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1. IRODALMI ATTEKINTES

1.1 Gombak okozta betegségek és azok kezelésére alkalmazott szerek

A gombdk az eukaridta mikroorganizmusoknak egy rendkiviil heterogén csoportjat
alkotjak, melyek minden elképzelhet6 Okologiai niche-ben elterjedtek. Nagy a
fajgazdagsag a szaprofitdk, vagyis korhadéklakok korében, ezek foként szerves
hulladékokban ¢élnek. De gombak ndhetnek akar masik gomban is. Eléfordulhatnak vizes
kornyezetben ¢és talajban egyarant, és sporaikkal beszennyezhetik a levegoét is. Vannak
gombak, kiilondsen az élesztok kozott, melyek fermentacios folyamatokban jatszanak
fontos szerepet. Masokat enzimek, citromsav €és mdas szerves anyag termeléséhez
hasznalnak fel (Esser, Lemke mtsai. 2001). Egyes gombak ehetéek, mig masok mérgezdek.
Ezen végletek kozott szamos gomba 1étezik, melyek képesek fertézéseket 1étrehozni akar a
tiidében, a bordn, vagy a kormon. A gombads fertézéseket okozd patogén formaik az élet
minden teriiletét érintik az egész vildgon. A koérhazi vagy egészségligyi intézményekben
szerzett, igynevezett nozokomialis fert6zések, vagy mas gomba okozta betegségek nem
csak az emberi lakossagot fenyegetik, hanem az allatokat és novényeket is.

A kozel 100.000 ismert gombafajnak mintegy 10%-a képes ndvényeket kolonizalni,
¢s ennek egy kisebbik hanyada betegségeket is okoz a gazdandvényen. Mintegy 300.000
virdgos novényt tiamadnak meg patogén gombak, ami éves szinten komoly terménykiesést
jelent és ez sulyos gazdasagi probléma (Knogge 1996). A ndévény-gomba kapcsolat
azonban eldnyds is lehet akar mindkét fél szamara. Erre példa a mikorrhiza jelensége, ami
egy olyan mutualista szimbiotikus kapcsolat, ami mar mintegy 400 millio éve
morfologiailag valtozatlan (Parniske 2008).

A gombas fertézéseket mas néven mikodzisnak nevezziik. Habar a legtobb gomba
artalmatlan az emberre nézve, némelyek képesek specialis koriilmények kozott
betegségeket okozni. A gombdk egy része sporaval szaporodik, melyeket szervezetiink
direkt kontaktus Utjan, vagy belélegezve vehet fel. Ezért van az, hogy a gombaés fertézések
gyakran a tiid6t, a bort vagy a kormoket érintik. A gomba at is hatolhat a boron és ezzel az
egész testet érintd szisztémas fertdzést tud kialakitani, megfertézve mas szerveket is.

A gombas fertdzések korokozoi nem csak obligat patogének lehetnek, hanem
ugynevezett opportunista patogének is, melyek, mint példaul a Candida albicans, vagy a

Malassezia furfur, a normal human mikrofléra tagjai, azonban immunszupresszalt vagy
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immundeficiens (mint példaul neutropéniaban szenvedd, szervtranszplantalt, kemoterapia
alatt allo, AIDS-es) egyéneknél stlyos betegségeket okozhatnak. Az aszpergillozis és a
kandidiazis a legelterjedtebb invaziv mikézisok. Az egyre jobban terjedében levd
zigomikozissal egyiitt, ezek a fert6zések nagy gyakorisaggal fenyegetik a legyengiilt
immunrendszerii betegeket, €s sajnos néha végzetes kimeneteliiek is lehetnek
(Chayakulkeeree, Ghannoum mtsai. 2006).

Az aszpergillozis fertézések 90%-at az Aspergillus fumigatus okozza. E mellett az
Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Aspergillus terreus és az Aspergillus nidulans is
egyre gyakoribb fert6z6 agens (Marr, Patterson mtsai. 2002). A penészgombak okozta
invaziv fert6zések koziil az aszpergillozis az utdbbi 10-15 évben keriilt talsulyba. Ennek
hatterében az erdsen veszélyeztetett betegek, ugymint a szervtranszplantaltak, a csontveld
atiiltetésen (vérképzd Ossejt-transzplanticion) atesettek, HIV fert6zottek, vagy valamilyen
intenziv kemoterapiaban részesiilok szamanak folyamatos novekedése all (Mahfouz és
Anaissie 2003). lgen magas a haladlozasi arany az aszpergillozissal feliilfert6zodott
betegeknél (példaul HIV fert6zotteknél 86%). Az Aspergillus-ok mindeniitt eléfordulnak
kornyezetliinkben. Megfertozhetik a belsé szerveket, igy a tiidot, vagy ritkabb esetben a
kozponti idegrendszert, a szivet, csontokat, valamint kiilsé aszpergill6zisok alakulhatnak ki
¢gési sebeken, vagy a szem ¢és fiil traumainak feliilfertozéseként (Gergely 2003).

Az invaziv gombafertézések vilagszerte legelterjedtebb okozo6i a Candida fajok.
Egy populacio szintii felmérés alapjan évente 72,8 millio eset kothetd candida fert6zéshez
(Pfaller és Diekema 2007). Az Egyesiilt Allamokban ez a negyedik leggyakoribb a
véraramot érinté nozokomialis fert6zést okozd gombak koziil. A C. albicans mellett, amely
mar régota a legismertebb invaziv kandidiazist kivalto faj, az elmult 10-15 évben
folyamatosan nétt az egyéb Candida fajok, mint a Candida tropicalis, Candida
parapsilosis, Candida glabrata és a Candida krusei altal okozott kandidiazisok
gyakorisaga is. A C. albicans az egészséges human populacio mintegy 30-70%-anal a bér,
genitalis és bél nyalkahartya normal florajanak tagja (Gow, van de Veerdonk mtsai. 2012).
Megfelel6 immunvélasz hianyaban, ha a szervezet nem tudja kontrollalni a nyalkahartya
gomba altali kolonizacidjat/kolonizalodasat, vagy ha a kompetitiv kommenzalista
baktériumok Osszetételében zavar keletkezik, a gomba tulndvekedése betegségekhez és
sulyosabb esetekben elhaldlozdshoz vezet. A Candidara jellemzé az tugynevezett
dimorfizmus, vagyis kétalakasag, ami mind in vitro, mind pedig a gazdaszervezeten belil,

in vivo is megfigyelhetd. A fenotipusvaltas képességét a sarjadzo élesztésejt €s a fonalasan
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nové forma kozt fontos virulencia faktornak tartjak (Kumamoto ésVinces 2005). A hifak
ugyanis képesek mechanikai erdt kifejteni elésegitve ezzel az epitél felszinek penetraciojat,
valamint karositjak az endotél sejteket, ezaltal a Candida a vérarambol mélyebb szoveti
rétegekbe is eljut. Az er6sen specializalt patogénekkel szemben, melyek egy f6 virulencia
faktorral rendelkeznek (mint példaul a Clostridium tetani), a C. albicans egy sor
folyamatot aktival, ami hozzajarul virulencidjdhoz. A gazdaszervezeten beliil van néhany
niche, ahol meghatarozott gomba fehérjéknek (mint példaul adhezineknek, proteazoknak)
van szerepe a fert6zés kialakitasaban, mig mas ¢élettereken beliil ezek a fehérjék kevésbé
jelentOsek, és mas faktoroknak jut dominans szerep. (Baixench, Aoun mtsai. 2007)

A Zygomycetes osztaly tagjai elsdésorban kozmopolita talajlakd; raktari kartevo;
allat, illetve humadanpatogén ¢s mikorrhizaalkoté fajok. Az opportunista allat és
humanpatogén fajok (példaul Absidia, Mortierella, Rhizomucor, Rhizopus, Saksenaea)
altal kivaltott fertézéseket zigomikozis néven foglaljuk O6ssze. A humdn betegségeket
leggyakrabban a Mucorales rend tagjai okozzak. Ezen fertézések jellemzd korképe a
gyorsan kialakulo és elterjedd szoveti roncsolddas, és az erek invazidja (Gonzalez, Rinaldi
mtsai. 2002) , (Chayakulkeeree, Ghannoum mtsai. 2006). A leggyakoribb megjelenési
formai a rhinocerebralis, a pulmondris, a gasztrointesztinalis, az elsddleges bor és a
disszeminalt zigomikdzisok. Ezek esetszama az utdbbi években fokozatosan emelkedik az
immunszupresszalt betegek novekvd szama kovetkeztében. Hajlamositd tényezd lehet az
elhanyagolt diabetes mellitus (Chayakulkeeree, Ghannoum mtsai. 2006), a rosszindulata
hematologids megbetegedések, a szerv- és csontveldatiiltetés, a szteroidok hasznalata, a
metabolikus acidozis, a deferoxamin terapia (Cornely 2008) és a sulyos, hosszan tarto
neutropénia (Ribes, Vanover-Sams mtsai. 2000). A zigomikoézis fert6zések 30-50%-a
rhinocerebralis mikézis, melynek soran, a sporangiosporak a levegdvétellel bejutnak a
felsébb légutakba, majd néhany nap elteltével a fejloddd hifak az orriiregbdl beterjednek az
agyba. Az esetek tobb mint 80%-anal a fertézés halalos végkimeneteld (Hsiao, Tsan mtsai.
2002), (Ribes, Vanover-Sams mtsai. 2000). Diabéteszes betegek elssorban a
rhinocerebralis formajara hajlamosak a zigomikézisoknak, mig a pulmonaris
megbetegedés az immunszuppresszaltak korében gyakoribb (Roden, Zaoutis mtsai. 2005).

A Fusarium fajok jelentés novényi kartevok, melyek szamos betegséget okoznak,
ugymint cstcsrothadast, gabonafélék tiszkosodését és varasodasat (Nelson, Dignani mtsai.
1994), de alkalmanként okozhatnak allati fertézéseket is (Evans, Levesque mtsai. 2004). A

gabonanovények fuzariozisa a terméshozam csokkentésével mennyiségi, a gabonaszemek
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mikotoxinokkal térténé szennyezésével pedig mindségi karokat is okoz. A Fusariumok a
human szervezetben is szamos fert6zést idéznek el (Nucci ésAnaissie 2007). Ezek
lehetnek feliileti fertdzések (ilyenek példaul a keratitis és az onychomycosis), vagy invaziv
fertézések. Ez utobbi csaknem kizardlag a sulyos immunhidnyban szenvedd betegeket
érinti (Nucci ésAnaissie 2002). Okozhatnak allergias megbetegedéseket is (Sinusitis)
megfeleld immunrendszerrel rendelkezé egyéneknél (Wickern 1993) és mikotoxikozist
Fusarium altal termelt toxinnal szennyezett élelmiszer elfogyasztasat kovetéen mind
emberben, mind pedig allatban (Nelson, Dignani mtsai. 1994).

A Malassezia nemzetségbe tartozé lipofil élesztok, ahogy korabban mar emlitésre
keriilt, a b6ér normal mikroflorajanak tagjai emberben és tobb melegvéri allatban egyarant,
azonban kapcsolatba hozhatéak szamos betegséggel is. 1846-ban Eichstedt volt az elsd, aki
felismerte az Osszefiiggést a Malassezia éleszté és a napgomba néven ismertebb
dermatomikdzis, a pityriasis versicolor, vagy mas néven tinea versicolor kozott. A
Candidahoz hasonloan a Malassezia is képes hifat ndveszteni, ez azonban nem minden
fajra igaz és csak alkalmanként megfigyelhetd (Gueho, Midgley mtsai. 1996). Minthogy
ezek a gombak obligat lipid-fiiggék, a M. pachydermatis kivételével minden Malassezia
faj igényel egy kiilsd lipid forrast ndvekedéséhez. Mindazonaltal ezeket a lipideket fontos
virulencia faktornak is tartjak, mivel ugy tiinik, hogy a lipid réteg megvédi a gombat a
fagocitozistol és gatolja az inflammatorikus immunvalaszokat (Kesavan, Holland mtsai.
2000). Ezen kiviil a lipid-gazdag sejtfal hidrofobicitasanak kozvetitd szerepe lehet a gomba

A Malassezia altal kivaltott felszini, vagy szuperficialis mikozisok csoportjan tal a
dermatomikézisok (a bér és borfiiggelékek gombas megbetegedései) leggyakoribb
csoportjat a dermatophytonok altal okozott dermatofitozisok alkotjak. Ezek a leggyakoribb
¢és legszélesebb korben elterjedt népbetegségek kozott szerepelnek (Odom 1993). A
legtobb esetben a dermatofitozisok a bort, a kormoket, a hajat és a szOrzetet tdmadjak
(Ogawa, Summerbell mtsai. 1997). A dermatophytonok patogenezisét keratinofilia
jellemzi, vagyis a szaruképletekben ndvekednek és szaporodnak. Csoportjukat harom
genus alkotja, melyek morfoldgiai jellegeik alapjan konnyen elkiilonithetok egymastol,
ezek a Trichophyton, Microsporum és az Epidermophyton nemzetségek (Weitzman és
Summerbell 1995). Az ide tartozé fajok csak a felszines, keratinban dus szoveteket

tamadjak meg, a mélyebb szovetekbe csak immunszupresszio esetén hatolnak be (Gergely
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2003). A szisztémas gombafertézésekkel ellentétben a bérgombasodasok tobbnyire csak
kozmetikai problémat okoznak, de az életet nem fenyegetik.

