedésére
A hNFAP (300-12,5 pg/ml) A. nidulans SZMC 0307 és A. nidulans CS2902

torzsekre gyakorolt antifungélis hatasénak vizsgalatat mikrodildciés (10%, 10° és 10°

konidium/ml-t alkalmazva) és agardiffiziés médszerrel (10° konidium/ml-t alkalmazva),
az el6z6 fejezetekben (5.5.2.2. és 5.5.2.4.) leirtak alapjan végeztik el. Mikrodiltcids
modszerrel megallapitottuk a hNFAP MIC-értékeit az A. nidulans CS2902 tdrzzsel
szemben (10%, 10° és 10° konidium/ml).

Az A. nidulans CS2902 transzformansok dnmérgez6 hatasanak vizsgalatahoz 10°
10° és 10° konidium/ml-t oltottunk 10 ml CM tapoldatba, melyet 7 napig inkubaltunk
folyamatos razatas mellett (160 rpm) 37 °C-on. A micéliumok szaraztomegét centrifugalast
(10 000xg, 30 perc) kovetd, 24 Oran at tarto liofilizalas utan mértuk le.

Negativ kontrollként az A. nidulans CS2902 térzset hasznaltunk. A kisérletekhez 3
parhuzamos leoltést hajtottunk végre.

55.45. A hNFAP antifungélis hatdsanak vizsgalata A. nidulans CS2902
transzformansokra

A hNFAP-nek az NFAP-t termeld, pLGnfap transzformans A. nidulans CS2902
torzs konidiumainak csirazasara gyakorolt hatésat 4’-6-diamidino-2-fenilindol (DAPI,
Serva) és Calcoflour white (CFW; Sigma-Aldrich) festéssel vizsgaltuk. 10 ml CM

tapoldatot tartalmazé lombikba 10° konidium/ml-t oltottunk, majd folyamatos razatassal
(160 rpm) 37 °C-on inkubaltuk 8, 12 és 24 o6ran keresztil. Ezekb6l 1-1 ml mintat véve a
csiraz6 konidiumokat centrifugalassal Gsszegytjtottik (10 000xg, 10 perc), majd a
feliilisz6 ledntése utan az Osszegyllt csirdzd konidiumokat az aldbbi oldatokba
szuszpendaltuk. A sejtmagok festese 1 ml 0,1 pg/ml DAPI oldatban tortént
szobahémérékleten 30 percig. A sejtfal festése 1 ml 1 pg/ml CFW-t tartalmaz6 KOH
oldatban (15 %, w/ v) tortént szobahémérsékleten 10 percig. Centrifugalassal (10 perc 10
000xg) Osszegyiijtottiik a megfestett csirazd konidiumokat, majd desztillalt vizzel kétszer
mostuk és 50 ul desztillalt vizben vettik fel.

A reaktiv oxigénfajtak (ROS) termelésének és felhalmozodasanak vizsgalatahoz
Leiter és munkatarsai (2005) altal leirt 2°,7’—dikloro-dihidro-fluoreszcein-diacetat (H,-
DCF) festési mddszert alkalmaztuk, amihez a transzformans torzsek konidiumait (10°/ml)
CM-tapoldatban inkubaltuk folyamatos razatassal (160 rpm), 12 éran at 37 °C-on.
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A lehetséges apoptotikus és nekrotikus események kimutatdsara az Annexin V-
FITC Apoptosis Detection Kit-et (Annexin V-FITC és propidium-jodid (PI) kettds jelolés,
Sigma-Aldrich) hasznaltunk a gyartd utasitésai szerint, amelyhez 10° transzformans
konidium/ml-t CM-tapoldatban folyamatos razatassal (160 rpm), 8, 10 és 12 éran at 37 °C-
on inkubaltunk (Krizsan és mtsai., 2010).

Negativ kontrollként minden esetben nem transzforméans A. nidulans CS2902

torzset hasznaltunk. Minden kisérletet harom parhuzamos bevonasaval végeztiink el.

5.5.4.6. Mikroszkdpos vizsgalatok

Fény- és fluoreszcens mikroszkdpos vizsgalatok

A hNFAP A. nidulans CS2902 transzformansokra gyakorolt antifungalis hatasat
fény- és fluoreszcens mikroszkdppal vizsgaltuk az 5.5.4.5 fejezetben leirt DAPI-, CFW-,
H,-DCF, illetve Annexin V-FITC és PI kett6s festés utan.

A vizsgalatokhoz fluoreszcens lampaval felszerelt fenymikroszkopot (LR 66238C,

Carl Zeiss, Axiolab) és digitalis fényképezdgépet (Nikon, Coolpix 4500) hasznaltunk.

Szkenning elektromikroszopos vizsgalatok

A transzformans és nem transzforméans A. nidulans CS2902 csirazo konidiumainak
morfolégiai vizsgalatdhoz 10° konidiumot 10 ml CM-tapoldatban 37 °C-on, 12 érén
keresztiil, folyamatos razatdssal (160 rpm) tenyésztettiink. A csirdzd konidiumokat
el6fixalo oldattal -20 °C-on, 16 6ran keresztil targylemezre rogzitettiik, utofixalas nélkiil.
A mintékat 50, 70, 80, 90 és 95 %-o0s etanollal, majd t-butanol-etanol kiilonb6z6 aranyt
elegyeivel kezeltuk (1:2, 1:1, 2:1 arany, 1 h inkubacié minden esetben), vegil 2x1 6ra t-
butanolos inkubaciot kovetéen 16 ora liofilizalassal vizmentesitettik. Az aluminium
tartokra kétoldalu szén ragasztoszalaggal rogzitettik a mintakat, melyeket Hitachi S-4700
hideg-téremisszios pasztazo elektronmikroszkdppal vizsgaltunk. A mintakat vakuumban, ~
3 nm vekony Au-Pd (60/40 arany) réteggel fedtik be katddporlasztod berendezes (60 s, 18
mA; Quorum Technologies, SC 7620 *‘Mini’ tipus) segitseégével. A mikroszkdpozas soran
5,0 kV gyorsitd fesziltséget alkalmaztunk, 10 mA mintaaram beallitdssal. A mintakat
nagy- és kisnagyitasi (HM, LM) lizemmddban egyarant vizsgaltuk, 1500-t6l 63 010-ig

terjedd nagyitast elérve.
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5.5.4.7. Az eqy- és kétértékli kationok hatdsanak vizsgdlata a hNFAP antifungalis

aktivitasara

Az egy- ¢és kétértékli kationok hatasat a hNFAP antifungélis tulajdonsagara 50 és
100 mM KCl-dal, Mg,SO,-tal, illetve Na,SO,-tal kiegészitett 10° konidium/ml-t
tartalmazo6 10 ml CM-tdpoldatban vizsgéltuk. Az inkubacio 37 °C-on folyamatos razatéssal
(160 rpm) tortént 7 napon &t, majd a micéliumok széraztdmegét centrifugalast (10 000xg,
30 perc) kovet6, 24 oran keresztiil torténd liofilizalds utan mértiik. Negativ kontrollként
nem transzformans A. nidulans CS2902 torzset hasznaltunk. Minden Kkisérlethez 3

parhuzamos leoltast hasznaltunk.

5.5.5. Az NFAP biologiai szerepének felderitésere hasznalt modszerek

Az NFAP bioldgiai szerepének felderitéséhez eldallitottunk egy nfap delécios N.
fischeri torzset. A Anfap torzs létrehozasdhoz az NFAP-termelé N. fischeri NRRL 181
torzset egy linearis delécids konstrukcioval transzformaltuk (4. Abra).

5.5.5.1. A Anfap N. fischeri NRRL 181 torzs eldallitasa

5.5.5.1.1. Lineéris delécidés konstrukci6 létrehozésa

A konstrukcio tartalmazza a pyrithiamine rezisztencia gént (ptrA), mely lehetévé
teszi a transzformansok szelekcidjat a szelekcios agenst tartalmazé tapkdzegben. A ptrA
gént a pSK275 plazmid hordozta.

A lineéris DNS-konstrukcio szintézisénél a double-joint PCR modszert alkalmaztuk

(Yu és mtsai., 2004). A PCR-ben felhasznalt reakcioelegy a kovetkezé volt:

1xPhusion High Fidelity buffer (Thermo Scientific; 1,5 mM MgCl.,-
0,2 mM dNTP mix (Thermo Scientific)
0,2 uM specifikus primer
5 pg templat DNS
1 U Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo Scientific)

A DNS-szakaszok amplifikalasat MJ Mini™ Personal Thermal Cycler-ben (BIO-
Rad) hajtottuk veégre.
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Double-joint PCR elsd reakcio

Elészor az ,,A” (,,A” reakcid), ,,B” (,,B” reakcio) és ,,C” (,,C” reakcid) amplikonok
szintézisét hajtottuk végre (4. Abra).
Az ,A” (obnfapNF és o5nfapAR1 inditoszekvenciak) és ,,C” (o3nfapCFl és

o3nfapNR inditoszekvenciak) amplikon esetén a kovetkezé reakciokorilményeket

alkalmaztuk:

1 ciklus:  denaturalas 98 °C/2 perc

5ciklus:  denaturalas 98 °C/20 méasodperc
inditészekvencia kotédés 65 °C-1°C/ciklus/15 masodperc
lancszintézis 72 °C/2 perc

25 ciklus: denaturalas 98 °C/20 méasodperc
inditdszekvencia kotédés 52 °C/20 masodperc
lancszintézis 72 °C/2 perc

1ciklus:  végso lancszintézis 72 °Cl7 perc

A ,B” (onfapBF és onfapBR inditészekvencidk) amplikonszintézise soran

alkalmazott reakcidokoriilmények a kovetkezok voltak:

1 ciklus:  denaturalas 98 °C/1 perc

5ciklus:  denaturalas 98 °C 20 méasodperc
inditdszekvencia kotédés 65 °C-1°C/ciklus/15 masodperc
lancszintézis 72 °C/2 perc

25 ciklus: denaturalas 98 °C/20 méasodperc
inditészekvencia kotédés 60 °C/25 masodperc
lancszintézis 72 °C/2 perc

1ciklus:  végs6 lancszintézis 72 °CJT7 perc

Double-joint PCR mésodik reakcid
Az ,,A” és,,C” reakcio eredményeként kapott DNS szakaszokbdl (1810 és 1951 bp)

a kimerdkat tartalmazé ,B” reakcido terméke (2200 bp) segitségével, nested
inditészekvenciak felhasznalasaval (DJforw és DJrev inditdszekvencidk) szereltiik 6ssze a
génkilitéshez szilkséges linearis DNS-konstrukciot (5913 bp) (4. Abra).
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A reakcidkorilmények a kovetkezok voltak:

1 ciklus:  denaturalas 98 °C/1 perc
30 ciklus: denaturalas 98 °C/20 masodperc
inditdszekvencia kotédés 57 °C/40 masodperc
lancszintézis 72 °C/15 perc

1ciklus:  végso lancszintézis 72 °Cl7 perc

1. PCR: »A” reakcio ,C” reakcio
ﬂapNF o_3n:apCF1
N. fischeri N— 5 UTR | nfap ] 3'UTR "\,
€ €
gDNS o5nfapAR1 o3nfapNR
,B” reakcié
onfapBF
pSK275 A, —> A
onfapBR)
2. PCR (nested): . otrA
E;orw x 2200 bp X
5'UTR 3'UTR
| O ]
1810 bp 1951bp  Dlrev
5 UTR ptrA 3UTR |
5913 bp

4. Abra. A linearis delécios konstrukt létrehozasa soran alkalmazott double-joint PCR

folyamata.

5.5.5.1.2. A N. fischeri NRRL 181 transzformaci6

A N. fischeri NRRL 181 térzs PEG-medialt transzformacidjat 5 ug lineéaris delécios
konstrukci6 és 1x10° protoplaszt alkalmazasaval az 5.5.4.2. fejezetben lefrtak alapjan, az
alabbi modositasokkal végeztik el.

A N. fischeri NRRL 181 torzset MEA téptalajon, 25 °C-on neveltik. A
transzformansok szelekci6jahoz pyrithiamine-tartalma (0,4 pg/ml) MM-lemezeket

hasznaltunk, melyeket 30 °C-on inkubaltunk. A transzformalast kdvet6 napon a lemezekre
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5 ml fedbagarréteget vittiink fel, ami csak a pozitiv kontroll esetén nem tartalmazta a
szelekcios agenst. Az egy sporabol kinovo pozitiv kKlénokat pyrithiamine-t tartalmazé MM-
taptalajra torténé atoltassal tovabb szelektaltuk. A tovabbi kisérletekhez az igy kapott,
stabil klonokat hasznaltuk.

A kontroll reakcié esetében nem adtunk DNS-t a protoplasztokhoz; illetve a
novekedési kontroll esetén pyrithiamine-mentes, mig a negativ kontroll esetén 0,4 pg/ml
pyrithiamine-tartalmu tapkdzeget hasznaltunk.

A ptrA gén sikeres beépilését DNS-kivonas utan PCR-technikaval, a genom egy
szakaszanak amplifikaciojaval (o5nfapAl és o3nfapA2 inditdszekvencidk) ellenériztiik. A
reakcid elegye megegyezett az 5.5.5.1. fejezetben leirtakkal.

Az alkalmazott reakciokdriilmények a kovetkezOk voltak:

1 ciklus:  denaturalas 98 °C/1 perc

30 ciklus: denaturalas 98 °C/20 méasodperc
inditoszekvencia kotédés 56 °C/17 méasodperc
lancszintézis 72 °C/6 perc 30 masodperc

1 ciklus:  végso lancszintézis 72 °C/10 perc

5.5.5.1.3. DNS-blottol4s és hibridizalas

A delécios konstrukcid helyspecifikus beépilésének meghatarozasahoz Southern-

hibridizaciot hasznaltunk.

Génprobak szintézise

A hibridizacids kisérletekhez digoxigenin-jeldlt (DIG-11-dUTP felhasznalasaval)
génprobéakat a DIG Probe Synthesis Kit (Roche) segitségével allitottuk el6 a gyarto utasitasai
alapjan.

