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BEVEZETES

Az utobbi két évtizedben folyamatosan emelkedett a
fonalasgombak 4ltal okozott fertézések esetszama, aminek a
hatterében a legyengiilt immunrendszerrel rendelkezé betegek
szamanak emelkedése és az antimikotikumokkal szemben rezisztens
fonalasgomba-torzsek megjelenése all. Annak ellenére, hogy
napjainkban szamos 10j fejlesztésii antifungalis szert alkalmaznak
terapias célbdl, az immuszupresszalt betegek fonalasgombak altal
okozott fertézéseinek halalozasi ardnya az alkalmazott szert6l és az
immunszupresszio mértékétdl fiiggden 14% és 100% kozé tehets. A
patogén fonalasgombak hasonld felépitésbeli és fiziologiai
tulajdonsagokkal rendelkeznek, mint a human gazda sejtjei, ami
nagymértékben korlatozza a konvencionalis antifungalis szerek
terapias célu alkalmazhatdsagat a lehetséges azonos tamadaspontok
¢és mellékhatasok miatt. A fonalasgombak altal okozott fertézések az
allatvilag szamara is komoly problémat jelentenek, veszélyeztetve
ezzel a biodiverzitast. A mezégazdasag és az élelmiszeripar szamara
is nehézségeket okoz a fonalasgombak elleni kiizdelem: a
névénypatogén fonalasgombak évrol évre jelentds
termésveszteségeket okoznak, valamint az altaluk termelt toxinok
veszélyt jelenthetnek az emberek és allatok egészségére. Mindezeken
feliil a fonalasgombak kulturalis orokségeink legfobb kartevoiként
léphetnek fel a muzeumokban, raktarakban és konyvtarakban.
Karosithatjak a faszobrokat, festményeket, pergameneket. A veliik
szembeni védekezés komoly kihivast jelent, mert a jelenleg hasznalt

fungicid fert6tlenitdszerek artalmasak lehetnek az emberekre nézve



¢és kart tehetnek a kezelni kivant mitargyakban. Mindezek alapjan
napjainkban megnétt az igény 1j, széles spektrumu, biztonsagosan
alkalmazhat6 antifungalis szerek kifejlesztése irant.

A fonalasgombak altal termelt antifungalis proteinek
kedvezd tulajdonsagaik alapjan (széles antifungalis spektrum,
stabilitds extrém kornyezeti koriilmények kozott, korlatozott
toxicitas emlds- ¢s novénysejtekkel szemben) megfelelhetnek az 1j
kihivasoknak. Pontos hatdsmechanizmusuk ¢és  szerkezetiik
megismerése utan ndévényvéds- és  tartositoszerek, valamint
gyogyszerek alapanyagaul szolgalhatnak.

A Neosartorya fischeri NRRL 181 jeli torzs fermentlevébdl
egy antifungalis protein (N. fischeri NRRL 181 antifungalis protein,
NFAP) izolalhaté, ami hatékonyan gatolja egyes Ascomycota
fonalasgombak novekedését. A N. fischeri NRRL 181 a termel6dést
fokozd stresszkoriilmények alkalmazasa ellenére is csak kis
mennyiségben valasztja ki az NFAP-t, ezért annak ipari
mennyiségben torténd eldallitasa nem megoldott. Munkank soran az
NFAP nagy mennyiségben torténd termeltetése érdekében
létrehoztunk egy Pichia pastoris-alapi heteroldg expresszids
rendszert, 0sszehasonlitottuk 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.



