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2. BEVEZETES

Az utobbi két évtizedben folyamatosan emelkedett a fonalasgombdk altal okozott
fert6zések esetszama, aminek a hatterében a legyengiilt immunrendszerrel rendelkezé betegek
szamanak a novekedése és az antimikotikumokkal szemben rezisztens fonalasgomba-térzsek
megjelenése all (Nucci és Marr 2005; Miceli és Lee, 2011). Annak ellenére, hogy napjainkban
szamos 1) fejlesztésli antifungalis szert alkalmaznak terdpias célbol, az immuszupresszalt
betegek fonalasgombék altal okozott fertézéseinek haldlozési ardnya az alkalmazott szertdl és
az immunszupresszid meértékeétol fliggden 14% és 100% kozé tehetd (Miceli és Lee, 2011). A
patogén fonalasgombak hasonlo felépitésbeli és fizioldgiai tulajdonsagokkal rendelkeznek,
mint a human gazda sejtjei (eukariotak), ami nagymértékben korlatozza a konvencionalis
antifungalis szerek terapias célu alkalmazhatosagat a lehetséges azonos tamadaspontok ¢€s
mellékhatasok miatt. Mindez kiilondsen jelentés lehet hosszi tava kezelések esetében. A
fonalasgombak altal okozott fert6zések az allatvilag szamara is komoly problémat jelentenek,
veszélyeztetve ezzel a biodiverzitast. Kihalas veszélyezteti példaul az amerikai és kanadai
denevérpopulaciot, aminek a hatterében egy Geomyces destructans fertézés all (Fischer és
mtsai., 2012). A mezdégazdasag és az élelmiszeripar szamara is nehézségeket okoz a
fonalasgombak elleni kiizdelem: a novénypatogén fonalasgombak évrél évre jelentds
termésveszteségeket okoznak, valamint veszélyt jelenthetnek az emberek ¢és allatok
egészségére (Magan és mtsai., 2011). Az elmult néhany évben (vélhetéen a klimavaltozas
kovetkeztében) Eurdpaban jelentds mértékben megemelkedett a mikotoxintermeld
fonalasgombak el6forduldsanak gyakorisdga a mezdgazdasagban (Magan és mtsai., 2011).
Mindezeken feliil a fonalasgombak kulturalis 6rokségeink legfobb kartevoiként 1éphetnek fel
a muzeumokban, raktarakban és konyvtarakban. Karosithatjak a faszobrokat, festményeket,
pergameneket (Sterflinger és Pinzari, 2012). A veliikk szembeni védekezés komoly kihivast
jelent, mert a jelenleg hasznalt fungicid fert6tlenitészerek artalmasak lehetnek az emberekre
nézve és kart tehetnek a kezelni kivant miitargyakban (Sterflinger és Pinzari, 2012). Mindezek
alapjan napjainkban megnétt az igény uj, széles spektrumu, biztonsdgosan alkalmazhato
antifungalis szerek kifejlesztése irant (Hancock és Sahl, 2006).

A fonalasgombak altal termelt antifungalis proteinek kedvezé tulajdonsagaik alapjan
(széles antifungalis spektrum, stabilitds extrém kornyezeti koriilmények kozott, korlatozott

toxicitds emlés- és novénysejtekkel szemben) megfelelhetnek az 1) kihivasoknak. Pontos



hatasmechanizmusuk és szerkezetikk megismerése utin novényvédd- ¢és tartdsitoszerek,
valamint gy6gyszerek alapanyagaul szolgalhatnak.

A Neosartorya fischeri NRRL 181 jelii torzs fermentlevébdl egy antifungalis protein
(N. fischeri NRRL 181 antifungalis protein, NFAP) izolalhato, ami hatékonyan gatolja egyes
Ascomycota fonalasgombak névekedését (Kovacs és mtsai., 2011). A N. fischeri NRRL 181 a
termelddést fokozd stresszkoriilmények alkalmazasa ellenére is csak kis mennyiségben
valasztja ki az NFAP-t, ezért annak ipari mennyiségben torténd eléallitaisa nem megoldott
(Kovacs és mtsai., 2011; Galgoczy és mtsai., 2013a). Munkank soran az NFAP nagy
mennyiségben torténd termeltetése érdekében létrehoztunk egy Pichia pastoris-alapt
heterolog expresszios rendszert, dsszehasonlitottuk a N. fischeri altal termelt NFAP és a P.
pastoris eredetii heterolog NFAP (hNFAP) antifungalis spektrumat, tovabba vizsgaltuk ennek

a fehérjének a hatdsmechanizmusat, valamint szerkezetét.



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. A tomlésgombak defenzinszeri fehérjéi

Az 1990-es évek masodik felétdl szdmos antifungélis hatassal rendelkez6 fehérjét
izolaltak a tomlésgombdak torzsébe tartozd fonalasgombakbol (1. Tablazat), de koziilik
minddsszesen két fehérjét tanulmanyoztak részletesen: az Aspergillus giganteus antifungalis
proteint (AFP) és a Penicillium chrysogenum antifungalis proteint (PAF) (Marx, 2004; Meyer,
2008; Wnendt és mtsai., 1994; Marx és mtsai., 1995; Lee és mtsai., 1999; Geisen és mtsai.,
2000; Skouri-Gargouri és mtsai., 2008; Hajji és mtsai., 2010; Rodriguez-Martin és mtsai.,
2010; Binder és mtsai., 2011). Az antifungalis proteinek ko6zos jellemz6i az alacsony
molekulatomeg, a 6-8 cisztein és az altaluk kialakitott 3-4 diszulfid-hid jelenléte, mely
nagyfokt stabilitast biztosit a molekulaknak a protein degradacioval szemben, szélsdséges
pH-értékeken és magas homérsékleten (Marx, 2004; Meyer, 2008). Tovabbi kozos
jellemzojiik a benniik talalhatdé nagyszamu lizinnek és argininnek koszonhetd pozitiv toltés
(Marx, 2004). Annak ellenére, hogy a fehérjék aminosav-szekvenciai nagymértékben
eltérhetnek egymastol (10,9%-94,1% aminosav-szekvenciabeli hasonlosag), konzervalt régiok
minden esetben megfigyelhetéek a ciszteinek, és az azok szomszédsagaban elhelyezkedd

Konzervalt szekvenciamotivumaik alapjan a tomlésgombak 4ltal termelt defenzinszerti
fehérjék két nagy csoportjat kiilonithetjik el: (1) olyan proteinek, melyekre a Penicillium
brevicompactum ,,bubble protein” (BP) klaszter, és (2) olyan proteinek, melyekre a P.
chrysogenum antifungalis protein (PAF) klaszter a jellemz6 (Seibold ¢s mtsai., 2011). A BP-
klaszterrel rendelkez6 fehérjék élesztd- és fonalasgombak novekedését gatoljak, mig a PAF-
klaszterrel rendelkez6 fehérjék elsésorban fonalasgombakkal szemben bizonyultak aktivnak
(Lacadena és mtsai., 1995; Lee és mtsai., 1999; Geisen, 2000; Meyer, 2008; Meyer és Stahl,
2003; Moreno ¢és mtsai., 2003, 2006; Marx, 2004; Galgoczy és mtsai., 2005, 2007, 2008;
Barna és mtsai., 2008; Meyer, 2008; Hajji és mtsai., 2010; Seibold és mtsai., 2011; Chen ¢és
mtsai., 2013).

A tomlésgombak defenzinszer(i fehérjéi a prokariotak antimikrobialis fehérjéihez
hasonloan szelekcids elonyt biztositanak a termeld szervezet szamara az azonos Okologiai
niche-t elfoglalé kompetitor mikrobakkal szemben. Ezt alatdmasztja az a megfigyelés, hogy a
tomlésgombdk defenzinszerti fehérjéit kodold gének transzkripcidja fokozodhat egy-egy
kompetitor mikroorganizmus jelenlétében (Meyer €s Stahl, 2003; Marx, 2004). Az utdbbi
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idében egyre tobb publikdcio jelent meg az antimikrobialis proteinek antimikrobalis
aktivitasan tali egyéb funkcioirol is. A PAF-16l feltételezik, hogy stresszkoriilmények kozott
szerepet jatszik a termeld szervezet aszexualis differencialodasaban és a konidiumképzésben
(Hegedis és Marx, 2013).

A tomlésgombak altal termelt defenzinszerti fehérjék gyakorlatban valo
alakalmazhatosagat mar tobb kisérlettel is igazoltdk. Az AFP in vitro kisérletekben
hatékonyan gatolta szamos potencialisan human- (Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger) és
novénypatogén fonalasgomba (Fusarium oxysporum, Fusarium moniliforme, Magnoporthe
grisea, Erysiphe graminis, Phytophthora infestans) novekedését (Oldach és mtsai., 2001; Vila
és mtsai., 2001; Theis és mtsai., 2003; Moreno és mtsai., 2006). Az AFP konstitutiv
termelésére képes transzgénikus rizs, buza, valamint gyongykoles fert6zéses kisérleteivel
bizonyitottak, hogy ezek a novények semmilyen morfologiai valtozast nem mutatnak a vad
tipushoz képest, fertilitasukat meg6rzik és rezisztensek a vizsgalt gombakartevdikkel szemben
(Oldach és mtsai., 2001; Coca és mtsai., 2004; Moreno és mtsai., 2005; Girgi és mtsai., 2006).
A PgAFP szamos husipari terméken el6forduld, mikotoxintermelé fonalasgomba novekedését
gatolta (Rodriguez-Martin és mtsai.,, 2010) ¢és rezisztensnek bizonyult proteolitikus
enzimekkel szemben, valamint fermentdlt nyers kolbaszon is képes volt gatolni a
nemkivanatos fonalasgombak ndvekedését, igy élelmiszer-tartdsitészerek potencialis
hatéanyagaul szolgalhat (Delgado €s mtsai., 2015).

Antifungélisan hatékony koncentracid-tartomanyban sem az AFP, sem a PAF nem
idéz el6 citotoxikus €és egyéb karositd hatast emldssejteken in vitro, tovabba nem indukalja
gyulladasos citokinek termelddését (Szappanos és mtsai., 2005, 2006). A PAF in vivo sem
valtott ki gyulladésos folyamatot egér tiidéaszpergillozis modellben (Palicz €s mtsai., 2013).
A PAF-16] bebizonyitottdk, hogy képes szinergisztikus kolcsonhatasba 1épni sztatinokkal és
flukonazollal (Galgoczy és mtsai., 2007; 2008).

Az eddigi vizsgéalatok alapjan a fonalasgombak altal termelt, defenzinszer(
antifungalis proteinek nagyfoku stabilitasuk, gazdasdgos termeltethetOségiik és korlatozott
toxicitasuk révén, hatasmechnizmusuk és szerkeztiik megismerése utan, igéretes jeloltnek

bizonyulhatnak mezdgazdasagi és gyogyaszati céli felhasznélds szempontjabol.
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1. Tablazat Fonalas tomlésgombakboél eddig azonositott defenzinszerii antifungalis proteinek és fizikai kémiai-tulajdonsagaik.

Protein Termel6 torzs Aminosavak Molekula- Ciszteinek Becsiilt Lizinek/argininek  Azonosité Referencia
szama tomeg (kDa) szama pl szama
PAF Klasztert hordozé fehérjék
AcAMP Aspergillus clavatus VR1 51 5,8 8 9,06 11/1 ABR 10398 Skouri-Gargouri és mtsai., 2008
ACAFP Aspergillus clavatus ES1 51 5,8 8 9,06 11/1 ADC55278 Hajji és mtsai., 2010
AFP Aspergillus giganteus MDH 18894 51 5,8 8 9,27 12/1 X60771 Whendt és mtsai., 1994
AFPns3s3 Aspergillus giganteus A3274 51 57 8 9,30 1172 n.a. Binder és mtsai., 2011
AnAFP Aspergillus niger KCTC 2025 58 6,6 6 7,14 5/3 n.a. Lee és mtsai., 1999
FPAP Fusarium polyphialidicum SZMC 11042 55 6,4 6 9,10 12/1 CAR 79015 Galgoczy és mtsai., 2013
NAF Penicillium nalgiovense BFE 66, 67, 474 55 6,3 6 8,93 13/0 n.a. Geisen, 2000
NFAP Neosartorya fischeri NRRL 181 57 6,6 6 8,93 11/2 CAQ42994 Kovacs és mtsai., 2011
PAF Penicillium chrysogenum Q176 55 6,3 6 8,93 13/0 AAA 92718 Marx és mtsai., 1995
PgAFP Penicillium chrysogenum RP42C 58 6,5 6 8,83 8/2 ACX54052 Rodriguez-Martin és mtsai., 2010
BP klasztert hordozé fehérjék
BP Penicillium brevicompactum DireckX 64 6,5 8 7,20 4/4 P83799 Seibold és mtsai., 2011
Pc-Arctin Penicillium chrysogenum A096 64 n.a 8 n.a 3/6 CAP96194 Chen és mtsai., 2013

AcAMP: Aspergillus clavatus VRI1 antimikrobialis protein, AcAFP: A. clavatus ES1 antifungalis protein, AFP: Aspergillus giganteus MDH 18894 antifungalis protein,
AFPuns3s3: A. giganteus A3274 antifungalis protein, AnAFP: Aspergillus niger KCTC2025 antifungalis protein, AnAFP2: A. niger CBS 513.88 antifungalis protein, FPAP:
Fusarium polyphialidicum SZMC 11042 antifungalis protein, NAF: Penicillium nalgiovense BFE 66, 67, 474 antifungalis protein, NFAP: Neosartorya fischeri NRRL 181

antifungalis protein, PAF: Penicillium chrysogenum Q176 antifungalis protein, PgAFP: P. chrysogenum RP42C antifungalis protein, BP: Penicillium brevicompactum Dierck

X bubble protein, Pc-Arctin: P. chrysogenum A096 antifungalis protein. MDH: Michigan Department of Health, Michigan, USA; KCTC: Korean Collection for Type

Cultures, Daejeon, Koreai Koztarsasag; CBS: Centraalbureau voor Schimmelcultures Baarn, Utrecht, Hollandia; SZMC: Szeged Microbiological Collection, Szeged,

Magyarorszag; NRRL: Northern Regional Research Laboratory Agricultural Research Service Culture Collection, Peoria, USA; n.a.: nincs adat
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3.1.1 A tomlésgombak altal termelt defenzinszerii fehérjék szerkezete, szerkezet és
hatasmechanizmus kozotti osszefiiggések

A tomlésgombak altal termelt defenzinszeri fehérjék aminosavsorrendje egymassal
10,9%-94,1% hasonlésagot mutat, kivéve a NAF és a PAF esetében, melyek egymassal
100%-ban megegyeznek (Marx, 2004; Meyer, 2008; Geisen, 2000). Annak ellenére, hogy a
fehérjék aminosav-szekvencidja nagymértékben kiilonbozik, konzervalt régiokat minden
esetben talalunk benniik. Ilyenek a ciszteinek és az azok szomszédsagaban elhelyezkedd
aminosavak. Az eddig leirt, tomlésgombak altal termelt defenzinszerti fehérjék aminosav-
szekvencidinak osszehasonlitasat az 1. Abra mutatja be.

A tomlésgombak altal termelt defenzinszeri fehérjék preproproteinekként
szintetizalddnak. Az éretlen fehérjék N-termindlis végén egy szignalszekvencia taldlhatd, amit
egy proszekvencia kovet, melyet feltehetdleg egy Kex2-szerii endoproteaz hasit le (Wnendt és
mtsai., 1994; Martinez-Ruiz és mtsai., 1997). A PAF-ra érzékeny Aspergillus nidulans-ban
termeltetett, a szignal- és a proszekvenciat nem hordozo, illetve a csak a proszekvenciat
hordoz6 rekombindns PAF fehérjevaltozatok segitségével bebizonyitottdk, hogy a
nintramolekularis chaperon”-ként mitkddve megakadalyozza a fehérje aktivitasat a szekrécio
el6tt, ezzel védve a termeld szervezetet a fehérje antifungalis hatasatol (Marx és mtsai., 2005).

A fonalas tomldsgombak altalt termelt defenzinszeri antifungalis fehérjék
harmadlagos szerkezete egymaéssal nagymértékii hasonlosagot mutat (2. Abra). Kisérletesen
mindezidaig csak az AFP (PDB azonosito: 1AFP) (Campos-Olivas és mtsai., 1995), a PAF
(PDB azonositd: 2KCN) (Batta és mtsai., 2009) és a BP (PDB azonositd: 1UOY) (Olsen és
mtsai., 2004) szerkezetét hataroztak meg magneses magrezonancia spektroszkopia (AFP és
PAF esetében) és rontgenkrisztallografia (BP esetében) segitségével. Mindharom fehérje 5 B-
reddjét harom rovid hurokrégid koti Ossze, amelyek két, egymdssal szemben elhelyezkedd,
egymassal merdleges szoget bezaro B-lemezzé rendezddnek, €és egy B-hordd stuktarat hoznak
1étre (Campos-Olivas és mtsai., 1995; Olsen és mtsai., 2004; Batta és mtsai., 2009). In silico
szerkezetvizsgalatok alapjan az AcAFP, az FPAP, a PgAFP ¢és szdmos BP-homolog fehérje
szintén P-hord6 szerkezettel rendelkezik (Skouri-Gargouri és mtsai., 2009; Galgoczy é€s
mtsai., 2013; Seibold és mtsai., 2011).

Az AFP és a PAF esetében leirtdk egy kozponti hidrofob mag jelenlétét. Az AFP
hidroféb magjat polaros és aromas aminosavak veszik koriil. A felszini elhelyezkedésiik miatt
ezek az aminosavak a fehérje nagymértékli oldhatosagat eredményezik kiilonbozo
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oldoszerekben (Campos-Olivas és mtsai., 1995). Az érett AFP harmadlagos szerkezetét a 7.,
14., 26., 28., 29., 33., 40. és az 51. pozicidban 1évé ciszteinek altal kialakitott diszulfid-hidak
stabilizaljak, melyek az ,,abcdabcd ” (cisztein parok: 7-33, 14-40, 26-49, 28-51) diszulfidhid-
mintazatot veszik fol. Az AFP amfipatikus struktaraval rendelkezik: a molekula felszinén egy
pozitiv toltésti domén talalhatd, amit a 9., 10., és a 32. pozicidban 1évo lizinek alkotnak. A
pozitivan toltott felszini régid szomszédsagaban egy hidrofob arok helyezkedik el, amit a 29.
és 45. pozicidban 1évo tirozinok, valamint a 30. és 50. pozicidban talalhato valinok alkotnak.
Ez az ,,amifipatikus mintazat” nagymértékti hasonlosagot mutat a karcinotoxinok amfipatikus
mintazataval, ahol a toxinra érzékeny sejtek membranjanak foszfolipidjeivel vald
kolcsonhatasban van szerepe (Gilquin és mtsai., 1993; Campos-Olivas és mtsai., 1995). Az
AFP N-termindlis végén egy oligonukleotid-oligoszacharid ko6td domént (OB domén)
tartalmaz, mely képes megkdtni az RNS-t, az egyszali DNS-t, oligoszacharidokat és
kiilonboz6 fehérjéket. In vitro kisérletekben bebizonyitottak, hogy az AFP az OB-koté
doménjén keresztiil a DNS-hez kétddve kromatinkondenzacidt okoz (Martinez del Pozo és
mtsai., 2002). Az AFP képes még a ra érzékeny gombak sejtfalanak kiépitésében szerepet
jatszd kitinhez is kapcsolddni az N-termindlis végén megtalalhato CKYKAQ (14.-19.
aminosav) motivuman keresztiil, ami nagyfoki hasonlosagot mutat a bakterialis kitin-koto
doménekkel (Hagen és mtsai., 2007). Az AFP Kitin-kot6 aktivitasat in vitro kisérletekkel is
igazoltak (Liu és mtsai.; 2002, Hagen és mtsai., 2007).

A PAF szintén 5 antiparallel lefutasi PB-redobél és az azokat Osszekapcsold
hurokrégiokbol 4ll. Az 5 B-redd B-lemezt hoz létre €s egy PB-hordd strukturat alakit ki. A
szerkezetet a 7., 14., 28, 36., 43. és az 54. pozicidban 1évé 6 cisztein altal alkotott, ,,abcabc”
(cisztein parok: 7-36, 14-43, 28-54) mintazatba rendez6d6 3 diszulfid-hid stabilizalja (Batta
¢és mtsai., 2009; Varadi és mtsai., 2013). A diszulfid-hidak elengedhetetleniil sziikségesek az
antifungalisan aktiv szerkezet kialakitdsahoz. Kisérletesen bizonyitottdk, hogy a diszulfid-
hidak ditiotreitollal torténd redukcidja utan szignifikans csokkenés kovetkezik be a PAF
antifungalis aktivitasaban A. niger-rel szemben (Batta és mtsai., 2009). Az AFP-jéhez hasonld
pozitiv toltésh felszini régio a PAF esetében is megfigyelhetd, amit a 9., 35. és 38. pozicidban
1év4 lizinek alkotnak. Mar egyetlen lizin alaninra torténd cseréje szignifikansan csokkentette a
PAF aktivitasat A. niger-rel szemben (Batta és mtsai., 2009). Ez alapjan feltételezhetd, hogy a
felszini pozitiv toltésti régionak fontos szerepe van az érzékeny sejtekkel vald
kolcsonhatasban mind az AFP, mind a PAF esetében (Campos-Olivas és mtsai., 1995; Batta
és mtsai., 2009). Az AFP esetében megfigyelhetd kitin-koté domén PAF esetében hianyzik,
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valamint bizonyitottak azt is, hogy a PAF nem képes kitinnel, valamint a ra érzékeny A.
nidulans DNS-ével kdlcsonhatasba 1épni (Batta és mtsai., 2009).

A BP aminosav-szekvencidja nagymértékben eltér a PAF és az AFP aminosav-
azokhoz hasonlo szerkezettel rendelkezik (Olsen €s mtsai., 2004). A 64 aminosav hosszisagi
molekula N-terminalis végén egy 26 aminosavbol allo hurokrégié talalhatd, amit egy 3
antiparallel allast B-redébél alld B-lemez kovet. A C-terminalis végen egy 2 B-red6bdl allod B-
lemez talalhato. A 2 B-lemez egy B-hordé-szerii struktirat alakit ki (Olsen és mtsai., 2004). A
molekula C-terminalis végén talalhat6 2 B-lemez a molekula N-terminalis végén talalhatd 26
aminosavbol allé hurokrégioval egyiitt egy tolcsért képez, ami a molekulan megtalalhato
legnagyobb arok és amelyr6l feltételezik, hogy szerepe van a fehérje aktivitasaban
(Laskowski és mtsai., 1993; Olsen és mtsai., 2004). Leirtdk tovabbd, hogy a BP néhany, a
Williopsis mrakii killer toxinjahoz (WmKT) hasonl¢ tulajdonsaggal is rendelkezik (Antuch és
mtsai., 1996; Olsen és mtsai., 2004). Hasonl6 a felszini toltéseloszlasuk és a tolcsérrégiok
mérete is. A tdlcsért alkotd6 aminosavak a molekula egyik végén egy pozitiv t6ltésli régiot, a
molekulak tolcsérrel szemkozti végén pedig egy kisméretii, negativan tolott régiot alakitanak
ki (Olsen és mtsai., 2004).

Az in silico modszerrel prediktalt szerkezettel rendelkezé fehérjék kozil a
szakirodalom az AcAFP-r6l szamol be részletesebben. A tobbi tomlésgomba altal termelt
antifungalis fehérjéhez hasonloan az AcAFP is B-hordd strukturat vesz fel. Szerkezetét
vélhetden 4 diszulfid-hid stabilizalja. Az AFP-hez hasonléan az AcAFP is amfipatikus
molekula, ami a hidroféb (Y29, V30, Y45, Y50) és a kationos doménjének koszonhetd (K9,
K10). A két doménhez hasonld régiok az AFP esetében is megfigyelhetok, azonban az AFP
helyezkedik el, ami miatt az AcAFP felszini régidja kevésbé pozitiv, mint az AFP hasonl6
régidja (Skouri-Gargouri és mtsai., 2009), mely magyarazatul szolgalhat a két fehérje eltérd

fajspecificitasara (2. Tablazat).
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preszekvencia proszekvencia érett fehérje
10 ™ W} @0 10
AFP SEEKEN] CECHISEV E K C S F. I R E CE FD S ¥ E S - - -
AFPNNS3IE3 SCKTGICKCY———YKRCP————RDCAKCIEDSYE——— - - -
AcAFP SEK YT CE CHPusus VK (U C I F. D SR K CE FD S ¥ E S - - -
AcANMD SEKENT CE CHusus V E | C RS F. D SR K CE FD S ¥ E S - - -
AnAFP - LKG—CKHHI'SCPSAANERCI ———— TIBHICIYDEHI——— TPV
FPAP {EAE NINCK ¥ K SplqE K vR T shel C N E K C IS K D & N(EC KD S BN - - -
NAF N||8 C K ¥ (K S CKHT'IKCPK'DNKKCT————LD.NLC D T N - - - -
NFAP BN K D N C K ¥ K ps CLTX!&LCPSA%NELCE————kDCNLC D S ¥ N S FRH
PAF : IW[E po i D (A gD T F ISP K F DT - - - - el el T Ve - - - - - - - - - - - - -
PgAFP K | - - e Y e S L AN - - - - SR CE ¥|D |3 H iz - TPV
EP CRISIDRHF OISO R T CRVIMSE CCEWT 8V ODSEC S SEICESC T S N{EC 4 NAVD
Pe-Arctin SRESD RHF MDD R T CRYVIMEE © CEWTIRI QDC CARICEYCTV 50 C&R - - -

1. Abra Az eddig izolalt, tomlésgombak sltal termelt defenzinszerii fehérjék aminosav-szekvencidinak illesztése. AFP: Aspergillus giganteus MDH 18894 antifungélis
protein (azonositd: X60771), AFP\nsss3: A. giganteus A3274 antifungalis protein, ACAFP: Aspergillus clavatus VR1 antifungalis ptotein (azonositd: ABR1039), ACAMP: A.
clavatus ES1 antimikrobialis protein (azonosito: ABR 10398), AnAFP: A. niger KCTC 2025 antifungalis protein, FPAP: Fusarium polyphialidicum SZMC 11042 antifungalis
protein (azonositd: CAR 79015), NAF: Penicillium nalgiovense BFE 66, 67, 474 antifungalis protein, NFAP: Neosartorya fischeri NRRL 181 antifungalis protein (azonosito:
CAQ42994), PAF: Penicillium chrysogenum Q 176 antifungalis protein (azonosito AAA 92718), PgAFP: P. chrysogenum RP42C antifungalis protein (azonosito:
ACX54052), BP: Penicillium brevicompactum DierckX bubble protein (azonosito: P83799), Pc-Arctin: P. chrysogenum A096 antifungalis protein (azonosit6: CAP96194).
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PAF AFP

2. Abra A Penicillium chrysogenum Q176 antifungilis protein (PAF, PDB azonosito: 2 KCN), az
Aspergillus giganteus MDH 18894 antifungalis protein (AFP, PDB azonosité: 1AFP) és a Penicillium
brevicompactum DierckX bubble protein (BP) (PDB azonosit6: 1 UOY) harmadlagos térszerkezeti képe
(Seibold és mtsai., 2011).