Az nfap proba szintézisének (nfAnestF és nfCnestR inditdszekvencidk) PCR-

koriilményei a kovetkezdk voltak:

1 ciklus:  denaturalas 98 °C/1 perc

30 ciklus: denaturalas 98 °C/20 méasodperc
inditészekvencia kotédés 66 °C/15 masodperc
lancszintézis 72 °C/30 méasodperc

1ciklus:  végs6 lancszintézis 72 °CJIT7 perc
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A ptrA préba szintézisének (optrA2.1 és optrAl inditdszekvencidk) PCR-

korilményei a kovetkezok voltak:

1 ciklus:  denaturalas 98 °C/1 perc

30 ciklus: denaturalas 98 °C/ 20 méasodperc
inditészekvencia kotédés 53 °C/ 15 masodperc
lancszintézis 72 °C/ 30 méasodperc

1ciklus:  végs6 lancszintézis 72 °C/ 7 perc

DNS-blottolas

A DNS-blottolast megelézéen a N. fischeri NRRL 181 és transzformans torzsek
genomi DNS-ét EcoRV restrikcids endonukledzzal emésztettilk, a pSK275 plazmidot (ami
a pyrithiamine rezisztencia gént tartalmazza) Hindlll restrikciés endonukledzzal
linearizaltuk az alabbi elegyekben 37 °C-on 16 6ran keresztil:

50 ul DNS-kivonat (10 pg) 1 wl pSK275 (0,5 pg)

20 pl reakcidpuffer (Red, Thermo 1 pl reakciopuffer (Red, Thermo Scientific)
Scientific)

4 ul EcoRV (Thermo Scientific) 1 ul Hindlll (Thermo Scientific)

126 ul desztillalt viz 7 Wl desztillalt viz

Az emésztett mintakat 200 pl izopropanollal (100%) kicsaptuk, a csapadékot
lecentrifugaltuk (13 000xg, 25 perc), 70%-os etanollal mostuk, beszéritottuk, majd 15 ul
desztillalt vizben oldottuk fel. A kiilonb6z6 méreti DNS-szakaszokat agardz
gélelektroforézissel valasztottuk el egymastol. Negativ kontrollként a vad tipus ECORV
emésztett genomi DNS kivonatat, pozitiv kontrollként linearizalt pSK275 plazmidot
hasznaltunk. Az elektroforézist kovetéen a gélt 20 percen at depurindlo oldattal kezeltiik,
majd desztillalt vizes mosas utan 30 percig denaturalé oldatban, vegil 30 percen at
neutralizald oldatban inkubaltuk. Ezt koévetéen 16 oOran keresztiil 20x SSC oldat
segitségével blottoltuk a hibridizaciés membranra (Hybond-N+, Fluka), melyre a DNS-t 2

percen keresztil UV fény segitségével rogzitettik.
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Hibridiz4las

A hibridiz&ciés membrant 65 °C-on egy Ordn keresztil hibridizacios pufferrel
el6hibridizaltuk, majd 65 illetve 72 °C-on, jel6lt probat tartalmazé hibridizacios oldattal
(30 ng/ml) hibridizaltunk 16 6ran keresztil. A jel6lt probat minden esetben a felhasznalast
megel6zéen 10 percig 100 °C-on denaturdltuk. A hibridizaciés membrant
szobahOmérsékleten kétszer 5 percig az 1. mos6é oldattal, majd kétszer 15 percig 65 °C-on
a 2. moso oldattal kezeltlik. Ezt kdvetéen az 1. detektald pufferrel 2 percig, majd a 2.
detektald pufferrel 30 percig, végiil a 2. detektald pufferhez adott 9 ul alkalikus foszfat
antitest-konjugatummal (Anti-Digoxygenin-AP, Roche) Gjabb 30 percig inkubaltuk. Ezt
kovetéen a membrant kétszer 15 percig az 1. detektdld pufferrel, majd 2 percig a 3.
detektald pufferrel mostuk. A detektalast a 3. detektald pufferhez adott 200 pul NBT-BCIP
(DIG DNA Labeling and Detection Kit, Roche) el6hivo reagenssel végeztiik sotétben
torténd inkubécioval 4 oOran keresztiil. A felesleges festéket desztillalt vizes moséssal

tavolitottuk el.

5.5.5.2. A vad tipusu és a Anfap mutans N. fischeri NRRL 181 novekedésének vizsgalata

A vizsgalat soran MM és CM taptalajokra leoltott, vad tipust és Anfap muténs N.
fischeri NRRL 181 ndvekedését vizsgaltuk.

A novekedés vizsgalatahoz vad tipust és Anfap mutans N. fischeri NRRL 181
torzset masszivan oltottunk (1 ml 10° spéra/ml) CM és MM taptalajokra, melyeket 48
oraig, 25 °C-on inkubaltunk. A teszt soran a tenyészetekbdl dugofuroval agarkorongokat
készitettiink, majd a megfeleld taptalajra a micéliumot hordoz6 résszel lefelé 3-3 darabot,
egymastol egyenld tavolsagra elhelyeztiink. A csészéket 25 °C-on inkubaltuk és 24

oranként egy héten at mértiik a fejlédoé telepek atmérojét.

5.5.5.3. A vad tipust és a Anfap mutins N. fischeri NRRL 181 in vitro antagonizmusanak
vizsgéalata

Az in vitro antagonizmus teszt

Az in vitro antagonizmusra vald képesség vizsgalatahoz a korabban, Szekeres és
mtsai. (2006) altal leirt modszer modositott valtozatat hasznéltuk. A vizsgalat sordn MM és

CM taptalajokra leoltott, vad tipusu és Anfap mutans N. fischeri NRRL 181 ndvekedéseét
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vizsgaltuk kompetitor mikroorganizmuskeént szoba johet6é 10 jaromsporas- és 11
tomldsgomba izolatummal szemben.

Az in vitro antagonizmus-teszthez elézetesen az 5.5.5.2. fejezetben ismertetett
médon CM vagy MM taptalajra masszivan oltott (10° spéra/ml) tenyészeteket hasznaltunk.
Az 55.5.2. fejezetben targyalt vizsgalathoz hasonléan a tenyészetekb6l dugdfaroval
készitett agarkorongokat a micéliumot hordozo résszel lefelé helyeztiik a megfeleld, Petri-
csészébe Ontott taptalajokra, a csésze kdzéppontjatol 1,5 cm tavolsagra. Elsé 1épésben a N.
fischeri NRRL 181 vad és Anfap mutansbdl kivagott korongokkal oltottunk le, majd 24 éra
elteltével a kompetitor izolatumokbdl kivagott korongokat helyeztik a taptalajra. Az igy
leoltott, egymastol 3 cm tavolsagra elhelyezkedé telepeket 25 vagy 37 °C-on (Rhizomucor
miehei) inkubaltuk és 24 dranként vizsgaltuk a telepmorfolégiat és a kialakuld gatlasi
zonat. Minden csészérdl 24 oranként digitalis fényképezdgéppel fotot készitettiink.

A vizsgalatokat harom parhuzamos bevonasaval végeztiik el.

Az in vitro antagonizmus-teszt kiértékelése

Az in vitro antagonizmus folyamatat a csészékrdl egy 32 cm-re beallitott allvanyra
rogzitett digitalis fényképezdgéppel (Canon Power Shot A520) készitett fotok segitségével
kovettiik nyomon. Az eredeti, 2272x1704 pixeles képeket az Irfan View v3.95 szoftver
(Irfan Skiljan, Graduate of Vienna University of Technology, 1996-2011) altal hasznélt
Lanczos sziiré atméretez6 modszerének segitségével azonos méretiire alakitottuk (Duchon,
1979). A digitalis képeken a Scion Image v4.02 szoftver (Scion Corporation) segitsegével,
szabad kézzel torténd korberajzolas utan megmértiik a Neosartorya torzs, a kompetitor
izolatum, illetve a kett6 altal elfoglalt teriilet nagysagat. A kiértékelés soran a skalat 28,346
pixel/cm-re allitottuk, ennek megfeleléen a lemért terlileteket cm2-ben kaptuk meg. A
vizsgalt Neosartorya torzsek in vitro antagonizmusra vald képességét az in vitro
antagonizmus index-szel (IVAI) jellemeztik, amit a kovetkezd képlet segitségével

szamoltunk ki Szekeres és munkatarsai (2006) alapjan:

IVAI= (Neosartorya torzs teriilete / Neosartorya torzs + a kompetitor izoldtum terilete) x 100.
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A Neosartorya torzsek és a kompetitor gombaizolatum kozoétt kialakulé gatlasi
kolesonhatas mindségi értékelésére az alabbi jeldléseket vezettiik be:

Pozitiv hatds (+): N. fischeri visszaszoritja a masik gomba novekedését, kozottiik
gatlasi zona alakul ki, a masik gombafaj telepszéle homoru morfologiat mutat, vagy a N.
fischeri rand.

Negativ hatés (-): A N. fischeri ndvekedése gatlodik, telepszéle homoru morfoldgiat
mutat, vagy a masik izolatum rand.

Semleges hatas (0): Nincs kdlcsonhatas a két gombafaj kozott, nem alakul ki gatlasi

z0na, a telepek 0sszeérnek, egymassal szembe es6 telepszéleik egyenletes novekedésiiek.

5.5.6. Statisztikai analizis
Az adatok statisztikai analizisét GraphPad Prism (v 5.01 for Windows, GraphPad
Software) programmal végeztik. A szignifikancia megallapitasahoz a variancia Bonferroni

post hoc tesztjének egyiranyu analizisét hasznaltuk.
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6. Eredmények és értékelés

6.1. Az nfap izolalasa

Az @&ltalunk vizsgalt N. fischeri NRRL 181 izoldtum PAF klasztert hordozé
defenzinszer(i proteint kodolé génre vald sziirésének alapja az NCBI adatbdzisaban
megtalalhato, feltételezett NFAP-t kodold gén (GenelD: 4589416) volt. PCR segitsegével
sikerllt egy, az nfap-t és annak hatarold régioit tartalmazo 1954 bp hosszusagu DNS-
szakaszt amplifikalnunk. A PCR-termék nukleotidsorrendjének a meghatarozasa utan a
409 bp hosszlsagu nfap DNS-szekvenciat a GenBank nemzetkdzi adatbazisban helyeztiik
el (GenBank ID: AM983570.1). A szekvencia 100% homoldgiat mutatott a N. fischeri
genomi adatbazisban megtalalhato, hipotetikus antifungalis fehérjét kodolo génnel (NCBI
ID: XP 001262586). A cDNS-szekvencia vizsgalata alapjan az nfap két intront tartalmaz a
128-190. és 277-337. poziciokban, és feltételezhetben egy 94 aminosavbol allo prekurzor
proteint kodol (5. A Abra).

Az nfap prométer analizise soran szamos olyan szabalyozé elemet azonositottunk,
Abra). Az eukariGta gének transzkripciojanak iniciaciojaban szerepet jatsz6 TATA box és
hét, konszenzus CAAT-box (HAP-szeri komplex kotShelyek, amelyek elOsegitik és
erdsitik a transzkripciot) mellett egy stresszhatasokra és kornyezeti szignalokra termel6d6
fehérje kotéhelyét is azonositottuk (HGATAR-box) (Ballance, 1986, Ko es Engel, 1993).
A két HGATAR-box a GATA-faktor kotéhelyeként szolgél. A GATA-faktorok kornyezeti
ingerekre termelédnek és a cirkadian ritmust, vasmetabolizmust és szexualis fejlodést
szabalyozzak, tovabba részt vehetnek a szénéhezés, a nagy mennyiségli natrium-klorid
vagy etanol jelenléte és a hé okozta stressz hatasara létrejové expresszios mintdzat
kialakitasaban (Marx, 2004).

Kisérleteink soran egy Uj, a fonalasgombéak defenziszerti fehérjéivel homolog gén
a szakirodalomban leirt homolog fehérjekéhez hasonldan - kiils6é koérnyezeti szignalokra és
stresszhatasra termeléd6 transzkripcios faktorok kotShelyeit azonositottuk (Marx, 2004;
Meyer, 2008).

53



-323 ecatcgcccaccaaacatggbtatatattataggcagttttacatttaagtocttgaaacaaatggcacgaagtocaaaccagga
-740 cactagcctaaagacaggggacagaacaggattcgggaatggagggtagaatatatcctgacagagocgactgggaatatcag
—-657 gaaacaggggctgcgtcaaaaggtcctgtactattgtagtgcttacaggttgtgagaatgcgagcatgagtagttggga
-574 agatgctaagtggatatgagtactagaatgcaagaagataaatatccoctgaattotttaagagacatgggtcgggaacgggatt
_45] aagcccaaatcttatccttcatcctcctaggdoaatigataatatgroactaccototacoctgoatgootaatgoactocatgte
_4nz ttggatctgaaaatcattcctcatttcagoatgoccagaaaattaactggctgatctgttactotggtogttcotgoacatgtta

-325 tcactccctgacatggfi_:g.i_:q.a_.i_:itatgagtcaaatgctcgcctataggattataccaaccaacaaactgaatatcttcaa
-242 ctacgtaaattagagctctattgggtagctcaaccttcggctgcggcacccatgatgactgcctccaaattggtgatca
-159 tgt.ttgtcacct.ctt.ctacagggatcaggat.gattcctacat.aagacagct.cctcaacgccctaattt.acaagatacct

1 M Q

77 catcaagactctgtctatgattatttgatccatctttctgtctcaaccaacgctccaagcccttcaccATGCAG

31TK:SLFLFVG:GVVRSP:HA*ESDGLNA
7 .T-LTCACTAAGATTTCCCTTTT[)Jk[)lk'l‘GTTCGTTGGCATAGGTGTGGTTGCTAGTCCCATTCATGCCGAGTCTGACGGCCTCAATGC
31 B A VvV N A 2 D L E Y K G E

30 TAGAGCCGTCGAATGCTGCCGACCTTGAGTATAAAGGAGEJagatttatacaatatoctgoccacataaaactaaaactaagtac
44 C F T EKED N T CUEKUYEKITUDOGETTYTUL2.AEKTC
173 tcataacaactccccaggAATGTTTTACAAAGGACAACACTTCTARATACAAAATTGATGGGAAGACATACCTTGCCAAGTGC
g5 F 5 L A N T K C
255 CCTAGCGCCGCCAACACAAAGoLatcttttotttatacttaagtatattgocctoggotaaccatgataattatecttttaagT
73 E K D G N KE CT Y DS ¥ N R KV K CDF R H *=*