CELKITUZESEK
Az utdbbi néhany évtizedben a fonalasgombak altal okozott
fert6zések egyre nagyobb kihivast jelentenek az orvostudomany, az
¢lelmiszeripar €s a mezdgazdasag szamara. A rendelkezésiinkre allo
antifungalis szerek gyakran nem elég hatékonyak, sziik spektrumuak
és karos mellékhatasaik lehetnek a gazdaszervezetre. Sziikség van vj,
biztonsagosan alkalmazhatd, széles spektrumu antifungalis szerek
kifejlesztésére. Ennek a kihivasnak eleget tehetnek a tomlésgombak
altal termelt defenzinszerii antifungalis proteinek.
A Neosartorya fischeri NRRL 181 jelii torzse altal termelt

N. fischeri antifungalis protein (NFAP) hatékonyan galtolja néhany
orvosi ¢és mezdgazdasagi szempontbol fontos fonalasgomba
novekedését. Az NFAP gyakorlati alkalmazasahoz elengedhetetleniil
sziikséges a fehérje nagy mennyiségben torténd eldallitasa,
hatadsmechanizmusanak és szerkezetének megismerése, valamint a
szerkezet €s hatasmechanizmus kozotti Osszefiiggések feltarasa.
Mindezek alapjan a kovetkez6 konkrét célokat fogalmaztuk meg:
1. Az NFAP nagy mennyiségben torténé eldallitasa Pichia pastoris-

alapu heterolog expresszios rendszerben.
2. Az NFAP szerkezetének vizsgalata in silico modszerekkel.
3. A N. fischeri altal termelt NFAP és a P. pastoris altal termelt

hNFAP antifungélis spektrumanak dsszehasonlitasa.
4. A hNFAP hatésara 1étrejovo morfologiai valtozasok €s a protein

lokalizaciojanak vizsgalata érzékeny gombafajban.
5. A hNFAP hatdsmechanizmusénak vizsgalata A. nidulans

torzseken.



ALKALMAZOTT MODSZEREK

DNS alapi technikak

Plazmid DNS tisztitasa
Agaroz gélelektroforézis
Polimeraz lancreakcié (PCR)
DNS fragmentumok tisztitasa
DNS szekvenalas
Transzformald vektor épitése
Baktérium transzformaciod

Elesztdgomba transzformacio

Fehérje alapu technikak

Heterolog expresszid (Easy Select Pichia Expression Kit)
Ioncserés kromatografia

Natrium-lauril-szulfat poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-
PAGE)

Tomegspektrometria

Kvadrupdl repiilési id6-tomegspektrometria (QTOF-MS)
N-terminalis fehérjeszekvenalas

hNFAP elleni antiszérum termeltetése

Western-blot

Nukleotid és aminosav szekvenciak elemzése

Nukleotid és aminosav szekvenciak illesztése (Clustal W)



e In silico fehérje térszerkezetbecslés (MODELLER,
Procheck, Disulfind)
e In silico fehérje szerkezetvizsgalat (SwissPDB Viewer,

Chimera, PyMolx)

In vitro antifungalis érzékenységvizsgalati technikak

e  Mikrodilucios teszt

Mikroszképos vizsgalatok
o  Fény- és fluoreszcens mikroszkopos vizsgalatok

- FUN-1 festés (FUN-1 Viability Staining)

- Propidium-jodid (PI) festés

- Apoptotikus/nekrotikus események detektalasa
(Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit)

- Z06ld fluoreszcens proteinnel konjugaltatott aktint
expresszalo torzs vizsgalata

- Calcofluor white festés

- Immunfluoreszcens festés

EREDMENYEK

Az NFAP heterolég expresszidja, tisztitisa és azonositasa

Mivel az  NFAP részletes tanulméanyozasahoz
(szerkezetvizsgalat NMR- ¢és CD-spektroszkdpia segitségével,
hatasmechanizmus vizsgalata, szerkezet-hatdsmod Osszefliggés

vizsgalata) nagy mennyiségl fehérjére van sziikség, munkank elsé



1épéseként 1étrehoztunk egy metanol altal indukalhat6, Pichia
pastoris KM71H-alapti heterolog expresszidos rendszert, mely
lehet6vé tette az NFAP nagy mennyiségben torténd eldallitasat. A
hNFAP-kihozatal atlaga 5958+236 ng/1 volt, mely az eredeti termeld
N. fischeri NRRL 181-gyel elérhetd fehérjekihozatal (9784201 pg/l)
hatszorosa. A hNFAP-t termeld P. pastoris KM71H fermentlevébol
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 hNFAP els6 6t N-
terminalis aminosavat (LEYKG), melyek azonosnak bizonyultak a
nativ. NFAP els6 o6t N-terminalis aminosavaval. Mindezekkel
bizonyitottuk, hogy a P. pastoris KM71H képes a N. fischeri NRRL
181 altal termelt NFAP-vel szekvenica szinten megegyez6 proteint

szekretalni.

