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BEVEZETES

Az utobbi néhany évtizedben a gombafertézések esetszama folyamatosan emelkedik,
ami egyre nagyobb kihivast jelent az egészségiigy szamara. Jelenleg is a Candida nemzetség
tagjai allnak leggyakrabban az invaziv gombafert6zések hatterében. Ezek az élesztok
altaldban konnyen kezelhetd, onmaguktdl megsziind nyalkahartya canidididzist okoznak
immunkompetens egyénekben, azonban a legyengiilt immunrendszerli paciensekben ez magas
halalozasi ratat mutatd, szisztémas fertozéssé alakulhat. A kezelés soran alkalmazott
antifungalis szerekkel (els6sorban azol és echinokandin) szemben egyre tobb rezisztens,
illetve multirezisztens Candida torzsrdl szamolnak be a szakirodalomban. Mindezek alapjan
sziikségessé valt, a gydgyaszatban rutinszeriien alkalmazott, gombaellenes szerek mellett 1j,
alternativ antifungalis stratégidk bevezetése.

Az antifungdalis aktivitassal rendelkez0 természetes eredetli peptidek és proteinek,
illetve szintetikus szarmazékaik 0j, a gombafertézések kezelésére alkalmazhatd szerek
alapjaul szolgéalhatnak. Erre a célra, a fonalas tomldsgomba-eredetii ciszteinben gazdag
antifungalis proteinek (cgAFP) kedvezd tulajdonséagaik alapjan (széles antifungalis spektrum,
stabilitas extrém kornyezeti koriilmények kozott, alacsony vagy nem 1étezd toxicitds emlds-
¢és novénysejtekkel szemben) megfelelhetnek. A jelenleg 13 izolalt és jellemzett képviseldvel
rendelkezd csoport elsdsorban a mezdgazdasagi és egészségiigyi szempontbol fontos patogén
fonalasgombakkal szemben mutat novekedésgatlod hatast, mig az élesztégombak ellen csupan
néhany esetben irtak le gyenge antifungalis aktivitast. Ezek alapjan a fehérjecsoport

¢lesztdgombakkal szembeni gyakorlati alkalmazasa megkérddjelezhetd.

CELKITUZESEK

Elézetes kisérleteinkben megfigyeltiik, hogy a minimdl tapoldatban tenyésztett
Neosartorya fischeri NRRL 181 fermentleve ¢és annak fehérjetartalma gétolja az
¢élesztégombak novekedését. Doktori munkdm témajaul az élesztdellenes, antifungdlis hatds
hatterében allé protein azonositasat és jellemzését valasztottuk, amelyet Neosartorya fischeri
antifungalis protein 2-nek (NFAP2) neveztiink el. Az NFAP2 tanulmanyozisa tovabb
bévitheti a cgAFP-krél mar meglévd ismereteinket és a Candida fajok okozta fertézések

kezelésére hatékonyan alkalmazhato 1j terapids stratégiak kifejlesztését teheti lehetove.



Mindezek alapjan a kovetkezo konkrét célokat fogalmaztuk meg:

A Neosartorya fischeri NRRL 181 jeli izolatum 4ltal termelt élesztéellenes protein
(NFAP2) izolalasa, azonositasa és in silico vizsgalata.

Az NFAP?2 filogenetikai kapcsolatainak feltarasa.

Az NFAP2 hatékonysagéanak és hatdsmechanizmusanak tanulméanyozasa.

Az NFAP2 héstabilitasanak €s szerkezetének vizsgalata.

Az NFAP2 nagy mennyiségben torténd eldallitdsa Penicillum chrysogenum-alapt
heterolog expresszids rendszerben.

Az NFAP2 kémia szintézise.

A rekombinans és szintetikus NFAP2 antifungélis hatdsanak vizsgalata.

Az NFAP2 funkcionalis térképezése.

A rekombinans és szintetikus NFAP2 szerkezetének vizsgélata.