Ezen fertézések kezelésére szolgalo lehetdségek kozott szerepel az amfotericin B és
annak lipid készitményei, am az ezzel a szerrel kapcsolatos toxicitasi gondok limitaljak
felhasznalhatosagukat. A flukonazol hatékony ugyan a kandidiazis megel6zésében és
kezelésében, de a penészgombakkal, igy az Aspergillus és Fusarium fajokkal valamint a
Zygomycetes-ekkel szembeni inaktivitdsa és az ellene kialakulé egyre gyakoribb
rezisztencia miatt szintén limitaltak az alkalmazhatosagi lehet6ségek. Az tujabb azol
készitményeknek, kiilondsen a vorikonazolnak és a poszakonazolnak mar kiterjedtebb a
hatasspektruma, igy aktivak Candida, Aspergillus, Cryptococcus, Fusarium fajokkal
szemben egyarant, és a poszakonazol a Zygomycetes-ekkel szemben is. Az echinokandinok
jo hatékonysaggal vethetok be Candida vagy Aspergillus fertézések ellen, de a tobbi,
fentebb emlitett gombaval szemben hatastalanok (Cornely 2008).

Az antifungalis szerek valasztéka az utdbbi években bovilt ki. Az alap
készitmények mellett, mint amilyen az amfotericin B és az els0 generacios azolok (pl.
flukonazol) voltak, a kiterjedt spektrumti azolok és az echinokandinok csak mostanaban
keriiltek be a terapids gyakorlatba. Az amfotericin B egy polién tipusu antibiotikum, ami
mar 40 éve oszlopos tagja az antifungalis terapiaknak (Ellis 2002). Els6ként Streptomyces
nodosus-bol izolaltak, nevét amfipatikus jellege utan kapta, mivel savas és bazikus jellegii
molekuldkhoz egyarant kapcsolodik. Az ergoszterolhoz kotve porusokat képez a
sejtmembranon, amin keresztiil K™ jut ki a sejtbdl, ami végiil a sejt pusztulasahoz vezet.
Bar ez jelenleg a leghatasosabb antifungalis készitmény, a nagy dozisu alkalmazasaval jard
sulyos mellékhatasok, mint vesekarosodas, vagy hipokalémia (K™ hiany), erdsen limitaljik
hasznalatat (Deray 2002). Lipid készitményei, mint a liposzomas amfotericin B (L-AMB),
kolloiddiszperzios amfotericin B (ABCD), vagy az amfotericin B lipid komplex (ABLC),
kevésbé tlinnek nefrotoxikusnak, mint az eredeti forma (Wingard, White mtsai. 2000).

Az azolok a gombasejtfal f6 szterol komponensének, az ergoszterol szintézisének (a
bioszintézisében szerepet jatszo lanoszterol-demetilaz enzim) gatlasaval fejtik ki
antifungalis aktivitasukat (Boucher, Groll mtsai. 2004). A flukonazol megjelenése nagy
Azonban az egyre gyakoribba valo flukonazol hasznalattal Gsszefiiggésbe hozhatod olyan
rezisztens Candida torzsek felbukkanasa, melyek eddig érzékenynek bizonyultak a szerrel

szemben. A széles spektrumu azolok koziil, az itrakonazol joé in vitro hatékonysaggal 1ép
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fel az éleszték (Candida és Cryptococcus fajok), dermatofitak és néhany penészfaj ellen
(Sabatelli, Patel mtsai. 2006). Azonban a Candida fajok koziil nagyfoku itrakonazol
rezisztenciat mutat a C. krusei és a C.glabrata, melyekkel szemben a flukonazol is limitalt
aktivitassal bir (Pappas, Rex mtsai. 2004). Mi t6bb, keresztrezisztenciat is megfigyeltek
mar e két szer kozott (Chryssanthou és Sjolin 2004). A vorikonazol hatékony az
amfotericin B rezisztens A. terreus-szal és a fentebb emlitett két Candida fajjal szemben is
(Sabatelli, Patel mtsai. 2006). Keresztrezisztenciat ennél a szernél is tapasztaltak a
flukonazollal, és hasznalatat tovabb limitalja, hogy intravénas alkalmazhat6sagahoz
sziikség van cyklodextrin egyiittes adasara, mely veseelégtelenségben szenvedd betegeknél
nefrotoxikus hatast lehet (Chryssanthou és Sjolin 2004), (Neofytos, Lombardi mtsai.
2012). A poszakonazol aktiv a leggyakrabban izolalt patogén éleszté és penészfajokkal
szemben, beleértve azokat a Candida és Aspergillus fajokat, melyek amfotericin B-re és a
tobbi azolra rezisztensnek bizonyultak (Sabatelli, Patel mtsai. 2006). Elsédleges limitalo
tényezoje a poszakonazol terapianak, hogy csak oralis szuszpenzioban all rendelkezésre.
Az echinokandinok nagy lipopeptid molekulak, melyek a gombasejtfalat alkoto 1,3-
B-D-gliikan szintézisét gatoljak (Denning 2003). Minden echinokandin csak intravénasan
adhato. Az eltér6 hatasmechanizmusaik miatt az egyes echinokandinok és mas antifungalis
szerek kozott nem vart a keresztrezisztencia kialakulasa. A caspofungin szamos terapiaban,
mint példaul orofaringealis és 6zofagalis kandididzis kezelésében, vagy invaziv kandidiazis
esetén hasonld hatékonysaggal vethetd be, mint az amfotericin B vagy a flukonazol
(Villanueva, Gotuzzo mtsai. 2002), (Mora-Duarte, Betts mtsai. 2002). Invaziv
aszpergillozis esetén amfotericin B-vel egyiitt alkalmazva pedig még jobb eredmény érhetd
el (Maertens, Raad mtsai. 2004). Az anidulafungin és a micafungin jol alkalmazhato
candidémia, €és a caspofunginhoz hasonloan invaziv kandidiazis kezelésére is (Cornely
2008). A tobbi antifungalis készitményhez képest ezek elénye, hogy kevesebb karos

hatassal jar alkalmazasuk.

1.2 Antimikrobialis szerekkel szemben kialakulo rezisztenciak

Antimikrobidlis szereket mar mintegy 80 éve hasznalunk fertézések kezelésére. Az
1940-es évek ota ezek a szerek jelentdsen lecsokkentették a fertézések altal okozott
megbetegedések ¢€s elhaldlozasok szamat. Azonban a napjainkban haszndlatos
antibiotikumok hosszantarto és széles korben torténd alkalmazasaval megjelentek az

ugynevezett multidrog rezisztens (MDR) mikroorganizmusok, melyek adaptalodtak az
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elleniik Kifejlesztett antibiotikumokhoz, lecsokkentve ezaltal azok hatékonysagat. A
Gram-pozitiv és Gram-negativ baktériumokon tul szamos gomba, virus és parazita alakitott
ki rezisztenciat. Egyesek egyetlen antimikrobidlis szerrel (vagy azok egy csoportjaval)
szemben valtak rezisztenssé, mig masok tobb szerrel szemben is. Ez utdbbiak tartoznak az
MDR organizmusok kozé. Az MDR mikrobédkkal szembeni védekezés egyre nehézkesebb,
és idében egyre elnyultabb terapiakat igényel. Egyes esetekben a rezisztencia oly
mértékivé valt, hogy nem all rendelkezésre hatékony antibiotikum. Ezen organizmusok
fokozottan novekvd szdma komoly gondot okoz az egészségligynek, kiilonosen, ha
figyelembe vessziik, hogy az 0j antimikrobialis szerek szama, amelyek fejlesztés alatt
allnak, igen limitalt (Boucher, Talbot mtsai. 2009).

Az antibiotikumoknak a nem kizardlag human egészségiigyben torténd alkalmazasa
szintén hozzajarul a rezisztencia terjedéséhez (Martinez ésBaquero 2002). Koztudott, hogy
az antimikrobialis szereknek az allati takarmanyozasban torténé alkalmazasahoz bakterialis
rezisztencia kialakulasa kothet. Példaul, Salmonella és Campylobacter fajok rezisztenssé
valnak egyes antibiotikumokra és az antibiotikum rezisztencia génjeiket atjuttatjdk a
természetes human flora tagjaiba, példaul Enterococcus fajokba. Vagy példaul az
Escherichia coli magas ciprofloxacin rezisztenciaja fluoroquinolonok szarnyas kultarakban
valo felhasznalasaval fiigg 6ssze (Rice 2003).

Ahhoz hogy megértsiik a rezisztencia mechanizmusokat, ismerni kell az
antimikrobidlis szerek hatdsmechanizmusat. A baktériumok elleni antibiotikumok
aktivitasa lehet a sejtfal szintézis zavarasa (példaul a béta-laktdmok és glikopeptidek), a
fehérjeszintézis gatlasa (makrolidek, aminoglikozidok és tetraciklinek), a nukleinsav
szintézis akadalyozasa (fluoroquinolonok és rifampicin), az anyagcsere utvonalak gatlasa
(trimethoprim-szulfamethoxazol) és a membran struktira megbontasa (polymyxinek és
daptomycin) (Tenover 2006). Ezen hatasok kivédésére a baktériumok tobbféle modszert
alkalmaznak: példaul sztreptomicin vagy eritromicin rezisztencia esetén pontmutaciot a
16S rRNS-t kodolo génen (Springer 2001), (Sigmund 1982). Tovabbi lehetéségek olyan
enzimeket kodolo gének "Osszeszedése", melyek lebontjak, inaktivaljak vagy eltavolitjak
az antibiotikumot. Elobbiek a béta-laktam tipust antibiotikumokra (mint amilyen az
ampicilin) és az aminoglikozidokra (példaul kanamicin) jellemz6 rezisztencia
mechanizmusok, melyek soran plazmidon kodolt béta-laktamaz illetve aminoglikozid

modosité enzimek jutnak be a baktériumsejtbe (Sutcliffe 1978), (Shaw 1993).Utébbi a
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tetraciklin rezisztencia egyik specialis valtozata, amikor membrankapcsolt tigynevezett
efflux fehérjék felismerik és a sejtbdl exportaljak az antibiotikumot (Speer 1992).

Amint mar emlitettilk, az antibiotikum rezisztencia nem csak a baktériumokat
érinti. Egyre tobb tanulmany szamol be olyan patogén gomba izolatumokrol, melyekkel
szemben az altalanosan hasznalatos antifungalis szerek hatastalannak bizonyulnak. T6bb
beszamold is megjelent példaul a candida ellenes szerekkel szemben kialakult
rezisztenciakrol. Felbukkantak olyan azol-rezisztens C. albicans torzsek, melyek
pontmutaciot hordoztak ezen gombaellenes szerek célpont molekuldjaban az ergoszterol
bioszintézisében szerepet jatszoé Ergl1p-ben, vagy thlexpresszaltak azt, csokkentve ezaltal
a flukonazol kotddését (Akins 2005), (Sanglard ésOdds 2002). A poliénekkel és az

echinokandinokkal szembeni reszisztencia ritka, azonban a plazmamembran ergoszterol

crer

crer

amfotericin B, illetve caspofungin rezisztencia (Cannon, Lamping mtsai. 2007), (Baixench,
Aoun mtsai. 2007). Elébbi azol rezisztenciat is eredményez. Az antifungalis rezisztencia
kiilondsen problémas a terapia szempontjabol, mivel a szisztémas gombafertézés korai
felismerése késhet, és kevés gombacllenes szer all rendelkezésre. Mindamellett, a

hosszantarté terapia nem kivant mellékhatasokat is okozhat.