339 CCCACAACCATOCAAATAACGTCCACATATGACTCCTACAACACAAAGOTCAACTOTCACTTCCOCCATTOAtaaaactattED
422 aasatggctgttoctggccattottottaccaggaagtgtgagatgocgeogtgattotcaatactcacaattocgottcaagaag
505 ggttaggaacaaacaatattgagtgtatgttgggttgatacatatgtgatgtgocatcococagtatcttgottttoctgtgattt

sz ttgctacgaccacactcgtttagtatctagotagatgttttgottatcaacaaattacttattgactacctgatattttgage
§71 Aatctctatcattcagagaatatcctagccatctatttattgotgagttatgotagtagoctgatgetotagtagctaccatgt
754 ttttcacgaatctgacccgagggattgtototgacagtttgaacaatccagoagttcaacaattaccagaactocgaacatat
37 gtatttcatctgaatcatgtaagtagtgtaattgtatcttatttgtacaccttagaagatagagcagatatgogaagggetge
gz Attaggagagaagagtaacattgaactcggaaactaaagtaggagataagotaagaaagaggagagagatctgattgacatet
1p03 toocttaacatctgoctttggggoccttoocttogogtottacttattttacgoccatococtttgagtcatcocttocaagtctttattet
108§ Ccgtagottcagtagottcactcttcaaaagactcttocaggcaaagea

B.
-533 -450 -303
A
—(——k H— - v
-594 -455 2296 -205 -78 -63 -30
0 A |

CAAThox  HGATAR TATA-box

5. Abra. (A) Az nfap, valamint 5° és 3’ hatarol¢ régioinak nukleotidsorrendje. Az 1-23.
aminosavat kodolo triplet régio feltételezhet6en egy szignalszekvencia, melynek lehasadasi
helyét egy csillag; az igy 1étrejovo proproteinrdl az érési folyamat soran lehasadd tovabbi
aminosavakat kodold triplet régiot ket csillag jeloli. A TATA-szekvenciat szaggatott
vonalu keret, a feltételezett HAP-szeri komplex kotéhelyét (CAAT-box) folyamatos
vonalu keret, a vélt GATA-faktor kotohelyeit alahlzas jeldli. A stopkodont harom csillag,
a nem kaddolo szekvenciakat kisbetii jeloli. A szurkevel kiemelt nukleotidok a gén
amplifikdlasa soran hasznalt inditoszekvenciak kotéhelyeit jelolik. (B) Az azonositott

transzkripcid szabalyozo elemek az nfap gén promaéter régiojaban.
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6.2. In silico vizsgalatok

Az eérett NFAP fizikai és kémiai tulajdonsdgainak vizsgalatdhoz, valamint a
szignélszekvencia és az érett fehérje harmadlagos szerkezetének eldrejelzéséhez in silico
vizsgalatokat végeztiink.

Vizsgéalataink alapjdn kimutattuk, hogy a sejtb6l torténéd kijutdsa sordn az NFAP
egy érési folyamaton megy keresztill. A fehérje N-terminalis végér6l egy 23 aminosav
hosszusagu extracellularis szignalszekvencia, majd tovabbi 14 aminosav hasad le (5. A és
6. Abra). Az ecldre jelzett, érett NFAP kisméreti, bazikus fehérje: 57 aminosav
hosszusagu, 6625,5 Da molekulatomegli, izoelektromos pontja 8,93. A fehérje két
doménbél all, amit az 1-24. és 25-57. aminosavak alakitanak ki. Az NFAP szerkezetét
harom diszulfid-hid stabilizalja, amelyek a 7. és 14., a 27. es 42., es a 35. és 53. pozicioju
ciszteinek kozott jonnek létre.

Az érett fehérje aminosavsorrendje 10,3%, 12%, 17,5%, 19,2% és 22,8%
homologiat mutat a szakirodalomban korébban leirt ANAFP, PgAFP, AFP-ACLA, PAF-
NAF és FPAFP PAF-klasztert tartalmazé defenzinszerii proteinekével (1. Abra).

0 0 =0 40 50 &0 it a0 20
hissJuwanlissslocaaucalelssisluacs]uchalosscluaca]ownalfossa)oasslonnelocsolosss]oscallosasfanss
NFAP i—Ii"iI'IE’.II:’L"L"*-.ir IGYVVASPIHAE SDGLNARAVIAADLEYKGECFTEDNTCKYKID CETY LAKCPSAANTECEED GNECTVD SYNREVECD Rl
preproprotein —* -
proprotein —*
o érett NFAP —
Tsmgnal-
szekvencia

6. Abra. Az a NFAP érése soran feltételezett valtozasok.

A homoldgia modellezéssel elballitott harmadlagos NFAP szerkezeti kép alapjan a
fehérje harmadlagos szerkezete nagyon hasonlé a B-defenzinszerii molekulakéhoz: 5 pB-
lemez hurokrégiokkal 6sszekapcsolva (7. Abra) (White és mtsai., 1995; Thomma és
mtsai., 2002; Korneva és mtsai., 2003).
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7. Abra. Az érett NFAP feltételezett harmadlagos szerkezete (homoldgia modell, SWISS-
MODEL,; Arnold és mtsai., 2006).

Az in silico vizsgalatok eredményeként az NFAP egy ~6,6 kDa tomegi, bazikus, a
defenzinekéhez hasonldé harmadlagos szerkezetii protein, amit harom diszulfid-hid
stabilizal. Ezek az elérejelzett tulajdonsagok hasonldak a szakirodalomban kordbban leirt
PAF-klasztert tartalmazd defenzinszeri proteinek jellemzoéihez (Marx, 2004). In silico
vizsgalataink alapjan az NFAP az AFP-hez, a PAF-hoz, az ACLA-hoz és a PgAFP-hez
hasonldan preproprotein formajaban expresszalodik. Az NFAP aminosavszekvenciaja eltér
a szakirodalomban eddig leirt defenzinszerti antifungalis fehérjék aminosavsorrend;jétél, de
a ciszteineket hatarol6 aminosav régiok nagymértékii hasnolosagot mutatnak a tobbiéhez.
Ezek a feltételezések szerint valdsziniileg fontos szerepet toltenek be az antifungalisan
aktiv fehérjeszerkezet kialakitasaban (1. Abra, Marx, 2004; Meyer, 2008; Batta és mtsai.,
2009).
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6.3. Az NFAP filogenetikai analizise

Az NFAP filogenetikai kapcsolatainak vizsgalatdhoz a fonalas tomlésgombak altal
termelt, a dolgozat elkészitéséig mar izolalt vagy feltételezett defenzinszerii proteinek
aminosavszekvencidit hasznaltuk fel.

Eredményeink megerésitik a Bevezetés c. fejezetben targyalt feltételezést, amely
szerint a fonalas tomldsgombak altal termelt, defenzinszeri antifungalis proteinek két nagy
csoportot alkotnak: a PAF-klaszterrel rendelkezd proteinek és a BP-klaszterrel rendelkezé
proteinek csoportjat. Vizsgalataink alapjan a B. fuckeliana altal termelt protein egy Uj
csoportot képvisel. Az NFAP-re vonatkozdan a filogenetikai vizsgalatunk eredményeként
megallapithatjuk, hogy a PAF-tol és az A. niger altal termelt ANAFP-t6l elkiiloniil, AFP-
rokon kladban helyezkedik el (8. Abra).

P._tritici-repentis_XP_001934325

A._niger KCTC_2025
A._niger_CBS_513.88_XP_001391221
N._fischeri NRRL_181_CAQ42994

90 P._chrysogenum_Q176_AAA92718
P._nalgiovense_BFE_66_BFE67_BFE474
F._poae_SzMC_11045_CAR79017
G._zeae_NRRL_31084_XP_384921
F._boothi_SzMC_3885_CAR79009
F._boothi_SzMC_3886_CAR79010
F._graminearum_SzMC_3887_CAR79011
F._graminearum_SzMC_3888_CAR79012

F._pscudogramincarum_NRRL_28069_CAR79013 PAF-klaszterrel
Lo | F._cerealis_SzMC_11048_CAR79014 rendelkezd proteinek
F._avenaceum_SzMC_11044_CAR79018
S F._culmorum_SzMC_11039_CAR79019

F._culmorum_SzMC_3890_CAR79020
F._culmorum_NRRL_29354_CAR79021
F._culmorum_NRRRL29388_CAR79022
F._asiaticum_SzMC_3891_CAR79023
F._polyphialidicum_SzMC_11042_CAR79015
F._sporotrichioides_SzMC_11043_CAR79016
. A._giganteus_MDH_18894_X60771
A._clavatus_ES1_ABR10398

B._fuckeliana_XP_001548954
N._fischeri_NRRL_181_XP_001257339

39 A._fumigatus_Af29_XP_731495
P o P._brevicompactum_AEQ36754 g
P._chrysogenum_Wisconsin_54-1255_XP_002568323 BP kla,,sz‘[erre.l
C._globosum_CBS_148.51_XP_001227832 rendelkez0 proteinek
M._thermophila_ATCC_42464_XP_003666363

0.9

8. Abra. Az izolalt és feltételezett Ascomycota eredetii defenzinszerti proteinek
szekvenciajan alapuld filogenetikai fa. A fajnév utdn a térzsgyiijteménybeli szamot, és a
protein adatbazisban regisztralt szamat tuntettik fel (amennyiben az informacio

rendelkezésre all).
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6.4. Az NFAP izolalasa

Az NFAP antimikrobidlis tulajdonsagainak vizsgalatahoz elengedhetetlen volt a
tiszta protein nagy mennyis€gben torténd eldallitasa.

Az nfap promoter régiojaban olyan szekvenciamotivumokat mutattunk ki, amelyek
kiils6 kornyezeti hatasokra és eltérd stresszkoriilményekre termel6édd fehérjék kotohelyeit
jelentik. Ezek figyelembevételével az NFAP termelddését eldsegitd tapkozeg Osszetételét
ugy hataroztuk meg, hogy az stresszkérilmenyt jelentsen a gomba szamaéra. Erre a célra
szolgalt a tapkozegben a keményitd, a NaCl és az etanol jelenléte. A keményitd egy
nehezebben hasznosithatd szénforréast jelent a gomba szdméra, igy az éhezést indukal. A
viszonylag magas sokoncentracié és az alkohol membranszerkezet zavard hatasa is
stresszfaktorkent johet szoba. Az NFAP termelésére szolgald tapkdzeg kidolgozasanak
alapjat a szakirodalomban mar korabban leirt, hasonld fehérje termelését serkentd
tapkozegosszetevok adtak (Marx, 2004).

Vizsgalataink sordn sikeriilt optimalizalnunk az NFAP termelddését eldsegitd
tapkozeget. A legnagyobb mértékii antimikrobialis hatast a 0,5% NaCl és 1% etanol
tartalmi AFPIM tapoldatban nevelt N. fischeri NRRL 181 razatott tenyészet (168 6ra, 25
°C-on, 220 rpm) fermentlevénél mértik A. niger-rel (SZMC 601) szemben agardiffuzids
lyuktesztben (nem kozdélt adat). A fermentlé kromatografias modszerrel torténd tisztitasa
utani, antifungalisan aktiv frakcidkbol gélelektroforézissel sikeriilt egy kisméretii (~6,6
kDa) fehérjét kimutatnunk (9. Abra). A proteint N. fischeri antifungalis proteinnek
(NFAP, EMBL ID: CAQ42994) neveztik el. A fehérje elsé hat aminosavat N-terminalis
szekvenalassal azonositottuk (LEYKGE), ami megfelelt az érett NFAP in silico elérejelzett
elsé hat aminosavanak (6. Abra). 1000 ml fermentlébdl 1250+123 pg NFAP-t sikeriilt

tisztitanunk az altalunk alkalmazott modszerrel.
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9. Abra. A fehérjetisztitas utan antifungalisan aktivnak mutatkozo frakciok fehérjetartalma
4-12% Bis-Tris SDS PAGE-en, Coomassie-kek festés utan 1. Neosartorya fischeri NRRL
181 antifungalis protein, 2. SeeBlue Plus2 (Thermo Scientific).

Az AFP és PAF esetében bizonyitottak, hogy a tapanyag korlatozasa, illetve a
kiilonboz6 tipusu stresszkorilmények novelik a kddolo genjeik expresszidjat (Marx, 2004).
Hozzajuk hasonléan az nfap gén 5° promoter régidjaban is tobb olyan stressz-valaszelem
talalhatd, amelyek kornyezeti hatasokra aktivalodnak (Marx, 2004). Az ezek figyelembe-
vételével optimalizalt tapkozegben a N. fischeri NRRL 181 viszonylag csak Kkis
mennyiségben termelte meg a fehérjét, azonban ez a mennyiség 6sszevethetd az AFP és a

PAF tisztitasa soran elért, a szakirodalomban megtalalhat6 adatokkal (Marx, 2004).

6.5. Az NFAP antifungalis tulajdonsagai

Eldzetes vizsgalataink alapjan a tisztitott NFAP nem gatolta Gram-pozitiv (Bacillus
subtilis SZMC 0209, M. luteus SZMC 0197), Gram-negativ (E. coli SZMC 1304, Serratia
marcescens SZMC 0567) baktériumok ¢és ¢élesztégombak (C. albicans ATCC 10231,
Candida krusei CBS 573, S. cerevisiae SZMC 0644) novekedését sem agardiffizios, sem
mikrodilUcids tesztben. Ezért a tovabbiakban az antimikrobialis hatast fonalasgombéakkal
szemben vizsgaltuk mikrodilucids tesztben.