3.1.2 Antifungalis spektrum és hatas

Az aminosav-szekvenciajukban megtalalhato kiilonbségeik ellenére a tomlésgombak
defenzinszer(i fehérjéi altal kivaltott antifungalis hatasok nagyon hasonloak. Gatoljak a rajuk
érzékeny fonalasgombak hifainak novekedését, sporaik csirazasat, megsziintetik a
membréanintegritast, K*-kiaramlast okozhatnak, megvaltoztatjik a sejtfal rigiditasat, oxidativ
stresszt €s apoptdzist indukdlhatnak (Kaiserer és mtsai., 2003; Theis és mtsai., 2003, 2005;
Marx, 2004; Leiter és mtsai., 2005). A fehérje jelenlétében az érzékeny gombdék hifai torzult
novekedést mutatnak, tobbszorosen elagazova ¢és duzzadtakka valnak és sejtmagok
halmozodnak fel benniik. AcAFP-vel kezelt Fusarium oxysporum esetében a hifak egyes
sejtjei kiilonallova valtak és a sejtfal kiépiilésének megvaltozasa kovetkeztében a sejtek
,protoplasztszerii” fenotipusat figyelték meg (Skouri-Gargouri és mtsai., 2009).

A tomlésgombak altal termelt defenzinszeri fehérjék aktivitasa dozisfiiggd. Kisebb
koncentracioban alkalmazva novekedést késleltetd, vagy fungisztatikus hatdstak, mig
nagyobb koncentracioban fungicid hatast fejtenek ki (Kaiserer és mtsai.,, 2003; Theis ¢és
mtsai., 2003; Marx, 2004; Skouri-Gargouri és mtsai., 2009). Hatasukat az egy-, illetve
kétértékli kationok jelenléte jelentés mértékben csokkenti. Az AFP esetében a 20 mM-nal

crc
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csokkenti a fehérje aktivitasat (Theis és mtsai., 2003). A PAF esetében is leirtdk a kationok
antifungalis aktivitast csokkentd hatdsat: a fehérje aktivitasat a 20 mM-nal nagyobb MgCl,
koncentracio, vagy a magas Nap,SO,4 koncentracio szignifikdnsan lecsokkentette (Marx, 2004).
Az AcAFP antifungalis aktivitasanak csokkenését szintén megfigyelték egy- (50 mM NaCl)
és kétértékli (Mn?*, Fe?* és Ca®") kationok jelenlétében is (Skouri-Gargouri és mtsai., 2009).
Hasonlo hatast irtak le NFAP esetében is (Galgoczy ¢és mitsai,, 2013). Ezek alapjan
feltételezhetd, hogy az egy- és kétértékii kationok koncentracio-fiiggd modon képesek gatolni
vagy csOkkenteni a tomldsgombak altal termelt defenzinszerii fehérjék aktivitasat. Novényi
eredetli antimikrobialis proteinek esetében a kationok fehérjékkel szembeni neutralizald
hatasat azzal magyarazzak, hogy megakadalyozzdk a pozitiv toltésti fehérjék kotddését a
fehérjére érzékeny célorganizmus membranjahoz, leszoritva ket a kotdhelylikrdl (Thevissen
¢s mtsai., 2003). Hasonld6 mechanizmus feltételezhetd a tomldsgombdk 4altal termelt
defenzinszer(i fehérjék esetében is (Marx, 2004).

A tomldsgombak altal termelt defenzinszeri fehérjék antifungalis spektruma eltér
egymastol, a rajuk érzékeny fajok kozott csak kismértékii atfedés figyelheté meg. Hatasukat
elsdsorban mas fonalasgombakkal szemben fejtik ki (Marx, 2004, Meyer, 2008). Hatékonyan
gatoljak szamos egészségligyi és mezdgazdasagi szempontbdl fontos patogén fonalasgomba
novekedését. (Lacadena és mtsai., 1995; Lee és mtsai., 1999; Geisen, 2000; 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, a PQAFP és az NFAP tomlGs- és
jaromsporas gombafajok noévekedését gatoljak (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; Galgoczy €s mtsai.,, 2005, 2007, 2008; Barna és mtsai., 2008;
Meyer, 2008; Rodriguez-Martin és mtsai., 2010; Delgado és mtsai., 2015). Elesztékkel
szembeni antifungalis aktivitassal az AnAFP (Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae és
Trichosporon beigelii; MIC=8-15 uM), a BP (S. cerevisiae, Seibold és mtsai., 2011) és az
FPAP rendelkezik (Candida inconspicua, Candida lipolytica, Candida lusitaniae, Candida
norvegica; MIC=150 pg/ml) (Lee és mtsai., 1999; Galgdczy és mtsai., 2013). Bazidiumos
gombak tomldsgombak altal termelt defenzinszerli fehérjékkel szembeni érzékenységérdl
mindezidaig kevés informacio all rendelkezésiinkre: a Rhodotorula mucilaginosa az AFP-vel
szemben rezisztensnek, mig a T. beigelii és a Puccinia recondita f. sp. tritici az AnAFP-vel és
PAF-fal szemben érzékenynek bizonyult (Lacadena és mtsai., 1995; Lee és mtsai.,, 1999;
Barna ¢és mitsai.,, 2008). Antibakterialis aktivitast csak az ACAMP mutat Staphylococcus
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aureus, Bacillus cereus, Micrococcus luteus, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa
és Escherichia coli ellen (MIC: 10-50 upg/ml) (Hajji és mtsai.,, 2010). A Pc-Arctin
fonalasgombakkal (Paecilomyces variotii, Alternaria longipes, Trichoderma viride) szemben

bizonyult aktivnak. Az eddig vizsgalt érzékeny mikroorganizmusok listaja a 2. Tablazat-ban

talalhato.
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2. Tablazat Az eddig izolalt, tomlésgombak altal termelt defenzinszerii fehérjék antimikrobialis

spektruma (Kovacs, 2014 alapjan).

Antifungalis Erzékeny mikroorganizmus Referencia
fehérje
PAF-klaszter

AcAFP Ascomycota: Alternaria solani, Aspergillus niger, Botrytis cinerea, Fusarium  Skoura Gargouri és
spp. (Fusarium oxysporum, Fusarium solani), Stachybotrys microspora,  Gargouri, 2008
Trichoderma reesei

AcAMP Ascomycota: A.niger, F. oxysporum, F. solani Hajji és mtsai., 2010
Gram+ baktériumok: Bacillus cereus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli,

Klebsiella pneumoniae, Micrococcus luteus, Pseudomonas aeruginosa

AnAFP Ascomycota: Aspergillus spp. (A. flavus, A. fumigatus), Candida albicans, Lee és mtsai., 1999
Fusarium spp. (F. oxysporum, F. solani), Saccharomyces cerevisiae
Basidiomycota: Trichosporon beigelii

AFP Ascomycota: Alternaria alternata, Aspergillus spp. ( A. flavus, A. nidulans, A.  Lacadena és mtsai.,
niger, A. terreus, A. welwitschiae), Botrytis cinerea, Erysiphe graminis, 1995; Moreno és
Fusarium spp. (F. aqueductum, F. bubigenum, F. culmorum, F. equiseti, F.  mtsai., 2003, 2006;
lactis, F. lini, F. moniliforme, F. oxysporum, F. poae, F. proliferatum, F.  Theis és mtsai.,
sambucinum, F. solani, F. sporotrichioides, F. vasinfectum), Gliocladium  2003; Meyer, 2008
roseum, Magnaporthe grisea, Penicillium purpurogenum, Trichoderma spp. (T.
harzianum, T. koningii)

Oomycota: Phytophthora infestans

AFPNns3s3 Ascomycota: Aspergillus spp. (A. flavus, A. fumigatus, A. giganteus, A.  Binder és mtsai.,
nidulans, A. niger, A. terreus), Botrytis cinerea, Fusarium spp. (F. oxysporum f. 2011
sp. oxysporum, F. sambucinum), Gliocladium roseum, Neurospora crassa, P.
chrysogenum, T. koningii

FPAP Ascomycota: Aspergillus spp. (A. nidulans, A. niger, A. terreus), Candida spp.  Galgoczy és mtsai.,
(C. inconspicua, C. lusitaniae, C. norvegica), Cladosporium herbarum, T. 2013
harzianum
Zygomycota: Gilbertella persicaria

NFAP Ascomycota: Aspergillus spp. (A. nidulans, A. niger) Kovacs és mtsai.,
Zygomycota: Rhizomucor miehei 2011,

PgAFP Ascomycota: Aspergillus spp. ( A. carbonarius, A. flavus, A. fumigatus, A.  Rodriguez-Martin és
niger, A. ochraceus, A. ochraceoroseus, A. parasiticus, A. oryzae, A. tamarii, A.  mtsai., 2010;
tubingensis, A. versicolor, A. welwitschiae, A. westerdijkiae), Penicillium spp.  Delgado és mtsai.,
(P. chrysogenum, P. commune, P. echinulatum, P. nalgiovense, P. nordicum, P. ~ 2015.
restrictum, P. solitum)

PAF Ascomycota: Aspergillus spp. (A. flavus, A. fumigatus, A. giganteus, A. Kaiserer és mtsai.,
nidulans, A. niger, A. terreus), Blumeria graminis f. sp. hordei, Botrytis cinerea,  2003; Marx, 2004;
Cladosporium herbarum, Cochliobolus carbonum, F. oxysporum, Gliocladium  Galgoczy és mtsai.,
roseum, Hypocrea orientalis, N. crassa, Microsporum canis, M. gypseum, 2005, 2007, 2008;
Trichoderma spp. (T. atroviride, T. harzianum, T. inhamatum, T. koningii, T.  Barna és mtsai.,
longibrachiatum, Trichophyton spp. (T. mentagrophytes, T. rubrum, T. 2008
tonsurans)

Basidiomycota: Puccinia recondita f. sp. tritici
Zygomycota: Absidia corymbifera, Micromucor ramanniana, Mortierella spp.
(M. elongata, M. natalensis, M. wolfii), Mucor piriformis, Mycotypha africana,
Rhizomucor miehei, Rh. pusillus, Rhizopus microsporus var. oligosporus, R.
oryzae, Thamnostylum piriforme, Umbellopsis isabellina, Zygorrhynchus
macrocarpus
BP-klaszter
BP Ascomycota: S. cerevisiae Seibold és mtsai.,
2011
Pc-Arctin Ascomycota: Paecilomyces variotii, Alternaria longipes, Trichoderma viride Chen és mtsai., 2013

PAF: Penicillium chrysogenum Q 176 antifungalis protein (azonosito AAA 92718), AFP: Aspergillus giganteus
MDH 18894 antifungalis protein (azonosité: X60771), AFPynssss: A. giganteus A3274 antifungalis protein,
AcAFP: Aspergillus clavatus VR1 (azonosit6: ABR1039), ACAMP: A. clavatus ES1 antimikrobidlis protein
(azonosité: ABR 10398), AnAFP: Aspergillus niger KCTC 2025 antifungalis protein, FPAP: Fusarium
polyphialidicum SZMC 11042 antifungalis protein (azonosit6: CAR 79015), NAF: Penicillium nalgiovense BFE
66, 67, 474 antifungalis protein, NFAP: Neosartorya fischeri NRRL 181 antifungalis protein (azonosito:
CAQ42994), PgAFP: P. chrysogenum RP42C antifungalis protein (azonositd: ACX54052), BP: Penicillium
brevicompactum DierckX bubble protein (azonosité: P83799), Pc-Arctin: Penicillium chrysogenum AQ96

antifungalis protein (azonosité: CAP96194).
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3.1.3 Antifungalis hatasméd

A tomlésgombdk altal termelt defenzinszerii fehérjék aminosavasorrendbeli
kiilonbségeik ellenére hasonlé harmadlagos fehérjeszerkezettel, valamint fizikai-kémiai
tulajdonsagokkal rendelkeznek, és az altaluk kivaltott antifungalis hatasok is nagyon
hasonlok. Mindezen hasonlosagok ellenére a hatasmechanizmusuk eltérd lehet. A két
legintenzivebben tanulmanyozott fehérje a PAF és az AFP, melyek antifungélis hatasa - habar
néhany kozos jellemzovel rendelkezik - eltér6 moddon valdésul meg. Mindkét fehérje -
kozvetlen, vagy kozvetett modon - az érzékeny hifdk polarizalt novekedését zavarja, és
felboritja a sejtek Ca**-homeosztazisat, ami programozott sejthaldlhoz vezethet (Theis és
mtsai., 2003; Meyer, 2008; Binder és mtsai., 2010a).

Az AFP hatdsa tobb szinten érvényesiil. Magas koncentracidoban alkalmazva (300
ug/ml) a fehérje kisebb hanyada feltételezhet6en a pozitiv toltési, lizin-gazdag feszini régidja
révén képes az érzékeny sejtek sejtmembranjanak negativan toltott foszfolipidjeihez kotddni,
megsziintetni a membran integritdsat és permeabilizalni azt (Campos-Olivas és mtsai., 1995;
Theis és mtsai., 2003; Hagen és mtsai., 2007). Magnaporthe grisea sejtekben a membran
permeabilizaciojat kovetéen az AFP a magban lokalizalodik. In vitro kisérletekben
bebizonyitottak tovabba, hogy az AFP képes a M. grisea DNS-ével kolcsonhatasba 1épni.
Ezek alapjan feltételezhetd, hogy az AFP antifungélis hatdsdhoz hozzajarul az a tulajdonsaga
is, hogy oligonukleotid/oligoszacharid-koté doménjén keresztiil képes kolcsonhatasba 1épni a
nukleinsavakkal (Martinez del Pozo és mtsai., 2002).

Az AFP nagyobb hdnyada a sejtfal glikoproteinekbdl 4ll6 kiilsd rétegében, valamint a
sejtfalban halmozddik fel €s megzavarja a sejtfal helyes kiépiilését (Theis €és mtsai., 2005). In
vitro kisérletekkel bizonyitottak, hogy Fusarium oxysporum-ban és Aspergillus oryzae-ben az
AFP az N-termindlis kitin-k6t6 motivuman keresztiil képes kapcsolodni a kitinhez. Az AFP a
kizarolag fonalasgombakban megtalalhato Ill-as és V-0s tipust kitin-szintazok specifikus
gatlasa révén akadalyozza a sejtfal helyes kiépiilését (Hagen €s mtsai., 2007). Ezt igazolja,
hogy a F. oxysporum AchsV (chsV - a F. oxysporum V-6s tipust kitin-szintazat kodold gén),
A. oryzae AchsB (chsB - az A. oryzae lll-as tipus kitin-szintazat kodolo gén) és A. nidulans
AcsmA (csmA - az A. nidulans V-6s tipusu kitin-szintazat koédolo gén) delécios mutansok
csokkent érzékenységet mutattak AFP-vel szemben, valamint, hogy in situ kisérletekben a F.
oxsporum, az A. oryzae és az A. niger Kitin-szintaz aktivitasa jelentésen lecsokkent AFP
jelenlétében (Hagen és mtsai., 2007). Mivel a kitinszintézis szdmos folyamatot igényel, tobb
lehetséges magyarazat is létezik az AFP kitinszintézist gatlé aktivitdsara: (1) a sejtfal
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kiéptilésének helyére a kitin-szintazok specifikus vezikulumokban, un. kitoszéméakban
transzportalddnak. A fehérje zavarhatja a kitoszomak sejtfalszintézis helyére torténd
transzportjat, (2) megakadalyozhatja a kitin-szintdzok kiszabaduldsat a kitoszomakbol, (3)
megakadalyozhatja a kitin-szintazok plazmamebranhoz torténd lehorgonyzasat, (4) gatolhatja
a kitin-szintazok aktivitasat, (5) zavarhatja a kitin mikrofibrillumok sejtfalba épiilését, vagy
azok kotédését a P-glukdnokhoz (Meyer, 2008). Az AFP antifungalis hatidsanak
kialakitasaban fontos szerepe lehet még a kitinszintézisben szerepet jatsz6 CHS7 chaperon-
szerii fehérjének, a sejtfal kiépiilésének pH-fliggé szabalyozasaban szerepet jatszo PacC
transzkripcids faktornak, valamint a sejtfal glukdn bioszintézisben szerepet jatsz6 GASI1
glukanozil-transzferaznak. Igazoltak, hogy a ApacC, a Achs7 és a Agasl F. oxysporum
torzsek AFP-vel szemben ellenalobbak a sziili térzshoz képest (Martin-Urdiroz és mtsai.,
2009). Az AFP A. nidulans-szal szembeni toxicitasaban szerepet jatszik a Rho GTP-az
szignalizacios utvonal is. A RhoA GTP-az szignalizacids utvonalnak a hifdk polarizalt
novekedésében és a sejtfal helyes kiépiilésében van szerepe. A RhoA GTP-az GTP-kotott
allapotban aktiv, GDP-kotott allapotban deaktivalodik. A rhoA®™Y és a rhoA™® dominans
mutaciot hordozo A. nidulans térzsekben a GTP nem tud hidrolizal6dni, igy a GTP-az GTP-

AF4 a11¢1t hordozé térzsben azonban a GTP-

kotott, konstitutivan aktiv allapotban van. A rho
az aktivalo protein (GAP) kotdhelyét is érinti a pontmutacid, igy a GAP nem tud kotédni a
RhoA-hoz, akadalyozva ezzel a RnoA-GAP célpontjainak aktivalasat (Guest és mtsai., 2004).
Mivel a rhoA®°' allélt hordozo A. nidulans térzs rezisztensebbnek mutatkozott AFPpnns353-mal
szemben, mint a sziil8i torzse és a rhoA®**Y allélt hordozo torzs, igy feltételezhetd, hogy az
AFP\ns353 hatasat a RhoA-GAP komplex valamely downstream célpontjan fejti ki (Binder és
mtsai., 2011).

A kitinszintézis hifacsticsi gatldsa kovetkeztében a sejtfal cstcsi integritdsa
megsziinik, amire kompenzacios valaszként az érzékeny torzsekben RhoA-fiiggetlen modon,
a PkcA/MpkA szignalizacios utvonalon keresztiil indukalodik a sejtfalintegritas-titvonal
(CWIP, cell wall integrity pathway), aminek kovetkeztében fokozodik az a-1,3-glukan-szintaz
gén (agsA) expresszidja, ami a sejtfal ujraépitést indukalja (Theis és mtsai., 2005; Hagen ¢és
mtsai., 2007; Binder és mtsai., 2011).

Az AFPynssss A. niger-ben a citoszol nyugalmi Ca**-szintjének hirtelen és jelentds
mértékli novekedését indukalja (Binder és mtsai., 2011). A Ca?-homeosztazis tartos
megvaltozasa programozott sejthalalhoz (PCD - programmed cell death) vezethet (Leiter és

mtsai., 2005). Ezen kiviill igazoltdk, hogy az AFPnns3ss @ Ca2+-szignalizéci(')s kaszkadon
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keresztiil a sejtfal bioszintézisét indukalja a ChsD kitin-szintdz expresszidjanak indukcidjaval
(Binder és mtsai., 2011). Az AFPnns3s3 hatasmechanizmusat A. nidulans-ban a 3. Abra

mutatja be.

AI:PNN5353

extracellularis

PkcA Ca*
RhoA l
L;\ [Ca?*], tartés
P, Ca*- megemelkedése
' GAP Mpka  signalizicié
agsA chsD
effektorok? sejtfal Gjjaépités PCD
toxicitas rezisztencia toxicitas

3. Abra Az AFPyys3s; hatasmechanizmusénak feltételezett modellje Aspergillus fajokban (Binder és mtsai.,
2011). Az AFPynsss3-mal szembeni sejtvalaszt A. nidulans-ban a Pkc/Mpk utvonal szabalyozza. Az AFPynsass
hatasara megmelkedik az agsA transzkripcios szintje, ami a sejtfal ujraépitését indukalja. A fehérje hatasara A.
niger-ben megemelkedik az intracellularis Ca®* koncentracioja. A Ca®*-homeosztazis hirtelen és tartos valtozasa
programozott sejthalalhoz vezethet. Ugyanakkor a célsejt Ca**-szignalizacios kaszkadon keresztiil fokozza a
ChsD expresszidjat, ami szintén a sejtfal ujjaépitését indukalja. MpkA: mitogén-aktivalt protein kindz A, PkaA:
protein kinaz A A, PKcA: protein kinaz C A, RhoA: GTP-koté fehérje, GAP: GTP-aktivalo protein, PCD:

programmed cell death (programozott sejthalal), agsA: a-1,3-glukan-szintaz, ChsD: kitin-szintiz

Az AFP-vel szemben rezisztens gombafajok esetében a fehérje intracellularisan
lokalizalodik, és normal degradativ folyamatok soran lebomlik (Theis és mtsai., 2003, 2005).

A PAF szintén tobb szinten fejti ki antifungdlis hatdsat. Receptormedialt
endocitozissal jut a sejtekbe €s intracellularisan lokalizalodik (Oberparleiter €s mtsai., 2003).
A PAF-ra érzékeny sejtekben reaktiv oxigénfajtak (reactive oxygen species, ROS)
felhalmozodasat és apoptotikus markerek megjelenését igazoltak (Kaiserer és mtsai., 2003;

Leiter és mtsai., 2005). Ezen kiviil a PAF megvaltoztatja a ra érzékeny sejtek hifavégeiben az
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aktin és kitin elrendez6dését is (Binder és mtsai, 2010b). A PAF antifungalis hatasat részben a
FadA-SfaD-GpgA (o-, B- és y-alegységek)-fiiggd heterotrimer G-protein kapcsolt jelatviteli
uton keresztiil fejti ki (Leiter és mtsai.,, 2005). Az Utvonalnak a vegetativ novekedés
szabalyozasaban ¢€s a glutation/glutation-diszulfid redox egyensuly fenntartdsdban van szerepe
(Adams és mtsai., 1998). Az A. nidulans fadA®**® mutansban a heterotrimer G-protein FadA
nem tud disszocidlni a Py-alegységrol, aminek kovetkeztében a szignalizacidés utvonal
blokkolt allapotban van. Az A. nidulans fadA®**R mutans PAF-fal szemben rezisztensebbnek
mutatkozott, mint a sziiléi torzs, ami alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a PAF - legaldbbis
részben - a FadA-SfaD-GpgA heterotrimer G-protein-fliggd jelatviteli uton keresztiil fejti ki
hatasat (Leiter és mitsai., 2005), feltehetdleg az intracelluldris glutation redox-egyensuly
felboritasaval, amit gombéakban az apoptdzis egyik kivaltd tényezdjeként tartanak szdmon
(Pocsi és mtsai., 2004). Az RgsA regulator fehérje a GanB-SfaD-GpgA-fiiggd heterotrimer G-
protein szignalizacids uton keresztiil képes gatolni az oxidativ stresszvalaszt, ezaltal a ROS
szintjének az emelkedését okozza, ami apoptozist indukédl (Han és mtsai., 2004; Molnar ¢és
mtsai., 2006). Az RgsA-nak a PAF toxicitasaban betoltott szerepét igazolja az, hogy az rgsA
delécidja PAF-tolerans fenotipust eredményez A. nidulans-ban (Hegediis és mtsai., 2011).
Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a PAF toxicitasaban mind a FadA-SfaD-GpgA, mind pedig
a GanB(RgsA)-SfaD-GpgA heterotrimer G-protein-fiiggd szignalizacids Gtvonalak szerepet
jatszanak (Hegedis és mtsai., 2011). A PAF A. nidulans-ban indukalja tovabba a heterotrimer
G-protein kapcsolt jelatviteli utvonal altal aktivalt ciklikus adenozin-monofoszfat/protein
kinaz A (cAMP/PkaA) szignalizaciés kaszkadot, ami az aktin abnormalis polimerizaciojat, a
polarizalt novekedés zavarat és apoptozist eredményez (Binder és mtsai., 2010b). A PAF az
AFP-hez hasonléan Neurospora crassa-ban és A. niger-ben a citoszol nyugalmi Ca*'-
szintjének gyors emelkedését okozza és megzavarja a Ca2+-szignalizéci(')t (Leiter és mtsai.,
2005; Binder és mtsai., 2010a, 2015). A citoszol nyugalmi Ca?*-szintjének gyors
megvaltozasa oxidativ stresszt, majd apoptozist indukal (Marx és mtsai., 2008). A. niger-ben
bebizonyitottak, hogy a cAMP/PkaA szignalizacidés utvonal PAF altali aktivacidja szoros
kapcsolatban all a citoszol nyugalmi Ca?*-szintjének megemelkedésével (Binder és mtsai.,
2015). A PAF az AFP-vel ellentétben nem aktivalja a CWIP-t. Ezek az eredmények azt
sugalljak, hogy a hasonld szerkezeti, fizikai-kémiai tulajdonsagaik, valamint hasonld

antifungélis hatadsuk ellenére a fonalasgombak 4ltal termelt antifungalis fehérjék
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hatasmechanizmusa eltér egymastél. A PAF hatasmechanizmusat A. nidulans-ban a 4. Abra
foglalja 6ssze.
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4. Abra A PAF hatiasmechanizmusanak feltételezett modellje Aspergillus nidulans-ban (Binder és mtsai.,
2010b). A PAF heterotrimer G-protein-kapcsolt jelatviteli Giton keresztiil aktivalja a cAMP/PkaA szignalizacios
kaszkadot, ami apoptdzishoz, sériilt aktin-osSzerendez6déshez és defektiv polarizalt novekedéshez vezet. Az
aktin-osszerendezddést eddig ismeretlen Rho-GAP altal aktivalt faktorok is befolyasolhatjdk. A PAF nem
aktivalja az MpkA-t és valoszinileg a PkcA-t sem, akadalyozva ezzel az A. nidulans sejtfalstresszorokkal
szembeni rezisztencia-mechanizmusait. Ezzel ellentétben a CFW és a koffein RhoA-fiiggé és fiiggetlen moédon
indukaljak a sejtfal Gjjaépitést (Kuranda és mtsai., 2006; Fujioka és mtsai., 2007). 8-Br-cAMP: 8-bromoadenozin
3’5’-ciklikus monofoszfat, AC: adenilat-ciklaz, cCAMP: ciklikus adenozin-monofoszfat, CFW: calcofluor white

MpkA: mitogén-aktivalt protein kinaz A, PkaA: protein kinaz A A, PKCA: protein kindz C A, RhoA: GTP-koté

fehérje, TF: transzkripcios faktor, RIMA: az A. nidulans sejtfalintegritis-atvonalaban szerepet jatszo

transzkripcids faktor.

3.2 A N. fischeri antifungalis protein

A N. fischeri NRRL 181 jelt izolatuma egy defenzinszerii antifungalis fehérjét, a N.
fischeri antifungalis proteint (NFAP) termel. A fehérjét kodolo nfap gén 409 bp hosszisagu, a
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PAF-klaszterrel rendelkezd fehérjékhez hasonldan 2 intront tartalmaz a 128-190 és a 267-337
pozicidkban, és egy 94 aminosav hosszisagi prekurzor proteint kddol (Kovacs és mitsai.,
NFAP-vel rokon fehérjékhez hasonldan kiils6 kornyezeti hatasokra ¢és stresszhatasra
termel6do transzkripeios faktorok talalhatok (Marx, 2004; Meyer, 2008; Kovacs és mtsai.,
2011).

Az NFAP szekrécidja soran egy érési folyamaton megy keresztiil. Az N-terminalis
végérdl lehasad egy 23 aminosav hosszisagu szignalszekvencia, majd egy tovabbi 14
aminosav hosszlsag proszekvencia. Az érett NFAP 57 aminosav hosszusagu (2. Abra),
aminosavsorrendje 39,6%-50% szekvenciabeli hasonlésagot mutat mas, mar leirt, PAF-
klasztert hordozo, tomlésgombdk daltal termelt defenzinszerli fehérjékkel, melyek
szerkezetével az NFAP szerkezete a Swiss-Modell szerver (Arnold és mitsai.,, 2006)
hasznalataval eldrejelzett harmadlagos szerkezeti képe alapjan nagyfoki hasonlésadgot mutat:
5 antiparallel lefutasu B-red6 két ortogonalis B-lemezzé rendezédve B-hordo struktirat alakit
ki (Kovacs és mtsai., 2011). Az NFAP hat ciszteint tartalmaz, melyek harom diszulfid-hid
kialakitasaban vesznek részt. A benne talalhat6 lizineknek és arginineknek koszonhetéen a
molekula bazikus karakterii. In silico adatok alapjan a molekula toltése +5 (pH=7,0). A
fehérje becsiilt molekulatomege 6625,50 Da, izoelektromos pontja (pl) 8,93.