1.3 Antimikrobialis peptidek

A mikrobakkal szembeni drog rezisztencia globalis méretli népegészségligyi
problémava valt napjainkra, igy sziikségszer(i 0j antimikrobialis szereket bevetni az egyre
novekvo rezisztenciaval szemben. Az antimikrobialis peptidek (AMP), mint Gjgeneracios
antibiotikumok, hatékony megoldast nyujthatnak az antibiotikum rezisztencia
problémakorének megoldasara (Giuliani, Pirri mtsai. 2007). Antimikrobialis peptideket a
baktériumoktol kezdve minden rendszertani kategoridba tartozo éldlények termelnek,
novényekben, illetve gerinces €s gerinctelen allatokban ezen vegyliletek a velesziiletett
immunitas effektor molekulai (Maroti, Kereszt mtsai. 2011). Vannak ko6zottik virus,
baktérium, protozoa és gomba ellenes aktivitassal rendelkezok (Shai 2002), valamint
olyanok, melyek antibakteridlis ¢és antifungélis hatissal egyarant birnak. Széles

hatasspektrumuknak és a rajuk jellemz06 gyors 616, vagy gatlo aktivitasuknak koszonhetéen
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ezek a természetes molekulak igéretes jelolteknek tekinthetok a koérokozokkal szembeni
harchan.

Az AMP-k kis, amfipatikus molekulak (ennek megfeleléen hidrofil és hidrofob
régioval egyarant rendelkeznek), melyek aminosav Osszetétele €s hossza rendkiviil
valtozatos (6-t6l 100 aminosavig) (Peters, Shirtliff mtsai. 2010).Sok kozilik pozitiv
toltésti. Masodlagos szerkezetiiket tekintve négy csoportba oszthatok (1. abra): B-lemez, a-

hélix, hurok és kiterjedt peptidek (Giuliani, Pirri mtsai. 2007).

(A) a-hélix (B) B-lemez

Magainin-2 [ -defensin 1

(C) kiterjedt (D) hurok

& A.t‘ﬁ*

Indolicidin Gramicidin

1. abra: Antimikrobidlis peptidek szerkezet szerinti csoportositasa: a-hélixek (A); B-lemezek
sorozatabol felépiild petpidek (B); szokatlan szerkezettel, mint példaul kiterjedt hélixel rendelkez6

peptidek (C); és hurokba rendez6dott peptidek (D).

Aminosav Osszetételiik alapjan szintén négyféleképpen csoportosithatok (Brogden
2005). Egyik alcsoportot képezik az anionos, glutaminsavban és aszparaginsavban gazdag
AMP-k. Ezek 700-800 Da nagysagii peptidek, melyek mM-os koncentracidban
termelddnek gerinctelenekben, névényekben, emberben pedig a surfactant és a

bronchoalveolaris folyadék tartalmazza, valamint a 1éguti epitél sejtek termelik (Brogden,
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Ackermann mtsai. 1999). Ide tartozik példaul a kétéltiick maximin H5 nevi peptidje (Lai,
Zheng mtsai. 2002), vagy a human dermicidin (Schittek, Hipfel mtsai. 2001).
Antimikrobidlis aktivitdsukhoz cinket igényelnek kofaktorként. Egy masik csoport a
kationos AMP-k egy részét oleli fel (~ 290), melyek rovidek (< 40 aminosav), nem
tartalmaznak ciszteineket. Vizes kozegben legtobbjiik rendezetlen szerkezetet mutat, de
trifluoroetdn, SDS micelldk, foszfolipid vezikulumok és liposzomak jelenlétében a
molekula egy része, vagy teljes egésze a-hélixé rendezédik (Gennaro és Zanetti 2000). Az
a-hélix szerkezet rendezettségi mértéke minél fokozottabb, annal erdteljesebb a peptid
antimikrobialis aktivitasa (Brogden 2005). Ilyen példaul a human cathelicidin, az LL-37,
mely akut gyulladdsos folyamatok sordn magasan expresszalt és a membran
permeabilizalasaval végez a mikrobakkal (Bjorstad, Askarieh mtsai. 2009). A harmadik
csoport a kationos AMP-knek egy kisebb csoportja (~ 44), melyek jellegzetessége, hogy
bizonyos aminosavakban gazdagok. llyen a szarvasmarha bactenecin, vagy a sertés PR-39
nevii AMP-je, amik prolin és arginin gazdag peptidek; a prolin és fenilalanin gazdag
profenin (sertés); vagy a triptofan gazdag indolicidin (szarvasmarha). Erre a csoportra
ugyancsak jellemz6, hogy nem tartalmaznak ciszteineket és tobbnyire linedrisak. Az AMP-
k negyedik csoportja olyan anionos és kationos peptidekbdl all, melyek cisztein tartalmtiak
¢s ezaltal diszulfid hidak stabilizaljak ezeket a molekuldkat. Ide tartozik a sertés leukocitak
altal termelt protegrin és a defenzinek sokféle csoportja, igy az a-és B-defenzinek, a rovar
¢és novényi defenzinek, valamint a rhesus majom 6-defenzine.

Az egyes AMP-k 6lési sebessége igen eltérd lehet. Néhany a-helikalis peptid, mint
példaul az egyik csirke cathelicidin, a fowlicidin-3 (Bommineni, Dai mtsai. 2007) olyan
gyorsan fejti ki baktériumol6 hatasat, hogy a sejthalalt megel6z6 1épések csak nehezen
kovethetdek nyomon (Boman 1995). Mas peptideknek, mint példaul a cecropin P1, vagy a
PR-39 —nek 15-90 perc sziikséges az 616 hatas kifejtéséhez (Boman, Agerberth mtsai.
1993). Eltekintve az id6t6l és a specifikus hatasmechanizmusoktol, bizonyos 1épéseknek be
kell kovetkeznilik ahhoz, hogy megtorténjen a sejtolés. Ezek a 1épések pedig a kovetkezdk:
vonzas, tapadas/k6tddés, inszertalddas €s membran permeabilizalas.

A vonzés soran elektrosztatikus kolcsonhatas alakul ki az anionos vagy kationos
peptid és a célsejt felszini struktarai kozott. A kationos AMP-k a baktérium negativ toltésti
kiils6 membranjdhoz vonzodnak. A Gram-negativ baktériumoknil az anionos
foszfolipidekhez, vagy a lipopoliszacharidok foszfat csoportjdhoz, Gram-pozitiv

baktériumoknal pedig a peptidoglikan rétegeket 6sszekotd teikonsavhoz (Brogden 2005).
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Egyféle, vagy kevert lipideket tartalmazd membranokkal vagy vezikulumokkal
inkubdltatva az antimikrobialis peptideket kimutattak, hogy két, fizikailag eltér6 modon
képesek kotédni (Huang 2000). Az egyiket feliileti, vagy S (mint surface) allapotnak
nevezziik, amikor alacsony a peptid és a lipid egymashoz viszonyitott aranya. llyenkor az
a-helikalis és P-lemez masodlagos szerkezettel rendelkez6 peptidek, valamint a 6-
defenzinek a lipid fejcsoportokon adszorbealédnak, majd funkcionalisan inaktiv mdodon
beagyazddnak ¢és ezzel megnyujtjdk a membrant. A membran elvékonyodas mértéke
peptid-, illetve koncentraciofiiggd. A peptidek ebben az allapotban a lipid kettOs réteggel
parhuzamosan helyezkednek el. A masik kotédési mod az inszercids, vagy I (mint insert)
allapot. Ebben az esetben magas a peptid és lipid egymashoz viszonyitott aranya. Ahogy
né a peptid/lipid arany, Ggy kezd a peptid egyre merdlegesebben allni a membranhoz
képest. Végiil a peptid molekuldk a lipid kettds rétegbe inszertalddnak és transzmembran
porusokat képeznek (Brogden 2005).

A membran permeabilizalas tobbféle képpen is végbemehet (2. abra). A ,hordo
donga” modell szerint, a peptid hélixek koteget képeznek a membranban, kdzépen egy
hidrofil peptid régidk pedig a pdrus belsejét alkotjak. Ezt a tipusu transzmembran poérust
eddig egyediil a Trichoderma viride altal termelt alamethicin esetén irtak le. A ,,sz6nyeg”
modell esetén a peptidek, mint az ovispirin, a kettds réteg felszinén akkumulalodnak, és
magas peptid koncentracional detergens moédjara attdrik a membrant, és igy micellak
képzddnek. A ,torusz-pérus” modell alapjan, az antimikrobidlis peptid hélixek a
membranba inszertalodnak €s indukaljak a lipid monolayer-ek folyamatos behajlasat végig
a poruson keresztiil, igy a porus belsejében a vizes fazist az inszertadlodott peptidek ¢és a
lipid fejcsoportok is szegélyezik. Ily modon képeznek transzmembran porust a magaininek,

protegrinek, vagy a mellitin.
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2. abra: Antimikrobialis peptidek altal indukalt 61és lehetséges modjai: A) ,,hordd donga” modell:
a hidrofil peptid régiok (pirossal jelolve) a porus belseje felé, a hidrofob régiok (kékkel jeldlve) a
lipid kér-régié felé néznek. B) ,,sz6nyeg” modell: a peptidek parallel helyezkednek el a lipid kettds

réteg felszinén és egy kiterjedt réteget alkotnak, mint egy szényeg. C) ,,torusz-porus” modell.

Amilyen sokrétlieck maguk az AMP-k, olyan véltozatos a hatdsmechanizmusuk is. A
mikrobak pusztuldsat nem csak az ioncsatorndk €s transzmembran porusok képzésén,
valamint a kiterjedt membran karosodasok eldidézésén keresztiil érhetik el, hanem mas,
intracellularis célpontjai is lehetnek az AMP-knek. Ehhez azonban mindenképpen at kell
jutniuk a membranon, am ez az atjutds nem feltétlen kell, hogy a membran
permeabilizaciojat okozza. Vannak peptidek, amik endocitozissal (Richard, Melikov mtsai.
2003), masok makropinocitézissal (Wadia és Dowdy 2005), vagy valamilyen
permeaz/transzporter kozvetitett mechanizmussal (Casteels, Ampe mtsai. 1993)
transzlokalodnak. Az igy bejutott peptidek gatolhatjdk a DNS, RNS, vagy fehérje
szintézist, blokkolhatjak chaperon fehérjék és példaul olyan enzimek miikodését, melyek a
sejtfal strukturak megfeleld kialakitasahoz sziikségesek. Vannak olyan peptidek is, melyek
a mitokondriumot veszik célba, ahol vagy gatoljak a sejtlégzést és indukaljak reaktiv
oxigén gyokok képzddését, vagy megbontjak a mitokondrium membranjanak integritasat
és ezaltal ATP és NADH kiaramlast eredményeznek (Peters, Shirtliff mtsai. 2010).

Az antifungdlis AMP-k hatdsmechanizmusuk alapjan két nagy csoportba
sorolhatok: vannak a litikus peptidek és a sejtfal szintézis gatlok. Az els6é csoportba
tartoznak tobbek kozott a defenzinek, melyek szamos organizmusban megtalalhatoak, a

rovarok altal termelt cekropinok, vagy a kétéltliek altal termelt magaininek. A masodik
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csoport képviseldi példaul a kitin szintaz gatlé nikkomicinek és polioxinok, illetve a
gliikén szintézist gatlo echinocandinok (de Lucca, Walsh 1999).