ALKALMAZOTT MODSZEREK

DNS alapu technikak

Genomi DNS tisztitasa
Agar6z gélelektroforézis
Polimeraz lancreakcioé (PCR)
Transzformalo vektor épitése

Fonalasgomba-transzformacioé

Fehérje alapu technikak

Heterolog expresszio

Kémia peptidszintézis (szilard fazist)

Kationcserés kromatografia

Nétrium-lauril-szulfat poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-PAGE)
Forditott fazisu nagy teljesitményii folyadékkromatografia (RP-HPLC)
Elektrospray ionizacids tomegspektrometria (ESI-MS)

Kvadrupol repiilési id6-tomegspektrometria (Q-TOF MS)

Magneses magrezonancia spektroszkdpia (NMR)

Cirkularis dikroizmus spektroszkdpia (ECD)

In silico fehérje tulajdonsag meghatarozas (BioEdit, ExPAsy ProtParam tool, Protein
Calculator, PSIPRED, DISULFIND, SignalP1)

Filogenetikai analizis (BLAST, PRANK, FastGap, Maximum-Likelihood)

In vitro antifungalis proteinek és hatdanyag-kombinaciok iranti érzékenység vizsgalata:

Mikrodiluciés médszer (CLSI M27-A3)
Checkerboard titralas



Mikroszkopos vizsgalatok

e Fény-¢s fluoreszcens mikroszkopos vizsgalatok
- FUN-1 festés (FUN-1 Viability Staining)
- Propidium-jodid (PI) festés
- Apoptotikus/nekrotikus események detektalasa (Annexin V-FITC Apoptosis
Detection Kit)

EREDMENYEK

1. A Neosartorya fischeri NRRL 181 jeli izolatum altal termelt élesztéellenes protein
(NFAP2) izolalasa, azonositasa és in silico vizsgalata

Munkank elsé 1épéseként a Neosartorya fischeri NRRL 181 fermentlevébdl egy, a
korabbi vizsgalatok soran élesztdellenes aktivitast mutatd, 5,6 kDa méretii fehérjét izolaltunk.
A Q-TOF tomegspektrometria segitségével végzett moltomeg-mérés alapjan a fehérje pontos
monoizotopos molekulatomege 5555,5513 Da-nak addédott. Az enzimatikusan emésztett
protein MS analiziséb6l szarmazo tomegadatok felhasznaldsaval elvégzett vizsgalatok
eredményeként egy nem-jellemzett hipotetikus fehérjét azonositottunk, amit Neosartorya
fischeri antifungalis protein 2-nek (NFAP2) neveztiink el. Az in silico vizsgalatok soran
kimutattuk, hogy az érett NFAP2 52 aminosavbdl 4116, 5564,3 Da 4atlagos molekulatomegti,
ciszteinben gazdag bazikus (pI=9,02), hidrofil (GRAVY = -0,731) és pozitivan toltott
molekula (netté toltése pH 7,0 = +5,2), amit harom, ,,abcabc” mintazatba rendez6do

diszulfid-hid stabilizal.

2. Az NFAP2 filogenetikai kapcsolatainak feltarasa

Az érett NFAP2 aminosav-szekvencidja 11-23%-0s azonossdgot mutat a fonalas
tomlésgombakbol mar leirt és izolalt PAF- és BP-klasztert tartalmazd, cgAFP-kel. Az NFAP2
homoldgok keresése sordn a publikalt Ascomycota genomokban 32 olyan fehérjeszekvenciat
talaltunk, amelyek nagymértékii hasonlosdgot mutatnak az NFAP2-vel. A homolég NFAP2
fehérjék feltételezett érett formai 35-98%-o0s azonossdgot mutatnak az NFAP2 aminosav-
szekvenciajaval. Filogenetikai analizisiink alapjan a cgAFP-k és azok feltételezett homologjai
harom nagy csoportot alkotnak: a PAF-klasztert, a BP-klasztert, illetve az NFAP2-klasztert
hordozo fehérjék csoportjat.

3. Az NFAP2 hatékonysaganak és hataismechanizmusanak tanulmanyozasa
Antifungélis érzékenységi vizsgalataink sordn az NFAP2 9 ¢élesztégomba és 3
fonalasgomba izoldtum koziil hatékonyan gatolta a 7 Candida izolatum (C. albicans ATCC

10231, C. glabrata CBS 138, C. guilliermondii CBS 566, C. krusei CBS 573, C. lusitaniae
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CBS 6936, C. parapsilosis CBS 604, C. tropicalis CBS 94), a Saccharomyces cerevisiae
SZMC 0644 és a Schizosaccharomyces pombe SZMC 0142 novekedését dozisfliggd modon.
Ugyanakkor, a fonalasgombak (Aspergillus nidulans FGSC A4, Aspergillus niger SZMC 601,
Rhizomucor  miehei CBS  360.92) rezisztensnek bizonyultak vele szemben.
Legérzékenyebbnek a S. cerevisiae SZMC 0644 mutatkozott 24 dra inkubaciot kdvetden.