Az NFAP hatékonyan gatolja néhany orvosi szempontbol is jelents fonalasgomba
novekedését (2. Tablazat) (Kovacs és mtsai.,, 2011), azonban sem ¢élesztokkel, sem
baktériumokkal szemben nem bizonyult aktivnak a vizsgalt koncentracio-tartomanyon beliil.
A vizsgalt fonalasgombak koziil az A. niger bizonyult a legérzékenyebbnek NFAP-vel
szemben (MICs,=100 ug/ml - MICso: 50%-0s novekedésgatlast okozo koncentracid). Hatasat
dozisfiiggd modon fejti ki, alacsonyabb koncentracioban (100 pg/ml) fungisztatikus hatasu,
magasabb koncentracioban (200 pg/ml) hatasa fungicid jelleglivé valik. Az NFAP altal
kivaltott antifungalis hatas a PAF és az AFP esetében leirtakhoz hasonlé: a ra érzékeny
fajokban NFAP-kezelés hatasara késleltetett konidiumcsirazast figyelhetiink meg, valamint
rovid, tobbszordsen elagazd hifak, duzzadt hifavégek jelennek meg (Kovacs és mtsai., 2011).

Az NFAP széles pH-tartomanyban aktiv (pH=7,0-9,0). Hokezeléssel szemben
ellenalld, aktivitasat 30 perces, 100 °C-os hokezelés utan is megtartotta. Ellenalld tovabba
proteinaz K-kezeléssel szemben is. Ez a nagyfoku stabilitas vélhetden a tomlésgombak altal
termelt defenzinszerti fehérjékre jellemzé kompakt szerkezetnek és a molekulat stabilizalo
diszulfid-hidaknak k6szonhet6 (Kovacs és mtsai., 2011).
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Korabbi tanulmanyok alapjan az A. nidulans mérsékelten szenzitivnek bizonyult az
NFAP-vel szemben (Kovacs és mitsai., 2011; Galgdczy €és mitsai., 2013), ezért az NFAP
hatasmechanizmusanak tanulmanyozasa érdekében létrehoztak egy A. nidulans-alapu
heterolog expresszids rendszert, ami képes az NFAP-t (A. nidulans hNFAP) aktiv formaban
megtermelni. Az A. nidulans hNFAP hatasara a transzformans konidiumokbol fejlédott hifa
fala deformalt, gylir6tt, csavarodott és buborékszerli kitiiremkedések jelennek meg rajta. A
gylrott hifavégeknél sejtmagok halmozodnak fel. Sériil a sejtfal szervezddése is, benne a
kitinfilamentumok sériilt és szort elrendezédését figyelték meg (Galgoczy és mtsai., 2013).
Az NFAP nem rendelkezik az AFP esetében leirt kitin-ko6té doménnel (Hagen és mitsai.,
2007), igy a kitinfilamentumok sériilését valosziniileg nem a Kitin-szintazok specifikus gatlasa
okozza, hanem a sejtfal integritasanak megsziinése. A heterolog NFAP-t termel6é A. nidulans
torzs csirazasa soran reaktiv oxigénfajtak halmozodnak fel, és benne apoptozis, illetve
nekrozis indukalodik. Mindezek alapjan kijelenthetd, hogy az NFAP a PAF-hoz hasonldéan
képes apoptozist indukalni az NFAP-t termeld, arra érzékeny A. nidulans sejtekben, és az
AFP-hez hasonléan képes a kitinfilamentumok sériilését is kivaltani (Marx, 2007; Meyer,
2008; Galgoczy és mtsai., 2013). A fent leirt folyamatok molekularis hattere a mai napig nem
tisztazott.

Az NFAP-t termelé, vad tipus N. fischeri in vitro antagonizmus-tesztekben
hatékonyabban gatolta a vele hasonl6 6kologiai niche-t elfoglald fonalasgombak novekedését,
mint a Anfap deléciés torzs. Ezek alapjan feltételezhet6, hogy az NFAP-nek a kompetitor
mikrobakkal szembeni, tdpanyagokért folytatott kiizdelemben van szerepe (Kovacs, 2014),
amit a PAF és az AFP esetében is igazoltak (Hegediis és Marx., 2013).

3.3 A tomlésgombak altal termelt defenzinszeri fehérjék heterolog expresszioja

Az antimikrobidlis proteinek (AMP) karakterizdldsdhoz, hatdsmechanizmusuk és
szerkezetiik megismeréséhez, vagy a gyakorlatban térténé alkalmazasukhoz elengedhetetlentil
sziikséges a nagy mennyiségben torténd eldallitasuk. Az AMP-k, koztik a fonalas
tomldsgombak altal termelt defenzinszeri fehérjék természetes termeldivel elérhetd
fehérjekihozatal relative alacsony (Parachin és mtsai., 2012; Lopez-Garcia és mtsai., 2010),
igy a fehérjék ilyen modon térténd, nagy mennyiségben vald eldallitdsa és tisztitdsa 1d6- €s
koltségigényes. Kémiai Gton torténd szintézisiik szintén id6- €s koltségigényes, amit tovabb
nehezit az adott molekuldkra jellemzd diszulfid-hid mintazat kialakitasa is (Parachin és
mtsai., 2012). PAF esetében leirtak, hogy a fehérje mérete €s aminosavosszetétele jelentésen
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megneheziti kémiai uton torténd szintézisét. A 1épésenkénti szilard fazist szintézissel
mindossze 1,5%-os fehérjekihozatalt értek el. Ezt a fehérje 2 fragmentben torténd
szintézisével ¢és a fragmentek nativ kémiai ligalasaval sikeriilt novelni, de az atlagos
fehérjekihozatal még igy is 10% alatt maradt (Véradi és mtsai., 2013). Az AMP-k eldéllitasa
szempontjabol a leghatékonyabb modszer a heterolég expresszios rendszerben valo
termeltetésiik. Napjainkban az AMP-k eléallitasara leggyakrabban hasznalt heterolog
expresszios rendszer a P. pastoris-alapu heterolog expresszids rendszer (Parachin és mtsai.,
2012; Cereghino ¢és mtsai., 2002), ami szdmos elonyos tulajdonsaggal rendelkezik. Magas
fehérjekihozatalt tesz lehetdvé (Macauley-Patrick ¢és mtsai.,, 2005), az expresszid
1éptékndvelése konnyen kivitelezhetd €s hasznalatahoz nincs sziikség komplex taptalajra, ami
jelentésen redukalja a termeltetés koltségeit és megkonnyiti a fehérje tisztitasat. A P. pastoris
biztonsagosan alkalmazhaté éleszt6. Az amerikai Elelmiszer- és Gyogyszerfeliigyeleti
Hatosag (Food And Drug Administration, FDA) 2009-ben jegyezte be az els6 P. pastoris-
alapu heterolog expresszids rendszerben termeltetett gydgyszerhatdanyagot (Parachin és
mtsai., 2012).

A szakirodalom napjainkig hdrom, tomlésgombak altal termelt defenzinszerli fehérje
heterolog expressziojardl szamolt be. A PAF-ot és az AFP-t P. pastoris-alapu heterolog
expresszios rendszerben (Batta és mtsai., 2009; Lopez-Garcia és mtsai., 2010), mig az NFAP-
t A. nidulans-alapu heterolog expresszios rendszerben termeltették meg (Galgoczy és mitsai.,
2013).

A AFP-t pPICZaA expresszidos vektor hasznalataval P. pastoris KM71 sejtekkel
termeltették meg (Lopez-Garcia és mtsai., 2010). A pPICZoA vektoron talalhaté a-faktor
szignalszekvencia biztositja az extracellularis szekrécidt. A szignalszekvencia lehasitasat a
Kex2 ¢és Stel3 endoprotedzok végzik el. A Stel3 hasitdsa a termeltetni kivant protein
hasitasdnak kovetkeztében az AFP heterolog expresszidja soran megjelent egy, az N-
terminalis végén plusz 4 aminosavat hordozé fehérje is, amit proAFP-nek neveztek el. A
Ste13 hasitohelyének eliminalasa utan a P. pastoris KM71 sikeresen megtermelte az érett
AFP-t is. A fehérjekihozatal a heteroldg proAFP esetében 40,0 mg/l, a heterolog AFP
esetében pedig 2,5 mg/l. A heterolog AFP az eredeti termel6, A. giganteus altal termelt AFP-
vel azonos mértékben gatolta a F. verticillioides novekedését. A nativ és heterolog AFP

ultraibolya cirkularis dikroizmus spektruma (UV-CD spektrum) is megegyezik, ami alapjan
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kijelenthetd, hogy a P. pastoris kivaloan megfelel az AFP nagy menniységen torténd
megtermelésére (Lopez-Garcia és mtsai., 2010).

A PAF, valamint 4 mutans valtozatanak (PAF KgA, PAFK%A, PAFK38A, PAFK9’35’38A)
heterolog expressziojat pPic9K expresszios vektor hasznalataval, szintén P. pastoris KM71-
ben végezték el. A 1étrehozott heterolog expresszios rendszer sikeresen, nagy mennyiségben,
aktiv formaban termelte meg a PAF-ot (Batta ¢s mtsai., 2009; Binder és mtsai., 2015).

Az NFAP heterolog expresszidjat A. nidulans CS2902 torzsével végezték el, egy
pAMA alapu expresszids vektor hasznalataval (Galgdczy és mtsai., 2013). A szakirodalom
nem szdmol be mds tomlésgomba altal termelt defenzinszerii antifungélis protein
fonalasgombaban torténd heteroldg expressziojarol. A fehérjekihozatal 1680+223 pg/l
fermentlé volt, ami kozel azonos a természetes termeld N. fischeri NRRL 181 torzzsel
elérhetd fehérjekihozatallal (1250+123 pg/l) (Kovacs és mtsai., 2011; Galgoczy és mtsai.,
2013). A viszonylag alacsony fehérjekihozatal feltehetéleg az NFAP-t termelé A. nidulans
sejtek onmérgezd tulajdonsaganak kdszonhetd, valamint annak, hogy a hasznalt vektor nem

integralodik az A. nidulans genomjaba, igy akar el is veszhet (Galgoczy és mtsai., 2013).

3.4 Az in silico modellezés elméleti és gyakrolati lehetéségei

A megismert gének ¢s az altaluk kodolt fehérjeszekvencidk szdma sokkal gyorsabban
novekszik, mint a kisérletes modszerekkel meghatarozott fehérjeszerkezetek szdma. Ez a
folyamat kiilondsen hangsulyossd valt a genomszekvenalasi projektek megjelenésével. A
kisérletes térszerkezet-meghatarozas technikai okok miatt nem tud Iépést tartani a
szekvenciaadatok felhalmozddasaval, igy megnétt az igény a fehérjemolekulak szerkezetének
in silico modszerekkel torténé meghatarozasara (Krieger és mtsai., 2003).

Az in silico szerkezetbecslés lehetdvé teszi azon fehérjék térszerkezetének vizsgalatat,
melyek til nagyok a magneses magrezonancia spektroszkopiahoz (NMR), vagy nagyon
nehezen kristalyosithatdak a rontgenkrisztallografias vizsgalatok érdekében (Krieger és
mtsai., 2003). A két leggyakrabban alkalmazott stratégia a fehérjék térszerkezetének in silico
elorejelzésére az ab initio modszer, illetve a templat-alapu, vagy homologia-modellezés.

A homologia-modellezés azon az elven alapul, hogy a fehérjék harmadlagos
szerkezetét az els6dleges szerkezetiik (aminosavsorrendjiik) szabja meg (Epstein, 1964),
valamint, hogy a fehérjék térszerkezete sokkal konzervaltabb, mint az aminosavsorrend;iik,
ezért a hasonl6 szekvenciak legtobbszor hasonlo térszerkezetet vesznek fel (Chothia és Lesk,
1986). Az egyre novekvd szamu, kisérletesen meghatarozott fehérje térszerkezeti adataival
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rendelkez6 Protein Data Bank (PDB)-nak (http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do)

koszonhetéen az in silico modszerekkel meghatarozhaté szerkezet- és a szekvenciabeli
hasonlésag kozotti Gsszefiiggés mara jol leirhato (5. Abra) (Sander és Schneider, 1991). Egy
bizonyos foku szekvenciabeli hasonlosag felett a fehérjék térszerkezete jol modellezhetd

homologia-modellezéssel.
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5. Abra A szerkezeti homolégia hatarvonala. A fliggvény feletti teriiletre esé illesztések szerkezeti homologiat
sugallnak, az ilyen fehérjék jo eséllyel azonos hajtogatodasi sémaval birnak, ami lehetévé teszi a térszerkezetiik

homoloégia-modellezéssel torténé meghatarozasat (Sander és Schneider, 1991).

A homoldgia-modellezés eldfeltételei a modellezni kivant fehérje (target fehérje)
aminosav-szekvenciajanak ismerete, illetve egy, vagy tobb rokon fehérje (templat- vagy
referencia-fehérje) kisérletesen meghatarozott, j6 minéségi térszerkezeti adatai. A modellezés
hét 1épésbal all: (1) templat kivalasztasa, (2) szekvenciaillesztés és annak optimalizalasa, (3)
fehérjevaz felépitése, (4) hurokrégiok modellezése, (5) oldallanc modellezése, (6) modell
optimalizalasa, (7) modell ellenérzése (Krieger ¢s mtsai., 2003). Az in silico
szerkezetbecsléshez szamos szoftver, illetve szerver all a rendelkezésiinkre. A ROBETTA

(http://robetta.bakerlab.org) (Kim és mtsai., 2004), a SWISS-MODELL

(http://swissmodel.expasy.org)  (Schwede ¢és mtsai., 2003) ¢és a  3D-Jigsaw
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(http://bmm.cancerresearchuk.org/~3djigsaw) a leggyakrabban hasznalt automatizalt

szerkezetbecsld szerverek. A non-profit kutatdsi intézmények és egyetemek szédmara
ingyenesen elérheté MODELLER (Eswar és mtsai., 2008) az egyik leggyakrabban hasznalt
szerkezetbecslé szoftver. Szamos eldnye mellett hasznalataval lehetdségiink van tobbszoros
illesztésekbdl szdrmazd adatok alapjan elvégezni a vizsgalni kivant fehérje térszerkezetének
becslését, valamint lehetdségiink van a fehérje hurokrégidinak modellezésére is.

A szakirodalom szamos tomldsgomba altal termelt defenzinszerti antifungalis fehérje
in silico szerkezetmeghatarozasardl szamol be (FPAP: Galgoczy és mtsai., 2013; ACAFP:
Skouri-Gargouri és mtsai., 2009; PQAFP: Rodriguez-Martin és mtsai., 2010; BP-homologok:
Seibold ¢és mtsai.,, 2011). Ezek a fehérjék a viszonylag nagyfokt szekvenciabeli
hasonlosdguknak és a csoportba tartoz6 PAF és AFP fehérjék jo mindségl térszerkezeti
adatainak (Campos-Olivas és mtsai., 1995, Batta és mtsai., 2009) koszonhetden jol

modellezhetdek in silico modszerekkel.
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4. CELKITUZESEK

Az utobbi néhany évtizedben a fonalasgombak altal okozott fertézések egyre nagyobb
kihivast jelentenek az orvostudomany, az élelmiszeripar és a mezdgazdasdg szdmara. A
rendelkezésiinkre 4ll6 antifungalis szerek gyakran nem elég hatékonyak, sziik spektrumuak ¢és
karos mellékhatasaik lehetnek a gazdaszervezetre. Sziikség van 1j, biztonsagosan
alkalmazhato, széles spektrumu antifungalis szerek kifejlesztésére. Ennek a kihivasnak eleget
tehetnek a tomldsgombak altal termelt defenzinszerti antifungalis proteinek.

A Neosartorya fischeri NRRL 181 jeli torzse altal termelt N. fischeri antifungalis
protein (NFAP) hatékonyan galtolja néhany orvosi és mezdgazdasagi szempontbdl fontos
fonalasgomba novekedését. Az NFAP gyakorlati alkalmazasahoz elengedhetetlentil sziikséges
a fehérje nagy mennyiségben torténd eldallitasa, hatasmechanizmusanak és szerkezetének
megismerése, valamint a szerkezet és hatdsmechanizmus kozotti Osszefiiggések feltarasa.
Mindezek alapjan a kovetkezd konkrét célokat fogalmaztuk meg:

1. Az NFAP nagy mennyiségben torténé eléallitasa Pichia pastoris-alapu heterolég
expresszios rendszerben. Az NFAP-t kodolé cDNS expresszids vektorba torténd klonozasa,
a vektorkonstrukcio P. pastoris KM71H torzsébe torténd transzformacioja, a heterolog NFAP
(hNFAP) termelése €s tisztitasa.

2. Az NFAP/hNFAP szerkezetének vizsgalata. Az NFAP/hNFAP térszerkezeti képének in
silico becslése homologia-modellezéssel.

3. A N. fischeri altal termelt NFAP és a P. pastoris altal termelt hNFAP antifungalis
spektrumanak osszehasonlitasa. Az NFAP és a hNFAP antifungalis aktivitasanak vizsgélata
in vitro mikrodilucios tesztben klinikai szempontbol jelentds fonalasgombakkal szemben.

4. A hNFAP hatasara létrejove morfologiai valtozasok és a protein lokalizaciéjanak
vizsgalata érzékeny gombafajban. Rovid és hosszt tavii NFAP-kezelés soran Aspergillus
nidulans-ban 1étrejové morfologiai valtozasok és a protein lokalizacidjanak vizsgalata
specifikus festékek és fluoreszcens mikroszkop hasznalataval.

5. A hNFAP hatasmechanizmusanak vizsgalata A. nidulans torzseken. A hNFAP
antifungalis hatasanak vizsgalata kiilonbozo jelatviteli utakban mutans A. nidulans torzsekkel

szemben, az érzékenységi adatok alapjan egy lehetséges hatasmechanizmus leirasa.
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5. ANYAGOK ES MODSZEREK

5.1. Mikroorganizmusok

A dolgozatban felhasznalt mikroorganizmusokrol a 3. Tablazat nyu;jt attekintést.

3. Tablazat. A dolgozatban vizsgalt mikroorganizmusok.

Az izolatum kédja/torzsgyiijteményi

Fajnév azonosit6 Az izolalas adatai/egyéb adatok
Tomlésgombak
Aspergillus flavus SZMC 2521 human keratitisz
Aspergillus fumigatus SZMC 2394 human keratitisz
Aspergillus nidulans FGSCA4 genotipus: Glasgow wild type
Aspergillus nidulans FGSC 116 genotipus: yA2
Aspergillus nidulans FGSC 1035 genotipus: yA2fadAG203R, Ronen és
mtsai. (2007)
Aspergillus nidulans R153 genotipus: WA2;pyroA4, Ronen és mtsai.
(2007)
Aspergillus nidulans alcA-pkcA genotipus: WA2; pyroA4;
pyrG89::pyrdalcA(p)::pkcA4p Ronen és
mtsai. (2007)
Aspergillus nidulans GR5 genotipus: pyrG89; wA3; pyroA4, Guest
és mtsai. (2004)
Aspergillus nidulans RhoA%#Y A773+pGG2 (rhoA®™) és pRG3AMAL,
Guest és mtsai. (2004)
Aspergillus nidulans AmpkA genotipus: AmpkA Bussink és Osmani
(1999)
Aspergillus nidulans RKIS1 genotipus: papaAl; yA2
Shimizu és Keller (2001)
Aspergillus nidulans ApkaA genotipus: papaAl; yA2; ApkaA::argB;
AargB::trpC; trpC801; veAl Shimizu és
Keller (2001)
Aspergillis nidulans Actin GFP Taheri-Talesh és mtsai. (2008)
Aspergillus niger SZMC 601 n.a.
Aspergillus nomius SZMC 2441 human keratitisz
Aspergillus tamarii SZMC 2482 human keratitisz
Aspergillus terreus SZMC 2535 human keratitisz
Aspergillus tubingensis SZMC 2503 human keratitisz
Aspergillus welwitschiae SZMC 2390 human keratitisz
Fusarium incarnatum SZMC 11403 human keratitisz
Fusarium solani SZMC 11412 human keratitisz
Fusarium solani SZMC 11427 humén keratitisz
Fusarium sporotrichioides SZMC 11421 human keratititsz
Pichia pastoris KM71H genotipus: arg4 aox1::ARG4
Trichoderma longibrachiatum UAMH 7955 human szinusz
Trichoderma longibrachiatum UAMH 9515 human peritonealis folyadék
Jaromsporas gombak
Absidia corymbifera SZMC 95033 human tiidéfertdzés
Rhizomucor miehei CBS 360.92 humén mikozis
Rhizomucor pusillus ETH M4920 human trachea
Rhizopus microsporus var. oligosporus CBS 102.277 human rhinocerebralis fertézés
Rhizopus oryzae CBS 140.90 human pallatum molle fert6zés
Baktérium
Escherichia coli TOP10F n.a.

SZMC: Szeged Microbiological Collection, Szeged, Magyarorszag; FGSC: Fungal Genetics Stock Center,
Kansas, USA; UAMH: University of Alberta Microfungus Collection and Herbarium, Edmonton, Kanada; CBS:
Centraalbureau voor Schimmelcultures Baarn, Utrecht, Hollandia; ETH: Eidgendssische Technische
Hochschule Mycological Herbarium, Ziirich, Svajc; n.a.: nem k6zolt adat
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5.2 Tapkozegek, tenyésztési koriilmények

5.2.1 Tapkozegek

Minimal tapoldat/taptalaj (minimal medium, MM): 5% (v/v) sooldat*, 10 g/l D-gliikoz, 0,85
g/l NaNOsg, 0,1% (v/v) vitaminoldat**, taptalaj esetében 20 g/l agarral, illetve sziikség esetén
2 g/l para-amino-benzoesavval, 50 mg/l piridoxinnal, vagy 400 mg/l biotinnal kiegészitve.
*Sooldat: 26 g/l KCl, 26 g/l MgSO47 H,0, 76 g/l K;POy4, 5% (v/v) nyomelemoldat™**,
**Vitaminoldat: 40 mg/1 pantoténsav, 40 mg/l para-amino-benzoesav, 50 mg/l riboflavin, 25
mg/l piridoxin, 0,1 mg/l biotin, 50 mg/l tiamin. ***Nyomelemoldat: 40 mg/l Na,B407+10
H,0, 400 mg/l CuSQy, 714 mg/l FePO,4, 728 mg/l MnSO,4+H,0, 800 mg/l Na,MoO,x2H,0, 8
mg/l ZnSO4+7 H,0.

Komplett tapoldat/taptalaj (complete medium, CM): 5% (v/v) sooldat, 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/1 élesztokivonat.

Pufferelt minimal glicerol és minimal metanol tapoldat (Buffered minimal glycerol
medium ¢s Buffered minimal methanol medium, BMG és BMM): 100 mM K;HPO4/KH,PO,
puffer pH=6*, 134 g/l Yeast Nitrogen Base (Sigma Aldrich), 200 mg/l biotin, 1% (v/v)
glicerol vagy 0,5% (v/v) metanol. *K,;HPO4/KH,PO, puffer (pH=6): 174 g/l K;HPO,4, 136 g/l
KH,PO,.

Malatas tapoldat/taptalaj (malt extract agar/medium, MEA): 5 g/l malatakivonat, 5 g/l
¢élesztokivonat, 5 g/l D-gliikoz, 10 g/l KoPOy, taptalaj készitése estén 20 g/ agar.

Alacsony sotartalmu Luria-Bertani tapoldat/taptalaj (Low Salt Luria-Bertani broth/agar,
LSLB): 10 g/l tripton, 5 g/ élesztékivonat, 5 g/l NaCl, taptalaj esetében 20 g/l agar.

Elesztékivonat-pepton-gliikoz taptalaj/tapoldat (Yeast Extract-Peptone-Glucose medium
YPD): 10 g/l élesztokivonat, 20 g/l pepton, taptalaj esetében 20 g/l agar, sziikség esetén 182,2
o/l D-szorbit.

Antifungalis protein-indukalé tapoldat (antifungal protein induction medium, AFPIM): 15
g/l keményit6, 10 g/1 haskivonat, 20 g/1 pepton, 5-30 g/ NaCl és 0-1% (v/v) etanol, pH=6,8.
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5.2.2 Tenyésztési koriilmények

A jaromsporas és tomldsgomba fajokat 4 °C-on, MEA taptalajon tartottuk fenn, kivéve
az Aspergillus nidulans FGSC A4 torzsét, melyet CM taptalajon, és a jelatviteli utakban
mutans A. nidulans torzseket, melyeket az egyes torzseknek megfelelé anyagokkal
kiegészitett MM taptalajon, szintén 4 °C-on tartottuk fenn. A spéraszuszpenziok készitéséhez
a gombak fenntartdsara hasznalt taptalajon nevelt, spdraztatott tenyészeteket hasznaltuk. Az
inkubacios homérséklet az egyes torzsek igényeinek megfeleléen 25, 30 és 37 °C volt.

A transzformalashoz hasznalt Escherichia coli TOP10F torzset 37% glicerol-tartalmi
LSLB tapoldatban, -80 °C-on tartottuk fenn. A transzformans E. coli sejteket 25 pg/ml
zeocin-tartalmt LSLB taptalajon ndvesztettiik 37 °C-on, 16 oran at.

A transzformalashoz hasznalt Pichia pastoris KM71H torzseket 37% glicerol-tartalmu
YPD tapoldatban, -80 °C-on tartottuk fenn. A transzformans P. pastoris KM71H sejteket 100
ng/ml zeocin-tartalmu YPDS taptalajon ndvesztettiik 3 napon at.

A plazmid- és DNS-kivonashoz az E.coli TOP10 F" sejteket LSLB tapoldatban, 37 °C-
on, 150 rpm-en razatva novesztettiik 16 6ran at, a P. pastoris KM71H sejteket pedig YPD
tapoldatban, 30 °C-on, 150 rpm-en razatva szintén 16 6ran at.

Az NFAP heterolog expressziojahoz az el6tenyésztett P. pastoris KM71H-t BMG
tapoldatban, 30 °C-on, 16 6ran at, 220 rpm-en razatva novesztettiik. A heterolog expresszid
BMM tapoldatban, 30 °C-on, 5 napon at, 220 rpm-en razatva folyt, 24 6ranként 1% (v/v)
metanol hozzaadasaval.