Terapids szempontbol az AMP-k oOridsi elénye a szelektiv toxicitds. Egy
antimikrobialis agenssel szemben ugyanis esszencidlis feltétel, hogy emlds sejtekre ne
legyen toxikus. Alapvetd kiilonbségek vannak az emlés és mikroba sejtek kozott, melyek
meghatdrozzak a szelektivitast. Ilyen szelektivitdsi faktor a membran Osszetétel, a
transzmembran potencidl, a polarizacid6 és a membran szerkezeti jellegzetességei
(Bradshaw 2003), (Yeaman ésYount 2003). Az AMP-k tovabbi elénye, hogy nem csak
onmagukban alkalmazhatoak, hanem a mar hasznalatban levé antibiotikumokkal egyiitt
alkalmazva szinergista hatds érheté el velik. A leglijabb tanulmanyok pedig arrél
szamolnak be, hogy antimikrobidlis aktivitdsukon til, milyen mas alternativ funkciokat
lathatnak még el. Ezek kozt szerepel immunmodositd aktivitas (Mookherjee és Hancock
2007), endotoxin semlegesités (Peters, Shirtliff mtsai. 2010), sebgyogyulas (Steinstraesser,
Koehler mtsai. 2008), tumor ellenes hatasok (Mader és Hoskin 2006). Ezen kiviil még
fontos megemliteni, hogy nagyon ritka az AMP-kel szembeni rezisztencia kialakulasa
(Peschel és Sahl 2006). Mindezeket a tulajdonsagokat egyiittvéve, jelenleg az AMP-k
képviselik az egyik legigéretesebb stratégiat a fertézésekkel és a rezisztens mikrobakkal

szemben.

1.4 Antimikrobialis peptidekkel szemben kialakulé rezisztenciak

A fert6z6 mikroorganizmusoknak nemcsak terapias céllal a kornyezetiikbe juttatott
antimikrobidlis dgensek hatdsat kell kivédeniiik, hanem a versenytarsaik vagy éppen az
altaluk megtamadott szervezetek altal termelt, legtobbszor peptid tipust vegyiiletek,
Osszefoglald néven antimikrobidlis peptidek aktivitdsaval is meg kell kiizdeniiik. Az
antimikrobialis peptideknek kitett patogének két alapvetden kiilonb6zo stratégiaval
képesek tulélni. E kettd a konstitutiv rezisztencia és az indukélhat6 rezisztencia jelensége.
A konstitutiv, vagy mas néven passziv rezisztencia mechanizmusok egy adott organizmus
jellemzd6i, melyek AMP hidnyaban is kifejez0dnek. Az indukalhatd, vagy adaptiv
rezisztencia mechanizmusok az AMP-k altal kivaltott, vagy a célsejtet ért stresszre adott
valaszokat foglaljak magukban.

Minthogy az AMP-k hatasmechanizmusuk soran kolcsonhatasba keriilnek a cél

patogén kiilsé felszinével, igy a passziv rezisztencia egyik lehetséges forméja, hogy a

15



Irodalmi attekintés

mikréba felszine eleve nem rendelkezik elektrosztatikus affinitassal a kationos AMP irant,
s6t akar taszithatja is azt (Yeaman ésYount 2003). Ennek adaptiv megfelel6je, mikor a
mikroba valamilyen ton csokkenti a felszini negativ toltését. Példaul a Staphylococcus
aureus a citoplazmabol a felszini teikonsavhoz torténé D-alanin transzportalassal képes
csokkenteni a felszini negativ toltést és ezzel defenzinek, protegrinek és mas AMP-k ellen
alakit ki rezisztenciat (Peschel, Otto mtsai. 1999).

Passziv rezisztenciat okozhat a sejtek csokkent/nyugvd metabolikus allapota is.
Ennek megfeleléen példaul a sejtlégzés folyamataban gatolt, vagy alacsony homérsékleten
tartott C. albicans érzékenysége szignifikansan csokkent hisztatin-5-tel szemben, akarcsak
azoknak a petit mutansoknak, melyek mitokondrialis DNS-e hordozott valamilyen, a
sejtlégzést érinté mutaciot (Gyurko, Lendenmann mtsai. 2000).

Szintén az AMP-k kezdeti felszini kapcsoldodasat kihaszndlva indukélhato
rezisztencia alakul ki az extracellularis szerkezet modositasaval, mint példaul a
lipopoliszacharid Lipid A egységének megvaltoztatasaval. A Lipid A acil csoportjai kozott
a hidrofob kolcsonhatasok szamanak novelésével ugyanis csokken a kiils6 membran
fluiditdsa és ez gatolja az AMP-k kapcsolddasat/inszercidjat a kiilsd membranhoz/ba és
ezaltal a porus formalast (Brogden 2005). Ez a fajta rezisztencia mechanizmus
megfigyelheté Gram-negativ baktériumoknal, mint példaul Salmonella fajoknal. Az
adaptiv rezisztencia egy masik formaja, ha a mikroba proteolitikus enzimeket, igy
proteazokat, vagy peptidazokat termel, melyek lebontjak az AMP-ket (Groisman 1994). A
kiilonféle transzporterek ugyancsak osszefiiggésbe hozhatok AMP rezisztenciakkal, mind
baktériumoknal mind pedig patogén gombak esetében. Ilyen a Yersinia RosA és RosB
proteinekbdl felépiild kalium antiporter rendszere, mely az AMP-k kidramoltatisat végzi a
baktérium sejtekbdl (Stumpe és Bakker 1997), vagy a gombaknal az ABC-transzporterek
(ATP-binding cassette), melyek egyéb antifungalis szerekkel szemben is rezisztenciat
biztositanak (Andrade, Del Sorbo mtsai. 2000). Erre példa a Cdrlp vagy a Cdr2p pumpak,
melyek talzott expresszidja a plazmamembranban szintén azol rezisztencidhoz vezet

(Perea, Lopez-Ribot mtsai. 2001).

1.5 Antimikrobialis peptid szerii molekuldk szimbiézisban betoltott szerepe

Novényi antimikrobialis peptideket mar izolaltak a névény minden részebdl, igy a

gyokérbol, a szarbol, levélbdl, virdgbol és a magbdl is. A nemrégiben azonositott
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giimOspecifikus ciszteinben gazdag peptideket (nodule-specific cysteine rich peptides),
roviden NCR-eket bizonyos pillangés virdgi névények a gyokeriikon fejlodd szimbiotikus
szerv, a nitrogénkdtd giimd sejtjeiben termelik.

A pillang6s viraga novények novekedésiik soran korlatozott nitrogén ellatottsag
mellett szimbiotikus kapcsolatot alakitanak ki a talajban €16, az a- és B-proteobaktériumok
koz¢ tartozdo Gram negativ baktériumokkal, melyek koziil legismertebbek a Rhizobiaceae
csaladba tartoz6 Rhizobium, Sinorhizobium, Mezorhizobium, stb. fajok. Ezek
endoszimbionta mikroorganizmusok, melyek szimbiotikus kapcsolatuk kialakitasakor igen
magas szintli gazda-specificitdst mutatnak. A szimbiozis eredményeként egy 10j szerv
fejlodik ki a novény gyokerén, amit giimOnek neveznek. Ebben az uj szervben a
rhizobiumok nitrogénkotd bakteroidda differencidlédnak és a ndvény szamdra
hasznosithatd nitrogénforrast biztositanak, cserébe pedig a gazdandvény ellatja Oket
szénforrdssal. A baktériumok a leginkdbb ismert szimbiotikus kapcsolatok esetén egy
infekcios fonalnak nevezett csdszerii strukturan keresztiil jutnak be a fejlédé glimé
belsejébe, mely a gyokérszor sejtek membranjanak betiiremkedésével és novekedésével
alakul ki, s melybe a sejtfal komponenseihez hasonl6 anyagok rakodnak le. A baktériumok
a gimd sejtjeinek citoplazmdjaba egy endocitézishoz hasonld folyamattal, azaz egy
peribakteroid membrannak nevezett novényi membrannal koriilvéve jutnak be. Ennek
koszonhetéen a novényi citoplazméban taldlhaté tobb ezer bakteroid topologiailag
extracellularisan helyezkedik el.

A gliméknek két fO tipusat kiillonboztetjik meg: determinalt és indeterminalt
(Hirsch 1992). A determinalt giimék altalaban tropusi és szubtropusi pillangds viragtiak
gyokerén, mint példaul szdjan, mig az indeterminalt glimék a mérsékelt 6vi pillangds
viraglh novényeken képzddnek, igy lucernan, borsén. A két tipus kozotti kiilonbség mar a
kialakulasuk helyében megmutatkozik: a determinalt gimdé primordium a gyokér kiilsd
kérgi részén jelenik meg, mig az indeterminalt giim6é a kdézponti hengert koriilvevo
endodermiszen. Ez utobbinal is aktivalddnak a kiilsd kéreg sejtjei €s egy preinfekcids hidat
alkotnak az infekcios fondl és a giimd primordium kozott. A masik jelentds kiilonbség a
két giimé kozott, hogy a determindlt glimd merisztematikus aktivitasat hamar elvesziti a
kezdeti 1épéseket kovetden, igy ndvekedés csak a sejtek tdgulasaval valdsulhat meg. Ezzel
szemben az érett indetermindlt glimdében egy allanddan jelenlévd apikélis merisztéma
biztositja a gimd novekedését. Az ilyen tipusu glimok a sejtek differencialtsagi allapotatol

fliggden Ot részre oszthatok fel: 1. zoéna a merisztéma, II. az infekcids zoéna, ahol az

17



Irodalmi attekintés

infekcids fonalbol a baktériumok a novényi sejtekbe jutnak, III. a fixaciés zéna, ahol a
nitrogénkotés torténik. A II. és III. zondk kozott megfigyelhetd egy atmeneti zona,
melyben amiloplasztok akkumuldlodnak és ahol a rhizobiumok bakteroidda
differencialodnak. Az 6todik rész az 6regedé zona, ahol a bakteroidok és a novényi sejtek
lebomlanak. A merisztéma ¢és a nitrogénkotési zona kozott a novényi sejtek s
differencidlodnak, genomjuk osztddas nélkiil replikalodik, s ezen endoreduplikacios
ciklusok révén egyre nagyobb DNS-tartalmu, akar 64-128 genom kopiat tartalmazo sejtek
alakulnak ki. Ez az atalakulds a DNS-tartalom megvaltozasa mellett nemcsak a sejtméret
megnovekedésével, hanem nagyfoku génexpressziobeli €s fiziologiai valtozasokkal is jar.
Ugy vélik, hogy a szimbiotikus sejtek fertdzése az infekcios fonalrol lefiiz6d6
rhizobiumokkal, valamint a szimbioszomak képzddése, kivaltd okai lehetnek annak a két
részletben megvalosuld transzkripcids ,,programcsomag” elsd hulldmanak, amely a vad
tipust giimd kialakuldsat szabalyozza. Tovabba ngy tlinik, hogy ahhoz, hogy a masodik
transzkripcios hullam is megvalosuljon, a szimbiotikus sejtekben a bakteroidok
differencialodasanak elindulasa, a baktérium sejtek megnyulasa sziikséges (Maunoury,
Redondo-Nieto mtsai. 2010).

A pillang6s viraguak egy specialis csoportjanal, a kloroplasztisz genom egyik
forditott ismétlodését elveszté kladnal (IRLC, azaz Inverted Repeat Lacking Clade; ide
tartozik példaul a lucerna, a borsd, a lobab, a fehérhere) a szimbionta baktérium
egyidejlileg a baktériumok megnyulasaval, eldgazodasaval jar, ellentétben mas pillangds
viraguakkal (mint példaul szdja, kerep, vagy bab), ahol a nitrogénkotést végzd bakteroidok
a szabadon €16 baktériumokhoz hasonléak (3. abra). Ez az endoreduplikacios ciklusokkal
eldidézett bakteroid differenciacio novényi faktorok altal iranyitott, melyek csak az IRLC
tagjainak giimdiben vannak jelen, a tobbi pillangds virdgu ndvény giimdibdl hianyoznak

(Mergaert, Uchiumi mtsai. 2006).
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R. leguminosarum R. leguminosarum
bv. viciae bv. phaseoli

. Phaseolus vulgaris
bacteria bacteroids

Vicia sativa
bacteroids

bacteria

DAPI

Pl

1C/2C 18C 1C/2C 1C/2C
indeterminate determinate
R. leguminosarum R. leguminosarum
bv. “Lotus” bv. “Pisum”
Lotus japonicus Pisum sativum

bacteria bacteroids

bacteria bacteroids

DAPI

Pl

1C/2C 1C/2C 1C/2C 6C
determinate indeterminate

3. abra: Kiilonb6z6 bakteroid differenciacié indeterminalt és determinalt giim6kben: az IRLC
csoportba tartozo V. sativa és P. sativum giimbékben a bakteroidok megnyultak és jellegzetes Y-
elagazodast mutatnak, valamint a DNS tartalom megemelkedett a szabadon €16 formahoz képest. A
nem az IRLC kladba tartozo Ph. vulgaris és L. japonicus giim6kbdl izolalt bakteroidoknak azonban

a szabadon ¢é16 rhizobium kultaraval azonos a morfologiajuk és DNS tartalmuk (Mergaert, 2006).