Az NFAP és hNFAP szerkezetének vizsgalata in silico
médszerekkel

In silico modszerekkel eldrejeleztiik az NFAP térszerkezeti
képét. A becsiilt szerkezeti kép alapjan az NFAP a tobbi
tomlosgomba altal termelt defenzinszerti fehérjéhez hasonldan 5 B-

red6 altal alkotott B-hord6 strukturat alakit ki. Az AFP-vel és a PAF-



fal ellentétben az NFAP rendelkezik egy pozitivan toltott C-
része (T33-D38) kinyulik a kompakt B-hordd szerkezetb6l. Az
NFAP rendelkezik egy pozitiv t6ltésti felszini régidval, melyet a 10.,
34., és 37. pozicidban 1év0 lizinek alkotnak. Ez a régi6 szakirodalmi
adatok alapjan szerepet jatszhat a fehérje antifungalis aktivitasaban.
In silico moédszerrel meghataroztuk a fehérje diszulfidhid-mintazatat
is, amely a tobbi kozeli rokon fehérjére jellemz6 abcabc motivumot

mutatja.

Az NFAP és a hNFAP antifungilis spektrumanak
osszehasonlitasa

In vitro mikrodiltcids tesztekben dsszehasonlitottuk a nativ
NFAP ¢és a hNFAP antifungalis 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
kettd, a Fusarium nemzetségbe (F. incarnatum, F. solani
fajkomplex) tartozd human fertézésbol szadrmazd 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 antifungélisan aktiv hNFAP-t
termelni és a hNFAP antifungélis hatékonysdga megegyezik a nativ

NFAP-jével.

A hNFAP hatasara bekovetkezo rovid- és hosszatava fenotipikus
valtozasok

NFAP-érzékeny Aspergillus nidulans FGSC A4 és A.
nidulans Actin-GFP torzseken vizsgaltuk a hNFAP hatasara rovid és
hosszu iddintervallumon beliil bekdvetkez6 fenotipikus valtozasokat.
FUN-1 festéssel bizonyitottuk, hogy mar 30 perces szubletalis
megszlinik az A. nidulans FGSC A4 metabolikus aktivitasa.
Vizsgaltuk tovabba az A. nidulans FGSC A4 torzs membranjanak
integritasat, ami 30 és 60 percig tortén6 hNFAP-kezelés utan is
intakt maradt, viszont 16 6ras kezelés utan az integritds megsziint.
Annak érdekében, hogy kideritsiik, hogy a membran integritasanak
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 perces
apoptotikus markerek megjelenését figyeltiik meg A. nidulans FGSC
A4 hifakon, nekrozisra utalo jeleket viszont nem detektaltunk. Ezzel
ellentétben, 16 ora hosszan tarto6 hNFAP-kezelés utan kizarolag

propidium-jodiddal fest6dd, elhalé hifakat figyeltink meg, , ami



valészintileg ~ az  apoptozis  kései  szakaszaban  fellépd
membrankarosodas kovetkezménye. Mindebbdl arra kovetkeztetiink,
hogy a hNFAP apoptozist indukal a ra érzékeny hifakban, viszont a
sejtmembrant kozvetleniil nem karositja.