Az antifungalis hatisvizsgalatokhoz 10 g/l L-glutaminnal kiegészitett RPMI 1640
(Sigma-Aldrich) tapoldatot, CM tapoldatot, és az egyes fajok igényeinek megfeleléen
kiegészitett MM tapoldatot hasznaltunk. Az inkubéacidos hémérséklet fajtol fiiggden 25 °C
(Aspergillus niger SZMC 601, Neosartorya fischeri NRRL 181), 30 °C (A. nidulans R153, A.
nidulans alcA-pkc, A. nidulans actin-GFP, P. pastoris KM71H), vagy 37 °C (Aspergillus
corymbifera SZMC 95033, Aspergillus awamori SZMC 2390, Aspergillus flavus SZMC
2521, Aspergillus fumigatus SZMC 2394, A. nidulans FGSCA4, A. nidulans FGSC 116, A.
nidulans FGSC 1035, A. nidulans GR5, A. nidulans RhoAG14V, A.nidulans RKIS1, A.
nidulans A4mpkA, A. nidulans ApkaA, Aspergillus nomius SZMC 2441, Aspergillus tamarii
SZMC 2482, Aspergillus terreus, SZMC 2535, Aspergillus tubingensis SZMC 2503,
Fusarium incarnatum SZMC 11403, E. coli TOP 10F, Fusarium solani fajkomplex SZMC
11412, F. solani fajkomplex SZMC 11427, Fusarium sporotrichioides SZMC 11421,
Rhizomucor miehei CBS 360.92, Rhizomucor pusillus ETH M4920, Rhizopus microsporus
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var. oligosporus CBS 102.277, R. oryzae, CBS 140.90, Trichoderma longibrachiatum UAMH
7955, T. longibrachiatum UAMH 9515) volt.

5.3 Pufferek, oldatok és reagensek

Kompetens E. coli sejtek készitéséhez hasznalt oldatok:
e 100 mM CaCl; oldat, hiitve tarolva
e 70 % (v/v) glicerol

s rer

. TCM puffer: 10 mM Tris (pH=7,5), 10 mM CaCl,, 10 mM MgCl,
e Antibiotikum-térzsoldat: 10 mg/ml zeocin (Life Technologies) steril desztillalt vizben

higitva

Nukleinsav gélelektroforézishez hasznalt oldatok:
e TAE puffer: 40 mM Tris-HCI (pH=7,6), 1 mM Na,EDTA
o Agar6z gél: 10 g/l agardz, TAE pufferben
e 1xSYBR Safe (Life Technologies) DNS festék torzsoldat agar6z gélben
e Mintapuffer: 6XxDNS mintapuffer (Thermo Scientific)
e Molekulastilymarker: GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific); pUC Mix
Marker (Thermo Scientific): steril desztillalt viz: 6xXDNS  mintapuffer:

molekulasulymarker 4:1:1 aranyt keveréke

Elektrokompetens P. pastoris KM71H sejtek készitéséhez hasznalt oldatok:
e 1M D-szorbit oldat, hiitve tarolva

e 70% glicerol

P. pastoris KM71H sejtek elektroporalasahoz hasznalt oldatok:
e 1M D-szorbit oldat, hiitve tarolva

e Antibiotikum t6rzsoldat: 10 mg/ml zeocin (Life Technologies) steril desztillalt vizben

higitva
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Fehérjetisztitashoz hasznalt oldatok:
¢ 50 mM Na,HPO,/NaH,PO, puffer (pH=7,2)
e 1M NaCl oldat

Fehérje-gélelektroforézishez hasznalt anyagok:
o 4-12%-0s Bis-Tris gél (NuPAGE®, Novex®, 4-12% Bis Tris Protein Gel, 1.0 mm 10
well, Life Technologies)
o 1x futtatopuffer: NuPAGE® MES Running Buffer (pH=7,3) (Life Technologies)

e Fehérje-molekulasalymarker: SeeBlue® Plus2 Protein Standard (Life Technologies)

Poliakrilamid gél festéséhez haszalt oldatok:

Coomassie-kék festés:

e Coomassie-kék festéoldat: 250 mg/l Coomassie Brilliant Blue R-250, 40% metanol,
7% ecetsav
e Moso oldat 1: 40% (v/v) metanol, 7% (v/v) ecetsav

e Moso oldat 2: 5% (v/v) metanol, 3,5% (v/v) ecetsav

Eziistfestés:

Fixal6 oldat: 50% (v/v) metanol, 12% (v/v) ecetsav, 0,05% (v/v) formaldehid
Szenzitizalo6 oldat: 0,02% (v/v) NayS,03

Eziist-nitrat oldat: 0,2 % (v/v) AgNOj3oldat

El6hivo oldat: 4 mg/l Na,S,03, 60 g/l NaCOs3, 0,05% (v/v) formaldehid

Tomegspektrometrias méréseknél hasznalt oldatok:
o A”cluens: desztillalt viz, 0,1 % (v/v) hangyasav

e B” eluens: acetonitril, 0,1% (v/v) hangyasav

Sporaszuszpenzié készitéséhez hasznalt oldat:

e 0,01% (v/v) Tween 80

NFAP-elleni antiszérum termeléséhez hasznalt oldatok:
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e Freund adjuvans (Sigma-Aldrich)
e PBS (phosphate buffered saline): 137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 4,3 mM NayHPOQy,
1,47 mM KH,PO4

Western-blotthoz hasznalt anyagok:
e PVDF membran (Immobilion-P, Millipore)
e TBST oldat (Tris buffered saline with Tween): 50 mM Tris (pH=7,4), 150 mM NacCl
e Blokkolo oldat: 50 g/l tejpor TBST-ben oldva
e NFAP antiszérum TBST-ben higitva 1:100 aranyban
e Tormaperoxidazzal konjugaltatott anti-patkany masodlagos ellenanyag (Goat Anti-Rat
IgG HRP Conjugated Antibody, R&D Systems) TBST-ben higitva 1:1000 aranyban

e Supersignal West Pico kemilumineszcens szubsztrat (Thermo Scientific)

Mikroszkopos vizsgalatoknal hasznalt oldatok:

Metabolikus aktivitas vizsgalata:

e 5 uM FUN-1 festék (Life Technologies)
e 10 mM HEPES puffer (pH=7,2) (Sigma-Aldrich)

Apoptozis detektalasa:

e Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit (Sigma-Aldrich)

Membraninteeritas vizsgalata:

e 5 ug/ml propidium-jodid (PI, Sigma-Aldrich) CM-ben oldva
e 70% etanol
A sejtfal kitintartalmanak vizsgalata:

e 10 uM Calcofluor white (CFW, Sigma-Aldrich) CM-ben oldva

Immunfluoreszcens festés:

e Fixalo oldat: 50 mM piperazine-N,N’-bis (2-etanszulfonsav) (pH=6,7) (PIPES, Sigma-
Aldrich), 5 mM MgSQy,, 5% (v/v) dimetil szulfoxid (DMSO), 8% (v/v) formaldehid

e PEM puffer: 50 mM PIPES (pH=6,7), 25 mM EGTA, 5 mM MgSO,

o Sejtfalemészt6 oldat: 500 mg/ml Glucanex (Sigma-Aldrich) PEM pufferben oldava

e Fehérjekicsapashoz hasznalt oldat: 100 mM PIPES (pH=6,7)
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e TBS/B puffer (Tris-buffered salin BSA): 20 mM Tris-Hcl (pH=8,0), 20 mM NacCl,
0,1% (v/v) Tween 20, 3% (v/v) BSA (bovine serum albumine, Sigma-Aldrich)

e Anti-NFAP szérum TBS/B pufferben higitva 1:600 aranyban

e Masodlagos antitest: Fluoreszcein-izotiocianattal konjugaltatott kecske anti-patkany
Immunglobulin G TBS/B (FITC-conjugated goat anti-rat-lgG, Sigma-Aldrich)
pufferben higitva 1:40 ardnyban

e 5 pug/ml latrunculin B 20% (v/v) etanolban oldva

e Monoklonalis egér anti aktin (Monoclonal anti f-actin produced in mouse, Sigma-
Aldrich) TBS/B pufferben higitva 1:600 aranyban

e Tetrametilrodamin-izotiocianattal (TRITC) konjugaltatott poliklonalis nyul anti-egér
antitest (Antimouse IgG-TRITC antibody produced in rabbit, Sigma Aldrich) TBS/B
pufferben higitva 1:40 aranyban

Jelatviteli utakban mutans A. nidulans torzsek érzékenységvizsgalatanal hasznalt
anyagok:

e 5 mM 8-bromoadenozin-3’5’-ciklikus monofoszfat (8-Br-cAMP, Sigma-Aldrich)

e 10,20, 100 ug/ml calcofluor white (CFW, Sigma-Aldrich)

e 10, 20 mM koffein (Sigma-Aldrich)

5.4 Alkalmazott inditészekvenciak

Az NFAP-t kédolo cDNS klonozasanal haszalt inditészekvenciak:

NFAPXHOIF: 5°-GGCCCTCGAGAAAAGACTTGAGTATAAAGGAGAATG-3’ (Trm: 62,0
°C)

NFAPXBAIR: 5’-GGCCTCTAGATCAATGGCGGAAGTCACACTTG-3’ (Tr: 64,5 °C)

Az nfap-t hordozé pPICZoA vektor P. pastoris KM71H-ba valé beépiilésének
ellendrzésére hasznalt inditoszekvenciak:

AOX15’: 5>-GACTGGTTCCAATTGACAAGC-3’ (Tm: 54,2 °C)

AOX13’: 5’>-GCAAATGGCATTCTGACATCC-3’ (Tr: 54,7 °C)
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5.5 Moédszerek

5.5.1 Az érett NFAP-t kédolé gén pPICZaA vektorba torténo klonozasa

5.5.1.1 Az nfap ¢cDNS amplifikalasa

A Kovacs és mtsai. (2014) altal a N. fischeri NRRL 181 izolatum genomjabol izolalt
és pBSK(-) plazmidba klonozott ¢cDNS-t (pBSK(-)nfap) az Xhol és Xbal restrikcios
endonukledzok hasitohelyeit tartalmazé NFAPXHOIF ¢és NFAPXBAIR primerek
hasznalataval amplifikdltuk a plazmidbol. A gén amplifikédldsdhoz polimerdz lancreakciot
végeztiink el MJ Mini™ Personal Thermal Cycler (Bio-Rad) hasznalataval. A reakciot 25 pl

végtérfogatban mértiik 6ssze a kdvetkezdk szerint:

1x Pfu puffer (Zenon Bio)

0,5 mM dNTP mix (Thermo Scientific)
125 ng forward és reverse inditészekvencia
2,5 mM MgCl,

10 ng plazmid DNS

2 U Pfu DNS-polimeraz (Zenon Bio)

A reakciokoriilmények a kovetkezok voltak:

94 °C - 2 perc 1 ciklus eloédenaturalas

94 °C-10mp denaturalés

58 °C - 30 mp 35 ciklus inditészekvencia-kotodés
72 °C -1 perc lancszintézis

72 °C -5 perc 1 ciklus végso lancszintézis

A PCR-terméket gélelektroforézissel ellendriztiik 1,2% (m/v) agar6z gélen, majd a

g¢lbdl Gel-M Gel Extraction System (Viogene) hasznalataval izolaltuk vissza.
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5.5.1.2 A pPICZoA vektor tisztitasa
Az E. coli TOP10F sejtekben fenntartott pPICZoA plazmidot a Viogene Mini-M
Plasmid DNA Extraction System (Viogene) hasznalataval tisztitottuk, a gyartd utasitasait

kovetve.

5.5.1.3 Az érett NFAP-t kddolé cDNS klonozasa pPICZoA plazmidba

Az érett NFAP-t koddold cDNS pPICZoA vektorba torténd klonozasahoz az amplifikalt
nfap cDNS-t és a pPICZoA plazmidot Xhol ¢és Xbal restrikcios endonukleazokkal
emésztettiik, majd az nfap cDNS-t a pPICZaA plazmid megfeleld restrikcios hasitohelyeire
klonoztuk (6. Abra).

TTGCGACTGGTTCCAATTGACAAGCTTTTGATTTTAACGACTTTTAACGACAACTTGAGAAGATCAAAAAACAACTAATTATT
CGAAACGATGAGATTTCCTTCAATTTTTACTGCTGTTTTATTCGCAGCATCCTCCGCATTAGCTGCTCCAGTCAACACTACAAC
AGAAGATGAAACGGCACAAATTCCGGCTGAAGCTGTCATCGGTTACTCAGATTTAGAAGGGGATTTCGATGTTGCTGTTTTGC
CATTTTCCAACAGCACAAATAACGGGTTATTGTTTATAAATACTACTATTGCCAGCATTGCTGCTAAAGAAGAAGGGGTATCT
YT YYXIAC TTGAGTATAAAGGAGAATGTTTTACAAAGGACAACACTTGTAAATACAAAATTGATGGGAAGACATACCTT
GCCAAGTGCCCTAGCGCCGCCAACACAAAGTGCGAGAAGGATGGAAATAAGTGCACATATGACTCCTACAACAGAAAGGTCAAG
TGTGACTTCCGCCATTGAIRINTAACAAAAACTCATCTCAGAAGAGGATCTGAATAGCGCCGTCGACCATCATCATCATCATC
ATTGAGTTTGTAGCCTTAGACATGACTGTTCCTCAGTTCAAGTTGGGCACTTACGAGAAGACCGGTCTTGCTAGATTCTAATC
AAGAGGATGTCAGAATGCCATTTGCCTGAGAG

6. Abra A pPICZaA plazmid multiple cloning site-ja a beépiilt, érett NFAP-t kodolé cDNS-sel. Zlddel
jeloltiik a Kex2 protedz hasitohelyét Xhol restrikcidés endonukleaz hasitohelyével kiegésziilve, pirossal az Xbal

restrikcios endonukleaz hasitohelyét. Narancssarga délt betiivel jeloltiik az érett NFAP-t kodolé cDNS-t.

Az emésztési reakciok Osszetétele a kovetkezo volt:

Plazmidemésztés:

43 ul desztillalt vizben oldott 5 pg plazmid
4 ul megfeleld enzimpuffer (Thermo Scientific)
3-3 ul (30-30 U) Xhol és Xbal restrikcios endonukleaz (Thermo Scientific)

nfap cDNS emésztése:
14 pl desztillalt vizben oldott nfap 2 ug DNS
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2 pl megfelelé enzimpuffer (Thermo Scientific)

2-2 ul (20-20 U) Xhol és Xbal restrikcios endonukleaz (Thermo Scientific)

Az emésztési reakciokat 16 oran at 37 °C-on inkubaltuk és 20 perces, 65 °C-on torténd
hékezeléssel allitottuk le.
Az emésztett nfap cCDNS-t T4 ligaz hasznalataval ligaltuk a pPICZaA plazmidba. A

ligalasi reakcio Osszetétele a kovetkezo volt:

3 ul desztillalt vizben oldott 100 ng inszert DNS

5 pl desztillalt vizben oldott 500 ng emésztett pPICZaA plazmid
1 ul 10x T4 DNS ligaz puffer (Thermo Scientific)

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

A ligalasi reakciot 16 oran at 4 °C-on inkubaltuk és 10 perces 65 °C-on torténd

hoékezeléssel allitottuk le.

5.5.2 Az nfap cDNS-t hordoz6 pPICZaA transzformalasa E. coli TOP10F sejtbe
A létrehozott vektorkonstrukciot fenntartas céljabol E. coli ToplOF torzsébe

transzformaltuk. A transzformalashoz kompetens E.coli Topl0 F sejteket készitettiink.

5.5.2.1 E. coli TOP10F kompetens sejt készitése

E. coli TOP10F 16 6ran at nevelt tenyészet 3 ml-ét 30 ml LB tapoldatba atoltva
ODg20=0,5 érték eléréséig novesztettik 37 °C-on, 220 rpm-en torténd razatas mellett. A
sejteket centrifugélassal 0sszegytiijtottiik (2200xg, 5 perc, 4 °C) és 30 ml hideg 100 mM-0s
CaCl; oldatban szuszpendaltuk. Az el6z6 1épés megismétlése utan a szuszpenziot 1 oran at 4
°C-on inkubaltuk, majd a sejteket ismét centrifugaltuk (2200xg, 5 perc, 4 °C), majd 800 pl
hideg, 20 % (v/v) glicerin-tartalmti CaCl, oldatba szuszpendaltuk és 200 pl-es térfogatokban
szétadagoltuk. A sejteket felhasznalasig -80 °C-on taroltuk.

5.5.2.2 Baktérium-transzformacio
100 ul fagyasztva tarolt, kompetens E. coli TOP10F sejthez jégen torténé felolvasztas
utan 100 ng pPICZaAnfap plazmidot és 100 ul TCM puffert adtunk. Ezt kdvetden 1 perc 30

masodpercre 42 °C-ra helyeztilk, majd 10 percig szobahdmérsékleten inkubaltuk. A
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baktériumokat végiil 25 pg/ml zeocint (Life Technologies) tartalmazoé LSLB taptalajra

szélesztettiik és 16 oran at 37 °C-on inkubaltuk.

5.5.3 A pPICZoAnfap plazmid transzformalasa P. pastoris KM71H-ba
Az NFAP heterolog expresszidja érdekében az nfap gént tartalmazo, linearizalt
pPICZaA expresszios vektort (pPICZaAnfap) P. pastoris KM71H sejtekbe transzformaltuk

elektroporalassal. Az elektroporalashoz elektrokompetens sejteket hasznaltunk.

5.5.3.1 Elektrokompetens P. pastoris KM71H sejt készitése

Az elektrokompetens sejtek készitése az Easy Select Pichia Expression Kit (Life
Technologies) utasitasai alapjan tortént. A P. pastoris KM71H torzsét 5 ml YPD tapoldatban
novesztettiik 50 ml-es Falcon-csében, 16 6ran keresztiil, 30 °C-on, 220 rpm-en torténd razatas
mellett. Az 5 ml térfogatu tenyészetet 200 ml YPD tapoldatba oltottuk, és az ODgpo=1,3-1,5
érték eléréséig novesztettilk. A tenyészetet centrifugaltuk (1500%g, 5 perc, 4 °C). A feliiluszo
ledntését kovetden a leiilepedett sejteket 100 ml steril, hideg desztillalt vizben
szuszpendaltuk. Az el6zd 1€pés megismétlését kovetden a sejteket 20 ml steril, hideg 1 M
szorbit oldatba szuszpendaltuk fel. Ujabb centrifugalast kovetden (1500%g, 5 perc, 4 °C) a
letilepedett sejteket 1 ml 1 M szorbit oldatba szuszpendaltuk. A sejteket jégen tartottuk és az

elkészitésiik napjan felhasznaltuk.

5.5.3.2 Eleszt elektroporacié
A P. pastoris KM71H sejtek pPICZaAnfap plazmiddal torténd elektroporacios
transzformaldsdhoz a plazmidot BstXI emésztéssel linearizaltuk. Az emésztési reakcid

Osszetétele a kovetkezo volt:

24 ul desztillalt vizben oldott 3 ug inszertet hordozo vektor
3 ul megfelel6 enzimpuffer
3 ul (30 U) BstXI restrikcios endonukleaz

Az emésztési reakciot 1 6ran at 55 °C-on inkubaltuk, majd 10 perces 80 °C-0s

hokezeléssel allitottuk le.
Az emésztési reakcio dializisét kovetden a pPICZaAnfap plazmidot elektroporalassal
elektrokompetens P. pastoris KM71H sejtekbe juttatuk. Az elektropralashoz 2 mm-es
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résméretli elektroporacios kiivettat (GenePulser/MicroPulser Electroporation Cuvette, Bio-
Rad) és MicroPulser elektroporacios késziiléket (Bio-Rad) hasznaltunk (V=2,5 kV, t=6
msec). Az elektroporalast kovetéen 1 ml hideg 1M szorbitolt adtunk a sejtekhez és 2 oran at
30 °C-on inkubaltuk azokat. A sejteket végiil 100 ug/ml zeocin-tartalmi YPDS taptalajra
sz¢lesztettiik és 3 napon keresztiil 30 °C-on inkubaltuk.

A vektor integralodasat a P. pastoris genomjaba a plazmidon talalhato alkohol-oxidaz
promoterének (AOXI1) PCR-alapu sziirésével, az AOX15 ¢és az AOX13’ primerek
hasznalataval, és az igy kapott fragment kapillaris szekvenalasaval végeztiik el. A polimeraz
lanreakciohoz a transzformans P. pastoris sejtekbdl DNS-t vontunk ki az E.Z.N.A.® Yeast
DNA Kit (Omega Bio-Tek) hasznalataval, a gyartd utasitasait kovetve. A polimeraz

lancreakcio Osszetétele a kovetkezo volt:

10 ul Phusion puffer (Thermo Scientific)

1 mM dNTP mix (Thermo Scientific)

125 ng forward és reverse inditészekvencia

50 ng plazmid DNS

0,5 ul (10 U) Phusion polimeraz (Thermo Scientific)

A reakciokoriilmények a kovetkezok voltak:

94 °C - 3 perc 1 ciklus elédenaturalas

94 °C-20 mp denaturalés

55°C-20 mp 35 ciklus inditészekvencia-kotodés
72 °C - 3 perc lancszintézis

72 °C -5 perc 1 ciklus végso lancszintézis

A PCR-termék szekvenciajanak meghatdrozasait az AGOWA Sequencing (Berlin,
Németorszag) munkatarsai végezték. A szekvenogramok kiértékelésé¢hez a BioEdit (Hall,
1999) és az NCBI honlapjan talalhato Basic Local Alingment Search Tool (Altschul és mtsai.,
1990; BLAST, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi ) programokat hasznaltuk.
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5.5.4 Az NFAP heterolog expresszioja

Az NFAP heterolog expresszidjat az Easy Select Pichia Expression Kit (Life
Technologies) utasitasait kovetve végeztiik el. Tiz transzformans P. pastoris KM71H telepet
egyenként 10 ml glicerol-tartalmtt BMG tapoldatba oltottunk. A sejteket 16 6ran at, 30 °C-on
novesztettiik razatas mellett (220 rpm). Az eldtenyészeteket tovabboltottuk 3 1-es Erlenmeyer-
lombikban 1év6 1 1 BMG tapoldatba. A sejteket tovabbi 16 ordn at novesztettiik 30 °C-on,
razatas mellett (220 rpm), majd a tenyészetet centrifugaltuk (1500xg, 5 perc, 25 °C). A
feliiltiszo ledntése utan a sejteket 100 ml metanol-tartalmtt BMM tapoldatban szuszpendaltuk.
A 100 ml sejtszuszpenziot 1 1-es Erlenmeyer-lombikba helyeztiik és 30 °C-on inkubaltuk 5
napon kesztiil, razatas mellet, 24 6ranként 500 pl metanolt adva a tenyészetekhez (1%, v/v). A
2. naptél kezddédden naponta 1-1 ml mintdt vettiink a tenyészetekbdl. A mintdkat
centrifugaltuk (1500xg, 5 perc, 25 °C), és a feliiluszokat fehérje-gélelektroforézissel
vizsgaltuk. Eziistfestés utan a poliakrilamid-gélen megjelend savok erdssége alapjan
valasztottuk ki a hNFAP-t legnagyobb mennyiségben termel6 transzformanst. A tovabbiakban
az Osszes heterolog NFAP (hNFAP) termelést ezzel a transzformanssal végeztiik a fent leirt

modszer alapjan.

5.5.5 A heterolog expresszio ellenérzése
Az nfap gént hordozo transzformans P. pastoris sejtek fermentlevének fehérjetartalmat
natrium-lauril-szulfat (SDS) poliakrilamid gélelektroforézissel (PAGE) és Coomassie-kék,

valamint eziistfestéssel vizsgaltuk.

5.5.5.1 Fehérje-gélelektroforézis

A fehérje-gélelektroforézist 4-12%-0s Bis-Tris gélen (NUPAGE®, Novex®™, 4.12% Bis-
Tris Protein Gel, 1.0 mm, 10 well, Life Technologies) végeztik, 1xMES (2-(N-
morfolino)etanszulfonsav, Life Technologies) futtatopuffer hasznalataval. A mintainkat 200

V fesziiltségen futtattuk 30 percig.

5.5.5.2 Coomassie-kék festés
Az SDS-PAGE gélt 16 6ran at Coomassie-kék festdoldatban razattuk (45 rpm). Ezutan
a gélt 2 x 30 percen at az 1. mosooldatban, majd 2 x 45 percen at a 2. mosooldatban razattuk

(45 rpm).
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5.5.5.3 Eziistfestés

Az SDS-PAGE gélt 2 6ran at fixaldooldatban razattuk (45 rpm). A fixalooldat ledntése
utan 3 x 30 percig 20% etanollal, majd 2 percig szenzitizald oldattal kezeltiik. Ezt kovetden 2
x 1 percig desztillalt vizzel mostuk, majd 20 percig 0,2% (m/v) AgNOj3 oldatban razattuk.
Ujabb desztillalt vizes mosast kévetéen az el6hivooldatban razattuk a gélt a fehérjesavok
megjelenéséig. A savok megjelenése utan 96 %-os (v/v) ecetsavval allitottuk le a reakciot.

Az agardz és az SDS-PAGE gélek kiértékelése BioDoc-It System géldokumentacios

rendszerrel (UVP Inc.), UV-sziir6 vagy annak hasznalata nélkiil tortént.

5.5.6 A P. pastoris KM71H altal termelt hNFAP tisztitasa

Az 555 fejezetben leirtak alapjan termelt 100 ml fermentlevet centrifugalassal
(1500xg, 5 perc, 25 °C) sejtmentesitettiik. A feliiliszot 80% (m/v) NH,SO4-tal, 4 °C-on
torténd 24 oras kisdzassal betoményitettilk. A betoményitett fehérjemintat 20 ml 50 mM

Na,HPO4/NaH,PQO, pufferben (pH=7,2) szuszpendaltuk.

5.5.6.1 Somentesités
A fehérjemintat dializismembranban (Snake Skin dialysis tubing, 3,5 K MWCO,
Thermo Scientific) 50 mM Na,HPO4/NaH2PO, (pH=7,2) pufferrel szemben, 1:100 aranyban,

48 oran at, 4 °C-on sémentesitettiik.

5.5.6.2 Ultrasziirés

A somentesitett minta fehérjetartalmat ultrasziiréssel 10 kDa alatti és 10 kDa feletti
frakciokra kiilonitettiik. Az ultrasziiréshez Corning™ Spin-X® Concentrator (10 MWCO,
Sigma-Aldrich) ultrasziir6t hasznaltunk (4000xg, 17 perc, 4 °C). A tovabbiakban a 10 kDa
alatti frakcidval dolgoztunk tovabb.

5.5.6.3 Kationcserés oszlopkromatografia

A hNFAP-t tartalmazo 10 kDa alatti fehérjefrakciot kationcserés oszlopon (Bio-
Scale™ Mini Macro-Prep High S column, Bio-Rad) tisztitottuk DuoFlow
folyadékkromatografias késziilék segitségével (Duoflow Fast Protein Liquid Chromatography
(FPLC) System, Bio-Rad). Az oszlopot 06tszorés oszloptérfogatnyi 50 mM
Na,HPO4/NaH,PO, (pH=7,2) pufferrel ekvilibraltuk. A mintafelvétel atfolyasi sebessége 0,5
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ml/perc volt. A mintafelvétel utan a fehérjét 50 mM Na,HPO,/NaH,PO, (pH=7,2) pufferben
készitett 0,0-1,0 M NaCl gradienssel elualtuk, 2 ml/perc atfolyési sebességgel.

5.5.7 A hNFAP azonositasa

5.5.7.1 A hNFAP tisztasaganak ellenérzése
A hNFAP tisztasagat SDS-PAGE poliakrilamid-gélelektroforézissel (SDS-PAGE) és

eziistfestéssel ellendriztiik az 5.5.5 fejezetben leirtak alapjan.