A nitrogén-fixald gyokérgiimé kialakulasaban és ezen belill a bakteroidok
differencialodasaban szamos, ugynevezett giimé-specifikus peptid (nodule-specific
peptide, NSPEP) vesz részt. Ezek kezdeti/els6 azonositasa a 2000-es évek elején tortént,
amikor Medicago truncatula-ban talaltak 42 cDNS-t, melyek a giimé képzddése soran
indukalodtak és semmilyen addig ismert szekvenciaval nem mutattak homologiat
(Gyorgyey, Vaubert mtsai. 2000). A 42 feltételezhetden kodolt fehérje szekvenciaanalizise
soran kideriilt, hogy 19 hasonl6 jelleget mutat és ugyanabba a fehérjecsaladba sorolhato,

mivelhogy ezek mind kis méretiick (70 aminosav koriiliek), konzervalt szignal peptiddel
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rendelkeznek és a C-terminalis doménjiik konzervalt poziciokban ciszteineket tartalmaz.
Tehat a glimdében torténd expresszidjukrol és cisztein tartalmukrol kapta a csalad az NCR
elnevezést. Az NCBI adatbéazisaban torténé BLAST keresések alapjan a pillangos viragiiak
IRLC csoportjan kiviil nem talaltak NCR homologokat sem szojaban, L. japonicus-ban,
vagy Arabidopsis-ban, sem pedig mas novényekben (Mergaert, Nikovics mtsai. 2003).

Az NCR-ek mellett EST adatbazisok és genom szekvenciak alapjan az nsPEP-
eknek egy masik csaladjat is azonositottak Medicago-ban, melyet glicinben gazdag
fehérjék (Glycine-Rich Proteins, GRP) alkotnak (Kevei, Vinardell mtsai. 2002), (Alunni,
Kevei mtsai. 2007). Egy harmadik, és egyben a legkisebb géncsalad kis, savas
oldallancokkal rendelkez6 peptidekbdl all (Small Nodule-specific Acidic Peptide, SNAP).

Az nsPEP-ek legnagyobb csaladjat a mar fentebb emlitett cisztein-gazdag peptidek
(NCR-¢k) alkotjak (Mergaert, Nikovics mtsai. 2003), melyekb6l az IRLC csoportba
tartoz6 M. truncatuldban mara mar tobb mint 450-et azonositottak (Kereszt, Mergaert
mtsai. 2011). Az NCR gének rovid, 30-50 aminosav hosszusagu szekretalt peptideket
koédolnak, melyeknek érett formdjaban négy vagy hat cisztein konzervalt elrendezddést
mutat (4. abra), ennek fliggvényében két csoportra oszthatok: A és B csoport. Az ,,A”
csoportban az els6 két cisztein kozott (C1 és C2) 6t aminosav tdvolsag van, mig az utolso
kett6 kozott (C4 és C5) négy. A ,,B” csoport tovabbi két ciszteinje (C3 és C6) koziil a C3 a
C2 és C4 kozott helyezkedik el, peptidenként valtozd tavolsagban, a C6 pedig egy
aminosav tavolsagra van a C5-t6l. A szekvencia tobbi része jelentdsen eltér a csalddon
beliil. Eretlen formaban mindegyik NCR peptid hordoz egy 20-29 aminosavbol 4llo
hidroféb amino terminalis domént, amely nagy valoszintiséggel szignal peptidként (abran
alahtizva) funkcional. Ez a domén tereli az NCR-eket az endoplazmas retikulumban (ER) a
megfeleld szekrécids tUtvonalba, melynek szignal-peptidaz komplexe lehasitja a
szignélpeptidet az amino termindlis végrél az ER lumenébe torténd bejutds soran. Ez a
1épés elengedhetetlen a peptidek helyes célbajuttataisihoz, a bakteroidokkal telt

szimbioszomaba.
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4. abra: Medicago NCR multigén csalad: a 42 legabundansabb NCR két csoportba rendezve. Az A
csoport négy, a B csoport hat ciszteint tartalmaz (feketével kiemelve). Ezen kiviil a tovabbi azonos,
konzervalt pozicioban levé aminosavak (a szekvencidk legalabb 60 %-a) is feketével, a hasonldak

sziirkével vannak jelolve. Az alahtzott szakasz a szignal peptidet jeloli (Mergaert 2003).

EST szekvenalasi projektek, szekvencia elemzések alapjan homolog szekvencidkat
azonositottak tobb, szintén az IRLC-ba tartozé pillangos viragl ndvényben, mint példaul a
l6babban (Vicia faba), borsoban (Pisum sativum), fehér herében (Trifolium repens), vagy
kecskerutaban (Galega orientalis). Azonban mas, tavolabbi rokonsagban allo pillangos
viraghiak genomja, mint a sz6jaé (Glycine max), szarvaskerepé (Lotus japonicus), vagy a
kozonséges babé (Phaseolus vulgaris) nem tartalmaz NCR géneket (Alunni, Kevei mtsai.
2007). Az NCR-ek mas peptidekkel legfeljebb kis mértékben mutatnak szekvencia
homologiat, am a fehérje szerkezet alapjan novényi és allati defenzinekhez hasonlithatok

(5. abra). Ennek megfeleléen antimikrobialis hatassal is rendelkezhetnek.
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Defensin-like motif SP-X. —I—» -@-X. - -X3— R = —!—-
NCR-motif a SP- Xa— -X5~ ~X — - O Xq- -X; -X
NCR-motif b SP- X, ~=Xe= n = = ==X =X

5. abra: Konzervalt cisztein motivumok a defenzin-szerii és az NCR-tipusu polipeptideknél. A

konzervalt tavolsagok sziirkével vannak kiemelve (Mergaert 2003).

Szamos, kiilonbozo fejlodési allapotban akadalyozott baktérium és novényi mutans
vonal kozotti szimbiotikus k6lcsonhatas transzkriptom analizise valamint promoter-riporter
génfuziok és in situ hibridizacios kisérletek alapjan gy tiinik, hogy az NCR gének
expresszidja kimondottan a gimd szovetekben aktiv és a szimbiotikus sejtek
kialakuldséval, valamint a bakterialis infekciéval hozhatok Gsszefiiggésbe, csak a fert6zott
sejtekben nyilvanulnak meg (Maunoury, Redondo-Nieto mtsai. 2010), (Van de Velde,
Zehirov mtsai. 2010).

Az egyes NCR gének kiilonb6zo sejtrétegekben és a gimd eltéré zonaiban
szekvencialisan expresszalodnak, azaz az egyes (kiilonb6z6 ploidia-szintii) sejtrétegekben
mas és mas Osszetételll peptid "koktélok" termelddnek. Ez azt jelzi, hogy a kiilonbdzd
peptidek illetve peptid keverékek kiillonbozo szerepeket tolthetnek be a szimbidzis
kialakulasa soran. Molekularis biologiai, immunoldgiai €s biokémiai modszerekkel sikeriilt
kimutatni, hogy egyes NCR peptidek a szimbioszoman belill, a bakteroidokban
mtsai. 2010), melynek soran a rhizobiumok sejtciklusa gatlodik a Sejtoszt(')dés
szakaszaban, igy a tobbszori genom replikaciot kovetden a sejtek megnytlnak, poliploidok
lesznek (Mergaert, Uchiumi mtsai. 2006). Ezt a tényt erdsiti az a kisérlet, melyben az
amugy reverzibilis bakteroid differenciaciét mutaté L. japonicus novénybe NCR géneket
transzformaltak. A reverzibilisen differencidlodott bakteroidokra jellemzd a szabadon €16
baktérium kulturaval azonos morfologia és DNS tartalom. Ezzel szemben, a transzgénikus
Lotus giimdékben a bakteroidok jelentésen megnyultak és membran permeabilitasuk is
megvaltozott, akarcsak az IRLC-specifikus bakteroidoké (Van de Velde, Zehirov mtsai.
2010). Ehhez hasonldan, ha rhizobium kultarat in vitro NCR peptidekkel kezeliink,
bakteroidokra emlékeztetd valtozasokat figyelhetiink meg, Ugymint megndvekedett
membran permeabilités, a DNS tartalom sokszorozddasa, sejt megnyﬁlés és gatolt
mind a baktérium, mind a ndévény szdmara. A megndvekedett poliploid sejtek ugyanis

magasabb metabolikus aktivitassal rendelkeznek, ami eredményesebb nitrogénkotést tesz
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lehetévé (Kondorosi ¢ésKondorosi 2004). Tehat, az NCR peptidek 1ugy thnik,
nagymértékben hozzajarulnak a szimbiotikus hatékonysag javitdsdhoz. Ezt jol szemlélteti
Oono és Denison kisérlete (2010), melyben Osszehasonlitottak két rhizobium torzs
szimbiotikus hatékonysagat olyan gazdanovényekben, melyek reverzibilis bakteroid
differenciaciot (ezek voltak a tehénbab és a bab), és amelyek terminalis differenciciot (a
foldimogyord és a borsd) engednek meg. Mérték a giimd tomeget a novénytomeghez
viszonyitva, ¢és a nitrogendz aktivitdst a felhasznalt szénforrds mennyiségének
fliggvényében. Azt tapasztaltak, hogy a terminélisan differencialédott bakteroidok mind a
borsoéban, mind pedig a foldimogyordban feliilmultak a bab és a tehénbab bakteroidjait
(Oono ésDenison 2010).

Még eddig nem teljesen tisztazottak, hogy mely bakteridlis faktorok vesznek részt
az NCR peptidekre adott bakteridlis valaszok soran. Ilyen potencialis faktor a rhizobium
bacA génje, mely elengedhetetlen a hatékony szimbiozis kialakulasahoz S. meliloti és
novényi partnere a lucerna kozott. A BacA membran fehérje bizonyitottan sziikséges a
bakteroid differenciaciohoz az NCR termeld novényekben (Karunakaran, Haag mtsai.

2010), igy ezeknél a bacA mutans nem képes terminalis differencialodasra.

1.6 Giiméspecifikus ciszteinben gazdag peptidek eddig megismert antimikrobialis
tulajdonsagai

Szintetikus NCR peptidek S. meliloti szimbionta partnerre gyakorolt hatasainak in
vitro vizsgalata soran kideriilt, hogy a szabadon él6 kultura a terminalis differencialodas
egyes sajatsagait produkalja, igymint alacsonyabb koncentracioban a sejtosztédas gatladsa
¢és a sejt DNS tartalmdnak megndvekedése, mig magasabb koncentracioban a
megnovekedett membran-permeabilitas, illetve az életképesség elvesztése. Az utdbbiak
jellegzetesen az AMP-k hatasai (Van de Velde, Zehirov mtsai. 2010). Ezek és a
defenzinekkel mutatott szerkezeti homologia alapjan az NCR-eket az AMP-k csoportjaba
sorolhatjuk. Az NCR-ek 0616 kapacitasa peptid és koncentracio fiiggd (Van de Velde,
Zehirov mtsai. 2010), (Haag, Baloban mtsai. 2011). Ennek megfeleléen, a korabbi
kisérletekben, a defenzinekhez hasonldan, csak a kationos NCR peptidek, mint példaul az
NCRO035, NCRO55, vagy az NCR247 mutattak rhizobium elleni aktivitast, ami csak
magasabb koncentraciok alkalmazésakor (12-20uM) volt tapasztalhat6.