A vizsgalatba 6t jaromsporas és 6t tomlésgomba-izolatumot vontunk be: Absidia
corymbifera (SZMC 95033), Mortierella wolfii (CBS651.93), M. piriformis (SZMC

12078), R. miehei (CBS 360.92), Rhizopus microsporus var. rhizopodiformis (CBS
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102.277), A. nidulans (SZMC 0307), A. niger (SZMC 601), B. cinerea (NCAIM F00751),
Fusarium graminearum (SZMC 11030), Trichoderma longibrachiatum (UAMH 7955). Az
NFAP az alkalmazott koncentracié-tartomanyban (12,5-200 pg/ml) két Ascomycota (A.
niger és A. nidulans) és egy Zygomycota (R. miehei) izoldtum novekedését gatolta
hatékonyan, dozisfiiggdé modon (5. Tablazat). Legérzékenyebbnek az A. niger
mutatkozott: A 200 pg/ml NFAP teljes ndvekedesgatlast eredményezett még 48 h
elteltével is, és még a 12,5 pg/ml NFAP is hatékonynak bizonyult (32+5%
novekedésgatlas). Az NFAP MICso-értékei (50%-0s novekedésgatlast okozd koncentracio)
az A. nidulans esetén 200 pg/ml volt 48 h inkubaci6 utan. Ez az érték az A. niger esetén
25, illetve 100 pg/ml volt 48 h és 72 h inkubéci6 utan (5. Tablazat). A R. miehei esetében
az alkalmazott NFAP koncentraciotartomanyban MICso-értéket nem  tudtunk
megallapitani. Az NFAP az antifungalis aktivitasat 96 6ra inkubacié utan is megtartotta.
Az A. corymbifera, a B. cinerea, a F. graminearum, a M. wolfii, a M. piriformis, a R.
microsporus var. rhizopodiformis és a T. longibrachiatum az altalunk alkalmazott in vitro

tesztekben rezisztensnek bizonyultak.

crer

NFAP

200 100 50 25 12,5 0 (kontroll
(ug/ml) ( )

Tomlésgomba
Aspergillus nidulans SZMC 0307

48h A2(+45)% " 66(x3,9)%  76(x53)%  85(x2,7)% " 93(x1,3)% "™ 100%
72h 77(#3,2)% " 85(x3,4)% 100% 100% 100% 100%
Aspergillus niger SZMC 601

48h 0% 18(¢5,2)% ~ 40(x1,5)% " 52(x1,7)% " 68(x54)% 100%
72h 32(x5,00% " 44(x3,3)% " 70(+3,6)% ~ 76(x4,8)% ~ 88(59)% 100%

Jaromsporas gomba
Rhizomucor miehei CBS 360.92

24h 76(x1,5)% " 85(x2,0)% " 93(3,6)% 100% 100% 100%
48h 78(x6,7)% " 88(x4,9)% 100% 100% 100% 100%
72h 85(5,7)%  91(x1,3)% 100% 100% 100% 100%

A kezeletlen kontroll novekedését tekintettlik 100%-nak. A zarojelben feltlintetett szamok
a szorast jelentik (N=3). A szignifikancia értékeket (p-értékek) a kezeletlen kontrollokhoz
(0 pg/ml NFAP) viszonyitva hataroztuk meg. ~: p<0,0001, **: p<0,005, ": p<0,05, "% nem

szignifkans kiilonbség.
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100 pg/ml NFAP jelenlétében az A. niger konidiumaibdl fejlodé csiratomldk
késobb jelentek meg, illetve a képz6do hifak rovidek, elhajloak, tobbszordsen elagazdak és
duzzadt végiiek voltak a kezeletlen kontrollhoz képest (0 pg/ml NFAP). A 200 pg/mi

NFAP mar 24 6ra inkubécio utan is a fejlodd csiratomlé szétesését okozta (10. Abra).

24h éa‘ B |
-\-x;.'ii-b_\\ e | |
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48h D ; |
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10. Abra. Az Aspergillus niger SZMC 601 konidiumainak csirazasa 100 ug/ml (B, E) és
200 pg/ml (C, F) NFAP jelenlétében a kezeletlen kontrollokhoz (A, D; 0 pg/ml)
viszonyitva 24 (A-C) és 48 o6ra (C-F), 25 °C-on tortént inkubacio utan. Az egyseégek
hossza 20 um (A-C, E, F) és 10 um (D).

Vizsgaltuk a 200 pg/ml NFAP antifungalis hatasat eltéré homérsékleten torténd 30
kezelés utan A. niger-rel szemben. Az NFAP a legnagyobb mértékt antifungalis aktivitast
8,4 és 8,6 kozotti pH-értékeken mutatta, de az antifungélis hatasat a tobbi vizsgalt pH-
értéken is kiillonb6z6 mértékig megtartotta (6. Tablazat). A fehérje stabilnak bizonyult
még 30 perc 100 °C-os hokezelést kovetden is (7. Tablazat), tovabba, a kezelt NFAP
hatékonyan gatolta az A. niger ndvekedését 120 6ra, 25 °C-on torténd inkubacio utan. Az
proteinaz K kezelés (30 °C, 16 h) utan is A. niger-rel szemben (11. Abra). A hatas még
120 ora, 25°C-on torténd inkubacio utan is megfigyelheté volt (8. Tablazat). Negativ
kontrollként hasznalt NFAP-mentes, proteindz K jelenlétében gatlasi zéndk nem jelentek

meg.
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6. Tablazat. Az Aspergillus niger SZMC 601 hifandvekedéseének géatlasa kiilonb6z6 pH-
értékeken 200 pug/ml NFAP jelenlétében.

Gatlési zona atmérdje (mm)

PH 48 h 72h 96 h 120 h

7,0 16,67 (¥1,53)" 15,33 (+0,58)" 12,00 (+2,65)" 12,00 (+2,60)
7,2 18,00 (+3,00)” 15,67 (+1,15)"" 15,00 (+2,00)" 14,67 (+1,53)"
7.4 20,67 (+2,08)™* 17,33 (+1,53)° 17,33 (¥1,53)™* 17,00 (+1,00) "
7.6 21,33 (+2,08) ™ 18,00 (+1,73)"™* 17,67 (¥1,15)™* 17,67 (+1,15)"
7,8 21,67 (+0,58)"™* 18,33 (+0,58)™* 17,33 (+1,15)"™* 17,67 (+1,53)"
8,0 23,00 (+3,00)™* 18,67 (+1,15)™* 18,00 (+1,00)"™* 17,33 (+0,58) "
8,2 23,00 (+0,00)™* 19,67 (+0,58)™* 19,00 (+1,00)"* 18,33 (+0,58) "
8,4 (kontroll) 24,33 (+0,58)™* 20,33 (+0,58) "™ 19,67 (+0,58)™* 19,33 (+0,56) "

8,6
8,8
9,0

24,17 (+0,76) "
23,50 (+0,50) "
23,33 (+1,15) "

20,67 (+0,58) "
19,67 (+0,58) ™
19,00 (+1,73) "™

20,00 (+1,00) "
19,00 (+1,00) "
18,67 (+1,53) "

19,67 (+1,15) "™
18,67 (+0,58) "™
18,67 (+1,73) ™

A zérdjelben feltintetett szamok a szoréast jelentik (N=3). A szignifikancia ertékeket (p-
értékek) a pH 8,4-en kezelt mintéhoz viszonyitva hataroztuk meg. =~ : p<0,0001,

p<0,005, ": p<0,05, "% nem szignifkans kiilonbség.

7. Téblazat. Az Aspergillus niger SZMC 601 hifandvekedésének gatlasa eltérd
hémérsékleti értekeken, 30 percig kezelt, 200 pg/ml NFAP jelenlétében.

Gatlasi zéna atmérdje (mm)

Homerseklet o h 72h 9 h 120 h

30°C 21,00 (+0,58) " 18,00 (+0,58) " 17,50 (+1,73)"™* 17,50 (+1,15) "
40 °C 21,33 (+1,15)"? 17,33 (+1,73)™? 17,17 (+0,58)"™* 17,00 (+1,00) "
50 °C 21,00 (+1,53)"? 16,50 (+1,53) "% 16,40 (+2,00)"™* 16,50 (+1,15) "
60 °C 22,00 (+1,73)™? 17,00 (+1,00)™ 17,33 (+1,53)™? 17,00 (+1,53) "
70 °C 21,67 (+0,58)™? 17,50 (+1,15)™ 17,50 (+1,15)"? 17,67 (+1,00) "
80 °C 19,33 (+1,15)" 17,50 (+1,73)™? 17,50 (+0,58)™ 17,00 (0,58) "
90 °C 18,00 (+0,58)"" 16,00 (+0,58)" 16,33 (+0,76)™* 16,17 (+0,73)"
100 °C 16,00 (£0,29)”" 14,50 (¥1,15)" 14,00 (x0,50)"" 14,00 (+0,33)""

25 °C (kontroll) 22,00 (0,58)

19,67 (0,58)

18,67 (+1,15)

18,67 (+1,00)

A zérojelben feltlintetett szamok a szorést jelentik (N=3). A szignifikancia ertékeket (p-
értékek) a 25 °C-on kezelt mintdhoz viszonyitva hatéroztuk meg. ~: p<0,0001,

p<0,005, “: p<0,05, "% nem szignifkans kiilonbség.
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8. Téblazat. Az Aspergillus niger SZMC 601 hifanévekedésének gatlasa eltérd
koncentracidju proteindz K-val kezelt 200 pg/ml NFAP jelenlétében.

Proteinaz K Gatlasi z6na atméréje (mm)

koncentracié 48 h 72h 96 h 120 h

10 mg/ml 14,50(+0,50)" 13,83(+0,76)""  12,33(x0,58)"  12,17(+0,29)""
5 mg/ml 15,67(+0,58)" 16,00(x0,00)”"  13,83(x0,29)""  12,83(+0,76)
2,5 mg/ml 16,83(+0,29)" 16,83(0,29)""  15,67(x0,58)""  15,00(+0,50) "
1,25 mg/ml 18,50(+0,50)" 17,67(+0,58)""  17,33(x0,29)"  16,83(0,29)""

0 mg/ml (kontroll) 20,67(x0,58) 20,17(x0,29)  19,17(x0,29)  19,33(%0,58)

A zérdjelben feltintetett szamok a szorast jelentik (N=3). A szignifikancia értékeket (p-

*k

értékek) a proteinaz K kezeletlen mintéhoz (0 mg/ml) viszonyitva hataroztuk meg. = :
p<0,0001, ~: p<0,005.

11. Abra. Az 1,25 (1), 2,5 (2), 5 (3), 10 (4), 0 mg/ml (5) proteinaz K-val kezelt (16 h, 20
°C) NFAP hatasa az Aspergillus niger SZMC 601 novekedésére 48 dra, 25°C-on torténd

inkubacio utan.

A tobbi fonalasgomba altal termelt defenzinszeri fehérjéhez hasonléan az NFAP is
dozisfiiggé modon fejtette ki antifungalis aktivitasat az érzékeny gombaizolatumokkal
szemben (Kaiserer és mtsai., 2003; Marx, 2004). Szubletalis koncentracidéban alkalmazva
(100 pg/ml) az NFAP novekedésgatld hatasu volt, azonban magasabb koncentracidban
(200 pg/ml) ez a hatas mar fungicid jellegiivé valt. Az antifungalis hatas tlnetei (duzzadt
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végil, rovid, elagazd hifa és fragmentalt citoplazma) hasonléak voltak az AFP és PAF
esetén leirtakéhoz (Marx, 2004; Meyer, 2008). A szakirodalomban leirt fonalasgombéak
altal termelt PAF-klaszterrel rendelkez6 defenzinszerti fehérjék sztk, de eltérd
fajspecificitast antifungalis spektrummal rendelkeznek. Ezek a fehérjék elsésorban mas
fonalasgombékon fejtenek ki antimikrobidlis hatast (Marx, 2004). Az ANAFP, az AFP, a
PAF és a NAF kiilonb6zé koncentracioban alkalmazva (MIC=1-200 pg/ml) hatékonyan
gatolja szamos tomlés- és jaromspdras gomba novekedéseét, azok spérainak csirazasat
(Lacadena és mtsai., 1995; Lee és mtsai., 1999; Kaiserer és mtsai., 2003; Moreno és mtsai.,
2003, 2006; Theis és mtsai., 2003; Marx, 2004; Galgoczy és mtsai., 2005, 2007, 2008;
Barna és mtsai.,, 2008; Meyer, 2008). Antimikrobidlis érzékenységi tesztjeink soran
kimutattuk, hogy az NFAP hatékonyan gatolja szamos, human patogénkent is ismert
fonalas tomlésgomba (A. nidulans, A. niger) sporainak csirazasat es hifainak novekedését,
mig a R. miehei kivételével az Osszes tobbi jaromspdras gombaizolatum rezisztensnek
mutatkozott az NFAP-vel szemben. A szakirodalom egyedil az ACLA esetében szamol be
antibakterialis hatasrol, miszerint ez a protein hatékonyan gatolja az altalunk is vizsgalt
Gram-pozitiv M. luteus, és Gram-negativ E. coli bakteriumok novekedését (Hajji és mtsai.,
2010). Ezt az eredményt fenntartdsokkal kell kezelnink, ugyanis az ACLA-val
aminosavssorendjében teljesen megegyez6, szintén az A. clavatus altal termelt ACAMP
esetében ezt a hatast nem irtak le (Skouri-Gargouri és Gargouri, 2008). Hasonléan a tobbi
PAF-klaszterrel rendelkez6 defenzinszerii proteinhez (Marx, 2004; Meyer, 2008), az
NFAP sem mutatott antibakteridlis hatast. Egyedul az ANAFP és a FPAP esetén figyeltek
meg élesztékkel (S. cerevisiae és Candida spp.) szembeni antifungalis hatast (Lee és
mtsai., 1999; Galgoczy és mtsai., 2013). Ezek a fajok az AFP-hez és PAF-hoz hasonl6an
azonban rezisztensnek bizonyultak az NFAP-vel szemben (Marx, 2004).

Az NFAP az AFP-hez és PAF-hoz hasonléan stabilnak bizonyult extrém pH és
hémérsékleti koriilmények kozott és ellenallo volt proteinaz-kezeléssel szemben (Vila és
mtsai., 2001; Batta és mtsai., 2009). A fehérjéknek ez a tulajdonséaga a diszulfid-hidak altal

stabilizalt harmadlagos szerkezetnek tulajdonithaté (Batta és mtsai., 2009).
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6.6. A pLGnfap konstrukcidja és az NFAP expresszidja A. nidulans-ban

Annak érdekében, hogy az NFAP Altal a csiraz6 konidiumon létrehozott
valtozasokat a csirdazas korai szakaszatol nyomon tudjuk kovetni, eléallitottunk egy, az
NFAP konstitutiv termelésére képes A. nidulans torzset.

Az NFAP heteroldg expressziojahoz a proteint kodold cDNS-t egy altalunk
létrehozott pAMA-alapl expresszids vektorba klonoztuk (pLGnfap). A konstitutiv
promotert (gpdA) és autondm replikacios szekvenciat tartalmazé vektort (3. Abra) A.
nidulans CS2902 torzsbe transzformaltuk. 1000 ml A. nidulans fermentlébél az NFAP
tisztitdsi modszerét alkalmazva 1680+£223 g heterolog NFAP-t (hNFAP) izolaltunk. A
hNFAP mennyisége és a hifak szaraztomege nem novekedett szignifikansan a leoltast

kovetd 6todik nap utan.

6.7. A hNFAP antifungalis hatdsa az A. nidulans SZMC 0307 és CS2902 torzsek
novekedésére

Mikrodiluciés és agardiffuzios moddszerrel teszteltik a hNFAP antifungalis
aktivitasat A. nidulans SZMC 0307 (korabban érzekenynek bizonyult az NFAP-vel
szemben) és a heterolog expresszios rendszer alapjat képz6 A. nidulans CS2902 torzzsel
szemben.