5.5.7.2 A hNFAP koncentraciojanak meghatarozasa

A tisztitott hANFAP koncentracidjat Bradford-modszerrel hataroztuk meg. Ehhez BSA
fehérjébdl kalibracids sort készitettiink 20-20 pl végtérfogatban, felezd higitassal 0,0015-1
mg/ml koncentracio-tartomanyban. A kalibracios sor egyes tagjaibol, valamint a tisztitott
fehérjemintankbol 5-5 upl-t 96-lyuktt mikrotiterlap mintahelyeibe pipettaztunk. Az egyes
mintdkhoz 200 pl steril desztillalt viz és Bradford reagens (Sigma-Aldrich) 1:1 aranyt
keverékét adtuk. Tizenot perces, szobahdmérsékleten, sotétben torténd inkubacio utan mértiik
a minta fényelnyelését 595 nm hullamhosszon Spectrostar Nano Control mikrotiterlemez-
olvasoval (BMG Biotech). A kalibracios sor egyes tagjai ODsgs-értékeinek abrazolasaval

létrehozott kalibracidos egyenes egyenletének segitségével szadmoltuk ki a hNFAP

crer

5.5.7.3 A hNFAP azonositasa tomegspektrometriaval
A hNFAP tomegspektrometrids azonositdsa enzimatikus emésztéses modszeren
alapult. A tisztitott hNFAP-t poliakrilamid gélen futtattuk. Az NFAP méretével megegyezd
tartomanyban 1évo fehérjesavot kivagtuk. A gélkockat apro darabokra szeleteltiik és 100 pl
50% acetonitrilben oldott 25 mM NH4HCOs-0t adtunk hozza, majd 10 percig vortexeltiik és
centrifugaltuk (1 perc, 800xg). A felillusz6 ledntése utan a mintat vakuum-centrifuga
segitségével beszaritottuk. A diszulfid-hidak redukalasdhoz a beszaritott mintdhoz 25 ul 25
mM NH4HCOs-ban oldott 10 mM ditiotreitolt (DTT) adtunk, vortexelést kdvetéen 1 6ran at
56 °C-on inkubaltuk, majd Gjra centrifugaltuk (1 perc, 800xg). A minta alkilalasdhoz a
feliiliszo ledntése utan a géldarabokhoz 25 pl jodacetamidot adtunk, sotétben,
szobahOmérsékleten 45 percig inkubaltuk, és Gjabb centrifugalast kovetéen ismét ledntottiik a
feliiluszot. A géldarabkakat 100 upl, 50% acetonitrilben oldott 25 mM NH;HCOg;-tal
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dehidrataltuk, majd vakuum-centrifugaban beszaritottuk. A beszaritott mintdhoz 25 pl tripszin
oldatot adtunk és 10 percig 4 °C-on inkubaltuk, majd 25 pul 25 mM NH;HCOs-ot adtunk
hozz4 és 16 oran at 37 °C-on inkubaltuk. A triptikus emésztés utan 5% hangyasav-50%
acetonitril 1:1 aranyu keverékét adtuk a mintdhoz. Az emésztett mintak analizise egy Q-TOF
MS (kvadrupoél-repiilési id6 tomegspektrométer, Micromass® Q-TOF, Waters) késziilékkel
Osszekapcsolt ultra nagyhatékonysagi folyadékkromatograf (UPLC, Nano Adquity
Ultraperformance Liquid Chromatography System, Waters) segitségével tortént BEH130 C18
oszlopon (Waters, oszlopmhossz 250 mm, oszlopatmérd: 75 um, részecskeméret: 1,7 pm ). A
mozg6d fazis kiinduldsi Osszetétele 3% ,B eluens” volt, amelyet 40 perc alatt 40%-ra
noveltiink 350 nl/min aramlasi sebesség mellett (oszloptermosztat hdmérséklete: 40 °C). A
tomegspektrométert MSE moddban hasznaltuk elektrospray ionizédcios forrassal pozitiv
polaritassal. Az adatok kiértékelése a WATER Biopharmalynx szoftver (Waters)
hasznalataval tortént.

A tomegspektrometrias méréseket és az adatok értékelését Dr. Kele Zoltan, a Szegedi
Tudoményegyetem, Altaldnos Orvostudomanyi Kar, Orvosi Vegytani Intézetének munkatarsa

végezte el.

5.5.7.4 N-terminalis szekvenalas

A hNFAP els6 6t N-terminalis aminosavat Edman-féle szekvenalassal hataroztdk meg
automata szekvenald késziilék (Procise Model 492 Edman Micro Sequencer, Applied
Biosystems, Egyesiilt Allamok) és az online hozzakapcsolt aminosav-analizator (ABI Model
140C PTH Amino Acid Analyzer, Applied Biosystems) segitségével az Innsbrucki Orvosi

Egyetem, Klinikai Biokémiai Tanszékének munkatarsai (Innsburck, Ausztria).

5.5.8 Az NFAP/hNFAP szerkezetének vizsgalata

5.5.8.1 In silico szerkezetmeghatarozas

Az NFAP szerkezetének in silico modon torténé meghatarozasat homoldgia-
modellezéssel, a MODELLER 9.1 szoftver (https://salilab.org/modeller) (Sali és Blundell,
1993) hasznalataval végeztiik el. Templatként az AFP (PDB azonosit6: lafp) NMR-
spektroszkopiaval meghatarozott szerkezeti adatait hasznéltuk. A szerkezeti modell

értékelését a Procheck szoftver (http://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/software/PROCHECK/)

segitségével végeztiik el. A molekulat a PyMol (PyMOL Molecular Graphics System, Version
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1.7.4  Schrodinger, LLC) (https://www.pymol.org/) az  UCSF  Chimera

(http://www.cgl.ucsf.edu/chimera/) (Pettersen ¢és mtsai.,, 2004) és a SwissPDB Viewer

(http://spdbv.vital-it.ch/) (Gues és Peitsch, 1997) szoftverek segitségével abrazoltuk.

5.5.9 Az NFAP termelése és tisztitasa

A nativ NFAP termeléséhez 1 ml 10° konidium/ml inokulumot tartalmazo N. fischeri
NRRL 181 sporaszuszpenziot 500 ml AFPIM tapoldatba oltottunk, majd 28 °C-on, 220 rpm-
en folyamatos razatva 7 napig novesztettiik. A fermentlevet centrifugalas (4200xg, 5 perc)
utan steril gézlapon sziirtiik at. A tovabbi tisztitasi 1épések megegyeztek az 5.5.6. fejezetben, a
hNFAP-ra leirtakkal.

5.5.10 Az NFAP és a hNFAP antifungalis spektrumanak 6sszehasonlitasa

Az NFAP ¢és a hNFAP antifungalis spektrumanak oOsszehasonlitdsdit human
fert6zésekb6l szarmaz6 Absidia, Rhizomucor, Rhizopus, Aspergillus, Fusarium és
Trichoderma izolatumokon (Isd. 6.2 fejezet), in vitro mikrodilucios tesztekkel végeztiik el a
Clinical Laboratory Standard Institute utasitasai alapjan (Clinical and Laboratory Standards
Institute M38-A2 broth microdilution method), kisebb moddositasokkal, 96-lyuka
mikrotiterlemezen, 620 nm hullamhossz( fény abszorbanciajanak mérésével. Az abszorbancia
méréséhez SpectroStar Nano Control mikrotiterlemez-olvasé késziiléket (BMG Biotech)
hasznaltunk. A vizsgalathoz 100 pul RPMI 1640 tapoldatban higitott NFAP-t és hNFAP-t
(12,5 pg/ml - 200 pg/ml) elegyitettiink szintétn RPMI 1640 tapoldatban higitott
sporaszuszpenzioval (10° spora/ml). A mikrotiter-lemezeket 37 °C-on inkubdltuk, az
abszorbanciat 0, 24 (jaromsporas gombak esetében), és 48 (tomldsgombdk esetében) ora utan
mértiik. A spektrometriai kalibracidhoz 200 pl steril RPMI 1640 tapoldatot hasznaltunk.
Novekedési kontrollként 100 pl steril RPMI 1640 tapoldat és RPMI 1640 tapoldatban higitott
sporaszuszpenzio (105 spora/ml) elegyét alkalmaztuk. A géatlas mértekének megallapitdsdhoz
a novekedési kontrollok ODgpo-értékeit tekintettiik 100%-0s novekedésnek.

Az érzékenységi teszteket harom alkalommal ismételtiik meg és minden esetben

harom parhuzamos leoltast hasznaltunk.
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5.5.11 A hNFAP hatasara rovid és hosszu tavon bekovetkezo fenotipikus valtozasok

vizsgalata

5.5.11.1 Mikroszképos vizsgalatok

A mikroszkopos vizsgalatokat A. nidulans FGSC A4, A. nidulans Actin-GFP, A.
nidulans FGSC 1035 és A. nidulans ApkA torzseken végeztiik el. A gombakat fedélemezre
kitapasztva novesztettiik fel CM-ben 37 °C-on (A. nidulans Actin-GFP esetében 30 °C-on). A
hNFAP rovid tava hatdsanak vizsgalatahoz a fed6lemezeket CM-ben oldott, szubletalis
koncentraciojua (25 pg/ml) hNFAP-vel kezeltiik 30 és 60 percig 37 °C-on (A. nidulans Actin-
GFP esetében 30 °C-on), a hNFAP hosszu tavl hatasanak vizsgélata érdekében pedig 16 6ran
at. A mintdkat festés utdn fény- és fluoreszcens mikroszkdppal vizsgéltuk, amihez AxioCam
ERc 5s kameraval (Carl Zeiss) felszerelt Axiolab (Carl Zeiss) fluoreszcens mikroszkdpot
hasznaltunk. A felvételeket a ZEN 2011 (Carl Zeiss) szoftver segitségével készitettiik el és
értékeltiik ki. A Pl festés soran a 9-es szamu sziirdszettet (excitacid BP 546/12 nm, emisszio
LP 590 nm; Carl Zeiss), az Annexin V-FITC festés, az immunfluoreszcens festés és a GFP-
fzios aktin vizsgalatdhoz a 15-0s szamu szlirdszettet (excitacio BP 450- 490 nm, emisszi6é LP
515; Carl Zeiss), a CFW festéshez pedig a 49-es szamu szirdszettet (excitacio BP 365,
emisszidé BP 445/50, Carl Zeiss) hasznaltuk.

5.5.11.2 A hNFAP metabolikus aktivitasra gyakorolt hatasanak vizsgalata

Az A. nidulans FGSC A4 torzsének metabolikus aktivitasait NFAP jelenlétében FUN-1
viability stain (Life Technologies) festék segitségével vizsgaltuk. A feddlemezre tapadt
hifakat 10 mM HEPES pufferrel (pH=7,5) mostuk, majd 30 percig, 37 °C-on inkubaltuk 2%
gliikézt tartalmazo 10 mM HEPES pufferoldatban (pH=7,5). Inkubacié utan 10 mM HEPES
pufferben (pH=7,5) oldott 5 uM FUN-1 festékkel inkubaltuk sotétben, szobahémérsékleten,

30 percig, majd mikroszkop alatt vizsgaltuk.

5.5.11.3 A membranintegritas vizsgalata hNFAP jelenlétében

A hNFAP hatasat A. nidulans FGSC A4 membranintegritasara PI festéssel vizsgaltuk.
A fed6lemezre tapadt hifakat CM-mel torténé mosas utan 5 ug/ml CM-ben oldott Pl-vel
inkubaltuk sotétben, 10 percig, szobahdmérsékleten. Pozitiv festddési kontrollként 70%

etanollal 30 percig, 4 °C-on inkubalt mintat hasznaltunk.
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5.5.11.4 A lehetséges apoptotikus/nekrotikus események kimutatasa hNFAP jelenlétében

A lehetséges apoptotikus/nekrotikus események kimutatasara az Annexin V-FITC
Apoptosis Detection Kit-et (Sigma-Aldrich) hasznaltuk. A fedélemezre tapadt A. nidulans
FGSC A4 hifakat CM-mel torténé mosas utan binding puffer-ben oldott Annexin V-FITC és
Pl festékek elegyével inkubaltuk 10 percig szobahdmérsékleten, sotétben, majd mikroszkdp

alatt vizsgaltuk.

5.5.11.5 Az aktineloszlas vizsgalata hNFAP jelenlétében
A hNFAP hatasat az A. nidulans aktinhalozatara zold fluoreszcens proteinnel
konjugaltatott (green fluorescent protein - GFP) aktint expresszald A. nidulans (A. nidulans

Actin-GFP) torzson vizsgaltuk.

5.5.11.6 A hNFAP kitintartalomra gyakorolt hatiasanak vizsgalata

A hNFAP A.nidulans sejtfalanak kitintartalmara gyakorolt hatasat A. nidulans térzsek
(FGSC A4, FGSC 1035, 4pkaA) hifainak CFW-vel (Sigma-Aldrich) torténd festésével
vizsgaltuk. A fedélemezre tapadt hifakat CM-mel t6rténd mosas utan 10 uM CM-ben oldott
CFW-vel inkubaltuk sotétben, szobahdmérsékleten, 10 percig, majd fluoreszcens mikroszkdp

alatt vizsgaltuk.

5.5.12 A hNFAP lokalizaciéja a ra érzékeny sejtekben

5.5.12.1 hNFAP elleni antiszérum termelése

Az immunizalast 8-10 hetes him Wistar patkdnyokon végeztiik. Az elsé oltds soran
Complete Freund’s adjuvanst (Sigma-Aldrich) hasznaltunk. A Complete Freund’s adjuvans 1
mg/ml elolt Mycobacterium tuberculosis-t tartalmaz. Az adjuvanst és a hNFAP-t (100
ng/allat/kezelés) tartalmazd vizes oldatot (1xXPBS) 1:1 ardnyban Osszekevertiikk, majd a
patkanyok bére ala oltottuk. Masodik és harmadik oltas soran M. tuberculosis-mentes,
Incomplete Freund’s adjuvanst (Sigma-Aldrich) hasznaltunk. A negyedik kezelés soran nem
hasznaltunk adjuvanst, ehelyett 100-100 pg hNFAP-t oltottunk intraperitonealisan az
allatokba (200-200 ul 1xPBS-ben oldva). A kontroll allatok esetében hNFAP helyett 1xPBS
puffert oltottunk az allatok bore ala. Mindkét csoportban 3-3 allatot kezeltiink. Az oltasokat

kéthetente ismételtiik. A negyedik oltast kovetd harmadik napon éterrel elaltattuk az allatokat,
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majd szivpunkcidval levettiik a teljes vériiket. A vérvételt kovetd napon lecentrifugaltuk a
megalvadt vérmintakat, majd a savot felhasznalasig -20°C-on taroltuk.

A hNFAP elleni antiszérum termeltetését Dr. Vizler Csaba és Marton Annamaria, a
Magyar Tudomanyos Akadémia Szegedi Biologiai Kutatokozpontjanak Biokémia Intézetének

munkatarsai végezték el.

5.5.12.2 Western blot analizis

A Western-blot analizishez 10 és 100 ng tisztitott hNFAP-t poliakrilamid gélen
megfuttattunk. A fehérjegélre kontrollként 25 ul-t vittiink fel a pPICZaA plazmidot hordozo
P. pastoris KM71H fermentlevébdl. Futtatds utan a fehérjéket Immobilon-P PVDF
membranra blottoltuk (Millipore). A membrant 4 °C-on inkubaltuk 16 6ran at TBS/T
pufferben oldott anti-NFAP szérummal 1:100 higitasban. Ezt kovet6en steril desztillalt vizzel
mostuk a membrant haromszor. Mosast kdvetden torma-peroxidazzal konjugaltatott anti-
patkany masodlagos ellenanyaggal (1:1000; R&D Systems) inkubaltuk a membrant 1:1000
higitisban 1 oran at. Az immunoreaktiv szignalok el6hivasa Supersignal West Pico
kemilumineszcens szubsztrattal tortént (Thermo Scientific). Az el6hivast LI-COR
ODYSSEY® Fc (Dual-mode imaging system LI-COR Biosciences) késziilékkel végeztiik el

Odyssey v1.2 szoftver hasznalataval.

5.5.12.3 A hNFAP lokalizaciojanak vizsgalata A. nidulans-ban

A hNFAP lokalizaciojat immunfluoreszcens festés segitségével vizsgaltuk Fischer és
Timberlake (1995) modszere alapjan. A kitapadt hifakat hordozé feddlemezt fixald oldatba
helyeztiik és szobahdmérsékleten 2 oOraig inkubaltuk. Ezutan a feddlemezt négyszer mostuk
PEM pufferrel (pH=6,7). A hifak sejtfalanak emésztése érdekében a fedélemezt 2 oran
keresztiil sejtfalemésztd oldatban inkubaltuk, majd 30 percre extrakcios oldatba helyeztiik.
Ezt kovetden négyszer mostuk TBS/B (pH=8,0) pufferrel és egy oran keresztiil inkubaltuk az
elsédleges antitesttel, majd TBS/B-vel (pH=8,0) t6rténé mosast kdvetden ujabb egy oOrat
inkubaltuk a masodlagos antitesttel. A hNFAP sejtbe jutdsanak vizsgalatihoz az
immunfluoreszcens festést elvégeztik 5 pg/ml latrunculin B (latB, Sigma-Aldrich)
jelenlétében is. Pozitiv festési kontrollként egér antiaktint (Sigma-Aldrich) hasznaltunk
elsédleges antitestként, amihez TRITC-cel konjugaltatott nyal anti egér IgG-t (Sigma-

Aldrich) hasznaltunk masodlagos antitestként.
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5.5.13 In vitro antifungilis érzékenységvizsgalatok jelatviteli utakban mutans A.
nidulans torzsekkel szemben

A hNFAP, a 8-Br-cAMP, a CFW és a koffein antifungalis aktivitasat jelatviteli
utakban mutans A. nidulans torzsekkel szemben mikrodiltcios tesztekben vizsgaltuk 96-lyukt
mikrotiter-lemezeken, 620 nm hullamhosszisagi fény abszorbancidjanak mérésével Spectro
Star Nano Control mikrotiterlemez-olvaso késziilék (BMG Labtech) segitségével.

A vizsgalathoz az egyes torzsek igényei szerint kiegészitett (Bussink és Osmani, 1999;
Shimizu ¢és Keller, 2001; Guest ¢s mtsai., 2004; Ronen és mtsai.,, 2007) MM ¢és CM
8-Br-cAMP: 5 mM, koffein: 10 és 20 mM, CFW: 10, 20 és 100 pg/ml) elegyitettiink szintén
100 pl kiegészitett MM vagy CM tapoldatban oldott spéraszuszpenzidkkal (10° spora/ml). A
megfeleld anyagokkal kiegészitett MM vagy CM tapoldatban oldott spdraszuszpenziot
elegyitettiink 100 pl megfelel6 tapoldatban oldott 100 pg/ml CFW-vel, 5 mM 8-Br-cAMP-vel
és 20 mM koffeinnel. A mikrotiterlapokat 30 (A. nidulans R153, A. nidulans alcA-PkcA, A.
nidulans Actin-GFP esetében) vagy 37 °C-on (A. nidulans FGSC A4, A. nidulans GRS5, A.
nidulans RhoA, A. nidulans 4mpkA, A. nidulans RKIS1, A. nidulans 4pka, A. nidulans FGSC
1035, A. nidulans FGSC 116 esetében) inkubaltuk, az abszorbanciat 48 6ra utan mértiik.

Az érzékenységi teszteket harom alkalommal ismételtik meg és minden esetben

harom parhuzamos leoltast hasznaltunk.

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

post hoc tesztjének egyiranyu analizisét hasznaltuk.
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6. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

6.1 A Neosartorya fischeri antifungalis protein (NFAP) heterolog expresszidja

6.1.1 Az NFAP heterolog termelésére alkalmas expresszios vektor 1étrehozasa és
transzformalasa Pichia pastoris KM71H torzsbe

Az érett NFAP-t kddolé cDNS-t a pPICZaA expresszids vektorba klonoztuk. Ez a
vektor képes integralodni a P. pastoris KM71H genomjaba. A vektoron talalhaté o-faktor
szignalszekvencia lehetdvé teszi a fehérje extracellularis szekrécigjat, az alkohol-oxidazt
(AOX1) kodoldo gén indukalhatdo promotere pedig a fehérje expresszidjat metanol
jelenlétében. Az nfap-t hordozé pPICZaA vektort (pPICZaAnfap) elektroporalassal
transzformaltuk a P. pastoris KM71H sejtekbe. A vektor integralodasat a transzformans P.
pastoris KM71H genomjanak aox1 génre torténd PCR-alapt szlirésével ellenériztiik. A PCR

terméke egy 700 bp hosszisaga DNS-fragmentum volt (7. Abra).

1517 bp

1200 bp
900 bp
800 bp
700 bp
600 bp
500/517 bp
400 bp
300 bp
200 bp
100 bp

7. Abra A pPICZoAnfap plazmid integralédasanak igazolisa a P. pastoris KM71H genomjaba: 1: Ures
pPICZoA plazmidot hordozd transzformans P. pastoris genomjabol a pPICZaA vektor 5 és 3° AOXI1
inditoszekvencidinak segitségével amplifikalt DNS-szakasz. 2: pPICZaAnfap plazmidot hordozé transzformans
P. pastoris genomjabol a pPICZaA vektor 5° és 3> AOX1 inditoszekvencidinak segitségével amplifikalt DNS-
szakasz M: molekulastily marker (100 bp DNA Ladder, New England Biolabs).
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A PCR-fragmentum nukleotid-sorrendjének meghatarozasaval igazoltuk az érett
NFAP-t kodold ¢cDNS-t tartalmazd expresszids vektor beépiilését a P. pastoris KM71H

genomjaba.

6.1.2 A nativ NFAP termelése és tisztitasa

A nativ NFAP-t a Kovacs ¢és mtsai. (2011) altal leirt modszerrel termeltettilk meg.
Kationcserés kromatografiat kovetden a fehérje tisztasagat poliakrilamid gélen ellendriztiik
(9. Abra). A harom parhuzamos fehérjetermelés NFAP-kihozatalanak atlaga 978+201 pg/l
volt (4. Tablazat).

6.1.3 A hNFAP termelése, tisztitasa és azonositasa

A pPICZaAnfap vektort hordozo P. pastoris KM71H megtermelte a heterolog NFAP-t
(hNFAP). A tisztitds utan harom termelésb6l szarmazé hNFAP-mennyiségek atlaga
5958+236 g/l volt, ami kozel hatszorosa az eredeti termeld N. fischeri-vel NRRL 181-gyel
elért fehérjekihozatalnak (4. Tablazat).

4. Tablazat A N. fischeri NRRL 181 altal termelt NFAP hozamanak 6sszehasonlitasa a P. pastoris KM71H
altal termelt hANFAP mennyiségével.

Tisztitas N. fischeri NRRL 181 altal P. pastoris KM71H altal
termelt NFAP (ng/l) termelt hANFAP (ug/l)

1. tisztitas 802 6205

2. tisztitas 1197 5734

3. tisztitas 934 5935

A 3 tisztitas atlaga (£SD) 978+201 5958+236***

A P. pastoris KM71H altal termelt hNFAP kihozatalanak szignifikanciaértékét (p-érték) a N. fischeri NRRL 181

altal termelt NFAP kihozatalanak mennyiségéhez viszonyitva hataroztuk meg. ***p < 0,0001. SD: szérasérték.

Az éltalunk alkalmazott tisztitdsi modszer alkalmasnak bizonyult a hNFAP
homogenitasig torténd tisztitasara. A kationcserés oszlopkromatografiabol szarmazo frakcidok
fehérjetartalmat és azok tisztasagat 4-12% Bis-Tris poliakrilamid gélen vizsgaltuk. Eziistfestés
utan az joncserés kromatografiabol szarmazo 4. csucsot alkotd 17-19. frakciokbol (8. Abra)

egy-egy koriilbeliil 6,5 kDa tomegii fehérje jelenlétét mutattuk ki (9. Abra).
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8. Abra A hNFAP tisztitisa Duoflow FPLC késziilék (Duoflow Fast Protein Liquid Chromatography
(FPLC) System, Bio-Rad) segitségével. Kék vonal: UV,gy abszorpcid. Piros vonal: konduktivitas (mS/cm).

Piros nyillal jeldltiik a hNFAP-t tartalmazo 17-19. frakciokbol szarmazé cstcsot.

hNFAP M NFAP

& 28 kDa
t 17 kDa
14 kDa

& 6 kDa

< 3 kDa

9. Abra A pPICZaAnfap vektort hordozé P. pastoris KM71H fermentlevének 3 parhuzamos tisztitasabol
szarmazé egyesitett 17-19. frakciok fehérjetartalma SDS-PAGE-en vizsgalva. hNFAP: Harom parhuzamos
termelés kationcserés kromatografias tisztitasabol szarmazo egyesitett ANFAP 17-19. frakcio. M: molekulasuly
marker (SeeBluePlus2 Pre-Stained Standard, Invitrogen-Life Technologies). NFAP: A Neosartorya fischeri
NRRL 181 fermentlevébdl tisztitott NFAP.

A hNFAP azonositasat gélkockabdl torténd enzimatikus emésztésen alapuloé Q-TOF

tomegspektrometrids analizissel végeztik el. A tripszines emésztést kovetden hat
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peptidfragmentumot azonositottunk (10. Abra). Az azonositott fragmentumok az érett NFAP
UniProt-ban (UniProt azonosito: DAYWEL) talalhaté aminosav-szekvenciajanak 89,5%-at
lefedték (11. Abra). Két peptidfragmentumot nem sikeriilt azonositanunk (DGNK és VK).
Ezek vélhet6en tal kicsi méretiiek, vagy tul polarosak, igy ezeket a fragmentumokat nem
sikeriilt detektalnunk az altalunk alkalmazott azonositdsi modszerrel. Tomegspektrometria
segitségével meghataroztuk a hNFAP pontos monoizotépos molaris tomegét (6615,10 Da)
(12. Abra), ami azonos az NFAP in silico modszerrel meghatarozott monoizotopos molaris

tomegével.
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10. Abra A hNFAP tripszines emésztésébél szarmazo hat peptidfragmentum tomegspektruma. Az egyes
csucsok mellett a fragmentumok tomege alapjan azonositott aminosav-szekvenciak talalhatdéak. cam:

karbamidometil (Abra: Dr. Kele Zoltan, SZTE, AOK, Orvosi Vegytani Intézet.)

LEYKGECFTKDNTCKYKIDGKTYLAKCPSAANTKCEKDGNKCTYDSYNRKVKCDFRH

11. Abra. A tomegspektrometriaval azonositott peptidfragmentumok szekvenciaja. Aldhuzassal jeloltik a
hNFAP emésztésébdl szarmazo, azonositott fragmentumok aminosav-szekvenciait, melyek az érett NFAP

aminosav-szekvenciajat 89,5%-ban lefedik (Abra: Dr. Kele Zoltdn, SZTE, AOK, Orvosi Vegytani Intézet.)
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12. Abra A hNFAP tomegspektruma 900 és 1950 kozotti m/z tartomanyban. B: A hNFAP
tomegspektruma 1655 és 1657 kozotti m/z tartomanyban. A hNFAP monoizotopos tomege 1654,775-nek
bizonyult. A hNFAP t5ltése +4 (pH=7,0). Az eredmények alapjan a hNFAP molaris tomege 6615,1 Da (Abra:
Dr. Kele Zoltan, SZTE, AOK, Orvosi Vegytani Intézet.)

Annak érdekében, hogy megallapitsuk a plazmidon talalhato, extracellularis szekréciot
biztositd a-faktor szignalszekvencia helyes lehasadasat a hNFAP szekrécioja soran, Edman-
féle szekvenalassal meghataroztuk a fehérje elsé 6t N-termindlis aminosavat (LEYKG), ami
megfelelt az NFAP esetében meghatarozott elsé 5 N-terminalis aminosavnak (Kovacs és
mtsai., 2011).