Csoportunk kimutatta, hogy két kationos NCR peptid antibakterialis hatastu tobb

kiilonb6z6 Gram pozitiv és Gram negativ baktérium fajjal szemben is. Két ndvénypatogén
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baktérium, a Xanthomonas campestris és a Clavibacter michiganensis kimondottan
érzékenynek bizonyult a vizsgalatban szereplé NCR247 és NCR335 peptidekkel szemben,
mig a szintén novénypatogén Agrobacterium tumefaciens és a human patogén Listeria
monocytogenes enyhe rezisztenciat mutatott. A tobbi vizsgalt baktérium, mint a Salmonella
typhimurium, az Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus megaterium,
Staphylococcus aureus, vagy a Bacillus cereus pedig vagy egyik, vagy masik peptidre volt
erdsen érzékeny (Tiricz, Szucs mtsai. 2013).

Pontos hatdsmechanizmusuk még eddig nem ismert. A vizsgalt baktériumok eltérd
érzékenységének egyik lehetséges oka, hogy az egyes peptideknek mas és mas célpontjai
lehetnek, vagy egy adott célponthoz, ami esetleg valtozé mennyiségben van jelen, vagy
kiilonbozoképpen hozzaférhetd az egyes fajok esetében, eltérd affinitasuk van. Egy masik
magyarazat lehet, hogy a peptidek, a baktériumok altal termelt kiilonféle proteazok
degraddld hatasaival szemben mutatnak eltérd érzékenységet. EQy membran
impermeabilis, DNS interkalald festék, a propidium-jodid (PI) felvétele NCR kezelt S.
meliloti sejtek altal arra utal, hogy a peptidek képesek megvaltoztatni a baktérium
membran permeabilitasat (Van de Velde, Zehirov mtsai. 2010), (Tiricz, Szucs mtsai.
2013). Tovabba az is bizonyitott, hogy a rhizobium BacA fehérjéje szerepet jatszik ezen
membran permeabilizald és NCR 616 aktivitas csokkentésében, mivel a S. meliloti BacA-
deficiens mutans sokkal érzékenyebb volt az NCR247 in vitro illetve az NCR keverékek in
planta antimikrobialis aktivitasaval szemben, mint a vad tipus (Haag 2011). A plazmidon
kodolt vad tipusu S. meliloti bacA génnel (pSmbacA) azonban sikeriilt helyreallitani a
mutans torzs életképességét valamint szimbiotikus fejlodését, megerdsitve ezzel azt a
tényt, hogy a S. meliloti NCR peptidekkel szembeni védelméhez mind in vitro mind in
planta a BacA fehérje hozzajarul. A peptidkezelés hatasara a PI fluoreszcencia is sokkal
nagyobb mértékben megugrott a BacA- mutansban a vad tipushoz képest, ami megint csak
azt igazolja, hogy a BacA fehérje kritikus a rhizobium gazda peptiddel szembeni
hiperérzékenységének megakadalyozasaban (Haag, Baloban mtsai. 2011).

Kationos NCR peptidekkel kezelt S. meliloti baktérium kultirak transzkriptom
analizise illetve a peptidek bakteridlis célpontjainak azonositasara iranyuld biokémiai
kisérletek jeleztek néhany lehetséges bakterialis célpontot, illetve mechanizmust, melyek
fontosak lehetnek a peptidek szimbiotikus aktivitasaban és antimikrobialis hatasaban.

cre

transzkripcids valtozdsokat indukalt, pl. az FoF;-ATPaz alegységeit, a riboszomalis
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fehérjéket, az RNS polimerdz alegységeket, transzkripcids ¢€s transzlacios elongacios
faktorokat kodold gének expresszidjanak gatlasa, stressz-fehérjéket és transzkripcio
faktorokat, transzportereket kodold gének indukcidja, amelyek arra utalnak, hogy a
peptidek hatasara a sejtek elvesztik membran potencialjukat (Tiricz, Szucs mtsai. 2013).
Ezzel szemben, amikor szinkronizalt sejteket kezeltek alacsony koncentracidju
peptidekkel, a sejtciklus regulatorokat és fehérjéket kodold gének expresszidja csokkent le,
ami a sejtciklus gatlasahoz és endoreduplikaciohoz vezetett (Penterman, Abo mtsai. 2014).
Biokémiai kisérletek azt mutattak, hogy az NCR247 peptid tobbféle mechanizmussal jarul
hozza a bakteroidok kialakulasdhoz, s ugyanezen mechanizmusok hozzajarulhatnak
antimikrobialis hatasahoz is (Farkas, Maroti mtsai. 2014). A peptid a riboszéma
alegységekhez kotédve gatolja a transzlaciot mind in vitro mind in vivo rendszerekben,
mig a sejt osztodasi sikjdban torténd FtsZ fehérje polimerizacid gatlasaval a DNS-
replikaciot kovetd sejtosztodast akadalyozza meg. Emellett a GroEL chaperonhoz torténd
kotédése tovabb modosithatja, felerdsitheti az altala indukalt folyamatokat.

Tehat az egyes kationos NCR-ek ugyan eltéré hatasspektrummal rendelkeznek, de
Osszességében véve a Gram-pozitiv és Gram-negativ human/allat és ndvénypatogén
baktériumoknak egy széles skalajat képesek gatolni, igy potencialis jeloltek lehetnek mind
a human és allategészségiigy, mind pedig a novényvédelem és az élelmiszeripar szamara,

mint Gjgeneracios antibiotikumok.
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2. CELKITUZESEK

A gombas fertézések szdmanak mértéktelen elszaporodasa és a kezelésiikre irdnyulo
terapiat akadalyozo antibiotikum rezisztencia jelensége arra készteti a kutatokat, hogy uj,
hatékony megoldasokat talaljanak erre a problémakdrre. A természetben fellelhetd agensek,
mint amilyenek a névényi antimikrobialis peptidek is, alkalmas megoldasként szolgalhatnak.

Korabbi kisérletek kimutattdk, hogy egyes, magas izolelektromos ponttal rendelkezd
NCR peptidek antimikrobialis hatdssal rendelkeznek szamos Gram-negativ és Gram-pozitiv

baktériummal szemben.

1. Ennek tiikrében, elsé korben arra voltunk kivancsiak, hogy az NCR-ek

hatékonyak lehetnek-e gombékkal szemben is.

2. A tovabbiakban célunk volt annak kideritése, hogy a vizsgalt, antifungalis
aktivitassal rendelkez6 NCR peptidek milyen mechanizmussal fejtik ki
hatasukat ¢élesztdszerlien novekvd gombakon, mely sejtalkotok illetve fehérjék

a célpontjaik.

a. Ennek érdekében, vizsgalni akartuk az NCR peptidek esetleges

gombamembrant karositd hatasat.

b. Meg akartuk hatarozni az NCR peptidek lokalizacidjat a célsejten.

C. Megprobaltuk azonositani az  NCR  peptidekkel kolcsonhatd

fehérjepartnereket.

3. Végsé célunk pedig annak megallapitasa, hogy az NCR peptidek
alkalmazhatok-e terapids célra, melynek eldfeltétele, hogy ne legyenek
toxikusak emlds/human sejtekre, s képesek legyenek in vitro és in vivo

lekiizdeni a gombas fert6zést.

Ez utébbi két pont (2., 3.) megvalositasahoz célorganizmusnak a Candida albicans-t

valasztottuk, mely az egyik leggyakoribb opportunista human patogén gomba.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1 A vizsgalatokban szereplé mikroorganizmusok
Ascomycota- tomlds gombak torzse:
Hemiascomycetes osztaly:
1. Candida albicans
a. WO1
b. Sc5314
2. Candida krusei (CBS 573)
3. Candida parapsilosis (CBS 604)
4. Canida glabrata
Eurotiomycetes osztaly:
1. Trichophyton mentagrophytes (klinikai izolatum)
2. Aspergillus niger (CBS 120.49)
3. Aspergillus flavus (2324)
Sordariomycetes osztaly:

1. Fusarium graminearum (11030)

Basidiomycota- bazidiumos gombak torzse:

Exobasidiomycetes osztaly:

1. Malassezia furfur (DSMZ6170)

Zygomycota- jaromsporas gombak torzse:
Zygomycetes osztaly:

1. Rhizopus stolonifer var. stolonifer (13603)
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3.2 Alkalmazott taptalajok, tipoldatok, tenyésztési koriilmények

A Candida fajokat YPD taptalajon (10 g/ élesztékivonat, 20 g/l bacto peptone, 20
g/l dextroz, 2 % agar) tartottuk fenn. A Malassezia furfur-t Pityrosporum médiumon
(DSMZz472: 40 g/l malatakivonat, 20 g/l szaritott 6kor epe, 10 g/l Tween 40, 2,5 g/1
glicerin, 15 g/l agar) novesztettiik. A T. mentagrophytes Sabouraud agaron (Fluka), mig a
tobbi fonalas gomba, igy az Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Fusarium graminearum
¢és a Rhizopus stolonifer var. stolonifer malatas taptalajon (malt extract agar, MEA: 0,5 %
malatakivonat, 0,5 % élesztokivonat, 0,5 % glikoz, 1 % KH,PO4 2 % agar) volt
fenntartva. C.albicans-on hifas novekedést szérummentes komplett keratinocita
médiummal (Complete Keratinocyte Medium, CKM; Life Technologies) indukaltunk.

Az NCR peptidekkel végzett érzékenységi vizsgalatokat az alacsony so
(low-salt medium, LSM: 5 mM K;HPOy, 100 uM MgSOy, 10 uM FeCl, 0.2 uM CoCly, 0.2
uM CuSQyq, 4 uM Na;Mo0QOy4, 1 uM H3BO3, 0.2 uM KI, 1 uM ZnSOy4, 0.2 uM MnSO4, 20
g/l gliikkodz, 2 g/l aszparagin, 40 mg/l methionin, 4 mg/l myo-inositol, 0.4 mg/l biotin, 2
mg/l thiamine-HCI and 0.4 mg/l pyridoxine-HCI) (Spelbrink, Dilmac mtsai. 2004), illetve
egy glikdzos foszfat pufferben (PBgluc: 1 mM KHyPO, 3 mM Na;HPO, x 7H,0, 5%
gliikéz, pH=7.0) végeztiik.

3.3 A vizsgalatokban szereplé human sejtvonal

A PK E6/E7 immortalizalt human vaginalis epitél sejt vonalat (Rajan, Pruden
mtsai. 2000) 5 ng/ml rekombinans epidermalis novekedési faktorral, 50 pg/ml marha
agyalapi mirigy kivonattal, L-glutaminnal és antibiotikum/antimikotikum oldattal
kiegészitett szérum mentes CKM-ben (Life Technologies) tartottuk fenn, 37 €-os CO;
termosztatban (Pivarcsi, Nagy mtsai. 2005). A sejtnovesztdé flaskakban 60-70%

konfluenciat mutato sejteket hasznaltuk fel a kisérletekhez.
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3.4 Alkalmazott peptidek

Kémiai uton szintetizalt érett, szignal peptid nélkiili, valamint N-terminalisan

fluorescein isothiocyanattal (FITC) jelolt NCR peptideket (1. Tablazat) hasznaltunk (>95%

tisztasagl, Proteogenix), melyeket MilliQ vizben oldottunk fel.