A letalis és szubletdlis koncentracioban alkalmazott NFAP2 mid-log fazist S.
cerevisiae SZMC 0644 sejteken kivaltott antifungdlis hatdsanak mikroszkopos vizsgéalata
soran a protein nem indukalt apoptozist és nem okozott valtozast a metabolikus aktivitdsban
rovid idétartamon beliil, viszont roncsolta a plazmamembrant. A szubletalis koncentracioju
NFAP2-kezelt mintakban a PI-pozitiv sejtek szdma 16 orat kovetden szignifikansan magasabb
volt a kezeletlen kontrollhoz képest, mig az élesztdsejtek letalis koncentracidju NFAP2-vel
torténd kezelése sordn, a kontroll és a kezelt mintdkban jelenlévé piros fluoreszcenciat mutatd
sejtek szama kozott mar 10 perces inkubacidt kovetden szignifikdns kiilonbség volt

megfigyelhetd.

4. Az NFAP2 héstabilitasanak és szerkezetének vizsgalata

Az NFAP2 oldat hdmérsékletének 25 °C-rdl folyamatosan 95 °C-ra torténd emelését
kovetden az NFAP2 megdrizte a S. cerevisiae-vel szemben mutatott antifungalis aktivitasat,
azonban a minimadlis gatlo koncentracio (MIC) érték egy felez6 higitasi 1éptékkel ndvekedett.

A fehérje diszulfid-hidakkal stabilizalt, kompakt szerkezetét RP-HPLC analizissel
bizonyitottuk, amely soran az NFAP2 a PAF-hoz hasonléan hamar lemosddott a forditott
fazisu oszloprdl, ami arra utal, hogy a kompakt PAF-éval megegyezd diszulfid-hid mintazattal
(,;abcabc”) rendelkezik. Az ECD spektroszkopidval végzett szerkezeti ¢és hdstabil
tulajdonsagok vizsgalata soran az NFAP2 25 °C-on mért ECD spektruma a PAF és mas,
diszulfid-hidakkal stabilizalt, B-szerkezetii fehérjék spektrumaval megegyezd tulajdonsagokat
mutatott. A fehérjeoldat 25 °C-ra torténd visszahiitését kovetden a protein mérsékelt
szerkezeti visszarendezOdése volt megfigyelhetd, azonban ez a visszarendez0dés még négy
héttel a hokezelés utan sem volt teljes. A termalis letekeredési gorbék alapjan a protein
feltekeredett szerkezete 70 ©°C-ig sértetlen marad, azonban a termalis denaturdcid

irreverzibilis.

5. Az NFAP2 nagy mennyiségben torténé eléallitasa Penicillum chrysogenum-alapu
heterolog expresszios rendszerben
Munkank sordn létrehoztunk egy P. chrysogenum-alapu heterolog expresszios

rendszert, amely lehetdvé tette a rekombindns NFAP2 (rNFAP2) nagy mennyiségben torténd



eléallitasat. Az rNFAP2-kihozatal atlaga 15+1,2 mg/l (n=2) volt, amely az eredeti termeld N.
fischeri NRRL 181-gyel elérhetd fehérjekihozatal negyvenszerese (368+19 pg/l, n=5). Az
NFAP2-termeld P. chrysogenum fermentlevébdl tisztitott rNFAP2 ESI-MS analizise
megerdsitette, hogy a tisztitott fehérje monoizotopos molekulatomege 5555,5 Da, ami

megfelel az NFAP2 kordbban mért monoizotdpos molekulatomegének (5555,6 Da).

6. Az NFAP2 kémiai szintézise

Az NFAP2 tovabbi vizsgalatahoz szilard fazisu peptidszintézissel 1étrehozott NFAP2
fragmensek nativ kémiai ligacidval torténd Osszekapcsoldsaval szintetikus NFAP2-t
(szNFAP2) éllitottunk el6. Az szNFAP2 [étrejottét ESI-MS analizissel ellendriztiikk, ami
kimutatta, hogy a ligaci6é soran kapott termék monoizotépos molekulatomege 5554,7 Da, ami

megfelel a harom diszulfid-hidat tartalmaz nativ NFAP2 monoizotopos molekulatomegének.