A hNFAP amid régiéinak *H-NMR jeleloszlasai alapjan a P. pastoris KM71H altal
termelt hNFAP a nativ NFAP-hoz hasonloan feltekeredett allapotot vesz fel. A nativ NFAP és
a hNFAP kozotti szerkezetbeli azonossag bebizonyitasa tovabbi vizsgéalatokat igényel. (Az
'H-NMR vizsgélatokat Prof. Dr. Batta Gyula ¢és Fizil Adam [DE, TTK, Szerves Kémiai
Tanszék] végezték el.)

A fonalasgombak altal termelt defenzinszerli fehérjék vizsgalatdhoz, valamint
gyakorlati alkalmazasukhoz elengedhetetlen a nagy mennyiségben torténd eldallitasuk. Az
eredeti termeldk csak kis mennyiségben szekretaljak ezeket a fehérjéket (Marx, 2004; Meyer
2008), igy célszerli azokat egy biztonsagos, nagyobb fehérjekihozatalt és egyszerlibb tisztitast

lehetdvé tevd heterolog expresszi(')s rendszerben megtermeltetni. A szakirodalom a mai napig

crer
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2009; Lopez-Garcia és mtsai., 2010; Galgoczy €és mtsai., 2013; Binder és mtsai., 2015). Az
AFP-t és a PAF-ot P. pastoris-alapu heterolog expresszids rendszerben, mig az NFAP-t
Aspergillus nidulans-ban termeltették meg. A PAF heterolog expresszids rendszerrel elért
fehérjekihozatalardl a szakirodalom nem kozol adatokat. Az AFP heterolog expressziojaval
elérhetd maximalis fehérjekihozatal 2500 pg/l volt (Lopez-Garcia és mtsai., 2010). Az
altalunk mért fehérjekihozatal 5978+236 ug/l volt, ami hatszorosa a nativ termelével (N.
fischeri NRRL 181) altalunk elért maximalis fehérjekihozatalnak (978+201 ug/l), 6tszordse a
Kovacs és mtsai. (2011) altal elért maximalis fehérjekihozatalnak (1250+125 pg/l), és
négyszerese az NFAP A. nidulans-szal torténd heterolog expresszidjaval elérheté hozamnak
(1680+223 pg/l) (Galgoczy és mtsai., 2013). A tomlésgombak altal termelt defenzinszerti
fehérjék fontos érési folyamatokon mennek keresztiil a szekrécidjuk soran, és mind a szignal-
vagy proszekvencia hianya, mind a helytelen fehérjeérés csokkenti, vagy megsziinteti a
fehérje aktivitasat (Marx és mtsai., 2005; Lopez-Garcia és mtsai., 2010). A 3.3 fejezetben leirt
AFP-variansokhoz hasonldo, nem megfeleléen érett hNFAP-variansok megjelenésének
elkeriilése érdekében az érett NFAP-t kodold gént a Kex2 és a Stel3 endoprotedz
hasitohelyéhez (Q-K-R) képest upstream iranyban 1évé Xhol restrikciés endonukleaz
hasitohelyére klonoztuk a Kex2 endoprotedz hasitohelyével kiegészitve, igy biztositva a
szignalszekvencia megfeleld lehasadasat. Az altalunk létrehozott heterolog expresszios
rendszerben termeltetett hNFAP elsé 6t N-termindlis aminosavanak meghatdrozasaval
meggydzddtiink arr6l, hogy az NFAP heterolog expresszidjakor az a-faktor szignalszekvencia
megfelelden lehasad és a P. pastoris KM71H képes egy 57 aminosav hosszusagi, NFAP-vel
megegyez0 hNFAP megtermelésére. Az igy megtermelt fehérje feltekeredett allapotot vesz

fel, ami elGsegiti a stabilitasat (Isd. 6.4.3. fejezet).

6.2 Az NFAP/hNFAP szerkezetének vizsgalata in silico médszerekkel

Az NFAP/hNFAP térszerkezetét homologia-modellezéssel jeleztik elére a
MODELLER 9.1 (Sali és Blundell, 1993) szoftver hasznalataval. Templatként az NFAP
aminosav-szekvenciajaval 44,5%-os hasonlosagot mutatd AFP térszerkezeti modelljét (PDB
azonositd: 1 afp) hasznaltuk. Az altalunk generalt szaz modell koziil a Procheck szoftver
(http://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/software/PROCHECK/) (Laskowski és mtsai., 1993)

segitségével kivalasztottuk a legmegfelelébbet, amit ezutin a MODELLER loop refine
funkcidjaval finomitottunk. A végsd modell Ramachandran plotjan a hNFAP-t alkotd
aminosavak 90,2%-a a preferalt régiokban talalhato, 9,8%-a pedig a megengedett régidban
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(13. Abra). Becsiilt térszerkezeti képe alapjan az NFAP a PAF és az AFP szerkezetéhez
hasonlé térszerkezettel rendelkezik (14. Abra A és B) (Campos-Olivas és mtsai., 1995; Batta
¢és mtsai., 2009): 6t antiparallel lefutast p-redd, melyeket az L1-G5, N12-118, K21-C27, K41-
S46, K50-A54 tartdé aminosav-szekvenciarégiok alkotnak, 2 egymasra merdleges ortogonalis
B-lemezt hoz létre egy P-hordo-szerii szerkezetet kialakitva (15. Abra). A molekula
diszulfid-hid stabilizalja, melyek mintazatat (abcabc) (15. Abra) a DISULFIND szerver
(http://omictools.com/disulfind-s5190.html) (Ceroni és mtsai., 2006) segitségével hataroztuk

meg. Az NFAP kompakt N-terminalis régioval rendelkezik, amit az els6 B-redot 1étrehozo L1-
G5 aminosavrégio alkot. A fehérje tartalmaz tovabba egy nagyméretii belsé hurokrégiot (P28-
N40) és egy rovid, pozitiv toltésti C-terminalis farokrégiot (F55-H57). Az NFAP az AFP, a
PAF és az AcAFP esetében leirtakhoz hasonléan (Campos-Olivas és mtsai, 1995.; Batta és
mtsai., 2009; Skouri-Gargouri és mtsai., 2009) amfipatikus struktarat vesz fel, ami felszini
pozitivan t5ltott régidjanak (K10, K34, K37) (16. Abra A), és a mellette elhelyezkedd
hidrofob régionak (Y44, V51) koszonhetd (16. Abra B). Az NFAP lizinekbél 4llo, pozitivan
lehet a molekula antifungalis aktivitasaban, ugyanis a PAF esetében igazoltak a pozitiv toltési
felszini régio antifungalis aktivitasban betoltott szerepét: a 9., 35. és 38. pozicidban 1évo
lizinek barmelyikének a cseréje jelentdsen csokkentette a PAF aktivitasat (Batta és mitsai.,
2009; Binder ¢és mtsai., 2015). Az NFAP a PAF-hoz és az AFP-hez hasonléan (Campos-
Olivas és mtsai., 1995; Batta és mtsai., 2009) rendelkezik egy kézponti hidrofob maggal (Y3,
118, Y16, Y23, Y44 altal alkotva), amit a PAF és AFP esetében is a konzervalt pozicioban
1évo Y3, Y16, 118 és T44 aminosavak alkotnak.

Az NFAP elorejelzett szerkezete a kovetkezOkben tér el a PAF és az AFP
szerkezetétdl: az NFAP C-termindlis végén rendelkezik egy pozitivan toltott ,,farokrégioval”
(F55-H57), ami az AFP és a PAF esetében hianyzik. A molekula belsé hurokrégiojanak egy
része (T33-D38) kinyulik a kompakt B-hordo szerkezetbél (14. és 15. Abra). Az NFAP nem
rendelkezik sem Kkitin-, sem oligonukleotid/oligoszacharid-kétohellyel az AFP  esetében
becsiiltekkel ellentétben (Meyer, 2008).
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13. Abra A hNFAP MODELLER szoftver segitségével becsiilt térszetkezetének Ramachandran plotja. A
Ramachandran plot-ot a Procheck szoftver (http://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/software/PROCHECK/)

segitségével készitettilk el. A hNFAP-t alkoté aminosavak 90,2%-a a preferalt régiokban, 9,8%-a pedig a
megengedett régidkban talalhatd, mig nem taldlhatéak aminosavak az altalanosan megngedett és a nem

megengedett régidokban.

14. Abra Az NFAP homolégia-modellezéssel el6rejelzett térszerkezeti képe. A, Az NFAP térszerkezeti képe.
A B-reddket sarga nyilak jelzik. B, Az NFAP, az AFP (PDB azonosito: lafp) és a PAF (PDB azonosito: 2 ken)
pozitivan toltdtt C-terminalis ,,farokrégiot” kékkel karikaztuk be. A molekulak vizualizalasat a PyMol szoftver
(The PyMOL Molecular Graphics System, Version 1.7.4 Schrodinger, LLC) segitségével végeztiik el. (B. Abra:
Fizil Adam, DE, TTK, Szerves Kémiai Tanszék).
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15. Abra Az NFAP aminosav-szekvenciaja, masodlagos szerkezeti elemei és toltéseloszlasa. A diszulfid-
hidakat alkoto ciszteinparokat sarga vonallal kotottiik 6ssze. Sarga nyillal jeldltiik a f-reddket alkotdé aminosav-
szekvencia-részleteket. A hidrofob régidkat piros vonal, a hidrofil régiokat kék vonal, a hidrofob és hidrofil

régiokat pedig narancssarga vonal jelzi. Az egyes régiok toltottségi értékét a vonalak alatt jeloltik.

16. Abra Az NFAP elektrosztatikus- és hidrofobicitas-felszine. A, Az NFAP elektrosztatikus felszine. A
molekula felszini toltéseloszlasat a PyMol szoftver segitségével tettiik lathatova (PyMOL Molecular Graphics

System, Version 1.7.4 Schrodinger, LLC) (https://www.pymol.org/). A felszini pozitivan toltott régiot alkotod

lizineket (K10, K34, K37) lilaval jeloltik. B, Az NFAP hidrofobicitas-felszine. A molekula hidrofobicitas-

felszinét az UCSF Chimera programcsomag (http://www.cgl.ucsf.edu/chimera/docs/credits.html, Pettersen és

mtsai., 2004) hasznalataval tettiik lathatova (A abra: Dr. Borics Attila, MTA,SzBK, Biokémiai Intézet).
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6.3 Az NFAP és a hNFAP antifungalis spektrumanak dsszehasonlitasa

Annak igazoldsara, hogy a heterolog expresszids rendszerbdl szarmazé hNFAP
ugyanolyan mértékben és hatékonysaggal képes gatolni az NFAP-re érzékeny fonalasgombak
novekedését, in vitro mikrodilicios tesztekben Osszehasonlitottuk az antifungalis
akitivitasukat. Mindkét protein hatékonyan gatolta nyolc, human fert6zésbdl szarmazé fonalas
tomlésgomba-izolatum novekedését. A két fehérje novekedésre gyakorolt hatasaban nem volt
szignifikans kiilonbség (5. Tablazat), ami azt jelzi, hogy a P. pastoris KM71H képes a
hNFAP-t biologiailag aktiv formaban megtermelni, és hogy a fehérje keresztiilmegy az
antifungalis hatas kialakulasanak szempontjabol sziikséges érési folyamatokon.

A nyolc érzékenynek bizonyult fonalasgombabdl hat az Aspergillus nezetség tagja,
(Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger, Aspergillus nomius, Aspergillus tamarii,
Aspergillus tubingensis, Aspergillus welwitschiae), mig ketté a Fusarium nemzetséghez
tartozott (Fusarium incarnatum, Fusarium solani fajkomplex SZMC 11412). Az Aspergillus-
ok koziil a legérzékenyebbnek az A. tubingensis bizonyult, melynek névekedését mar 12,5
png/ml fehérje jelenléte hatékonyan gatolta (5. Tablazat). A leger6sebb ndvekedésgatld hatdst
is az A. tubingensis esetében figyeltiik meg: 200 ug/ml NFAP és hNFAP 68+5,4%-kal, illetve
79+6,4%-kal gatolta a novekedését. A vizsgalatba bevont Fusarium izolatumok mérsékelten
érzékenynek bizonyultak az NFAP mindkét formajaval szemben, szignifikans novekedésgatld
hatast csak 200 pg/ml NFAP és hNFAP jelenlétében figyeltiink meg (5. Tablazat). Az NFAP
¢s a hNFAP 96 ora inkubéci6 utdn is Kkifejtették antifungélis hatdsukat az érzékeny
izolatumokkal szemben. A vizsgalt jaromsporas gombak (Absidia corymbifera, Rhizomucor
miehei, Rhizomucor pusillus, Rhizopus microsporus var. rhizopodiformis, Rhizopus oryzae),
valamint tovabbi hat vizsgalt tomlésgombafaj (Aspergillus flavus, Aspergillus terreus, F.
solani fajkomplex SZMC 11427, Fusarium sporotrichioides, Trichoderma longibrachiatum
UAMH 7955 és T. longibrachiatum UAMH 9515) rezisztensnek bizonyult az NFAP-vel és a

hNFAP-vel szemben a vizsgalt koncentracio-tartomanyban.

63



5. Tablazat Az NFAP-re és hNFAP-re érzékenynek bizonyult fonalas tomlésgombak novekedési szazalékai és a hozzajuk tartozé szérasértékek Kkiilonbozo

proteinkoncentraciok jelenlétében in vitro mikrodil

;e

ucios tesztben,

48 ora, 37 °C-on tortént inkubaci6 utan.

Fehérjekoncentracio/ 200 pg/ml 100 pg/ml 50 pg/ml 25 pg/ml 12,5pg/ml 0 pg/ml
izoldtum NFAP hNFAP NFAP hNFAP NFAP hNFAP NFAP hNFAP NFAP hNFAP NFAP  hNFAP
Aspergillus fumigatus (SZMC 2394) 58+2,9% " 55£32% 7 77+1,8% 74+2,9%" 82+1,4% 82+1,8%" 90-+3,4%" 94:+5,6%" 93+2,9%™  100% 100% 100%
Aspergillus niger (SZMC 2402) 50+8,006""  42+34%7  61+7,0% 62+5,8% " 68+2,1%"  67+3,3% " 73+1,5%" 76£2,3%" 80+6,4%" 83+6,8%™  100% 100%
Aspergillus nomius (SZMC 2441) 46£2,6%°  47409% " 65+3,8%" 67+2,2%" 75+8,0%"°  77+4,4%" 81+8,7%" 83+7,7%"™ 94+0,4%™*  96+2,3%™  100% 100%
Aspergillus tamarii (SZMC 2482) 5342,8%"  54+£54%"  70+4,6% 67+3,6%" 78£7,0%"  79+6,4%" 86:+4,8%6"7 84+2,9%" 92+0,8%™  98+12%™  100% 100%
Aspergillus tubingensis (SZMC 2503)  3144,606™  20+3,6% "~  42+2,6% 36+4,3% 56£35%  56£6,3% 63+45% 67+5,.8% 76£2,3% 76£3,1%  100% 100%
Aspergillus welwitschiae (SZMC23%0) 5319 9%™  47+57% "  62+9,4%" 67+7,3%" 74£45% " 75+2,0% 84:+3,8%"™ 83+1,8%™ 92+1,6%™  100% 100% 100%
Fusarium incarnatum (SZMC 11403) 7442 206™  59+7,9%™  82+0,7%" 83+3,1%" 90+1,8%™  93+2,0%™  100% 100% 100% 100% 100% 100%
Fusarium solani fajkomplex (SZMC

78+4,3%" 72+1,2%" 86+1,9%" 844,306 92+2,0%™  96+3,7%™  100% 100% 100% 100% 100% 100%

11412)

A kezeletlen kontroll (0 ng/ml NFAP) novekedését tekintettiik 100%-nak. A zardjelben feltiintetett szamok a szoérast jelentik (N=3). A szignifikancia-értékeket a kezeletlen

kontrollhoz viszonyitva hataroztuk meg. ***p<0,0001, **p<0,005, *p<0,05, "**: nem szignifikans kiilonbség.
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Eredményeink &sszhangban vannak az NFAP-vel korabban elvégzett in vitro
antifungalis érzékenységvizsgalatok eredményeivel, ahol az NFAP hatékonyan gatolta 2
Aspergillus faj novekedését, de hatastalannak bizonyult jaromspéras gombakkal szemben.
Kivételt a R. miehei képzett, aminek a nativ NFAP kismértékben gatolta a novekedését
agardiffuzios lyuktesztben (Kovacs és mtsai., 2011). A R. miehei érzékenységbeli kiillonbsége
valésziniileg az altalunk és a Kovacs és mtsai. (2011) altal alkalmazott vizsgalati modszer
kiilonbozdségével magyarazhato.

Szakirodalmi adatok alapjan a tomldsgombak altal termelt defenzinszerti fehérjék
antifungalis spektruma eltér egymastol, és az egyes fajok kiilonbozo fehérjékkel szembeni
érzékenysége is kiilonbozik (Marx, 2004; Galgoczy és mtsai., 2005, 2010, 2013; Lee és
mtsai., 1999; Geisen és mtsai., 2000; Kaisere és mtsai., 2003; Theis és mtsai., 2003; Skouri-
Gargouri és mtsai., 2008; Hajii és mtsai., 2010; Binder és mtsai., 2011). Az NFAP ¢és a
hNFAP antifungalis spektruma eltér a mas fonalas tomldsgombak éltal termelt defenzinszer
fehérjék antifungalis spektrumatdl. Fontos megjegyezniink, hogy az AFP, az AnAFP, a PAF
¢és az AcAMP antifungalis hatasukat mar az NFAP és a hNFAP esetében megfigyelteknél
joval alacsonyabb koncentracioban is kifejtették (Marx, 2004; Galgoczy és mtsai., 2005,
2013; Lee és mtsai., 1999; Geisen és mtsai., 2000; Kaiserer és mtsai., 2003; Theis és mtsai.,
2003; Skouri-Gargouri és mtsai., 2008; Hajji és mtsai., 2010; Binder és mtsai., 2011).

Az NFAP-vel és hNFAP-vel szemben az Aspergillus nemzetség tagjai bizonyultak a
legérzékenyebbnek. Az Aspergillus nemzetségbe tartozO human patogén gombak a
leggyakoribb human korokozo fonalasgombak. Az invaziv aszpergillozisos esetek 30-50%-a
halallal végzddik, és egyre novekszik a konvencionalis antifungélis szerekkel szemben
rezisztens Aspergillus torzsek szama (Denning ¢és Bromley, 2015). Az NFAP
hatasmechanizmusanak és szerkezetének megismerése utan, igéretes jeloltként johet szoba
egy Aspergillus-ellenes terapia alapjaként. Ezt a feltételezést tamasztja ala, hogy az NFAP-
hez hasonlo PAF-ot sikeresen alkalmaztak mar in vivo egérmodell-kisérletben indukalt

tiid6aszpergillozis kezelésére (Palicz és mtsai., 2013).
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6.4 A hNFAP hatasara rovid és hosszi idén beliil bekovetkezo fenotipikus valtozasok

A nativ NFAP korabbi tesztek alapjan hatékonyan gatolta az A. nidulans novekedését,
MICsp érteke 200 pg/ml (Kovacs és mtsai., 2011). A hNFAP eldzetes vizsgalataink alapjan
szintén hatékonyan gatolta az A. nidulans FGSC A4 novekedését, ezért a hNFAP hatasara
rovid és hosszu idén beliil bekovetkezd fenotipikus valtozasokat A. nidulans FGSC A4 és A.

nidulans Actin-GFP torzseken vizsgaltuk.

6.4.1 A hNFAP hatasa az A. nidulans metabolikus aktivitasara

A hNFAP hatasat az A. nidulans FGSC A4 metabolikus aktivitaisaira FUN-1
fluoreszcens festékkel vizsgaltuk. Ez a festék passziv diffazioval képes bejutni a citoplazmaba
¢és ott a metabolikusan aktiv vakudlumokat pirosra, mig a metabolikusan inaktivakat zoldre
festeni. Harminc perces hNFAP-kezelés (25 pg/ml) utan kizardlag zold vakudlumokat
tartalmazo A. nidulans FGSC A4 hifakat figyletiink meg, mig a kezeletlen kontroll esetében
piros vakudlumokat is észleltiink. (17. Abra). Ugyanez a hatas 60 perces és 16 6ras hNFAP-

kezelés utan is megfigyelhet6 volt.

17. Abra. Az A. nidulans FGSC A4 metabolikus aktivitasanak vizsgalata FUN-1 festéssel 30 perces, 37 °C-
on torténé hNFAP-kezelés utan. K: kezeletlen kontroll, hNFAP: hNFAP-vel (25 pg/ml) kezelt A. nidulans
FGSC A4 hifa. A piros vakuolumok (A) metabolikusan aktivak, mig a z6ldek (B) inaktivak.
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6.4.2 A hNFAP hatasa az A. nidulans membranjanak integritasara

A hNFAP membrankarosité hatasat propidium-jodid (PI) festékkel vizsgaltuk. A Pl
nem képes athatolni az intakt sejtmembranon. A membran integritasdnak megsziinése utan a
PI mar képes athatolni a membranon és a DNS-hez kotdédve a sejteket pirosra festeni. A.
nidulans FGSC A4 esetében 30 és 60 percig torténd hNFAP-kezelés utan nem detektaltunk
pirosan fest6dd sejteket szamottevd mértékben, ami arra enged kovetkeztetni, hogy a sejtek
membranja még 60 perces hNFAP-kezelés utan is intakt maradt. 16 6ras hNFAP-kezelés utan
az etanollal kezelt pozitiv kontrollhoz hasonléan szinte kizardlag pirosan fest6do sejteket

detektaltunk (18. Abra).

K hNFAP K+

18.Abra. Az A. nidulans FGSC A4 Pl-vel torténé festése, 16 6ras, 37 °C-on torténé hNFAP-kezelés utan. A
piros festédés membrankarosodast jelez. K: kezelten A. nidulans FGSC A4 hifa. hNFAP: hNFAP-vel (25 pg/ml)
kezelt A. nidulans FGSC A4 hifa. K+: pozitiv PI-festddési kontroll, A. nidulans FGSC A4 hifa 10 perces, 4 °C-

on, 70% etanollal torténd kezelés utan.

6.43 A hNFAP-kezelés hatasara bekovetkezé apoptotikus/nekrotikus események
vizsgalata A. nidulans-on

Annak érdekében, hogy megillipitsuk, hogy a 16 ords hNFAP kezelés hatasara
bekovetkezd membranintegritds megsziinése apoptozis, és/vagy nekrozis kovetkezménye,
Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit-tel vizsgaltuk az A. nidulans FGSC A4 torzsén

hNFAP hatasara bekovetkezd apoptotikus és nekrotikus eseményeket.
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Ez a kit két festéket tartalmaz: a fluoreszcein-izotiocianat (FITC) kromoforral
konjugaltatott Annexin V-6t és a Pl-t. Az egészséges sejtekben a foszfatidil-szerin a
sejtmembran intracellularis oldalan talalhat6. Az Annexin V-FITC képes az apoptozis korai
szakaszaban a sejtmembran extracellularis felszinére transzlokalddott foszfatidil-szerinhez
kotddni €s a sejtet zoldre festeni. Az el6z0 fejezetben (6.4.2) emlitésre kertilt, hogy a PI csak a
membran integritasinak megszlinése utan képes bejutni a sejtekbe €s ott a DNS-hez kotddve
azokat pirosra festeni. Hisz-htsz 1atomezot vizsgalva szamoltuk az apoptotikus (zold) és a
nekrotikus (piros) jeleket mutatd csirazé konidiumokat 30 és 60 perces, valamint 16 Oras
hNFAP-kezelés (25 pg/ml) utan. Harminc és hatvan percig torténé hNFAP-kezelés hatasara
szignifikans novekedés kovetkezett be az apoptotikus fenotipust mutatd csiratomlok
szamaban (26,1+7,5% és 31,8+8,8%; p<0,0001) a kezeletlen kontrollhoz ( 3,5+1,2% ¢és
2,2+1,3%) viszonyitva. A hNFAP-vel kezelt csiratomloknek csak kis hanyada mutatott
nekrotikus jeleket ugyanezekben az idépontokban (4,8+3,7% - 30 perc és 5,2+0,9% - 60
perc). A kezeletlen kontrollban 30 perc utan nem detektaltunk nekrotikus jeleket, mig 60 perc
utan a nekrotikus jeleket mutaté sejtek aranya 6,0+2,3%-nak bizonyult. Tizenhat oras
hNFAP-kezelés utan azonban kozel az Osszes sejt (98,9+1,1%) pirosan festddott, a sejtek

halalat jelezve. A kezeletlen kontrollban a nekrotikus sejtek aranya 5,2+1,9% volt.