ERETT PEPTID SZEKVENCIAJA

PEPTID HOSSzZ Mw pl

NCR168 YPFQECKVDADCPTVCTLPGCPDICSFPDVPTCIDNNCFCT 41 4476 3,61
NCRO095 ELVCDTDDDCLKFFPDNPYPMECINSICLSLTD 33 3770 3,62
NCRO51 EEDIGGHLECVEDEDCMEESCPIFSVHKCKNSGCECDEMFR 41 4684 4,14
NCR235 DTDPFAFCIKDSNCGQDLCTSPNEVPECRLLKCQCIKS 38 4223 4,53
NCR224 KDLPFNICEKDEDCLEFCAHDKVAKCMLNICFCF 34 3987 4,65
NCROO01 AFERTETRMLTIPCTSDANCPKVISPCHTKCFDGFCGWYIEGSYEGP a7 5263 5,01
NCRO084 FATGMPCKTDKECPNTSTHKYKCINDDCFCFYIYWPLGNSLV 42 4856 6,71
NCR169 EDIGHIKYCGIVDDCYKSKKPLFKIWKCVENVCVLWYK 38 4565 8,45
NCRO055 VNDCIRIHCKDDFDCIENRLQVGCRLQREKPRCVNLVCRCLRR 43 4759 9,21
NCRO035 SFLGTFISSCKRDKDCPKLYGANFRCRKGTCVPPI 35 3910 09,42
NCR192 MKNGCKHTGHCPRKMCGAKTTKCRNNKCQCVQL 33 3708 9,54
NCR137 MTLRPCLTDKDCPRMPPHNIKCRKGHCVPIGKPFK 35 4018 9,70
NCR147 IYFPVSRPCITDKDCPNMKHYKAKCRKGFCISSRVR 36 4249 9,76
NCR280 MRVLCGRDGRCPKFMCRTFL 20 2390 9,80
NCR183 ITISNSSFGRIVYWNCKTDKDCKQHRGFNFRCRSGNCIPIRR 42 4979 10,10
NCR247 RNGCIVDPRCPYQQCRRPLYCRRR 24 3009 10,15
NCR044 AFIQLSKPCISDKECSIVKNYRARCRKGYCVRRRIR 36 4318 10,32
NCRO030 AFLPTSRNCITNKDCRQVRNYIARCRKGQCLQSPVR 36 4197 10,37
NCR335 RLNTTFRPLNFKMLRFWGQNRNIMKHRGQKVHFSLILSDCKTNKDCPKLRRANVRCRKSYCVPI 64 7736 11,22

1.Tablazat: az alkalmazott NCR peptidek listaja ndvekvd izoelektromos pontjuk szerint rendezve.

3.5 Antifungalis érzékenység vizsgalat

Az NCR peptidek in vitro antifungalis akivitasat a felsorolt gombakkal szemben

96-lyuku sik alju lemezben (Sarstedt) vizsgaltuk mikrohigitasos modszerrel. A peptidekbdl

200, 100, 50 és 20 pg/ml koncentracidju higitasokat készitettiink LSM téptalajban és

minden lyukba 50 pl-t adtunk egy adott higitasbol, valamint 50 pl LSM taptalajt, mely

mililiterenként 10° sejtet vagy sporat tartalmazott. fgy a peptidek végkoncentraciodi 100, 50,

25 és 10 pg/ml voltak. A lemezeket 30 T-on inkubaltuk. Az NCR peptidek hatdsat a sporak

csirdzasara és az ¢€lesztd sejtek sarjadzasara a kezelés megkezdését kovetden 24 és 48
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oraval mikroszkopos vizsgalatokkal, valamint a kultardk novekedésének mérésével
hatdroztuk meg. A nodvekedés mértékére a 600 nm-en torténd abszorbanciabol
kovetkeztettiink, melyet egy FLUOstar OPTIMA mikrotiter lemez leolvaso késziilékkel
(BMG Labtech) mértiink meg. Spektrometriai kalibraciohoz 100 pl steril LSM tapoldatot
hasznaltunk. Novekedési kontrollként peptidet nem tartalmazo tapoldatot adtunk a spdra
illetve sejt kultarahoz. C. albicans esetében a minimalis gatlo (Minimal Inhibitory
Concentration, MIC) és minimalis fungicid (Minimal Fungicid Concentration, MFC)
koncentracio értékek meghatarozasahoz 19 NCR peptidbdl felezd higitasi sort készitettiink
100 és 1,56 pg/ml kozott. MIC értéknek azt a legalacsonyabb koncentraciot allapitottuk
meg, ahol nem volt lathatdé és mérhetd novekedés 24 ora inkubaciot kovetden. Annak
eldontésére, hogy az antifungalis hatas csupan fungisztatikus, vagy fungicid volt—e, a 100
ul kezeléseket Eppendorf csében mértiik dssze (10° sejt/ml koncentraciot alkalmazva) és 3
illetve 24 6ra 30 T-os inkubaci6 utan minden egyes kezelésbdl 10 pl-t szilard YPD lemezre
cseppentettiink ki, majd a lemezeket 48 orat inkubaltuk. MFC értéknek azt a koncentraciot
definidltuk, amelynél ennyi id6 elteltével nem tapasztaltunk telepnovekedést a YPD
lemezen.

Az NCR peptidek fonalas gombak hifainak novekedésére gyakorolt hatasat az
elé6z6ekhez hasonldan vizsgaltuk, azzal a kivétellel, hogy a gomba sporakat (Rh. stolonifer,
A. niger ¢és A. flavus) éjszakan at 100 pl LSM-ben elénovesztettiik, majd a mar hifazo
formahoz adtuk az LSM-ben higitott peptideket azonos térfogatban. A hatast 24 oraval a

kezelést kovetden fénymikroszkdp segitségével figyeltiikk meg.

3.6 Peptidek szérum érzékenységének vizsgalata

50 pl, milliliterenként 10* C. albicans WO-1 sejtet tartalmazé PBgluc pufferhez 50
ul 100 pg/ml koncentracioji NCR247 illetve NCR335 peptidet, valamint 0, 20, 40 és 80%
FBS-t (Fetal Bovine Serum) tartalmazé PBgluc puffert adtunk. Harom ora kezelést
kovetden (30 T-on) a sejteket szilard YPD lemezre szélesztettiik, majd 24 6rat 30 T-on
tovabb inkubaltuk.
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3.7 Fluoreszcens és konfokalis mikroszképia

Ahhoz, hogy megvizsgaljuk a peptidek hatasat C. albicans fonalas alakjan is, a
gombasejteket szérum és antibiotikum/antimikotikum mentes CKM-ben indukaltuk
pszeudohifis novekedésre. A sejteket 96-lyukl lemezben inkubaltuk 3 orat 30 C-on a
huméan médiumban, majd lecseréltik a CKM-et LSM-ben higitott NCR-ekre. Két ora
peptid kezelést kdvetden 5 pg/ml FM4-64 membran festékkel (Life Technologies) és 0.5
ug/ml 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI, Sigma) DNS festékkel jeloltiik a sejteket 15
percig 30 C-on tartva &ket. Ezt kovetden egy Axio Observer Z.1 (Zeiss) fluoreszcens
mikroszkoppal vizsgaltuk a morfoldgiai valtozasokat.

A peptid-gomba viszony (a peptid gombasejten kiviili vagy azon beliili
elhelyezkedésének) tanulmanyozashoz éjszakan at novesztett C. albicans kultarabol
1000x-es higitast készitettink LSM-ben ¢és FITC-konjugalt peptidekkel kezeltiik (a
kationos NCR-t 5 pg/ml szubletalis koncentracioban alkalmazva) 3 éran keresztiil 30 C-on.
A sejteket ezutan centrifugaltuk (4 perc 600 rpm), és ezt kdvetéen finom pipettazassal
eltavolitottuk a nem kotddott felesleges peptideket €s friss LSM-ben szuszpendaltuk fel a
letilepedett sejteket. Az igy elkésziilt sejtszuszpenzidt feddlemezre cseppentettiik és
Olympus Fluoview FV1000 konfokalis pasztdzé lézer mikroszkoppal (Olympus)
készitettiink felvételeket.

3.8 Sejtpermeabilitas vizsgalat

A sejt permeabilitast az intracellularisan felhalmozddott festék, a calcein sejtb6l
torténd felszabaduldsanak mérésével monitoroztuk (6. &bra). Ejszakan at novesztett C.
albicans sejteket kétszer mostuk 10 mM kalium-foszfat pufferrel (pH=7,0), majd
ugyanebben felszuszpendaltuk 10° sejt/ml koncentracioban. A sejteket feltdltottiik
acetomethoxy-calceinnel oly modon, hogy 2 oran keresztiil kezeltik Oket 5 uM
mostuk, hogy a felesleges, fel nem vett festéket eltavolitsuk, majd 100-100ul
sejtszuszpenziot pipettaztunk 96-lyuka FIA fekete lemezek lyukaiba. Az NCR-eket 50
ng/mL koncentracioban adtuk a sejtekhez. A sejtek észterazai altal az acetomethoxy-
calceinbdl képzddott calcein felszabadulasat fluoreszcencidja intenzitdsanak mérésével

detektaltuk mikrotiter lemez leolvasod késziilékkel (FLUOstar OPTIMA; BMG Labtech)
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485 nm-es excitacid és 530 nm-es emisszio mellett. A kidramlott calcein mennyiségét
szazalékban adtuk meg, amit a kovetkezd egyenlettel szamoltunk: [(Ir- Ihattér)/(lint-
Thattér)] x 100, ahol Ir az NCR kezelt mintakbol felszabaduld (release) calcein 5
percenként mért fluoreszcencia intenzitasa, [hdttér a hattér fluoreszcencia intenzitas, és lint
pedig a maximalisan elérhetd intracellularis calcein fluoreszcencidjanak intenzitasa, melyet
100%-nak vettiink (Vylkova, Nayyar mtsai. 2007). Ez utobbit a sejtek 10 percig tartd
eldzetes forraldsaval kaptuk, a hattér intenzitast pedig a kezeletlen sejtekbdl felszabadulod

calcein mérésével.

TEH e @
NCR peptid

kezeles

@

@ »

észterazok

6. abra: A sejt-permeabilis, nem-fluoreszcens Calcein-acetoximetil (Calcein-AM) festék az é16
sejtekben intracellularis észterazok hatasara az acetoximetil észter hidrolizisét kdvetden calceinné
alakul, mely er6s z6ld-fluoreszcens jelet ad. A calcein hidrofil, igy impermeabilis a sejt membranra
és csak valamilyen membran permeabilizal6 agens hatasara tud felszabadulni a citoszolbol. CAM:

Calcein-AM; C: Calcein

3.9 Affinitas kromatografiai vizsgalatok C. albicans fehérje preparatumokon

Affinitas kromatografiat alkalmaztunk a kationos NCR247 intracellularis célpont
molekuldinak kutatasahoz. Elsé korben teljes sejtlizatumot hasznaltunk. Ehhez, 40 ml
¢jszakan at novesztett C. albicans kulturat 4000 rpm-mel centrifugaltunk 12 percig, a
feliiluszo eltavolitasa utan a sejteket 10 ml LSM-ben vettiik fel. A sejtek feltarasahoz a
szuszpenziot French Press (Glen Mills, Model 11) késziilék nagy pisztonjan engedtiik at
négyszer egymas utan ~18000 psi nyomason. Az igy kapott sejtlizatumot 15000 rpm-mel
fugaltuk 4 °C-on 15 percig. A tovabbiakban a feliiluszOt hasznaltuk, amit 4 mg/ml
koncentréaciora kihigitottunk. A fehérje extraktumbol 3-3 mi-t 15 ml-es centrifuga
hordozdé NCR 247-tel, valamint kontrollként nyolc aminosav hosszsaga Strep peptiddel
kezeltik 2 ordn &t szobahdn. Az inkubéciot kovetden a kezelt extraktumot eldzetesen

Strep-Tactin aggyal toltott oszlopra (IBA, Gottingen) vittiik fel és egy orat forgattuk 4 °C-
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on, majd atfolyattuk az oszlopon, 7-szer mostuk a gyart6 altal biztositott pufferrel, végiil
pedig a felkotddott peptidet és a kolcsonhatd partnereket eluald oldattal mostuk le. A
mintdkban levd fehérjéket 10% SDS-PAGE (illetve 4-12 % NuPAGE) segitségével
valasztottuk el és futds utdn eziist-nitrattal festettiik meg. Az egyes csikokban levd
fehérjéket a gélbol torténd kivagast kovetéen az MTA SZBK Proteomikai Laborja LC-
MS/MS tomegspektrometriai analizis segitségével azonositotta. Pozitiv eredményként
azokat az esetleges interakcios partnereket kezeltiik, melyek csak az NCR247Strep
mintaban fordultak el6, és a Strep peptiddel kezelt mintabol nem azonositottuk.