7. A rekombinans és szintetikus NFAP2 antifungalis hatasanak vizsgalata

Az INFAP2 ¢és szZNFAP2 antifungalis hatdsdnak vizsgalatdba az eldbbi esetében 9, mig
az utobbinal 4 élesztégomba izolatumot vontuk be. Mind a két protein az élesztdgombak
teljes novekedésgatlasat okozta alacsony ionerdsségli tapoldatban, ¢s nem volt kiilonbség a
két fehérje azonos gomba izolatummal szemben meghatarozott MIC értéke kozott, ami
megegyezett a nativ NFAP2 esetében megfigyeltekkel. Az rNFAP2 MIC értékeit sztenderd
klinikai mikrobiolégiai koriilmények kozott (CLSI M27-A3 modszer) is meghataroztuk RPMI
1640 tapoldatban, ami sordn a vizsgalt koncentrdcidtartomanyon beliil nem minden
izolatumnal figyeltiink meg teljes novekedésgatlast (C. glabrata CBS 138, C. guilliermondii
CBS 566, C. parapsilosis CBS 604), viszont jelentds 30-50%-0s csokkenést igen (C. albicans
ATCC 10231, C. lusitaniae CBS 6936, C. tropicalis CBS 94). Az tNFAP2 FLK-val végzett
kombinaciés kisérlete sordn C. albicans (ATCC 10231) és C. parapsilosis (CBS 604)
esetében a két szer kozott szinergista, mig C. krusei (CBS 573) esetében indifferens

kolcsonhatast figyeltiink meg.

8. Az NFAP2 funkcionalis térképezése

Az NFAP2 funkcionalis térképezéséhez szilard fazisu peptidszintézis alkalmazasaval
szintetikus peptidfragmenseket allitottunk elé. A két fél (Fragmens 1 és 2, Fr-1 és Fr-2) és a
négy negyed (Fragmens 3-6, Fr-3-6) peptidfragmens teljes egészében lefedte az érett NFAP2
teljes szekvencidjat. A szintetikus peptidfragmensek gombaellenes hatasanak in vitro
mikrodilicids tesztben elvégzett vizsgélata soran csak az Fr-2 és az Fr-4 peptidfragmensek
mutattak dozisfiiggd, antifungélis aktivitdst a vizsgdlatba bevont 4 élesztdgomba izolatum

ellen (C. albicans ATCC 10231, C. krusei CBS 573, C. parapsilosis CBS 604, S. cerevisiae
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SZMC 0644), azonban magasabb MIC értékeket figyeltiink meg, mint a teljes hosszisagu
NFAP2 esetében. Tovabbi vizsgalatokhoz eldallitottuk az Fr-2 ¢és az Fr-4 kevert
aminosavsorrendli valtozatait is (Kr-Fr-2 és Kr-Fr-4) ¢és vizsgaltuk az antifungalis
hatékonysagukat. Mindkét valtozat az Fr-2 és Fr-4 esetében megfigyelt gatlo potencialt és
MIC értéket mutatta.

Az NFAP2 plazmamembranroncsold hatasanak bizonyitdsara PI-festéssel vizsgaltuk
az Fr-2, Fr-4, kevert valtozataik (Kr-Fr-4 és Kr-Fr-2) és az Fr-3 (evoluciésan konzervalt y-
core 1égid, ami a novényi ¢és allati antimikrobialis peptidekben és proteinekben funkcionalis
vagy szerkezeti szerepet jatszik) C. albicans ATCC 10231 sejtekre gyakorolt hatdsat,
Osszehasonlitva a teljes hosszusdgu proteinnel. A MIC értéknél alkalmazott Fr-2, Fr-4 és
kevert aminosavsorrendil valtozataik 10 percen beliil plazmamembranroncsolé hatast fejtettek
ki a sejteken, hasonldan a szintén MIC értéknél alkalmazott nativ NFAP2-hoz. Ezzel szemben
az  NFAP2  y-core régiot tartalmazé  Fr-3  peptidfragmens nem  mutatott
plazmamembranroncsold hatast. Az eredmények alapjan feltételezhetben az NFAP2 N-
terminalis kozépsd régidja felelds az antifungalis hatds kivaltasaért. In silico méasodlagos
szerkezetvizsgalatok alapjan ez a régi6 feltekeredett harmadlagos szerkezet esetén is egy, a
molekula kiilsé részén elhelyezkedd, konnyen hozzéaférheté hurkot hoz 1étre, ami képes lehet
elektrosztatikusan kapcsolodni az érzékeny gomba sejtmembranjanak negativan toltott

részeihez.