A hNFAP jelent6s antifungélis hatdst mutatott az alkalmazott koncentracio-
tartomanyban (100-300 pg/ml) mindkét vizsgalati modszerben egyarant. Az eredmenyeket

a 9. Tablazat foglalja 6ssze. A gatlasi zonak a leoltast kovetd 14. napon is megmaradtak.
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9. Tablazat. A hNFAP antifungalis hatdsa mikrodillcios és agardifflzios tesztben az
Aspergillus nidulans SZMC 0307 és CS2902 névekedésere 25 °C-on, 48 0rén &t torténd

inkubacio utan.

hNFAP koncentracio (ug/ml)

Torzs 300 200 100 50 25 12,5 0
Mikrodilucios teszt (n6vekedési %)

SZMC 0307 14(x2,4)™" 38(6,2)"" 59(x4,7)"" 74(x2,8)"" 89(3,7)™ 100 100

CS2902  13(x4,0)7" 34(x0,6)" 57(35)" 71(#32) 91(3,5)™ 100 100

Agardiffazios teszt (mm)
SZMC 0307 22,7(x0,6)""17,7(x0,6)" 13,0(x1,0)”" 0,0(z0,0)  0,0(x0,0)  0,0(x0,0)  0,0+(0,0)
CS2902  22,0(+1,0)717,3(x0,6) " 14,0(x1,00”" 0,0(x0,0) 0,0(x0,0) 0,0(z0,0)  0,0£(0,0)

A kezeletlen kontroll novekedését 100%-nak tekintettilk. A zarojelben feltlintetett szamok
a szorast jelentik (N=3). A szignifikancia értékeket (p-értékek) a kezeletlen kontrollokhoz
viszonyitva (0 pg/ml NFAP) hataroztuk meg. ~ : p<0,0001, "% nem szignifkans

kilonbség.

A fenti teszt alapjan az A. nidulans CS2902 gyengén érzékenynek bizonyult a
hNFAP-re, igy a gombatorzs pLGnfap plazmiddal transzformélt valtozatan kitiin6en tudtuk
vizsgalni a heterolog expresszios rendszer onmérgezé hatdsat. Ehhez a transzformans és a
nem transzforméns torzseket eltéré koncentraciokban (10*-10° konidium/ml) CM-be
oltottuk le, majd az inkubacios id6 letelte utan lemértiik a micéliumok szaraztomegét. A
transzformansok esetén hifandvekedés-gatlast Aallapitottunk meg (10. Tablazat). Az
onmérgez6 hatas mértéke fliggott a leoltashoz hasznalt konidiumok mennyiségétél (10.
Tablazat). A nem transzformans és transzformans torzsek micéliumainak szaraztémege
esetén szignifikans killonbség nem mutatkozott 10% konidium/ml koncentracié
alkalmazasaig. A 10° konidium/ml inokulum-koncentracié esetén viszont jelentds
csOkkenest tapasztaltunk a transzformans micéliumok szaraztdmegében a nem
transzforméanshoz viszonyitva. Amikor a leoltashoz 10° konidium/ml-t hasznéltunk, teljes
Onpusztito hatast figyeltiink meg a transzformans esetében (10. Tablazat).

A 10° és 10° transzformans konidium/ml leoltasabél szarmazé tisztitott hNFAP
mennyisége megfelelt azoknak a hNFAP koncentracio-értékeknek, amelyek
alkalmazasaval hasonldo mértékli novekedésgatlast értink el A. nidulans CS2902 t6rzzsel

szemben a mikrodiltcios tesztekben megegyezé konidium-koncentracio esetén (9.
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Téablazat). Ezen eredmények alapjan a tovabbi vizsgalatokban 10° konidium-mennyiséget

hasznaltunk a leoltasokhoz.

10. Tablazat. Az NFAP-termel6 transzformans és nem transzformans Aspergillus nidulans
CS2902 torzsek szaraztdomege és a fermentlevekbdl tisztitott hANFAP mennyisége 37 °C-

on, 7 napon at, 160 rpm-en CM-ben torténd inkubacid utan.

Konidium-mennyiség

10* 10° 10°
Szaraztomeg (mg)
nem transzformans (kontroll) 77,3(x4,4) 131,9(£3,8)  182,1(%4,9)
transzformans 65,0(+3,0)™* 88,1(+5,8)" 00,0(x0,0)""
Fermentlf':b_(')il_ tisztitott hNFAP 73187 12743 4 309+14.7
koncentracidja (ug/ml)
A hNFAP MIC-értéke (ng/ml) 300 350 350

mikrodillciés tesztben

A zérdjelben feltintetett szamok a szoréast jelentik (N=3). A szignifikancia ertékeket (p-
értékek) a nem-transzformans torzshéz viszonyitva hataroztuk meg. ***: p<0.0001, "

nem szignifikans kilénbség.

Munkéank soran létrehoztunk egy A. nidulans-alapu heterolog expresszids rendszert,
mely képes az NFAP-t aktiv formaban megtermelni. Az A. nidulans-alapu konstitutiv
expresszios rendszer hozama kb. ugyanakkora (1680+223 ug egy liter fermentlébdl), mint
a természetes termeld N. fischeri NRRL 181 térzsé. Ennek oka az alkalmazott expresszios
rendszer ,,0nmérgez6” tulajdonsaga. A szakirodalom a mai napig nem szamolt be
Ascomycota eredetli, defenzinszerli molekula heteroldg expresszidjarol mas
fonalasgombaban. A PAF-ot és az AFP-t korabban mar sikeresen expresszaltattdk Pichia

pastoris élesztégombaban (Batta és mtsai., 2009; Lopez-Garcia és mtsai., 2010).

6.8. A hNFAP A. nidulans CS2902 transzformansra gyakorolt antifungalis hatasa
Munkank soran kiilonb6z6 fluoreszcens festési és szkenning elektronmikroszkodpias
eljarasokkal vizsgaltuk a folyadéktenyészetben nevelt hNFAP-termelé A. nidulans torzs
csirazo konidiumain és fejlodo hifain 1étrejovo valtozasokat.
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A sejtmagokat és a sejtfalat DAPI, illetve CFW festéssel vizsgaltuk. Mikroszkdpos
megfigyeléseink alapjan a transzformans esetében abnormalis és késleltetett sporacsirazast
mutat a kontroll, nem termel6 A. nidulans CS2902 t6rzshoz viszonyitva. A konidiumokbol
révid, elagazo, duzzadt végii csiratomlok fejlédtek (12. Abra). 8 o6ra inkubacid utan
szerkezetiiket elvesztett csiratomléket, vagy azok teljes szétesését figyeltik meg (12., 13.
és 15. Abra). A sérillt hifavégeknél a sejtmagok felhalmozodasat mutattuk ki DAPI-
festéssel (12. Abra). 12 és 24 6ra inkubaciot kovetéen karosodott, olykor sejtmagjukat
elvesztett hifafragmentumok felhalmozodasat figyeltiik meg a fermentlében (12. Abra).

A transzforméns és kontroll (nem transzformans) torzs sejtfalszervezédésbeli
kilonbségeit a kitinfilamentumok specifikus CFW-festésével mutattuk ki. Az NFAP-
termel6 transzformansok esetében sériilt és szort elrendez6désti kitinfilamentumokat
figyeltiink meg a képz6dd hifakban 12 és 24 6ra inkubaciot kovetden (13. Abra.).

SEM megfigyeléseink alapjan a transzformans konidiumokbdl fejlédott micélium
fala deformalt, gylir6tt, csavarodott és buborékszerli sejtfalkitiiremkedéseket tartalmaz a
kontroll, NFAP-t nem termel torzs micéliumfalahoz viszonyitva (13. B Abra). Ezek a
fenotipikus valtozasok a kitinfilamentumok szerkezetének €s szervezddésének karosodasat
jelzik.

A hNFAP A. nidulans transzformansokra gyakorolt antifungalis hatasanak
megnyilvanulasa hasonlé az A. giganteus altal termelt fehérje esetében leirtakéhoz (Theis
és mtsai., 2003, 2005; Marx, 2004). Mikroszkopos vizsgalataink soran megallapitottuk,
hogy a hNFAP jelenlétében sériil a csirdzd konidiumok sejtfalanak szervezddése és
integritdsa. Az AFP esetében hasonlo tlneteket figyeltek meg: Az AFP elektrosztatikusan
kotédik az érzékeny gombafajok sejtmembranjdhoz €s sejtfaldhoz, fokozza a membran
ateresztoképességét, és porusokat képezve karositja a sejtfal integritdsat (Theis €s mtsai.,
2003, 2005). Az AFP képes intracellularisan felhalmozodni és az intracellularis
membranstruktirakat lebontani (Theis és mtsai., 2005). A felsorolt tlinetek alapjan
feltételezziik, hogy az NFAP szintén specifikusan kotddik az érzékeny gombafajok
sejtfalanak kiils6 rétegéhez, ennek igazolasara azonban tovabbi vizsgalatok sziikségesek.
Az NFAP-termel6 A. nidulans toérzsben seértl a kitinfilamentumok Kkiépllése és
szervez6dése a novekvO hifaban. Elézetes in silico vizsgalataink alapjdn az NFAP nem
rendelkezik az AFP-re jellemz6 kitinkoté doménnel, igy a kitinfilamentumok sériilését

valdsziniileg nem az AFP esetében megfigyelt kitin-szintaz specifikus gatlasa, hanem a
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sejtfal integritdsanak megsziinése okozza (Hagen és mtsai., 2007). A jelenség molekularis

hatterének pontos megértése tovabbi vizsgalatokat igényel.

A

8h 12h 24 h

12. Abra. Csiraz6 kontroll (nem transzformans, A) és transzformans (B) Aspergillus
nidulans CS2902 konidiumok DAPI festése 37 °C-os, folyamatos razatassal (160 rpm)
tortént inkubaciot kovetden. A fels6 képek fénymikroszkopos, az alsok fluoreszcens
mikroszkopos felvételek. A: roncsolodott csiratomlék, B: felhalmozddott sejtmagok a
torott hifavégeknél, C: duzzadt hifavégek hifalevalasokkal, D: hifamaradvany, E:

kisméretli micéliummaradvany sejtmaggal. Az egységek hossza 20 um.
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13. Abra. Csiraz6 kontroll (nem transzformans, A) és transzformans (B) Aspergillus

nidulans CS2902 konidiumok CFW-festése 37 °C-os, folyamatos razatassal (160 rpm)
tortént inkubaciot kovetden. A felsd képek fénymikroszkopos, az alsok fluoreszcens
mikroszkopos felvételek, az egységek hossza 20 um. A: hifafragmentek sérilt
kitinfilamentumokkkal, B: struktdralatlan sejfal, C-D: kontroll (nem transzformans, C) és
transzformans (D) A. nidulans CS2902 hifak SEM-képe 12 oras, 37 °C-os, folyamatos
rzatassal tortént inkubaciot kovetéen. E: a transzforméans micélium sejtfalanak

buborékszeru kitiiremkedése.
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A transzformansok ROS-termelésének és -felhalmozodasanak vizsgalatahoz
H,DCFDA-festést hasznaltunk. A transzformdns A. nidulans CS2902 esetében
megemelkedett ROS-szintet mutattunk ki a nem transzformans térzsh6z képest (14. A és C
Abra). Hasonl6 jelenséget figyeltiink meg, ha a nem transzformans torzseket 5 pg/ml

nisztatinnal kezeltiik, ami szintén ROS-termelddést valt ki (14. B Abra).

14. Abra. H,DCFDA-val festett kontroll (nem transzformans, A), 5 pg/ml nisztatin

jelenlétében 1évo kontroll (nem transzformans, B) és transzformans (C) Aspergillus
nidulans CS2902 micéliumok 12 6réas, 37 °C-os, folyamatos razatassal tortént (160 rpm)
inkub&ciot kovetéen. A felsd képek fénymikroszkopos, az alsé képek fluoreszcens

mikroszkopos felvételek. Az egységek hossza 20 um.

A lehetséges apoptotikus és nekrotikus események kimutatasara az Annexin V-FITC
és propidium-jodid kettds festést hasznaltuk. Az Annexin V-FITC festék specifikusan kot a
foszfatidil-szerinhez, ezaltal az apoptdzis kimutatasat teszi lehetévé. Az apoptozis kezdeti
szakaszaban ugyanis a membran szervez6désének megvaltozasa miatt a sejtmembran bels6
oldalan talalhat6 foszfatidil-szerin a kiils6 kornyezet felé fordul. A propidium-jodid a
nekrdzis kimutatasara szolgal. A festék a mar roncsolddott sejtmembranon keresztil bejut
a sejtbe, és a DNS-hez kapcsolodik. Az életképes sejteket sem az annexin V-FITC, sem a
propidium-jodid nem festi meg. A folyadéktenyéeszetben nevelt NFAP-termel6 A. nidulans

CS2902 transzformansok konidiumainak csirazasa soran, 8 o6ra inkubaciot kovetben
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apoptotikus (z6ld, 45,81+12,95 %) és nekrotikus (piros, 3,6+1,1 %) fenotipust mutato,
csirazo konidiumokat egyarant észleltiink (15. Abra). A kontroll (nem transzformans)
torzs eseteben 8 oOra inkubacié utan kizarolag apoptotikus esemenyeket (3,5£2,4 %)
mutattunk ki, nekrozist nem észleltiink (15. A Abra). Az apoptotikus csirazé konidiumok
szdma az inkubacios idével novekedett mind a transzformans, mind a nem transzformans
A. nidulans torzs esetében, és 12 o6ra inkubcio elteltével az NFAP-t nem termel6 A.
nidulans CS2902 (1,2+0,24 %) mintadban is megjelentek nekrézist mutatd, csirazéd
konidiumok. Altalanossagban elmondhat6, hogy az apoptotikus és nekrotikus csirazo
konidiumok szdma szignifikdnsan megemelkedett 12 o6ra inkubaciot kovetéen a

transzformansok esetében (16. Abra).