Osszefoglalva megallapithatjuk, hogy a hNFAP mér rovid idén beliil (30 percig
torténd kezelés) gatolta az A. nidulans metabolikus aktivitasat és apoptozist indukalt. A
metabolikus aktivitdas megsziinése feltétlezhetben az apoptdzis kovetkezménye. Ez az
eredmény Osszeegyeztehetd a szakirodalomban mar leirt megfigyelésekkel, miszerint az
NFAP-t termeld transzformans A. nidulans csirazo konidiumai 8 6raig tartd ndvesztés utan
apoptotikus fenotipust mutattak (Galgdczy és mtsai., 2013). A PAF esetében is megfigyelték
a fehérje metabolizmus-gatlo (Kaiserer és mtsai., 2003) és apoptozis-indukalo hatasat (Leiter
¢és mtsai., 2005) A. nidulans-ban. A hNFAP kozvetleniil nem karositotta az A. nidulans FGSC
A4 hifak membranintegritasat, a 16 oraig torténd hNFAP-kezelés kovetkeztében 1étrejovo
membranintegritds-megsziinés valdsziniileg a hossza idén beliill bekdvetkezd sejthalal
eredménye. Ezzel szemben az NFAP-rokon AFP esetében kimutattak, hogy a fehérje rovid
id6n beliil, kozvetleniil képes megsziinteti az A. niger membranjanak integritasat (Theis és
mtsai., 2003). Megfigyeléseink alapjan megallapitottuk, hogy a hNFAP antifungalis
hatadsmodja inkédbb a PAF-¢hoz éllhat kozelebb, mint az AFP-jéhez.
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6.4.4 A hNFAP hatasa az aktin eloszlasara és a Kitin elhelyezkedésére A. nidulans
hifaban

Az NFAP-t termel6 transzformans A. nidulans CS2902 torzsek csirdazo konidiumai
esetében 12 és 24 oras inkubaciot kovetéen mar Korabban megfigyelték a fejlédé hifak
sejtfalanak deformalddasat és a kitinfilamentumok sériilt, szort elrendezddését a hifavégeken
(Galgocezy és mtsai., 2013). Ezek a jelenségek a sejtfal kiépiilésének a zavarat jelzik. Az
aktinhéalozat szerkezete és dinamikaja nagymértékben befolyasolja a gomba sejtfalanak
kiépiilését és ezaltal a polarizalt novekedést (Torralba és mtsai., 1998). A hNFAP hatasat az
A. nidulans aktinmintazatara zold fluoreszcens proteinnel (GFP) konjugaltatott aktint
expresszald A. nidulans torzson (A. nidulans Actin-GFP) vizsgaltuk. Egészséges A. nidulans
hifdkban az aktin filamentumok az apikalis régidban, a hifacsucstol mintegy 1-2 pm-re, gytirii
alakban helyezkednek el, valamit megfigyelhetd egy ,,aktin-folt” a hifa csucsan is (Taheri-
Talesh, 2008). A kezeletlen kontroll esetében mi is hasonlé mintazatot figyeltiink meg (19.
Abra A). Mar 30 perces hNFAP-kezelés (25 pg/ml) hatasara rendezetlen aktin-mintazat
megjelenését észleltik a hifikban (19. Abra A). Mivel az aktin filamentumok megfeleld
szerkezete elengedhetetlen a kitin sejtfalba torténd beépiiléséhez, Calcofluor white (CFW)
festéssel vizsgaltuk az A. nidulans FGSC A4 hifavégeinek kitinmintazatat. Egészséges
megfigyeltiik a kezeletlen kontroll esetében (19. Abra B). Harminc perces hNFAP-kezelés
hatasara viszont a kitinmintazat megvaltozik, a sapkaszeri struktira megszinik és a kitin a
jelzik, hogy a hNFAP mar viszonylag rovid 1don beliil megvaltoztatja az egészséges hifakban
megfigyelhetd aktineloszlast és kitinmintdzatot, ami hatdssal van a sejtfal megfeleld

kiéptilésére.
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K hNFAP

10 um

19. Abra A, Az A. nidulans Actin-GFP torzs aktinmintazata 30 perces, 30 °C-on torténé hNFAP-kezelés
utan. K: kezeletlen A. nidulans Actin-GFP hifa. ANFAP: hNFAP-vel (25 ug/ml) kezelt A. nidulans Actin-GFP
hifa. A: aktin-foltok. A fels6 képek fénymikroszkopos, az also képek fluoreszcens mikroszkopos fevételek. B, A.
nidulans FGSC A4 CFW-tal torténé festése 30 perces, 37 °C-on torténé hNFAP-kezelést kivetéen. K:
kezeletlen kontroll A. nidulans FGSC A4. hNFAP: hNFAP-vel (25 pg/ml) A. nidulans FGSC A4. B:

»sapkaszerl’” kitinelrendezédés. C: a ,sapkaszert” kitinelrendez6dés hianya. D: a megduzzadt hifavégek
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A hNFAP-nek az A. nidulans aktin- és kitinmintazatara gyakorolt hatasanak vizsgalata
soran kapott eredményeinkhez hasonloan a PAF esetében is igazoltak mar, hogy a fehérje
megvaltoztatja az A. nidulans aktinmintazatat és csokkenti a sejtfal kitintartalmat, valamint
zavarja a kitin sejtfalban valé megfelelé lokalizacidjat (Binder és mtsai., 2010b). Az A.
nidulans polarizalt novekedése soran a sejtfal-prekurzorokat €s a sejtfal-bioszintézisért felelés
enzimeket tartalmazo szekretérikus vezikuldkat kinezinek szallitjdk a mikrotubulusokon,
aktin filamentumokra keriilnek, és a tartalmuk kitiriil (Taheri-Talesh és mtsai., 2008). Az
aktin a sejtfalkiépiilés és a polarizalt novekedés folyamatanak egyik kulcsfontossagu eleme és
szerepe van a polarizalt novekedést biztositd rendszer Osszetartasaban, tovabba a sejtfal
kiépiiléséhez sziikséges prekurzorok és enzimek szallitdsdban. A kordbban mar jol leirt, az
érzékeny gombak hifain az NFAP hatasara bekovetkezé morfologiai valtozasok, agymint a
tobbszorosen elagazo hifak, a duzzadt hifavégek (Kovacs és mtsai., 2011; Galgoczy és mtsai.,

2013) valdsziniileg a megvaltozott aktinelrendez6dés és kitinelhelyezkedés kovetkezményei.

6.4.5 A hNFAP lokalizaciéja A. nidulans FGSC A4 sejtekben

A hNFAP A. nidulans FGSC A4-ben valo lokalizacigjat immunfluoreszcens festéssel
vizsgaltuk, amihez poliklonalis hNFAP elleni antiszérumot termeltettiink him Waistar
patkanyokkal. Western blot-tal ellendriztik a hNFAP-re specifikus antitest jelenlétét a
vérszérumban. A 3. patkanybol szarmazé hNFAP-antiszérum specifikusan reagalt az hNFAP-
vel, mig a nem immunizalt allatb6l szarmazo vérszérum esetében nem detektaltunk hNFAP-re

specifikus jelet (20. Abra).
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20. Abra. A hNFAP elleni poliklonilis antiszérum Western-blot analizise. 1: 100 ng hNFAP, 2: 10 ng
hNFAP, 3: Ures pPICZoA plazmidot hordozd P. pastoris KM71H fermentleve. M: molekulastly marker

(ProSieve QuadColor Protein Marker, Lonza).

A hNFAP lokalizaciojat indirekt immunfluoreszcens festési eljarassal vizsgéltuk.
Harminc ¢és hatvan perces, 37 °C-on torténé hNFAP-kezelés (25 pg/ml) utdn nem tudtuk
kimutatni a fehérjét A. nidulans FGSC A4 hifikban (21. Abra). Tizenhat 6ras hNFAP-kezelés
utan azonban hNFAP-specifikus fluoreszcens jeleket észleltiink a hifak toérési pontjainal és a
sejtfal kitiiremkedéseiben (21. Abra). Annak érdekében, hogy megallapitsuk, hogy a fehérje
aktiv endocitotikus folyamat soran, vagy a sejtfal és a membran sériilésein at torténd passziv
diffazioval jut be a hifaba, az indirekt immunfluoreszcens festést megismételtiik latrunculin B
(latB) jelenlétében is. A latB specifikusan gatolja az aktin-polimerizaciot, igy
megakadalyozza az endocitotikus folyamatokat. Tizenhat oras hNFAP-kezelés utan latB
jelenlétében is detektaltunk hNFAP-specifikus jeleket a hifakban (21. Abra), amibél arra
kovetkeztethetiink, hogy a protein passziv diffazioval jut be a hifakba, annak sériilésein
keresztiil. Pl festéssel igazoltuk, hogy a sériilési helyeknél (toréspontok és
sejtfalkitiiremkedések) 90 perces hNFAP-kezelés utan a membranintegritds megszlnik, igy
ezeken keresztiil képes a hNFAP a hifaba bejutni (22. Abra).
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21. Abra A. nidulans FGSC A4 indirekt immunfluoreszcens festése patkanyban termeltetett hNFAP elleni
poliklonalis antiszérummal és kecske altal termelt anti patkany IgG-vel 37 °C-on torténé 16 6ras hNFAP-
kezelés utan. K: kontroll - kezeletlen A. nidulans FGSC A4 hifa. hNFAP: hNFAP-vel (25 pg/ml) kezelt A.
nidulans FGSC A4 hifak. A: hifatorési pontok. B: sejtfalkitiiremkedések. NFAP+latB: hNFAP-vel (25 pg/ml) és
latB-vel (5pg/ml) kezelt A. nidulans FGSC A4 hifak.

22. Abra A. nidulans FGSC A4 hifiak propidium-jodiddal térténé festése 37°C-on torténé 90 perces
hNFAP-Kkezelés utan. A piros fluoreszcencia a sejtfalkitiiremkedéseknél (A) és a hifa torési pontjainal (B) a

membrankarosodast és az ennek kdvetkeztében 1étrejovo citoplazma kifolyasat jelzik.

A hNFAP passziv diffuzigjaval ellentétben a PAF és az AFPynnssss aktiv modon,

feltételezhet6en receptormedialt endocitozissal jut be az A. nidulans hifakba (Oberparleiter és
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mtsai., 2003; Binder és mitsai., 2011). PAF esetében immunfluoreszcens festéssel
megfigyelték, hogy a fehérje mar 15 perc utan bejut a sejtekbe és a citoplazméaban
lokalizalodik. A fehérje aktiv transzporttal torténé sejtbe jutasat latB (5-50 pg/ml)
jelenlétében végzett immunfluoreszcens festéssel igazoltak: PAF-kezelés utan, 50 ug/ml latB
jelenlétében nem detektaltak PAF-specifikus jeleket A. nidulans-ban (Oberparleiter és mtsai.,
2003). Hasonl6 jelenséget figyetek meg az AFPnns3ss esetében is (Binder és mtsai., 2011).
Ezzel szemben az AFPnnsss3-mal kozeli rokon AFP esetében A. niger-ben immunogold-jelslt
fehérje és transzmisszios elektronmikroszkopos vizsgélatok segitségével megallapitottak,
hogy az AFP nagyobb hanyada az érzékeny sejtek sejtfalanak kiilsé rétegében, a kisebb
hanyada pedig a sejtmembran extracellularis oldalan, mig az AFP-re nem érzékeny sejtekben
intracellularisan lokalizalodik (Theis és mtsai., 2005).

A hNFAP hataséra rovid és hosszu idon beliil 1étrejovo fenotipikus valtozasokat és a

hNFAP lokalizacidjanak vizsgalata soran tapasztaltakat a 6. Tablazat foglalja dssze.

6. Tablazat A hNFAP hatasara rovid (30 és 60 perc) és hosszu (16 ora) idén beliil 1étrejové fenotipikus
valtozasok.

Idé

Festési modszer 30perc 60 perc 16 6ra Vizsgilt valtozas
Aktin-GFP Az aktinmintazat megvaltozasa a

v v v hifavégeken.
Calcofluor white Csokkent kitintartalom és

v v v megvaltozott kitinelrendezédés.
FUN-1

v v v Csokkent metabolikus aktivitas.
Propidium-jodid

x x v Membran-permeabilizacio.
Annexin V-FITC/PI

v v x Apoptotikus markerek megjelenése.
Annexin V-FITC/PI

x x v Nekrotikus markerek megjelenése.
Immunfluoreszcens festés hNFAP felhalmozodasa a

x x v sejtfalkitiiremkedéseknél és a hifik

torési pontjainal.

GFP: green fluorescent protein (z6ld fluoreszcens protein), PI: propidium-jodid, FITC: fluoreszcein-izotiocianat.
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Elképzelhetének tartjuk, hogy a hNFAP nem detektalhatdo koncentracidoban bejut a
hifakba, ami mar elegendd ahhoz, hogy intracellularis célpontokkal kdolcsonhatva
megvaltoztassa az aktin filamentumok és a kitin elrendez6dését, ahogyan azt a 6.3.4
fejezetben leirtuk. Korabbi szakirodalmi adatok alapjan feltételezziik, hogy a megfigyelt
valtozasok nem a hNFAP kozvetlen hatasanak a kovetkezményei (Leiter és mtsai., 2005;
Hagen és mtsai., 2007; Binder és mtsai., 2010a, 2011) és mivel a hNFAP nem rendelkezik az
AFP-re jellemz6 kitin-koté doménnel (Hagen ¢és mtsai.,, 2007), nem is a kitin-szintaz
specifikus gatlasa révén valésul meg. A hNFAP egy sejtfelszini receptorhoz kotédve
aktivalhat vagy gatolhat eltérd szignalizacios utvonalakat, melyek apoptozishoz és a polarizalt

novekedés megzavarasahoz vezetnek.

6.5 A hNFAP hatiasmechanizmusanak vizsgalata
A hNFAP hatasmechanizmusara kiilonb6z6 fluoreszcens festési eljarasok €s in vitro
mikrodiltcios teszt alkalmazasaval kovetkeztettiink. Vizsgalatainkba az A. nidulans FGSC A4

torzset és kiilonbozo, jelatviteli utakban mutans A. nidulans térzseket vontunk be.

6.5.1 A hNFAP heterotrimer G-protein-kapcsolt jelatviteli utvonalon keresztiil aktivalja
a cAMP/PKka szignaltranszdukcids itvonalat

Az A. nidulans FGSC 1035 torzse egy dominans negativ mutaciot hordoz a FadA
heterotrimer G-protein guanidin nukleotid-két6 doménjében (fadA®?*R). A  mutacio
kovetkeztében a heterotrimer G-protein a-alegysége (G,) nem képes disszocialni a By (Ggy)
alegységrdl, ennek kovetkeztében az altala aktivalt szignalizacios ttvonal konstitutivan
inaktiv allapotban van. In vitro mikrodiltcios tesztiinkben az A. nidulans FGSC 1035 kevésbé
bizonyult érzékenynek a hNFAP-vel szemben, mint az FGSC 116 sziil6i térzse (7. Tablazat).
Ez alapjan arra kovetkeztetiink, hogy a hNFAP antifungalis hatdsdnak kivaltasahoz sziikséges
a FadA heterotrimer G-protein kapcsolt szignalizacids utvonal.

Korabbi tanulmanyok kimutattak, hogy az A. nidulans-ban a cAMP/protein kinaz A
(PkaA) utvonal szerepet jatszik a vegetativ ndvekedés és a csirazas szabalyozasaban (Shimizu
¢és Keller, 2001) és az apoptozis indukciojaban (Semighini és mtsai., 2006). A cAMP/PkaA
utvonal szabalyozasa heterotrimer G-protein-kapcsolt szignalizacidés utvonalon keresztiil
valésul meg. Annak érdekében, hogy kideritsiikk, hogy a hNFAP antifungélis hatasaban
szerepe van-e a G-protein aktivalta cAMP/PkaA utvonalnak, megvizsgaltuk egy pkaA

crer
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szemben. Az A. nidulans 4pkaA kevésbé bizonyult érzékenynek a hNFAP-vel szemben, mint
a sziiléi RKIS1 torzs (7. Tablazat). Ebbdl arra kovetkeztetiink, hogy a hNFAP egy
feltételezhetéen G-protein-kapcsolt jelatviteli utvonalon keresztiil aktivalja a cAMP/PkaA
szignalizacios kaszkadot és azon keresztiil apoptdzist indukal (Semighini és mtsai., 2006),
tovabba gatolja az aktin filamentumok megfeleld Osszerendezddését a hifa ndvekvd, csticsi
részén (Shimizu és Keller, 2001; Bencina és mtsai., 2005) (15. Abra).

Ezt az utobbi feltételezésiinket megerdsitettiik A. nidulans FGSC A4 torzson elvégzett
szerkombinacios kisérletekkel. Az in vitro érzénységi tesztben ilyenkor a hNFAP-t eltérd
kombinaltuk (8. Tablazat). A 8-Br-cAMP a cAMP/PkaA utvonal aktivatora (Gorovits és
Yarden 2003), mig a koffein a cAMP szintjének csokkentésével represszalja a PkaA
szignalizaciot (Kuranda és mtsai., 2006). Ot mM 8-Br-cAMP jelenlétében a hNFAP nagyobb
mértékben gatolta az A. nidulans FGSC A4 novekedését, mint amikor a hNFAP-t 6nmagaban
alkalmaztuk, ezzel jelezve a két szer kozott fellépd szinergista kolcsonhatast (8. Tablazat).
Ezzel a megfigyeléssel ellentétben 20 mM koffein jelenlétében az A. nidulans FGSC A4
rezisztensebbnek bizonyult hNFAP-vel szemben, mint amikor a proteint 6nmagaban adtuk a
kisérleti rendszerhez (8. Tablazat). Az A. nidulans ApkaA a sziiléi torzshéz (RKIS1)
viszonyitva hiperszenzitivnek bizonyult a koffeinnel szemben, viszont a hNFAP és a 20mM
koffein kombinacidjanak jelenlétében erbteljesebb novekedést mutatott, mint a kezeletlen
kontroll (8. Tablazat). A jelenség hatterében feltételezhetden az all, hogy az eltérd célponttal
rendelkez6 sejtfal-stresszorok hatasara a gombaban a sejtfal integritisanak megOrzésére
iranyulé stresszvalaszok indukalodnak (Ouedraogo és mtsai., 2011). Eredményeink alapjan
feltételezhetd, hogy a hNFAP és a koffein ellentétes mddon hatnak a cAMP/PkaA

szignalizé4cios Utvonalra.
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7. Tablazat. A vizsgalt A. nidulans torzsek novekedése in vitro mikrodiltcios tesztekben kiilonbozo

koncentracioji hNFAP jelenlétében 48 ora 30 (alcA-PkcA, R153) vagy 37 °C-on tortént inkubacié utan.

hNFAP konc./ 200 pg/ml 100 pg/ml 50 pg/ml Tipus

torzs

RhoAS™ 48+15,2%"™ 57-+4 5% 86:+15,5%"™ mutans

AmpkA 108:+9, 19 ** 10546, 79%*** 103+0,9% " Muténs

GR5 47+7,5% 58+5,4 % 83+11,9% a Rho® és a AmpkA sziil6i torzse
alcA-pkcA? 48+10,6% *** 57+0,6% 64:+12,50h%** Mutans

alcA-pkcA® 74+7 6% 77+0,5%"™ 99+0,29%™7 Mutans

R153 7242,8% 83+4,4% 102+1,8% az alcA-PkcA sziil6i torzse
ApkaA 56+6,106%** 695,304 ** 83+11,5%** Mutans

RKIS1 40+2,7% 48+1,6% 66:+4,0% a dpkad sziildi torzse
FGSC 1035 52+1,9%* 78+0,20%%** 101:£0,4%*** Mutans

FGSC 116 42+46,7% 59+1,9% 75+2,3% az FGSC 1035 sziil8i torzse

A kezeletlen kontroll térzs novekedését tekintettiik 100%-nak. Az egyes cellakban a kontrollhoz viszonyitott
novekedési szazalékokat és a hozzajuk tartozo szoras-értékeket tiintettiik fel. A szignifikancia-értékeket (p-érték)
a kezeletlen kontollokhoz viszonyitva hatroztuk meg. = : p<0.0001, " p<0.005, ": p<0.05, "**: nem szignifikéns

kiilonbség. a: A.nidulans alcA-pkcA gliik6z jelenlétében. b: A. nidulans alcA-PkcA glicerol jelenlétében.

8. Tablazat A. nidulans FGSC A4 és ApkaA torzsek érzékenysége Kiilonbozoé koncentracju hNFAP és
hNFAP - 5 mM 8-Br-cAMP/20 mM koffein kombinaciok jelenlétében 48 oraig 37 °C-on tortént inkubacio

utan.
2;‘;@';; t6anyagok 0 pg/ml 50 png/ml 100 pg/ml 200 pg/ml
FGSC A4
NFAP 100% 91+6,0% 67+6,7% 52+3,2%
NFAP +5mM 8-Br-cAMP  70+1,6%  58+4,2% 5743,8%" 4143,2%
NFAP + 20 mM koffein T1£2,1%  74+3,7%"™ 61+2,6%"" 108+1,5%""
ApkaA
NFAP 100% 83+11,5% 69+5,3% 56+6,1%
NFAP + 20 mM koffein 63+6,5% 123+7,9% 195+30,6%"" 196+3,0%"

A kezeletlen kontroll torzs ndvekedését tekintettiik 100%-nak. Az egyes cellakban a kontrollhoz viszonyitott
novekedési szazalékot és a hozzajuk tartozo szoras-értékeket tiintettiik fel. A szignifikancia-értékeket (p-érték) a
kezeletlen kontollokhoz viszonyitva hatiroztuk meg. = : p<0.0001, ~: p<0.005, “: p<0.05, ™% nem szignifikans

kiilonbség

Fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk a 8-Br-cAMP hatasat az A. nidulans Actin-

GFP torzs aktin filamentumainak az elhelyezkedésére és az A. nidulans FGSC A4 hifainak
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kitineloszlasara. A 8-Br-cAMP hatasara a hNFAP-hez hasonlé modon az A nidulans Actin-
GFP torzsben megvaltozott aktin filamentum-mintazatot (23. Abra) az A. nidulans FGSC A4
torzsben CFW-vel torténd festéssel pedig megvaltozott kitineloszlast (24. Abra) figyeltiink
meg. Ezzel ellentétben, hasonld kisérletek soran nem észleltiink semmiféle valtozast a
hNFAP-vel szemben rezisztensnek mutatkozo A. nidulans ApkaA (25. Abra) és FadA®®
hifainak kitin-lokalizacidjaban (26. Abra).

23. Abra Az A. nidulans Actin-GFP hifa 60 percig, 37 °C-on torténé 8-Br-cAMP-kezelés utan. A nyil a hifa

apikalis régdjaban megjelend rendezetlen aktinmintazatot jelzi. A bal oldali kép fénymikroszkopos, a jobb oldali

fluoreszcens mikroszkopos felvétel.

10 pm

24. Abra Az A. nidulans FGSC A4 CFW festése 60 percig, 37 °C-on torténé 8-Br-cAMP-kezelés utan. A
nyil a kitinfilamentumok megvaltozott elrendez6dését jelzi. A bal oldali kép fénymikroszkdpos, a jobb oldali kép

fluoreszcens mikroszkdpos felvétel.
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25. Abra Az A. nidulans ApkaA térzsének CFW festése 60 percig, 37 °C-on torténé hNFAP-kezelés utan. A
nyil a kitinfilamentumok megvaltozott elrendez6dését jelzi. A bal oldali kép fénymikroszkdpos, a jobb oldali kép

fluoreszcens mikroszkopos felvétel.

10 pm
26. Abra Az A. nidulans FGSC 1035 torzsének CFW festése 60 percig, 37 °C-on torténé hNFAP-kezelés

utan. A nyil a kitinfilamentumok megvaltozott elrendez6dését jelzi. A bal oldali kép fénymikroszkopos, a jobb

oldali kép fluoreszcens mikroszkopos felvétel.

6.5.2 A hNFAP egy sejtfalintegritas-uitvonaltol fiiggetlen, mitogén altal aktivalt protein
kinaz A célponton keresztiil is kifejti antifungalis hatasat

A RhoA GTP-az fehérje az A. nidulans-ban fontos szerepet jatszik a polarizalt
novekedés fenntartasaban és a sejtfalbioszintézis szabalyozasaban (Guest és mtsai., 2004). Az
A. nidulans RhoA®™Y mutéans torzsben a RhoA 4altal szabalyozott szignalizacids Gtvonal
konstitutivan aktiv. Az A. nidulans RhoA®**" ugyanolyan mértékben bizonyult érzékenynek

hNFAP-vel és CFW-vel szemben, mint a sziildi, GRS torzs, ugyanakkor érzékenyebbnek
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bizonyult koffeinnel szemben (7. és 8. Tablazat), ami alapjan feltételezhetjiik, hogy a RhoA
kozvetleniil nem jatszik szerepet a hNFAP toxicitasaban. A hNFAP feltehetéen a RhoA
valamelyik célpontjanak aktivalasa/represszalasa révén fejti ki a hatasat. Ilyen célpont lehet a
protein kinaz C (Pkc), ami fontos szerepet jatszik az apoptozis szupresszidjaban a mitogén-
aktivalt protein kinaz (Mpk) kaszkad aktivalasa révén. Az A. nidulans-ban a Pkc az Mpk-
utvonaltdl fiiggetleniil a polarizalt novekedés szabalyzasaban is szerepet jatszik (Katayama ¢€s
mtsai., 2012). A Pkc/Mpk szignalizaciés utvonal szerepét a hNFAP antifungalis
hatasmechanizmuséaban az A. nidulans alcA-PkcA és AmpkA mutansok hNFAP-vel szembeni
érzékenységével vizsgaltuk. Az alcA-PkcA mutans torzsben a Pkc/Mpk utvonalat a gliikoz
represszalja, mig a glicerol aktivalja (Ronen és mtsai., 2007). Az A. nidulans alcA-PkcA
esetében glikoz jelenlétében nem tapasztaltunk szignifikans kiilonbséget (p>0,05) a
torzzsel, ahol az egyes hNFAP koncentracioknal mért érzékenységi adatok szignifikdnsan
kiilonboztek egymastol (p<0,0001). Glicerol jelenlétében (ami revertalja a represszalt
fenotipust) az alcA-PkcA mutans torzs a sziildi R153 torzzsel megeggyez6 mértékben volt
érzékeny a hNFAP-vel szemben és az egyes hNFAP-koncentraciokon mért érzékenységi
adatok kozott a sziil6i torzsnél megfigyelt szignifikans kiilonbség (p<0,0001) volt észlelhetd
(7. Tablazat). Ezek az eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a hNFAP nem
befolyasolja a hifa polarizalt ndvekedésében €s az apoptdzis szupresszidjaban szerepet jatszo
PkcA/MpkA szignalizacidos utvonalat (Katayama és mtsai., 2012). Megfigyeléseinket
megerésitették az MpkA delécios A. nidulans-szal elvégzett in vitro antifungalis érzékenységi
tesztjeink eredményei is. Az MpKkA szerepet jatszik az A. nidulans polarizalt névekedésének
és sejtfalintegritasi Gitvonalanak (cell wall integrity pathway, CWI) szabalyozasaban (Bussink
¢s Osmani, 1999; Fujioka és mtsai., 2007). A sejtfalra hat6 stresszorok, mint a CFW ¢és a
koffein a Pkc és az Mpk foszforilacios szintjének megemelése révén indukaljak a CWI-
utvonalat. Az A. nidulans alcA-PkcA és AmpkA torzsek hiperszenzitivnek bizonyultak CFW-
vel és koffeinnel szemben a sziil6i, GR5 torzshoz képest (9. Tablazat). Meglep6 modon a
AmpKA torzs viszont rezisztensnek bizonyult a hNFAP-vel szemben, mig a sziil6i GRS torzs
érzékeny volt (7. Tablazat). Ezek alapjan feltételezziik, hogy a hNFAP nem a PkcA, és nem
az MpkA aktivalasa/gatlasa révén fejti ki antifungalis hatasat, hanem egy, az MpkA altal
aktivalt, a CWI-utvonaltol fiiggetlen célponton keresztiil (27. Abra).
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9. Tablazat. Kiilonb6z6 szignalizacios Gtvonalakban sériilt A. nidulans torzsek novekedése koffein és CFW
jelenlétében in vitro mikrodiliciés tesztekben, 48 6ra, 30 (alcA-PkcA, R153) vagy 37 °C-on (RhoA®™*,
AmpkA, GR5) tortént inkubacié utan.

Hatéanyagok / koffein CFwW Tipus

Torzs 10 mM 20 mM 10 pg/ml 20 pg/ml

RhoA®#Y 78+1,2% 60+8,4%" 92+7,19%"* 55+7,7%™  mutans

AmpkA 1743,9% ™ 1542,6% " 76+2,5% 49+4,0" Mmuténs

GR5 59+1,1% 48+2.7% 97+2,1% 60+3,3% az RhoA®™ ¢gs a
AmpKA sziil6i torzse

alcA-PkcA 29+0,3%"" 21+4,4%" 4445.9%"" 22452%"  mutéans

R153 87+2,9% 79+14,4% 95+3,0% 74+2.6% az alcA-PkcA sziilsi

torzse

A kezeletlen kontroll torzs novekedését tekintettiik 100%-nak. Az egyes cellakban a kontrollhoz viszonyitott
novekedési szazalékot és a szorast tiintettiik fel. A szignifikancia-értékeket (p-érték) a kezeletlen kontollokhoz

viszonyitva hataroztuk meg. ~ : p<0.0001, **: p<0.005, ": p<0.05, "™ nem szignifikans kiilonbség.

6.5.3 A hNFAP nem aktivalja a CWI-titvonalat

Fenti eredményeink alapjan feltételeztiik, hogy a hNFAP a PAF-hoz hasonldan
(Binder ¢és mtsai., 2010b) és az AFP-vel ellentétben (Binder és mtsai., 2011) nem aktivalja a
CWI-utvonalat. Ennek bizonyitasara vizsgaltuk az A. nidulans FGSC A4 érzékenységét 100
ug/ml CFW-vel és ennek 200 pg/ml hNFAP-vel torténd kombinacidjaval szemben. Az
onmagaban alkalmazott CFW és hNFAP jelenlétében az A. nidulans FGSC A4 9%=+0,3% és
mutatkozott, ebben az esetben 61,3%+1,3% novekedést figyeltink meg a kezeletlen
kontrollhoz képest, melynek novekedését 100%-nak tekintettiik. A novekedés mértékének
valtozasa feltehetben a két szer antagonista kolcsonhatasat jelzi, amibdl arra

kovetkeztethetiink, hogy a hNFAP nem aktivalja a CWI-Utvonalat.