Vizsgaltuk a hNFAP hatasat az A. nidulans sejtek aktin- és
kitinmintazatara. A. nidulans Actin-GFP sejtekben mar 30 perces
normalis, apikalis régidban 1évd, gylri-szeri aktinmintazat
rendezetlenné valt. Az aktinnak fontos szerepe van a kitin sejtfalba
torténd beépiilésében, ezért A. nidulans FGSC A4 térzson vizsgaltuk
a hNFAP hatasara bekovetkez6 valtozasokat a kitinelrendezédésben.
A hNFAP hatasara a sejtek normalis ,,sapkaszer(i” ktinmintazata

Mindebbél arra kovetkeztettiink, hogy a hNFAP mar rovid
id6n beliil, kdzvetlen moédon hatast gyakorol a ndvekvo hifa apikalis
novekedés megzavarasat vonja maga utan. Ez magyarazatul
szolgalhat a korabban mar jol leirt és altalunk is megfigyelt torzult,

tobbszordsen elagazo hifanovekedésre (h)NFAP jelentében.

A hNFAP lokalizacidja érzékeny sejtekben

Indirekt immunfluoreszcens festéssel vizsgaltuk a hNFAP
lokalizaciojat a ra érzékeny hifdkban. 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 €s a hifak torési pontjainal lokalizalodott hNFAP-
t figyeltink 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 passziv diffizido eredménye a sériilt
hifarészeknél (igymint a sejtfal kitiiremkedései és a hifak torési
pontjai). Ezeknél a hNFAP-felhalmozodasi pontoknal PI-festéssel

igazoltuk a membranintegritas megsziinését.

A hNFAP hatasmechanizmusanak vizsgialata

In vitro mikrodiltcios tesztekkel vizsgaltuk az A. nidulans
FGSC A4 és kiilonboz6 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
hatadsmechanizmusara. Eredményeink alapjan a hNFAP vélhetéen
egy heterotrimer G-protein-kapcsolt receptorhoz kétédve indukalja a
cAMP/Pka szignalizacios utvonalat, ami révén gatolja a polarizalt
novekedést és apoptozist indukal. A hNFAP antifungalis hatdsa a
sejtfalintegritas-utvonaltol (cell wall integrity pathway) fiiggetlennek
bizonyult, azonban egy MpkA altal aktivalt, eddig ismeretlen,
apoptézist indukald célpont hNFAP altal torténd aktivacidjat is

feltételezziik.
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OSSZEFOGLALAS

Eredményeink 6sszefoglaldsdul megallapithatjuk, hogy:

1. Az altalunk létrehozott P. pastoris alapi heterolog expresszios
rendszer képes a hNFAP-t nagy mennyiségben, megfeleléen érett
formaban, antifungalisan aktiv allapotban megtermelni.

2. Az NFAP/hNFAP in silico vizsgalatok alapjan B-hordo
szerkezetet vesz fel, mely hasonlosdgokat és kiilonbségeket is mutat
mas tomlds fonalasgomak altal termelt antifungalis fehérjékkel.

3. Az NFAP és a hNFAP antifungalis hatékonysagaban nincs

szignifikans kiilonbség.

s

hNFAP kezelés hatasara csokken az A. nidulans FGSC A4
metabolikus aktivitasa, és benne apoptotikus markerek jelennek meg.
Tizenhat oran at tart6 hNFAP-kezelés utan, a sejtek membranjanak
megszlinik.

kezelés megvaltoztatjia az A. nidulans FGSC A4 hifainak
aktinmintazatat, igy a kitineloszlast is.

6. A hNFAP 16 6ra utan a hifak sejtfalanak kitiiremkedéseinél és a
sejtek ,,torési pontjaindl” intracellularisan lokalizalodik, és vélhetéen
passziv transzport utjan keriil be a sejtbe.

7. A hNFAP egy heterotrimer G-protein kapcsolt jelatvietli tGton
keresztiil aktivalja a cAMP/Pka szignalizacios utvonalat, ami altal

zavarja a polarizalt novekedést és apotozist indukal.
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8. A hNFAP egy eddig ismeretlen MpkA altal aktivalt célponton

keresztiil is képes apoptdzist indudkalni.
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