A,
8h

15. Abra. Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit (Sigma-Aldrich) segitségével festett
kontroll (nem transzformans, A) és transzformans (B) Aspergillus nidulans CS2902
torzsek csirazo konidiumai 8 ora, 37 °C-on, folyamatos razatassal (160 rpm) tortént
inkubaciot kovetden. A bal oldali képek fénymikroszkopos, a jobb oldaliak fluoreszcens
mikroszkopos felvételek, az egységek hossza 20 pm. A: micéliummaradvany, B:

nekrotikus csirdz6 konidium.
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Csirazo apoptotikus és nekrotikus konidiumok
szazalékos aranya

apoptotikus nekrotikus apoptotikus nekrotikus
kontroll kontroll transzformans transzformans

Csirazo konidiumok

16. Abra. Transzformans és kontroll (nem transzformans) Aspergillus nidulans CS2902
torzsekb6l szarmazo apoptotikus és nekrotikus csirazd konidiumok széazalékos aranya
folyadéktenyészetben, 37 °C-on, folyamatos rézatassal (160 rpm) torténé inkubaciot
kovetden. A szignifikancia ertékeket (p-érték) az apoptotikus es nekrotikus kontroll
konidiumok szézalékos értékeihez viszonyitva allapitottuk meg. =~ p<0,0001; ~p<0,005,

"2 nem szignifikans kilonbség.

A transzformans torzsek csirdzasa soran az intracellularis ROS emelkedett szintjét,
tovabba apoptotikus és nekrotikus tineteket figyeltik meg. A ROS képzddése a
programozott sejthalal legfobb kivaltoja. Hasonlo hatast irtak le PAF-kezelt A. nidulans
esetében (Leiter és mtsai., 2005). A PAF képes plazmamembrén-polarizaciot indukalni,
intracellularis ROS-t termelni és ROS-okozta programozott sejthalalt beinditani (Marx és
mtsai., 2008). Az apopt0zis mechanizmusanak reszletesebb megismerése érdekében
azonban tovabbi tanulmanyok és vizsgalatok sziikségesek az NFAP esetében.

Eredményeink alapjan megallapithatjuk, hogy az NFAP a PAF-hoz hasonldan
képes ROS-t termelni, ezéltal apoptozist és nekrdzist indukalni, tovabba képes az AFP

esetében megfigyelt tiinetet, a kitinfilamentumok sérulését is kivaltani.
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6.9. Az egy- és kétértékii kationok hatasa a hNFAP antimikrobialis aktivitasara

Az egy- ¢és kétértékili kationoknak a hNFAP antifungalis tulajdonsagéara gyakorolt
hatasat a kiilonboz6 kationok eltéré koncentracioival kiegészitett CM-tapoldatokban nevelt
transzformans és nem transzformans A. nidulans CS2902 micéliumok szaraztdmegének a
mérésével vizsgaltuk. A nem transzformans A. nidulans CS2902 torzs esetében
szignifikans kilonbséget nem tapasztaltunk a CM-, illetve a kiilonb6z6 egy- és kétértéki
kationokkal kiegészitett CM-tapoldatokban nevelt tenyészetek szaraztomegei kozott (11.
Tablazat). Ezzel szemben, az egy- és kétértékii kationok a hNFAP gatlo hatasat
lecsokkentették a transzformasok esetében (11. Tablazat). Az emelkedé sokoncentracio
(50 és 100 mM KCI, Na,SO4 és MgSQ,) az NFAP-termel6 transzformans torzs esetében a
micélium szaraztomegének szignifikdns novekedését eredmenyezte (11. Tablazat).
Szignifikans kilonbségeket észleltink a KCI és a MgSO, hatasara bekovetkezd
szaraztbmeg-novekedés kdzott, ami arra utalhat, hogy a kationok gatlé hatasa fligg azok
vegyértékétol is (11. Tablazat). Jelentds kiilonbség mutatkozott a KCl és a Na,SO,4 gatlasi
képessege kozott is (11. Tablazat). Ez a Na,SO, alkalmazasa esetében 1étrejové nagyobb
kationkoncentracioval magyarazhatd, mivel a Na* és a K* egyértékii kationok, de egy mol
Na,SO, kétszer annyi pozitiv toltést tartalmaz, mint az egy mél KCI. A Na,SO, gatlasi
képessége azonban nagyobb mértékiinek bizonyult, mint a MgSO, altal l1étrehozott hatas.

Eredményeinket 6sszefoglalva megallapithatjuk, hogy a kationoknak az NFAP
antifungalis aktivitasat semlegesité hatdsa inkdbb a mennyiségik, mint a vegyertékik
fuggvénye.
Munkéank soran bizonyitottuk, hogy az NFAP hatasat az egy- és kétértékli kationok
jelenléte jelentés mértékben lecsokkentette. Eredményeink alapjan az egy- €s kétértéki
kationok proteinaktivitast gatlo hatasa dozisfiiggé modon érévényesiilt. Ez a gatlo hatas
elsésorban a kationok mennyiségétél fiiggoétt inkabb, mint azok vegyértékéktol.
Kisérletiink eredménye Gsszevethetd a szakirodalomban leirtakkal: az AFP esetében a >20
mM KH,PO,, az 50-100 mM KCI/NaCl, PAF esetében a >20mM MgClI, és az 50-100 mM
Na,SO4 bizonyult gatld hatastinak (Marx, 2004). Hasonl6 kiilonb6zé sok hatasara
bekovetkezd aktivitascsokkenést mutattak ki novényi és allati B-defenzinszeri fehérjék
esetében is (Marx, 2004). Az AFP membranpermeabilizal6 hatasa szintén Kkation-
érzékenynek bizonyult (Theis és mtsai.,, 2003). A fent emlitett adatok alapjan
feltételezhetjuk, hogy az NFAP keépes elektrosztatikusan kotni a gomba sejtfaldhoz,
membranjahoz.
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11. Téabldzat. Kiilonboz6 soval kiegészitett CM-ben nevelt transzformédns és nem
transzformans Aspergillus nidulans CS2902 torzsek micéeliumainak szaraztomegei mg-ban.

Torzs Tapkozeg
CM CM+KCI CM+Na,SO, CM+MgSQO,
50 mM sokoncentracio

nem transzformans
(kontroll)

transzformans 93,1(£5,0) 103,0(4,7) 126,0(+1,4) " 116,7(+1,9)""*

132,8(+5,6) 128,9(%7,3) nsz* 133,9(+3,8) nsz*, nszf 138,2(8,9) nsz*, nszt

100 mM s6koncentréacio

nem transzformans
(kontroll)

transzformans 92,1(+5,2)  118,4(+3,5)™ ™  158,9(x12) "M 138,7(+1,5)" "

129,1(+14,1) 121,2(+7,2) ™" "2 124 0(+4,1) """ SH 139 6(+10,6) " 1S

A zérdjelben feltiintetett szamok a szorast jelentik (N=3). CM: komplett tdpoldat. A CM-
bol és kiilonboz6 sokkal kiegészitett CM-bOl szarmazd szaraztomeg-értékek kozotti
szignifikancia-értékeket (p-értékek) a CM-bdl szarmazd szaraztomegekhez viszonyitva
hatéroztuk meg.”: p<0,0001, " p<0,005, *: p<0,05, "% nem szignifikans kiilénbség.

Az 50 mM sokkal kiegészitett CM-bél és a 100 mM sokkal kiegészitett CM-bdl szarmazo
szaraztomeg-értékek kozotti szignifikancia értékeket (p-értékek) az 50 mM sokkal
kiegészitett CM-bdl szarmazé széaraztdmegekhez viszonyitva hataroztuk meg. '
p<0,0001, ™ p<0,005, ": p<0,05, "*': nem szignifikans kiilonbség.

A KCl-dal, a Na,;SO4-tal és a MgSO,-tal kiegészitett CM-bdl szarmazd szaraztémeg-
értékek kozotti szignifikancia-értékeket (p-értékek) a KCIl-dal kiegészitett CM-bol
szarmazé szaraztdmegekhez viszonyitva hataroztuk meg. **: p<0,0001, *: p<0,005, *:

p<0,05, "*:nem szignifikans kiilnbség.

6.10. Az nfap delécios konstrukcidjanak szintézise double-joint PCR-rel

Az nfap delécidjahoz eldallitottunk egy olyan linearis konstrukciot, ami az nfap
hatarold régidin kivil szelekcids markerként a pyrithiamine rezisztencia génjét (ptrA) is
tartalmazta. A reakcié elsé 1épésében kiilon-kulén létrehoztuk az nfap 5° UTR régiot
tartalmazd ,,A” (1810 bp), az nfap 3’ UTR régiot tartalmaz6 ,,C” (1951 bp), illetve a
pyrithiamine rezisztenciagént és az UTR régiokkal atfedd részt tartalmazé ,,B” (2200 bp)
amplikonokat (17. A Abra). Ezutan az ,A” és ,,.C” amplikonokat Osszeszereltiik a
kimerakat tartalmazé ,,B” amplikonnal a nested inditészekvenciak felhasznalasaval (5913
bp). (17. B Abra)
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17. Abra. A double-joint PCR soran amplifikalt DNS-szakaszok. Az els6 1épés (A): 1.
GeneRuler 1 kb DNS létra (Thermo Scientific), 2. ,,A” amplikon, 3. ,,B” amplikon, 4. ,,C”
amplikon. A masodik lépés (B): 1. delécids konstrukcid, 2. GeneRuler 1 kb DNA létra
(Thermo Scientific).

6.11. A Anfap mutans Neosartorya fischeri NRRL 181 torzs létrehozésa

Az NFAP bioldgiai szerepenek tanulmanyozasahoz egy nfap delécids N. fischeri
NRRL 181 torzset allitottunk eld. A mutans torzs létrehozasédhoz a lineéris delécios
konstrukcidval elvégeztiik a N. fischeri NRRL 181 izolatum transzformaéciogjat.

A transzformans telepek a transzformaciot kovetd 2-3. nap soran jelentek meg. A
Kisérletek soran létrehozott transzformansok szelekcidjat a pyrithiamine-rezisztencia
markergén alapjan veégeztilk, melyek genotipusat a genomi DNS EcoRV-tel torténd
emésztése utan Southern blot analizissel ellendriztiik (18. Abra).

Munkank soran sikeresen Kiltottik az nfap-t a N. fischeri NRRL 181 izolatum
genomjabol. A Southern blot analizis kimutatta, hogy a transzformansokban a bevitt
konstrukcié az nfap gén helyére sikeresen beépilt, azonban ektopikus integracio

kovetkeztében tovabbi beépulések is létrejottek.
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18. Abra. Az nfap (A) és a ptrA (B) génprobakkal végzett Southern blot analizis. 1. DNA
Molecular Weight Marker VII, DIG-labeled (Roche), 2. Neosartorya fischeri NRRL 181

vad tipus, 3-11. transzforméansok, 12. pSK275 plazmid.

6.12. A vad tipusu és a Anfap mutans Neosartorya fischeri NRRL 181 novekedésének
vizsgalata

Vizsgaltuk a vad tipusu és delécids mutans térzsek ndvekedését, tovabba az emlitett
torzsek in vitro antagonizmusra vald képességét az NFAP-re érzékeny és ellenallo, hasonlo
okoldgiai niche-t elfoglal6 gombaizolatumokkal szemben CM és MM taptalajon.

Eredményeink alapjan, a CM téptalajon a mutans térzs a vad tipushoz hasonlo
mértékii ndvekedést mutat. Habar a 24, 48 és 72 ora inkubacié utan szignifikans eltéres
még megfigyelhet6 volt a két kiilonb6zo torzs ndvekedési tulajdonsagaban, azonban ez az
eltérés a késObbiekben eltiint. A MM téptalaj csokkentett, nehezen hozzaférhetd
tapanyagtartalma stresszfaktort jelent a gomba szamara. A MM téptalajon vizsgalt vad és

mutans torzsek novekedése kozott nagyobb mértékii kiilonbség volt észlelhet6, mint a CM
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taptalaj esetében. A MM taptalajon 24, 48 és 72 Ora utan mért ndvekedési adatok
Kivételével minden esetben szignifikdns kilonbség volt megfigyelheté a vad és muténs
torzsek novekedése kozott, amely mértéke az id6 elteltével fokozatosan novekedett.

Eredmenyeinket a 12. Tablazat foglalja 6ssze.

12. T&blazat. A vad és a Anfap mutdns Neosartorya fischeri torzsek ndvekedése 25 °C-on,

komplett és minimal taptalajon.

Telepatméro komplett taptalajon (mm) Telepatméré minimal taptalajon (mm)

1dé
vad tipus Anfap vad tipus Anfap
24h 13,3+0,6 10+0,0™ 11,3+0,6 11,7+0,6 "™
48h 24,3+0,6 20,3+0,6™ 19+1,0 18,3+0,6 ™
72h 35,7+0,6 32,0+1,7" 27,7+0,6 25,3+0,6
96h 43,7+0,6 41,7+1,5™ 35,742,1 32,3+1,2"
120h 52+1,0 50,3+0,6 ™ 44,7412 39,7406
144h 64,3+0,6 62,3+0,6 "™ 56+1,0 42,706
168h 71,740,6 71,0£1,0™ 63+2,0 48,0+1,0™

A szignifikancia értékeket (p-értékek) a vad tipus telepatmérdjéhez viszonyitva hataroztuk
meg.  :p<0,0001, " p<0,005, : p<0,05, "**: nem szignifikans kiilonbség.

Eredményeink 6sszefoglalasaként megallapitottuk, hogy a vad tipushoz képest a
Anfap mutans torzs szignifikansan lassabb mértékii novekedést mutatott MM taptalajon. Ez
a megfigyelés az NFAP-nek a gomba novekedésében betoltott szerepére enged

kdvetkeztetni éhezes indukalta stresszkorilmények kdzott (12. Tablazat).

6.13. A vad tipusu eés a Anfap mutans Neosartorya fischeri NRRL 181 in vitro
antagonizmusa tomlos- és jaromsporas gombékkal szemben

A fonalasgombak altal termelt defenzinszerii proteinek bioldgiai szerepe
mindezidaig nem tisztazott. Feltételezések szerint a fonalasgomba-fajok szdmara az altaluk
termelt defenzinszeri antifungalis proteinek nagymértékii elényt biztositanak a
tapanyagokért és az élOhelyért folytatott versenyben olyan gombafajokkal szemben,
melyek hasonld 6kologiai niche-t foglalnak el (Hegediis és Marx, 2013). Munkank egyik
célja volt, hogy ezt a feltételezést bizonyitsuk in vitro antagonizmus-tesztekben NFAP-t

termelé N. fischeri NRRL 181 és NFAP-delécios mutansan keresztul. A vizsgalatokba
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olyan jaromsporas és tomlésgomba-izolatumokat vontunk be, amelyek feltételezhetden
hasonlé o©koldgiai niche-t foglalnak el, mint a N. fischeri, igy kompetitor
mikroorganizmusként Iéphetnek fel vele szemben a tapanyagok megszerzesert és a
megfelel6 él6helyért folytatott versenyben. Az in vitro antagonizmus-teszteket CM, és MM
taptalajon is elvégeztik. Az MM csokkentett, nehezen hozzaférhet6 tapanyagtartalma
stresszfaktort jelent a gomba szdmara, ami korabbi ismereteink alapjan eldsegiti és fokozza
az NFAP expressziojat, hasonloan a tobbi fonalasgomba defenzinszert proteinhez (Meyer
és Stahl, 2003).