Az el6z6 fejezetekben (6.5.1 ¢és 6.5.2 fejezet) targyalt eredményeink
Osszefoglalasaként a kovetkezOket allapithatjuk meg: a hNFAP antifungélis hatasa fliggetlen
az CWI-atvonalban szerepet jatszo RhoA és PkcA fehérjéktol, melyek a polarizalt novekedés
szabalyozasaban (Guest és mtsai., 2004; Katayama és mtsai., 2012) vesznek részt. A PKCA az
MpkA fehérjén keresztiil még szerepet jatszik az apoptozis szupresszidjaban is (Katayama és
mtsai., 2012). A PAF a hNFAP-hez hasonléan a RhoA-tdl fiiggetlen modon fejti ki aktivitasat
(Binder és mtsai., 2010b), viszont valdszintileg aktivalja a Pkc szignalizaciot (Binder és

mtsai., 2010b). Binder és mtsai. (2011) szerint az AFPnnssss antifungalis aktivitasa is
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fliggetlen a RhoA fehérjétdl, és valoszinlileg a RhoA-GTP-az aktivalé protein (GAP)
valamely célpontjaval kolcsonhatva fejti ki hatdsat. A hNFAP a PAF esetében
megfigyeltekhez (Binder és mtsai., 2010b) hasonléan nem indukélja a CWI-tutvonalat A.
nidulans-ban. Ezzel ellentétben az AFP és az AFPns3s3 képesek a CWI-ttvonal aktivalasara
A. niger-ben az MpkA/RImA altal aktivalt a-gliikan szintazt kodold agsA gén expressziods
szintjének novelésével (Hagen és mtsai., 2007; Binder és mtsai.,2011).

Eredményeink alapjan feltetételezziik, hogy a hNFAP szdmos maés antifungalis
fehérjéhez és hatdéanyaghoz hasonldéan (Van Dijck, 2009; Hegediis ¢és Marx, 2013) egy G-
protein-kapcsolt receptorhoz kotddve indukalja a cAMP/Pka szignalizacios ttvonalat, ami
gatolja a polarizalt novekedést (Bencina és mtsai., 2005) és programozott sejthalalt indukal
(Semighini és mtsai., 2006) (27. Abra). A hNFAP-hez hasonléan a PAF is egy heterotrimer
G-protein altal medialt jeldtviteli uton keresztiil aktivalja a cAMP/Pka szignalizacids
utvonalat, igy szintén gatolja a polarizalt ndvekedést és sejthalalt indukal (Binder és mitsai.,
2010Db).

A hNFAP antifungélis aktivitdsdban vélhetden szerepet jatszik még egy, a CWI-
utvonaltol fiiggetlen, MpkA altal aktivalt eddig ismeretlen célpont is, aminek szerepe lehet az
apoptdzis indukciojaban. Ezt a feltételezésiinket aldtdmasztjak Colabardini és munkatarsainak
(2010) az A. nidulans-on, a farnezol altal indukalt apoptozis vizsgalata soran tett
megfigyelései. Ez a kuatocsoport is egy MpKA altal aktivalt, eddig ismeretlen apoptézisfaktor
meglétét feltételezi, kisérleti rendszeriikben ugyanis az A. nidulans AmpkA torzs
rezisztensebbnek mutatkozott a farnezol altal kivaltott sejthalallal szemben, mint a AMpkC és
a 4hogA torzsek (Colabardini és mtsai., 2010). Ez az ismeretlen célpont valdsziniisithetden
ugyanaz lehet, mint amelyik szerepet jatszik a hNFAP antifungalis hatdsanak a létrejottében.
A hNFAP-vel ellentétben a PAF nem aktivalja az Mpk fehérjét (Binder és mtsai., 2010b), mig
az AFP\ns3s3 az antifungalis hatasat a Pke/Mpk utvonalon keresztiil fejti ki (Binder és mtsai.,
2011).

A hNFAP hatasmechnizmusaval kapcsolatos eredményeink megerdsitik azokat az
eddigi megfigyeléseket, miszerint a tomlésgombak altal termelt defenzinszeri fehérjék
szamos hasonl6 fizikai-kémiai tulajdonsaguk, hasonld szerkezetiik és az altaluk kivaltott
antifungalis hatas hasonldsaga ellenére kiilonb6z6 mddon fejtik ki antifungalis aktivitasukat.
Eredményeink alapjan a hNFAP antifungalis mechanizmusa nagyon hasonlé a PAF-éhoz, de
egy MpkA-aktivalt, az apoptozis indukcidjaban szerepet jatszo, eddig ismeretlen célpontot is
feltételeziink. A hNFAP feltételezett hatasmechanizmusat a 27. Abra mutatja be.
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27. Abra A hNFAP antifungilis hatasmechanizmusanak feltételezett modellje A. nidulans-ban a PAF és az
AFPynsss3 hatasmodellje alapjan (Binder és mtsai., 2010b; 2011). 8-Br-cAMP: 8-bromoadenozin 3°5’-
ciklikus monofoszfat. AC: adenilat ciklaz. cAMP: ciklikus adenozin-monofoszfat, CFW: calcofluor white, Mpk:

mitogén altal aktivalt protein kinaz, PkaA: protein kindz A A, PkcA: protein kindz C A, RhoA: GTP-kotd
fehérje, RImA: transzkripcios faktor.
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7. TARTALMI OSSZEFOGLALO

Napjainkban a fonalasgombak altal okozott fertézések esetszamanak emelkedése miatt
jelentdsen megndtt az G antifungalis szerek kifejlesztése iranti igény. Az ilyen szerekkel
szemben tamasztott legfontosabb kovetelmények a kovetkezok: biztonsagos alkalmazhatdsag,
széles hatasspektrum, gazdasdgos eldallithatosag. A tomlésgombak altal termelt,
defenzinszerti fehérjék megfelelhetnek ezeknek a feltételeknek, igy 0j antifungalis stratégidk
potencialis alapjaul szolgalhatnak. Gyakorlatban valo alkalmazhatosaguk elofeltétele a
hatdsmechanizmusuk ¢és szerkezetilk megismerése, valamint a nagy mennyiségben valo
gazdasagos eldallithatésaguk biztositasa.

Az eddigi eredmények alapjan a Neosartorya fischeri NRRL 181 altal termelt
antifungalis protein (NFAP) megfelelhet ezeknek a kdvetelményeknek. Hatékonyan gatolja
szdmos orvosi szempontbdl is jelentds fonalasgomba novekedését, aktivitasat széles pH- ¢€s
hémérséklet-tartomanyban kifejti, és ellenalld proteinaz-kezeléssel szemben. Hatasara sériil a
ra érzékeny sejtek sejtfalszervezodése, valamint sejthalalt indukal. A N. fischeri NRRL 181
még a termelddés szempontjabol figyelembe vehetd transzkripcids faktorok kotéhelyeinek az
indukcidja ellenére is csak Kis mennyiségben szekretdlja az NFAP-t a tapkozegbe. A
hatasmechanizmus pontos megismerése és egy, a fehérje nagy mennyiségben valé eldallitasat
lehetove tevd expresszids rendszer kidolgozasa utan az NFAP potencialis jeloltként szolgalhat
protein-alapu antifungalis szerek kifejlesztéséhez.

Munkank soran célul tztiik ki a N. fischeri antifungalis protein (NFAP) nagy
mennyiségben torténd heterolog expresszidjat, az igy termelt heterolog NFAP (hNFAP)
tisztitasat és azonositasat, valamint a hNFAP és a nativ NFAP antifungalis spektrumanak
Osszehasonlitasat. Vizsgaltuk tovabba a hNFAP-re érzékeny gombakban a fehérje hatasara
rovid és hosszu i1dén beliil bekdvetkezd fenotipikus valtozasokat: az aktin filamentumok
elrendezddésének ¢€s a kitineloszlasnak a valtozésat, a membranintegritas sériilését, az
apoptotikus fenotipus megjelenését. Vizsgaltuk a hNFAP érzékeny hifakon beliili
lokalizacigjat, tovabba hatdsmechanizmusat jelatviteli utakban mutans A. nidulans torzsek

segitségével, valamint a NFAP szerkezetét in silico modszerekkel.
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1. Az NFAP heterolog expresszioja, tisztitasa és azonositasa

Mivel az NFAP részletes tanulmanyozasahoz nagy mennyiségii fehérjére van sziikség,
munkank elsé 1épéseként létrehoztunk egy metanol altal indukalhat6, Pichia pastoris
KM71H-alapu heteroldg expresszios rendszert, mely lehetévé tette az NFAP nagy
mennyiségben torténd eldallitasat. A hNFAP-kihozatal atlaga 5958+236 pg/l volt, mely az
eredeti termeld N. fischeri NRRL 181-gyel elérheté fehérjekihozatal hatszorosa (978+201
ug/l). A hNFAP-t termelé P. pastoris KM71H fermentlevébdl az altalunk alkalmazott
tisztitasi eljarassal homogenitasig tudtuk tisztitani a fehérjét. A hNFAP azonositasa Q-TOF
tomegspektrometria segitségével tortént. Az emésztéses modszeren alapuld azonositds soran a
kapott 6 peptidfragmentum 89,5%-ban lefedte az NFAP aminosav-szekvenciajat. A termelt
hNFAP monoizotopos tomege 6615,1 Da-nak bizonyult, amely megfelel az NFAP in silico
modszerrel becsiilt tomegének. Edman-féle szekvenalassal meghataroztuk a tisztitott NNFAP
elsé 6t N-terminalis aminosavat (LEYKG), melyek azonosnak bizonyultak a nativ NFAP els6
0t N-terminalis aminosavaval. Mindezekkel bizonyitottuk, hogy a P. pastoris KM71H képes a
N. fischeri NRRL 181 altal termelt NFAP-vel szekvencia szinten megegyez6 proteint

szekretalni.

2. Az NFAP és a hNFAP szerkezetvizsgalata

In silico modszerekkel elérejeleztiik az NFAP térszerkezeti képét. A becsiilt szerkezeti
kép alapjan az NFAP a tobbi tomldsgomba altal termelt defenzinszer(i fehérjéhez hasonloéan 5
B-redd altal alkotott B-hordd strukturat alakit ki. Az AFP-vel és a PAF-fal ellentétben az
NFAP rendelkezik egy pozitivan toltott C-terminalis ,,farokrégioval” (F55-H57) és a belso
hurokrégidjanak egy része (T33-D38) kinytlik a kompakt B-hordd szerkezetbol. Az NFAP
rendelkezik egy pozitiv t6ltésti felszini régioval, melyet a 10., 34., és 37. pozicidoban 1évo
lizinek alkotnak. Ez a régido szakirodalmi adatok alapjan szerepet jatszhat a fehérje
antifungalis aktivitasaban. In silico modszerrel meghataroztuk a fehérje diszulfidhid-
mintazatat is, amely a tobbi kozeli rokon fehérjére jellemz6 abcabc motivumot mutatja.

A hNFAP és a nativ NFAP amidrégioi *H-NMR spektrumainak hasonlosagaval is
bizonyitottuk, hogy a P. pastoris KM71H altal termelt hNFAP egy antifungalisan aktiv,

feltekeredett térszerkezetet vesz fel.

3. Az NFAP és a hNFAP antifungalis spektrumanak dsszehasonlitiasa
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In vitro mikrodilicids tesztekben Osszehasonlitottuk a nativ NFAP és a hNFAP
antifungélis spektrumat. A két fehérje azonos mértékben gatolta a vizsgalatba bevont
fonalasgombak novekedését. Hatékonyan gatoltak hat, az Aspergillus nemzetségbe (A.
fumigatus, A. niger, A. nomius, A. tamarii, A. tubingensis, A. welwitschiae) és kett6, a
Fusarium nemzetségbe (F. incarnatum, F. solani fajkomplex) tartozé human fert6zésbol
szarmazo izolatum novekedését. Az NFAP-vel és hNFAP-vel szemben a legérzékenyebb
fajnak az A. tubingensis bizonyult. A vizsgalt jaromsporas gombak (Absidia corymbifera,
Rhizomucor miehei, Rh. pusillus, Rhizopus microsprus var. rhizopodiformis, R. oryzae),
valamint tovabbi hat vizsgalt tomlésgombatorzs (A. flavus, A. terreus, F. solani fajkomplex
SZMC 11427, F. sporotrichioides, Trichoderma longibrachiatum) rezisztenciat mutatott az
NFAP-vel és a hNFAP-vel szemben. Erzékenységi tesztjeinkkel bizonyitottuk, hogy a P.
pastoris KM71H képes antifungalisan aktiv hNFAP-t termelni és a hNFAP antifungalis
hatékonysaga megegyezik a nativ NFAP-jével.

3. A hNFAP hatasara bekovetkezo rovid- és hosszutavu fenotipikus valtozasok

NFAP-érzékeny Aspergillus nidulans FGSC A4 ¢és A. nidulans Actin-GFP torzseken
vizsgaltuk a hNFAP hatasara rovid €s hosszu iddintervallumon beliil bekdvetkezd fenotipikus
(25 pg/ml) hNFAP-kezelés hatasara csokken, vagy megsziinik az A. nidulans FGSC A4
metabolikus aktivitasa. Vizsgaltuk tovabba az A. nidulans FGSC A4 torzs membranjanak
integritasat, ami 30 és 60 percig torténé hNFAP-kezelés utan is intakt maradt, viszont 16 6ras
kezelés utan a membranintegritds megsziint. Annak érdekében, hogy kideritsiik, hogy a
membran integritdsanak megsziinése apoptotikus, vagy nekrotikus folyamat eredménye,
Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit-tel vizsgaltuk az A. nidulans FGSC A4 torzsén
hNFAP hatasara bekovetkezd apoptotikus és nekrotikus eseményeket. Harminc és hatvan
megjelenését figyeltik meg A. nidulans FGSC A4 hifakon, nekrdzisra utalo jeleket viszont
nem detektaltunk. Ezzel ellentétben, 16 Ora hosszan tartd6 hNFAP-kezelés utdn kizéardlag
propidium-jodiddal festddo, hifakat figyletiink meg, ami valosziniileg az apoptdzis kései
szakaszaban fellépé membrankarosodas kovetkezménye. Mindebbdl arra kovetkeztetiink,
hogy a hNFAP apoptézist indukal a r4 érzékeny hifdkban, viszont a sejtmembrant kdzvetleniil
nem karositja.
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Vizsgaltuk a hNFAP hatasat A. nidulans sejtek aktin- és kitinmintazatara. A. nidulans
hatasara a normalis, apikalis régioban 1€vo, gylrii-szerli aktinmintazat rendezetlenné valt. Az
aktinnak fontos szerepe van a kitin sejtfalba torténd beépiilésében, igy vizsgaltuk a hNFAP
hatasara bekovetkez6 valtozasokat a kitinelrendezddésben az A. nidulans FGSC A4 torzson.

A hNFAP hatéasara a sejtek kitintartalmanak csokkenését, és a normalis ,,sapkaszeri” mintazat

crcr

cres

kitineloszlasra is, ami a polarizalt ndvekedés megzavarasat vonja maga utan. Ez magyarazatul
szolgélhat a kordbban mar jol leirt és altalunk is megfigyelt torzult, tobbszordsen elagazod

hifanovekedésre (h)NFAP jelentében.

4. A hNFAP lokalizacioja érzékeny sejtekben

Indirekt immunfluoreszcens festéssel vizsgaltuk a hNFAP lokalizaciojat a réd érzékeny
hifakban. Harminc és hatvan perces hNFAP-kezelés utan nem észleltiink intracellularis,
hNFAP-specifikus jeleket az A. nidulans FGSCA4 hifaiban. Tizenhat 6ras hNFAP-kezelés
utan viszont intracellularisan, a sejtfal kitiiremkedéseinél ¢és a hifak torési pontjainal
lokalizalodott hNFAP-t figyeltiink meg. Latrunculin B (endocitotikus folymatok gatloja)
jelenlétében megismételve a kisérletet arra a megallapitasra jutottunk, hogy a hNFAP sejtbe
torténd bejutasa nem egy aktiv transzportfolyamat, hanem a passziv diffuzié eredménye a
sériilt hifarészeknél (igymint a sejtfal kitiiremkedései és a hifak torési pontjai). Ezeknél a

hNFAP-felhalmozodasi pontoknal Pl-festéssel igazoltuk a membranintegritas megsziinését.

5. A hNFAP hatasmechanizmusanak vizsgalata

In vitro mikrodilicids tesztekkel vizsgaltuk az A. nidulans FGSCA4 és kiilonb6z6
jelatviteli utakban sériilt A. nidulans torzsek hNFAP-érzékenységét. Az érzékenységi
adatokbol kovetkeztetéseket vontunk le a hNFAP altal befolyasolt szignaltranszdukcios
utvonalakra és igy a protein lehetséges antifungalis hatdsmechanizmusara. Eredményeink
alapjan a hNFAP vélhetden egy heterotrimer G-protein-kapcsolt receptorhoz kotédve
indukalja a cAMP/Pka szignalizacids utvonalat, ami révén gatolja a polarizalt novekedést és

apoptozist indukal. A hNFAP antifungalis hatdsa a sejtfalintegritas-titvonaltol (cell wall
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integrity pathway) fiiggetlennek bizonyult, azonban egy MpkA altal aktivalt, eddig

ismeretlen, apoptdzist indukald célpont hANFAP altal torténd aktivaciojat is feltételezziik.

Munkank soran létrehoztunk egy heterolog expressziés rendszert, mely a
fehérjetermelés tovabbi optimalizasasa utan alkalmas lehet a hNFAP ipari
mennyiségben torténé termelésére is. A hNFAP hatismechanizmusanak vizsgalata
soran elért eredményeink alapjan Kkijelenthetjiik, hogy a hNFAP hasonlésagokat és
kiilonbségeket is mutat a két legintenzivebben tanulmanyozott, fonalas tomlésgomba
altal termelt defenzinszerii fehérje, a Penicillium chrysogenum PAF és az Aspergillus
giganteus AFP  hatismechanizmusahoz. Eredményeink jelentos mértékben
hozzajarulnak az NFAP és mas, fonalas tomlosgombak altal termelt defenzinszeri

fehérjék hatasmechanizmusanak megértéséhez.
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8. SUMMARY

The increased incidence of severe fungal infections and the fast development of drug
resistant filamentous fungi causing mycoses, plant infections or damage to cultural heritages
strongly demand for the development of new antifungal strategies. Small, cysteine-rich,
highly stable, defensin-like antifungal proteins secreted by filamentous Ascomycetes have
great potential for application in these fields, and also have significant commercial potential
on the global market for antifungals. The Neosartorya fischeri antifungal protein (NFAP)
produced by N. fischeri NRRL 181 is a novel member of this protein group. Features of
NFAP (such as effective inhibitory potential against filamentous fungi, pH- and thermal
stability, resistance to degradation by proteases) render it exceptionally suitable as potential
commercial preservative, biopesticide and drug against moulds. In spite of the available
knowledge of the nature of 5’-upstream transcriptional regulation elements, the bulk
production of analitically pure NFAP has not been resolved yet and a detailed study of
antifungal mechanism of NFAP is still missing, however, they represent essential
prerequisites for the practical application in the future.

Therefore in the present study:

1. the heterologous expression and bulk production of NFAP by Pichia pastoris,

2. the antifungal spectra of the heterologous NFAP (hNFAP) produced by Pichia

pastoris KM71H and of the native NFAP secreted by N. fischeri NRRL 181,

3. the cell viability and apoptotic/necrotic processes, the membrane permeabilization,

the actin and chitin distribution after ANFAP treatment in a sensitive mold,

4. the localization of hNFAP in a sensitive mold,

5. the antifungal mechanism of hNFAP,

6. and the in silico structure of NFAP

were investigated.

1. Heterologous expression, purification and identification of NFAP

Investigation of protein structure and antifungal mechanism require pure protein in the
range of milligrams. For this purpose we carried out the heterologous expression of NFAP in
the yeast P. pastoris KM71H. P. pastoris KM71H transformant strain harboring the pPICZaA
plasmid with the mature NFAP encoding gene produced the protein. The final yield of the
hNFAP from three independent productions was 5958+236 pg/l which is six-fold compared to
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the native producer N. fischeri NRRL 181 where it was 978+201 pg/l. After purification to
homogeneity with cation-exchange chromatography, presence of any other proteins was not
detected beside the 6.6 kDa hNFAP. Mass spectrometric molar mass measurement of mature
hNFAP resulted in a monoisotopic molecular weight of 6615.1 Da which correlates with the
in silico calculated molecular weight of NFAP. The peptides identified by the mass
spectrometric analysis of enzyme-digested sample cover 89.5 % of the total sequence. The
cleavage of the P. pastoris extracellular signal (a-factor) during the expression of hNFAP was
efficient, because N-terminal sequencing experiments revealed that the first five amino acid
residues of the purified hNFAP are LEYKG, which corresponds well to the first five N-
terminal amino acids of the native NFAP. Based on these results we concluded that P.
pastoris KM71H can produce hNFAP in a properly maturated form in amino acid sequence

level.

2. In silico predicted structure of hANFAP and NFAP

The 3D structure of NFAP was predicted with in silico methods. The putative 3D
structure of NFAP is very similar to the other defensin-like antifungal proteins produced by
filamentous Ascomycetes. hANFAP adopts a B-barrel structure consisting of five antiparallel -
strand. Three lysins in the positions of 10., 34. and 37. form a positively charged surface
region, which, according to the literature could play a role in the antifungal mechanism.
Unlike PAF and AFP, NFAP has a negatively charged C-terminal tail region (F55-H57) and a
part of its large internal loop region (T33-D38) elongates from the -barrel topology. We also
predicted the disulfide bond pattern of hNFAP, which shows the abcabc motif.

3. Comparison of the antifungal spectrum of hNFAP and NFAP

The purified hNFAP effectively inhibited the growth of fungal isolates belonging to
the genus Aspergillus (A. fumigatus, A. niger, A. nomius, A. tamarii, A. tubingensis, A.
welwitschiae) and Fusarium (F. incarnatum, F. solani species complex), but all investigated
zygomycetous strains (Absidia corymbifera, Rhizomucor miehei, Rh. pusillus, Rhizopus
microsporus var. rhizopodiformis, R. oryzae) and six ascomyceteous isolates (A. flavus, A.
terreus, F. solani species complex SZMC 11427, F. sporotrichioides, Trichoderma
longibrachiatum UAMH 7955 and T. longibrachiatum UAMH 9515) proved to be

unsusceptible. There was no significant difference between the growth inhibition effect
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exerted by the native NFAP and the hNFAP. These data indicated that P. pastoris KM71H
can produce the NFAP in an antifungally active form.

4. Short- and long-term phenotypic changes in the presence of hNFAP in a sensitive
mould

After short-term exposure (30 minutes) to sublethal concentration of hNFAP (25
ug/ml), reduced cellular metabolism was detected with FUN-1 staining in A. nidulans FGSC
A4 hyphae compared to the untreated control. This phenomenon was also observed after 60
minutes and 16 hours of NFAP-treatment.

The membrane-disrupting activity of hNFAP was also investigated by applying
propidium iodide (PI) stain. Most of the A. nidulans FGSC A4 hyphae did show intact
membrane after a 30 and 60 minutes-long incubation in the presence of hNFAP (25 pg/ml).
After 16 hours almost all of the hyphae showed massive membrane disruption in the hNFAP-
treated sample presumably as a consequence of the long-time cell killing effect of hANFAP.

In order to decide if the loss of the membrane integrity of A. nidulans FGSC A4 is the
consequence of apoptosis or necrosis, we investigated the possible apoptotic/necrotic events
in the presence of hNFAP (25 png/ml) by the application of the Annexin V-FITC Apoptosis
Detection Kit. After 30 and 60 minutes a significant increase in the number of apoptotic
germlings was observed in the hNFAP-treated samples compared to the untreated control.
Only few cells with disrupted membrane integrity were detected in the untreated and hNFAP-
treated samples after 30 and 60 minutes. These results suggest that hNFAP exerts its
antifungal effect through induction of apoptosis. After 16 hours, however, almost all
germlings showed necrotic phenotype.

To study the morphological aberrations of hNFAP-exposed A. nidulans hyphae, we
analysed the actin distribution and the deposition of chitin at the hyphal tips. Actin-GFP
expressing A. nidulans showed typical actin patch distribution at the hyphal tips clustered near
the apical region and scattered behind the tips. In contrast, actin patches were disturbed in
hyphae that were treated with 25 pug/ml of hNFAP for 30 minutes only. Calcofluor white
(CFW) staining revealed delocalized chitin deposition at hyphal tips of A. nidulans FGSC A4
after hNFAP treatment (25 pg/ml) for 30 minutes. In contrast, the untreated control sample
exhibited a characteristic cap-like CFW fluorescence. These effects in actin and chitin

delocalization were also observed after 60 minutes and 16 hours of incubation with hNFAP.
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These results indicate that in the presence of hNFAP the normal actin polarization/localization
and chitin distribution are disturbed in A. nidulans.

5. Localization of hNFAP in a susceptible mould

An indirect immunofluorescence staining method was applied to study the localization
of hNFAP in A. nidulans FGSC A4. hNFAP did not enter the fungal cell in detectable
concentration levels after 30 and 60 minutes of exposure, but after 16 hours hNFAP-specific
fluorescence signals accumulated at hyphal fractures, twists and in cell-wall bubbles. To
clarify whether the hNFAP internalization was the consequence of an endocytotic mechanism,
the indirect immunofluorescence staining was repeated in the presence of latrunculin B (latB)
. LatB selectively inhibits the actin polymerization and therefore disturbs endocytosis.
hNFAP-specific fluorescence signals appeared in hyphae only after 16 hours of incubation
with hNFAP and latB, but not after the exposure for 30 or 60 minutes. Based on these results
we conclude that hNFAP is presumably not internalized by endocytosis. Instead, the
accumulation of NFAP after 16 hours is possibly a consequence of a passive diffusion at

disrupted sites of the cell wall and plasma membrane, that we proved P1 staining.

6. Antifungal mechanism of hNFAP

The growth inhibition effect of hNFAP was studied on A. nidulans strains carrying
mutations in the guanidine nucleotide binding domain of heterotrimeric G-protein a-subunit,
cAMP/protein kinase A (Pka) and protein kinase C (Pkc)/mitogen-activated protein kinase
(Mpk) signal transduction pathways. Differences in the susceptibility of these mutants
towards hNFAP in in vitro broth microdilution tests allowed us to postulate the following
mode of action: hNFAP binds to a G-protein coupled receptor in the fungal membrane and
activates the cAMP/Pka A pathway via G-protein signalling, which leads to inhibition of
polar growth and ultimately triggers apoptosis. However, NFAP does not have any influence
on the Pkc/Mpk cell wall integrity pathway, but a so far unknown cell wall integrity pathway-

independent MpkA-activated target is assumed to be involved in the cell death induction.

Summarising our results: a P. pastoris-based heterologus expression system was
constructed for bulk production of NFAP. Based on the susceptibility tests and that the
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hNFAP exists in a folded structure. We suppose that the hNFAP has the same tertiary
protein structure as NFAP, but further investigations (e.g. nuclear magnetic resonance
investigations and thermal unfolding experiments) are needed to confirm this
hypothesis. With in silico methods we predicted the possible tertiary structure of NFAP.
We concluded that hNFAP shows similarities, but also differences in the exerted
phenotypic changes in a sensitive mold and in its mode of antifungal action compared to
the two most investigated NFAP-related proteins from Aspergillus giganteus and
Penicillium chrysogenum. Our present results significantly contribute to the
understanding of the antifungal mechanism and structure not only of NFAP, but also of

other defensin-like antifungal proteins from Ascomycetes in general.
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