9. A rekombinans és szintetikus NFAP2 szerkezetének vizsgalata

Az tNFAP2 ¢s szNFAP2 feltekeredett szerkezetének és az NFAP2-ével megegyez6
diszulfid-hid mintazatanak igazolasara alkalmazott RP-HPLC analizis eredményeként az
rNFAP2 ¢és az szZNFAP2 esetében ugyanazt a retencios idot észleltilk, mint a nativ protein
esetében, ami egyértelmiien igazolja, hogy a rekombinans és szintetikus NFAP2 is a nativéra
jellemzé feltekeredett szerkezettel és diszulfid-hid mintézattal rendelkezik.

A rekombindns és szintetikus NFAP2 mésodlagos szerkezeti elemeinek, diszulfid-hid
mintdzatdnak és hdstabilitdsanak ECD spektroszkopia segitségével torténd meghatarozésa
soran az NFAP2 mintdk ECD spektruma nagymértékii hasonlésagot mutatott a kordbban
vizsgalt cgAFP-k spektrumdhoz, ami alapjan a fehérjék azonos masodlagos szerkezeti
elemeket tartalmaznak eredettdl fliggetleniil. Ezzel ellentétben a funkciondlis térképezés soran
hasznalt szintetikus peptidfragmensek ECD spektroszkopids vizsgéalata soran megallapitottuk,
hogy a fragmensek nem rendelkeznek masodlagos szerkezeti elemekkel. A termalis

letekeredési vizsgalatok alapjan a nativ, a rekombinidns ¢és a szintetikus NFAP2 nativ



feltekeredett szerkezete 70 °C-ig intakt marad, és az ezutan kovetkezd termalis denaturacid
reverzibilis.

A harmadlagos szerkezet és a szerkezeti dinamika nagyfelbontasu vizsgalatdhoz az
clézetes NMR analizis soran jeloletlen szZNFAP2 és '>C/'’N-jelolt rNFAP2 mintékat
hasznaltunk. A két vegyiilet '*C-HSQC tipust ujjlenyomat-spektrumanak vizsgalata alapjan a

két fehérje azonos felépitéssel és nagyon hasonld, feltekeredett térszerkezettel rendelkezik.

OSSZEFOGLALAS

1. Izolaltunk és azonositottunk egy uj, ciszteinben gazdag élesztOellenes hatast mutato
antifungalis proteint a Neosartorya fischeri NRRL 181 fermentlevébdl, amit NFAP2

neveztink el.

2. Az NFAP2 ¢és feltételezett homologjai a fonalas tomlésgomba-eredetili ciszteinben gazdag
antifungalis fehérjék egy uj csoportjat képezi, aminek az NFAP2 az elsd izolalt és

jellemzett képviseldje.

3. Megallapitottuk, hogy a protein mar kis koncentracidban alkalmazva hatékonyan gétolja

klinikai szempontbdl jelentds, a Candida nemzetségbe tartozo fajok ndvekedését.

4. Az NFAP2 a korabban izolalt és jellemzett ciszteinben gazdag antifungélis proteinekkel

megegyez0 szerkezettel, diszulfid-hid mintdzattal és hdstabilitassal rendelkezik.

5. Sikeresen elkészitettlink egy, a rekombindns NFAP2 nagymennyiségli termelésére képes P.
chrysogenum-alapu heterolog expresszios rendszert €s kémiai szintézissel eldallitottuk a

szintetikus NFAP2-t.

6. A rekombinans ¢és szintetikus protein Osszehasonlitdsa érdekében elvégzett vizsgalatok
alapjan a két protein a nativ fehérjével megegyez6 tomeggel, masodlagos szerkezettel és

antifungalis hat4ssal rendelkezik.

7. Megallapitottuk, hogy a rNFAP2 RPMI 1640 tipoldatban nagyobb minimalis gatld
koncentraci6 értékeket mutat, azonban a flukonazollal kombinédciéban alkalmazva képes

szinergista kdlcsonhatasba 1épni.

8. A funkciondlis térképezés alapjan, az NFAP2 kozépso-N-termindlis régidja felelds az
antifungalis aktivitasért, ami inkdbb fligg a régid toltésétdl és hidrofilicitasatol, mint az
elsddleges szerkezetétdl és a yp-core motivumot tartalmazd fehérjeszakasznak

feltételezhetOen szerkezetkialakito-szerkezetstabilizalo szerepe lehet.
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