A vizsgalt N. fischeri torzsek in vitro antagonizmusra valo képességét az in vitro
antagonizmus index-szel (IVAI) jellemeztik (Szekeres és mtsai., 2006). Ezen felll,
vizsgaltuk a N. fischeri torzsek és a kompetitor gombaizolatum kézott kialakulo gatlasi
kdlcsonhatasok jellegeét.

A IVAI-értékek és a gatlasi zona megléte alapjan in vitro antagonizmus-kisérleteink
eredményeként Osszefoglalva megallapithatjuk: a vad tipusu toérzs a delécios torzshdz
képest szignifikansan hatékonyabban gatolta a jaromsporas gombak koziil az Actinomucor
elegans NRRL 1706, a Mortierella nantahalensis NRRL 5842, a Backusella circina NRRL
3293, a Mucor rammanianus WRL CN(M)304, a R. miehei CBS 360.92; a tomlésgombak
kozul az A. giganteus IMI 343707, a Fusarium cerealis SZMC 11048, a F. graminearum
SZMC 11054, a Fusarium poae SZMC 11045 és a F. polyphialidicum SZMC 11042
izolatumok noévekedését. A vad tipusu torzs gatld hatisa elsésorban MM taptalajon
érvényesilt (19. és 20. Abra). Amennyiben a vad és deléciés mutans torzsek
ndvekedésgatld hatdst mutattak ugyanazon kompetitor gombaizoladtummal szemben, a
delécios torzs IVAI-értéke szignifikansan kisebb volt (19. és 20. Abra). Emlitésre érdemes
tény, hogy az antifungalis érzékenységi tesztjeinkben (mikrodiltcios és agardiffuzios
modszer) a jaromspdras gombaizolatumok ellen a R. miehei (CBS 360.92) kivételével a
tisztitott NFAP nem volt hatékony. Erdekes modon ezzel szemben, az in vitro
antagonizmus-tesztben az NFAP-termelé N. fischeri képes volt tobb jaromsporas
gombaizolatum novekedesét is gatolni.

Az N. fischeri torzsek nem gatoltdk a jaromspords gombak kozil a Mortierella
ramanniana NRRL 5844, a Syncephalastrum racemosum SZMC 11084, a Mycotypha
africana NRRL 2978; a tomlésgombak koziil az Aspergillus japonicus SZMC 2157, az A.
niger SZMC 2608, az Aspergillus terreus SZMC 2414, a P. chrysogenum IMI 392 788, a
T. longibrachiatum UAMH 7955 novekedesét. Ezekben az esetekben negativ vagy
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semleges kolcsonhatast tapasztaltunk. A Gilbertella persicaria IMI 101638(+) és a
Rhizopus oryzae CBS 146.90 izolatumokkal végzett in vitro antagonizmus-kisérleteink
értékelhetetlenek voltak az emlitett izolatumok fokozott 1égmicélium-képzése miatt.

Eredményeinket a 13. Tablazatban foglaltuk dssze.

19. Abra. A Neosartorya fischeri NRRL 181 (vad és Anfap torzsek) és a Fusarium ceralis
SZMC 11048 in vitro antagonizmusa MM taptalajon 25 °C-on, 10 napig tortént inkubacio

utan.

A. niger.

20. Abra. A Neosartorya fischeri NRRL 181 (vad és Anfap torzsek) és az Aspergillus
niger SZMC 2608 in vitro antagonizmusa CM téaptalajon 25°C-on, 10 napig tortént

inkubacio utan.
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13. Tablazat. A vad tipusu és a Anfap mutans Neosartorya fischeri NRRL 181 in vitro
antagonizmusra valo képességének vizsgalata jaromsporas és tomlésgomba-izolatumokkal

szemben komplett és minimal taptalajon 25, illetve 37 °C-on, 10 nap inkubacio utan.

. Komplett taptalaj Minimal taptalaj
Fal vad (IVVAI) Anfap (IVAI) vad (IVAI) Anfap (IVAI)
Jaromsporas gomba
Actinomucor elegans (NRRL 1706) 37,81+1,92" 32,64+0,24% ™  47,34+3,11" 20,55+0,13"
Backusella circina (NRRL 3293) 23,26+1,41° 22,2442 36" " 27,66+1,73" 26,81+2,53" ™
Mortierella ramanniana (NRRL 5844) 55,22+3,72° 50,64+0,53"" 41,02+4,87° 37,7242,01% "
Mortierella nantahalensis (NRRL 5842) 35,82+2,62" 29,96+2,53"%" 51,42+2,07" 49,86+3,88" "
Mucor rammanianus (WRL CN(M)304) 71,43+0,59° 66,27+2,28°"  41,02+9,38" 27,97+4,42+"
Mycotypha africana (NRRL 2978) 81,24+0,63 79,05+0,56" "2 95 29+0,44" 96,35+0,33" "
Rhizomucor miehei (CBS 360.92) 47,68+1,69° 39,71+1,88% ™" 44,7245 23" 37,75+2,51%"
Syncephalastrum racemosum (SZMC 11084) 50,36+1,53° 43,69+2,47%™  39,30+0,39° 37,72+5,20% "
Tomlésgomba
Aspergillus giganteus (IM1 343707) 50,80+1,62° 46,76+1,52%"  42,23+7,07* 40,14+0,88" "*
Aspergillus japonicus (SZMC 2157) 43,63+0,26° 46,00+0,56% "?  38,03+1,72° 36,78+2,77% "*
Aspergillus niger (SZMC 2608) 52,88+2,00° 45562,79% " 44,29+4,62° 43,60+1,18% "2
Aspergillus terreus (SZMC 2414) 66,55+1,19° 63,67+2,97° "™ 68,73+2,32" 64,9443 75" "
Fusarium cerealis (SZMC 11048) 45,45+2 31" 40,64+2,77%"  4533+1,76" 29,84+4,68"
Fusarium graminearum (SZMC 11054) 37,59+2,21" 36,50+1,12% ™*  28,96+1,45" 32,15+3,98%
Fusarium poae (SZMC 11045) 36,31+2,67" 35,64+1,26% ™ 29 40+0,88" 26,25+2,79% "
Fusarium polyphialidicum (SZMC 11042)  40,92+2,18" 38,68+2,02% ™" 32,20+1,34" 33,9242,44% "
Penicillium chrysogenum (IMI 392 788) 67,98+3,12° 67,08+2,75% " 71,89+1,66° 72,38+5,35%
Trichoderma longibrachiatum (UAMH 7955) 9,72+0,74° 5,23+0,41° " 12,21+1,14 9,47+1,36" ™
+

Jelmagyarazat: " negativ hatas, *: pozitiv hatés, ’; semleges hatds. A szignifikancia

értékeket (p-értékek) a vad tipus IVAI értékéhez viszonyitva hatéroztuk meg. =
p<0,0001, ~: p<0,005, " p<0,05, "% nem szignifikans kilénbség. IVAL: in vitro
antagonizmus index.

Pozitiv hatas (*): N. fischeri visszaszoritja a masik gomba novekedését, kozottilk gatlasi
zona alakul ki, a masik gombafaj telepszéle homord morfologiat mutat, vagy a N. fischeri
ran6. Negativ hatds (): A N. fischeri névekedése gatlodik, telepszéle homort morfologiat
mutat, vagy a masik izolatum rané. Semleges hatéas (°): Nincs kélcsénhatés a két gombafaj
kozott, nem alakul ki gatlasi zona, a telepek Osszeérnek, egymassal szembe es6

telepszéleik egyenletes novekedéstiek.
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Kisérleteink eredményei jelzik azt, hogy els6sorban a stressz (cskkentett, nehezen
hozzaférhet6 tapanyagtartalom, a masik gomba jelenléte, illetve az ennek kdvetkeztében
1étrejovo tapanyagfogyas) hatdsara termelddé NFAP szerepet jatszik az adott élohelyért
folytatott versenyben is a hasonlo 6kologiai niche-t elfoglalé gombéaval szemben. Ezt az
eredmenyt azert fenntartassal kell kezelnlink, ugyanis a Anfap mutans torzs az nfap
delécidja mellett a delécids konstrukcio tovabbi, ektopikus integracidit is hordozza.

Eredményeink Osszevetheték a szakirodalomban megtalalhatd, hasonld kisérletek
eredményeivel: AFP-t termelé A. giganteus izolatummal végzett in vitro antagonizmus
Kisérletek soran kimutattdk, hogy egy hasonlo 6kologiai niche-t elfoglalé fonalasgomba
jelenléte fokozza az afp gén expresszidjat, ezaltal a kornyezetben megnétt AFP
mennyisége elényt biztosit az A. giganteus szdmara a hasonld éléhelyért folytatott
kiizdelemben, amennyiben a kompetitor gomba érzékeny az antifungalis proteinnel
szemben (Meyer és Stahl, 2003). A mi munkakhoz hasonléan ebben a kisérleti rendszerben
is az alkalmazott taptalaj 6sszetétele befolyasolta az A. giganteus antagonista képességét
(Meyer és Stahl, 2003). A fonalasgombak altal termelt, defenzinszerii antifungalis
proteinek tovabbi bioldgiai szerepének vizsgalata soran idokozben megfigyelték, hogy a
mitospoéra fejlodéséért felelds kozponti szabalyozo gének expresszidjdnak modulalasaval a
PAF fokozza a termelé gomba aszexudlis szaporodasat stresszkorilmények kozott. Ezt a
hipotézist a P. chrysogenum esetében sikeriilt alatamasztani egy paf-delécids torzs
létrehozasaval, amelyben a mitospora kialakulasanak szignifikans csokkenése volt
megfigyelheté (Hegediis és mtsai., 2011a), kovetkeztetésképpen a PAF a konidiogenezis
beinditasaval, intenzitdsanak a ndvelésével eldsegiti a gomba tulélését stresszkoriilmények

kozott, amit akar egy masik gomba jelenléte is kivalthat.
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7. Osszefoglalas

Az 1990-es évek masodik felétol szamos, a defenzinekhez hasonlo szerkezeti, kis
tomegli, antifungalis hatassal rendelkezé proteint izoldltak és jellemeztek fonalas
tomlosgombakbol. A PAF klasztert tartalmazo defenzinszerti fehérjék kozil az AFP,
AFP\ns3ss, ANAFP, ACLA, AcAMP, FPAP, PAF, NAF és PgAFP az izolalt és a
jellemzett. A rendszertanilag tavol allé gombafajok &ltal termelt, szerkezetileg hasonld
defenzinszeri proteinek hatdsmddja ¢és antimikrobialis spektruma jelentdsen eltér
egymastol, igy kulon-kalon is értékes alapot szolgaltathatnak alap- és alkalmazott
kutatasok szamara. A N. fischeri antifungalis protein (NFAP) egy hipotetikus antifungalis
protein, jelenléte csak in silico bizonyitott. Kl6nozasar6l, izolalasardl, antimikrobialis
spektrumar6l, hatasmoédjardl és bioldgiai szerepérél nem jelent meg publikacio a mai
napig. Munkank soran célul tiiztiik ki a feltételezett NFAP proteint kodol6 gén izolalasat,
az NFAP izolalasat és molekularis jellemzését, tovabba, a tisztitott NFAP antifungalis
aktivitasanak vizsgalatat. Vizsgaltuk az Ascomycota defenzinszeri proteinek evolucios
rokonsagi kapcsolatat is. Tovabbi céljaink kozt szerepelt az NFAP antifungélis
hatdsmechanizmusanak vizsgalatara alkalmas A. nidulans-alapd heterolog expresszios
rendszer létrehozasa, illetve az NFAP bioldgiai szerepének felderitese érdekeben egy
Anfap mutans gombatorzs eléallitasa.

Kisérleteink soran izoldltuk a tomlésgomba defenziszeri fehérjékkel homolog
nfap-t a N. fischeri NRRL 181 izolatumbol. Az in silico vizsgalatok eredményeként az
érett NFAP egy 57 aminosavbdl allo, 6,6255 kDa tomegii, cisztein-gazdag, bazikus
(p1=8,93) protein.  Aminosavszekvenciaja  10,3-22,8% homologiat mutat a
szakirodalomban korabban leirt hasonld fehérjékkel. Az NFAP harom diszulfid-hid altal
stabilizalt harmadlagos szerkezete (5 B-lemez hurokrégiokkal Gsszekapcsolva) nagyon
hasonlo a tobbi fonalasgomba altal termelt defenzinszerti molekulak szerkezetéhez.

Vizsgaltuk az NFAP filogenetikai kapcsolatat maés tomlésgomba eredett,
defenzinszer(i antifungalis fehérjével. A tomlésgombak altal termelt defenzinszer(
antifungalis proteinek filogenetikai vizsgélatok alapjan két nagy csoportot alkotnak: a
PAF-klaszterrel rendelkezd proteinek és a BP-klaszterrel rendelkezd proteinek csoportjat.
Vizsgalataink alapjan a B. fuckeliana altal termelt protein egy Uj csoportot képvisel.
Megallapitottuk, hogy az NFAP a PAF-tdl és az A. niger &ltal termelt ANAFP-tol
elkiiloniild AFP-rokon kladban helyezkedik el.
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Az nfap promoter analizise soran kiilsé kornyezeti szignalokra és stresszhatasra
termel6dd transzkripcios faktorok kotohelyeit azonositottuk. Ezek figyelembeveételével
sikeriilt optimalizdlnunk az NFAP termelddését eldsegitdé tapkozeget ¢€s tenyésztési
koralményeket. Sikerdilt izolalnunk a fermentlé antifungalisan aktiv frakcioibol egy ~6,6
kDa tomegli fehérjét és az altalunk alkalmazott moddszerrel 1000 ml fermentlébdl
1250£123 pg NFAP-t tisztitanunk.

Antimikrobialis érzékenysegi vizsgalataink soran 6t-6t kiilonboz6 fajba tartozod
jaromsporas és tomlésgomba-izolatumbol két Ascomycota (A. niger és A. nidulans) és egy
Zygomycota (R. miehei) érzékenynek mutatkozott az NFAP antifungalis hatasaval
szemben (12,5-200 pg/ml). Hasonléan a fonalasgombak altal termelt defenzinszeri
fehérjekhez, az NFAP antifungalis aktivitasa is dozisfiiggd, ugyanis kimutattuk, hogy A.
niger-rel szemben a fehérje szubletdlis koncentraciéban alkalmazva (100 pg/ml)
ndvekedésgatld, azonban magasabb koncentriciéban (200 pg/ml) fungicid hatasu. Az
NFAP hatasara az érzekeny gomban a szakirodalomban leirt rokon proteinekéhez (AFP,
PAF) hasonlé fenotipikus valtozasokat mutattunk ki: a spordk csirazasa gatlodik;
késleltetett, torzult, elagazd hifandvekedés jon létre. Az A. corymbifera, a B. cinerea, a F.
graminearum, a M. wolfii, a M. piriformis, a R. microsporus var. rhizopodiformis és a T.
longibrachiatum az &ltalunk alkalmazott in vitro tesztekben rezisztensnek bizonyultak az
NFAP-vel szemben.

Kimutattuk, hogy az NFAP a PAF-hoz és AFP-hez hasonloan stabilitasat tag pH
tartoményon (pH=7,0-9,0) belil és magas hémérsékletkezelés (30 perc, 100 °C) ellenére is
meg0rzi, tovabba azt, hogy a protein nagymértékben ellenalld proteolitikus kezeléssel (10
mg/ml proteinaz K, 30 °C, 16 h) szemben.

Munkank soran egy plazmid-alapu expresszios rendszer létrehozasaval sikerilt az
NFAP konstitutiv heterolog expresszidjat megvaldsitanunk egy elézetesen kismértékben
NFAP-érzékenynek bizonyult A. nidulans torzsben. Az NFAP-termel6 A. nidulans torzs
csokkentett hifandvekedést mutatott a nem transzformanshoz viszonyitva, melynek
mérteke fliggott a leoltashoz hasznalt konidium-mennyiségtél: szignifikans kiilonbség nem
mutatkozott 10* konidium/ml mennyiség alkalmazasaig, 10° konidium/ml esetében viszont
jelentés csokkenés, 10° konidium/ml esetében mér teljes dnpusztitd hatas kévetkezett be.
Az expresszios rendszer hozama az ,,0nmérgezd” jellegébdl fakadodan kb. ugyanakkora volt
(16804223 pg egy liter fermentlébdl), mint a nativ termeldé. Vizsgélataink soran sikertilt
kimutatnunk, hogy az NFAP a PAF-hoz hasonléan képes ROS-termelést kivaltani, ezaltal
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apoptdzist es nekrozist indukélni, tovabba képes az AFP esetében megfigyelt tlinetet, a
kitinfilamentumok kiépulésének a zavarat is kivaltani a fejlédo hifaban.

Munkank soran bizonyitottuk, hogy a hNFAP-okozta 6nmérgez6 hatast az egy- €S
kétértékli kationok jelenléte jelent6s mértékben, dozisfliggd modon csokkentette. Az
emelkedd sokoncentracid (50 és 100 mM KCl, Na,SO4 és MgSO,4) az NFAP-termeld
transzformans torzs esetében a micélium szaraztomegének jelentés novekedését
eredményezte. A KCI hatasara bekdvetkezé hatasnal szignifikansan nagyobb mértéki
gatlast tapasztaltunk MgSO, eseteben, a legnagyobb gatlasi képességet Na,SO4
alkalmazaséval értiik el. A fent emlitett adatok alapjan feltételezhetd, hogy az NFAP képes
elektrosztatikusan koétni a gombasejthez.

Munkank soran eléallitottuk a N. fischeri NRRL 181 NFAP-t kodolé génben
delécios mutansat (Anfap). Vizsgaltuk a vad tipusd és deléciés mutans torzsek
ndvekedéset, tovabba az emlitett térzsek in vitro antagonizmusra valo képességét (in vitro
antagonizmus index, IVAI) az adott proteinre érzékeny és ellenalld, hasonlé okoldgiai
niche-t elfoglal6 gombaizolatumokkal szemben komplett (CM) és minimal (MM)
taptalajon. Kimutattuk, hogy a vad tipushoz képest a Anfap mutéans torzs szignifikansan
lassabb novekedést mutatott MM-taptalajon. Ez a megfigyelés az NFAP-nek a gomba
novekedésében  betoltott  szerepére  enged  kovetkeztetni  éhezés  indukalta
stresszkorulmenyek kozott. A vad tipusu torzs szignifikansan hatékonyabban gatolta az
NFAP-érzékeny izolatumok novekedését, mint a delécios torzs. A vad tipusu térzs gatlo
hatésa elsdsorban minimal taptalajon érvényesiilt. Amennyiben a vad és delécidos mutans
torzsek novekedesgatld hatast mutattak ugyanazon kompetitor gombaizoldtummal
szemben, a delécids torzs IVAI-értéke szignifikansan kisebb volt. Mindezek jelzik azt,
hogy elsdsorban a stressz (csokkentett, nehezen hozzaférhetd tapanyagtartalom; a masik
gomba jelenléte, illetve az ennek kovetkeztében Iétrejove tdpanyagfogyas) hatdsara
termel6dé6 NFAP szerepet jatszik az adott él6helyért folytatott versenyben is a hasonlo
Okoldgiai niche-t elfoglal6 gombéaval szemben.

Munkank eredménye béviti az ismertté valt es jellemzett, fonalasgombéak altal
termelt defenzinszer(i antifungalis proteinek szamat. Az NFAP az altalunk megfigyelt
tulajdonsagai alapjan igéretes jelolt lehet gyakorlati célt felhasznalasra, tovabba uj
szintetikus antifungélis protein-analégok alapjaul szolgalhat a kozeljovoben az
antimikrobidlis spektrumanak, pontos hatdsmaodjanak és szerkezet-hatas dsszefliggesének
vizsgalata utan.
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8. Angol nyelvii osszefoglalo (Summary in English)

From the second half of the 1990s, several extracellular cysteine-rich proteins with
remarkable antifungal activity have been isolated and characterized from filamentous
Ascomycetes. They are small molecular mass, basic, cationic, cysteine-rich peptides with
highly similar structure to the defensins. Despite the fact that they are very different in
their amino acid sequences, conserved homologous regions can be identified. Based on
these regions, these molecules can be divided into two groups: proteins with the
Penicillium chrysogenum antifungal protein (PAF)-cluster and proteins with the
Penicillium brevicompactum ,,bubble protein” (BP)-cluster. Until now, proteins with PAF-
cluster have been isolated and characterised from six different fungal species (Aspergillus
clavatus, Aspergillus giganteus, Aspergillus niger, Fusarium polyphialidicum, Penicillium
chrysogenum and Penicillium nalgiovense). The proteins with PAF-cluster have
remarkable antifungal effect against filamentous fungi. They generate similar symptoms in
the susceptible organisms, but their mode of action could be different. It is supposed that
they play a role in the competition for nutrients and habitat against microorganisms with
similar ecological niche and in the asexual differentiation of the producing microorganism
under stress conditions.

The defensin-like antifungal proteins produced by taxonomically distinct species
have similar structures, but their mode of action and antifungal spectrum are different.
They are highly stabile molecules. Furthermore, they proved to be non-toxic to plant and
mammalian cells in vitro and in vivo; they can interact synergistically with other antifungal
compounds. These features make them promising compounds for further basic studies
(such as structure-antifungal effect relationship studies), or applied researches (such as the
development of protein-based antifungal compounds to be applied in medicine, plant
protection or food preservation).

In the genome of the Neosartorya fischeri isolate NRRL 181, a gene encoding a
hypothetical protein was identified (NCBI ID: XM_001262585), which proved to be a
putative defensin-like antimicrobial protein (N. fischeri antimicrobial protein, NFAP)
based on in silico investigations.

The aims of the present study were the followings:
1. Isolation of the putative NFAP encoding gene from N. fischeri NRRL 181 isolate.

2. Isolation of the NFAP.
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3. Investigation of the in silico structure and phylogenetic relationships of the NFAP.
4. Determination of the in vitro antimicrobial properties of NFAP.

5. Examination of mode of action of the NFAP.

6. Investigation of the biological role of the NFAP.

We isolated the nfap gene from N. fischeri NRRL 181 isolate via PCR experiments.
Based on in silico investigations, the low molecular mass (6.6255 kDa), extracellular,
cationic (p1=8.93), cysteine rich mature NFAP consists of 57 amino acid residues. The
amino acid sequence of the mature protein shows 10.3-22.8% homology to similar proteins
described in literature. Further in silico investigations revealed that the tertiary structure of
the NFAP is similar to the B-defensin-like molecules: 5 B-sheets connected with loops and
stabilised by three disulfide bridges.

The phylogenetic relationships between the isolated and putative defensin-like
proteins from Ascomycetes were investigated. Our detailed analysis on the amino acid
sequences confirmed that the B-defensin-like antifungal peptides with PAF-cluster are
separated from the similar peptides with BP-cluster as described previously that besides the
two groups of defensin-like proteins with PAF-cluster or BP-cluster, and a putative
defensin-like protein produced by Botryotinia fuckeliana represent a new group. Based on
the primary protein structure, it seems that phylogenetically NFAP is located between the
P. chrysogenum PAF and A. niger ANAFP and closely related to A. giganteus AFP.

The analysis of the promoter region of nfap revealed the presence of several
putative regulatory elements that might be involved in the transcriptional regulation of nfap
in response to environmental signals and stress. Considering these elements, a medium was
optimized for the production of NFAP. After the purification of the ferment borth, a ~6.6
kDa protein was isolated from the antifungally active fractions. This protein was named as
N. fischeri antifungal protein (NFAP, EMBL ID: CAQ42994). The first 6 amino acid
residues of this protein were identified with N-terminal sequencing, which corresponded
well to the in silico determined sequence of the mature NFAP. The purification of NFAP
was optimised. The final amount of the purified NFAP from 1000 ml ferment broth was
1250+123 pg.

We examined the antifungal activity of the NFAP in 96-well microtiter plate
bioassays. Among the five zygo- and five ascomycetous fungal strains tested in the
sensitivity assays, two isolates belonging to Ascomycetes (A. niger and Aspergillus
nidulans) and one belonging to Zygomycetes (Rhizomucor miehei) proved to be
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susceptible to NFAP in the applied concentration range (12.5-200 pg/ml). NFAP acted in
dose-dependent manner similar to the homologous proteins: In the case of A. niger, we
demonstrated that the growth inhibitory effect of NFAP at sublethal concentration (100
pg/ml) turned into fungicidal at its higher dose (200 pg/ml). The manifestation of the
antifungal effect of NFAP is similar to that observed in the case of the related proteins A.
giganteus AFP and P. chrysogenum PAF: NFAP also caused inhibition of spore
germination and delayed, distorted and retarted hyphae lengthening. Absidia corymbifera,
Botrytis cinerea, Fusarium graminearum, Mortierella wolfii, Mucor piriformis, Rhizopus
microsporus var. rhizopodiformis and Trichoderma longibrachiatum were not susceptible
in the applied in vitro antifungal tests. Effect of different pH and temperature conditions on
the biological activity of the NFAP was investigated in agar diffusion test against A. niger.
NFAP showed the highest antifungal activity at pH 8.4-8.6, but it was maintained in
different rate under all investigated pH conditions (pH 7.0-9.0). NFAP proved to be stable
even after a temperature treatment at 100 °C for 30 minutes, and the antifungal effect of
the treated protein remained after 120 h of incubation at 25 °C. Antifungal activity after
treatment at 100 °C for 40 minutes was not observed.
We carried out the heterologous expression of NFAP in A. nidulans CS2902 strain.
The A. nidulans strain, which previously proved to be slightly susceptible to NFAP,
produced the protein constitutively and in active form. The yield of the expression system
was similar to the native producer (1680223 pg from 1 | ferment broth) due to the self-
poisoning effect. Delayed and abnormal spore germination was observed in the case of
NFAP-secreting transformants compared to the non-secreting A. nidulans CS2902 strain:
conidiospores formed very short, swelled hyphae with multiple branches. This self-
poisoning effect depended on the amount of conidia used for the inoculation: there were no
significant differences in the hyphal growth up to 10* conidia, but at 10° conidia a
significant reduction, and at 10° conidia a total self-killing effect was observed. Effect of
the produced NFAP on the germination of A. nidulans CS2902 conidia was investigated
with scanning electron microscopy (SEM), 4'-6-diamidino-2-phenylindole- (DAPI) and
calcofluor white- (CFW) staining. 2',7'-Dichlorodihydrofluorescein diacetate-staining and
Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit were used for revealing the accumulation of
reactive oxygen species (ROS) and the possible apoptotic, necrotic effect. The impact of
mono- and divalent cations on the antimicrobial activity of NFAP was also examined. The
hyphal growth reduction effect of NFAP was absent in the presence of mono- and divalent
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cations (50 and 100 mM KCI, Mg,SO4, Na,SO,4). Damage in the organization of cell-wall,
destruction of chitin filaments and accumulation of nuclei at the broken hyphal tips were
detected by SEM, DAPI- and CFW-staining. Similar phenomenon was observed at the
related peptide, A. giganteus AFP. Accumulation of ROS and more frequent apoptotic,
necrotic events were also observed in the case of the NFAP-producing A. nidulans strain.
Similar effect was previously described for the P. chrysgenum PAF treatment of A.
nidulans.

We created the nfap-deletion mutant strain of the N. fischeri NRRL 181, and we
analysed its growth in minimal and complete medium compared to the wild-type. We also
examined the in vitro antagonism ability (via calculation of in vitro antagonism index,
IVAI) of the wild type and the Anfap mutant strains against possible competitor fungal
isolates belonging to Zygo- and Ascomycetes. We observed that the Anfap strain shows
slower growth than the wild-type in minimal medium, indicating that NFAP could have an
impact on the fungal growth in the presence of nutrient limitation. Compared to the Anfap
strain, the wild-type effectively inhibited the growth of NFAP-sensitive fungal isolates.
This difference in the in vitro antagonism ability is prevailed strongly in minimal medium.
If both types of N. fischeri showed inhibition effect against the competitor fungal isolate,
the IVAI value of the Anfap strain was lower. Based on these observations, NFAP could
play a role in the emulation for nutrients and habitat against fungi with similar ecological
niche and in the fungal growth in the presence of nutrient limitation.

Our results broaden the number of the isolated and characterised defensin-like
antifungal proteins produced by filamentous fungi. Based on its observed features, NFAP
could be a suitable compound for practical application, and serves as a basis for the design
of new synthetic antifungal protein analogues in the near future after investigation of its

antimicrobial spectrum, exact mode of action and structure-antifungal effect relationships.
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