Csak plazmamembrant tartalmazo izolatummal is végeztiink lehuzasi (pull-down)
kisérleteket. Ehhez az ¢leszté membran tisztitasat C. albicans WO-1 sejtekbdl a Methods
in Molecular Biology-ban talalhaté ¢leszté protokollok egyike alapjan végeztik a
kovetkezd modositasokkal. 250 ml ¢jszakdn 4t novesztett sejtkulturdt 15 percig
centrifugaltunk 3500 rpm-mel, majd a leiilepedett sejteket 20 ml 0,4M szacharozt
tartalmazd A pufferben (25mM imidazol, pH=7, 1:100 aranyban tartalmaz proteaz
inhibitort (Roche, Complete EDTA-free, 1 tabletta 1ml vizben oldva)) szuszpendaltuk fel.
Ezt kovetden a sejteket 3500 rpm-en térténd centrifugdldssal osszegyljtottiik, majd 425-
600um atmérdjii  tiveggyongyodket (Sigma) adtunk hozzajuk kétszeres térfogat
mennyiségben, €s annyi szachar6zos A puffert, amennyi éppen ellepte a sejteket és az
tiveggyongyoket. Két percig vortexeltilk a keveréket, amit 30 masodperc jégen torténd
hiités kovetett. Ezt a 1épést még kétszer ismételtik meg, majd szacharézos A pufferben
haromszorosara higitottuk a mintat. 20 perc centrifugalassal (2500 rpm) ilepitettiik a fel
nem tart sejteket és az liveggyongyoket. A feliiliszot ajra centrifugaltuk 30 percig 15000
rpm-mel, és az igy kapott pellet tartalmazta a protokoll szerint a membran frakciot, amit

kalium-foszfat pufferben vettiink fel. A tovabbiakban az igy kapott membran izolatumot

crer

3.10 Feltételezett kolcsonhato partnerek vizsgalata éleszto kettés-hibrid médszerrel

A kivalasztott géneket (transzlacids elongacids faktor 3, CEF3; transzlacids
elongacios faktor 2, EFT2; eukaridta iniciacios faktor 4A, eifA4; hésokk protein, hsp) Pfu
DNS polimerazzal (Thermo Scientific) amplifikaltuk elézetesen C. albicans WO-1
sejtekbdl élesztore specifikus SOLEX Genomic DNA Isolation kit-tel (IZOTOP Intézet
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Kft) tisztitott genomi DNS-r6l. A felhasznalt primerek (melyek tartalmaztik a gének

klénozasahoz sziikséges restrikcios hasitod helyeket) a kovetkezok voltak:

CEF3_BamHI_Fw: 5’-GGGGATCCTGTCTGCTGCTAGTGAATCCAAATATTC-3°

CEF3_Xhol_Rev: 5’-CGCGCGCGGCTCGAGTTAGAATTCTTCATCAGATGAGACATAAG-
3 b

EFT2BamHi_Fw: 5’-GGGGATCCTGGACAAGGTCACCAATGTCCGTAAC-3’
EFT2Xhoi_Rev: 5’>-GGGCGCGCTCGAGTTACAATTTATCGTAATATTCAGTGTATTC-3’
hspBamHi_Fw: 5’-GCCGGGGATCCTGTCTAAAGCTGTTGGTATTGATTTAG-3’
hspXhoi_Rev: 5’-CTCGAGGGGCGCTAATCAACTTCTTCAACAGTTGGACCATCGTTAG-3’
eifAdBamHi_Fw: 5>-GGGGATCCTGGCATCCGAAGGTATTACTGAAATCG-3’
eifA4Xhoi_Rev: 5’-GCGCCGGGCTCGAGCTAAGCGAATAAAGCACCAATAT-3’

A PCR termékeket megfeleld restrikcidos enzimmel vald hasitast kovetden, klonoztuk
BamHI ¢és Xhol enzimekkel emésztett pGADT7 préda vektorba. A csali
vektorkonstrukciot, amely az NCR247-et, mint csali peptidet kodold gént hordozza
(pBDGal4::NCR247) a csoportban mar korabban eléallitottdk. A DNS mintdkat 100 ng/pl-
re higitottuk és ebben a koncentracioban hasznaltuk fel. A csali és préda
vektorkonstrukciokat AH109 (MATa, trp 1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3- 200, Agal4,
Agal80, LYS2: GALIUAS-GALITATA-HIS3, GAL2UAS- GAL2TATA-ADE2, URAS:
MEL1UAS-MEL1TATA-lacZ; James 1996) auxotrof élesztd torzsbe kotranszformaltuk
(nem publikalt sajat modszer alapjan). Végiil négy féle szelekcios taptalajra cseppentettiik
Ki transzformalas utan az ¢lesztéket: az SD-LT taptalajon ellendrizhetd, hogy sikeres volt-e
a kotranszformalas, azaz mindkét klon bejutott-e a sejtekbe; SD-LTH médiumon
kimutathatéak a gyenge kolcsonhatdsok; 3-amino triazol tartalmu SD-LTH taptalajon
kiszelektalhatoak a fals-pozitiv fehérje kolcsonhatasok, ha a rendszer leaky (,,16ty6g6”);
SD-LTHA taptalajon csak az erds kolcsonhatok ndének. A transzformdacidt akkor
tekintettiik hatékonynak, ha a transzformalas utan SD-LT lemezre a tomény mintabol 30

ul-t kiszélesztve legalabb 300 telepet szamlaltunk.
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3.11 RNS tisztitas C. albicans sejtekbol

Ejszakan at novesztett C. albicans WO-1 kultarat LSM-mel mostuk egyszer, majd
ugyanebben tizszeresére higitottuk. A tizszeresére higitott kultarabol 1-1-ml-t 6-lyuka
lemezre kiraktunk és 24 6rat inkubaltuk 30 °C-on (biofilm képzddés). Masnap leszivtuk a
médiumot a sejtekrdl és LSM-ben higitott 10 ug/ml NCR 247-et, kontrollként pedig 1,88
ug/ml amfotericin B-t, illetve antifungalis szert nem tartalmaz6é LSM-et adtunk hozzajuk
és tovabbi 24 orara visszatettilk a lemezeket 30 °C-ra. RNS tisztitashoz eltavolitottuk a
feliiltiszot a sejtekrél és 400-400 ul AE pufferben (50mM Natrium-acetat, 10mM EDTA)
szuszpendaltuk Oket. 40 pl 10%-0s SDS-t adtunk hozz4, majd vortexeltiik, ezutan 440 pl
fenolt adtunk és ismét vortexeltiik. A keveréket 65 °C-on inkubaltuk 5 percig, majd 2
percig centrifugaltuk (13000 rpm). A fels6¢ vizes fazishoz vele egyenld térfogata
fenol/kloroform 1:1 aranyu elegyét adtuk, jol 6sszeraztuk és 2 percig centrifugaltuk (13000
rpm). Ezt a [épést mégegyszer megismételtiik és végiil a felsd fazist Gj csébe atraktuk majd
0.1 térfogat 3 M natriumacetat és 2.5 térfogat etanol adasaval kicsaptuk az RNS-t. A
preparatumbol a maradék genomi DNS-t RNaz-mentes DNaz [ enzimmel (Life
Technologies) tavolitottuk el a gyarto6 instrukcioi szerint. A kisérletet haromszor ismételtiik

meg ¢és mindhdrom mintabol két-két technikai parhuzamos volt minden alkalommal.

3.12 Kvantitativ valos idejii PCR (QRT-PCR)

gRT-PCR-hez a fent emlitett RNS mintakbol cDNS-t irtunk SuperScript VILO cDNA Kit
(Life Technologies) segitségével. Az RT-PCR reakciohoz SYBR Master mixet (Life
Technologies) készitettiink és a kovetkezd primer parokat hasznaltuk fel: 18S (F: 5°-
AACCCGTTGAACCCCATT-3’; R: 5’-CCATCCAATCGGTAGTAGCG-3’) és PIL1 (F:
5’-TAAGCAATTGAGTGCTTGGG-3’; R: 5-GGTTGGACAGAACCTTCGAT-3’). A
PCR kondiciok pedig a kovetkezOk voltak: denaturacié 95 °C-on 5 percig, majd 95 °C-on
15 masodpercig torténd denaturacio és 60°C-on 30 masodpercig végbemend elongacio 40
ciklusban. A képz6dé fluoreszcencia intenzitds mennyiségi meghatarozasara a StepOne
Real-Time PCR System (Life Technologies) sajat programjat hasznaltuk. A vizsgalt gén

relativ mennyiségét a 18S riboszomalis RNS mennyiségére normalizaltuk.
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3.13 Citotoxicitasi vizsgalatok

MTT préba: 100-100 pl, 1 x 10* sejt/ ml siirfiségli PK E6/E7 vaginalis epitél sejtet 96-
lyuku lemez lyukaiba pipettaztunk. A sejtek kitapadasat kovetden eltavolitottuk a CKM —et
¢s a peptideket 100 pl PBgliikozban higitva adtuk hozzajuk. Harom 6ra 37 °C-os inkubacid
utan leszivtuk a peptidoldatot és a sejteket 24 orat hagytuk regeneralédni CKM-ben.
Ezutan 5 mg/ml 3-[4, 5-dimethylthiazol-2-yl]-2, 5-diphenyltetrazolium bromide-ot (MTT)
adtunk minden lyukba és a lemezt 4 oOrara visszatettik 37 °C-ra. Az ¢él6 sejtek
mitokondrialis szukcinat dehidrogenaz aktivitasa soran képz6dé formazan mennyiségét
mikrotiter lemez leolvasd késziilékkel 560 nm-en mért abszorbancia segitségével

hataroztuk meg (Gyemant, Tanaka mtsai. 2005).

Valés idejii sejt analizis (Real-Time Cell Analysis, RTCA): 100-100 pl, 7 x 10* sejt/ ml
stiriségii PK E6/E7 sejtet vittiink 96-lyuku E-lemez (ACEA Biosciences) lyukaiba, melyek
alja mikro elektrodokkal fedett. A sejteket 20 oran keresztiil hagytuk kitapadni a lukak
aljanak felsziné¢hez. Ezutan eltavolitottuk a CKM-et és a sejteket 100-100 ul PBgliikkdzban
higitott peptiddel kezeltiik. Hairom 6ra 37 °C —os inkubéciot kdvetden a peptidszuszpenziot
200 pl friss CKM-re cseréltiik. A sejtek szaporodasa révén bekdvetkezd
impedanciavaltozast 30 percenként mértilk az xXCELLigence System RTCA késziilékkel
(ACEA Biosciences) 72 oran keresztiil (7. abra).

Sejtindex

0.0 1.0 220 Idg.’:;ra} 440 55.0 66.0
7. abra: Sejt index gorbe RTCA —val mért ellenallas értékek alapjan. Piros: kezeletlen kontrol;
narancs: 12,5 pg/ml peptid; lila: 25 pg/ml; vilagos kék: 50 pg/ml; rozsaszin: 100 pg/ml; sotét kék:
sejtmentes CKM; zold: 10 pg/ml primycin. A grafikon egy reprezentativ mérés eredményeit

mutatja, melyet NCR247 peptiddel végeztiink.
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Mindkét citotoxicitasi probanal 10 ug/ml primycint hasznaltunk kontrollként. Ez egy
makrolid lakton antibiotikum komplex (Horvath, Kramer mtsai. 1979), ami tapasztalataink
alapjan gyorsan 6li a PK sejteket.

A vizsgalatokat két biologiai és egyenként négy technikai parhuzamosban

ismételtiik meg.

3.14 NCR peptidek hatasanak vizsgalata vaginalis epitél sejt- C. albicans kevert
kultiuran

Ejszakan at novesztett C. albicans kultarat kihigitottunk ODego=1 siiriiségtire, majd
hagytuk még néni ODgop=1,5-2 siiriiségig, végiil a kultarat antibiotikum/antimikotikum
mentes CKM-ben higitottuk. A PK E6/E7 sejteket az RTCA modszernél leirtak szerint E-
lemezekben novesztettiik 20 oran keresztiil, majd a human sejtekhez adtuk a higitott
gomba kulturat, oly modon, hogy a fert6z6 agens és a fert6zott sejtek aranya 5:1
(multiplicity of infection, MOI=5) volt (8. abra). Harom o6ra 37 °C-on torténé inkubaciot
kovetden a ko-kultrardl lecseréltiik a CKM-et PBglitkozban higitott NCR-ekre. A kezelés
ujabb harom ora hosszaig tartott, majd eltavolitottuk a peptideket és 200 pl friss
antibiotikum/antimikotikum mentes CKM-et adtunk a sejteknek. A tovabbiakban az

ellenallas mérése a fentebb emlitettekkel azonos modon tortént.

T IS f ertozes.. ................................ ................................. .................................
3 kitapada'_s : : ;

08 T i KEZBIBS P FOUUURUP P 5 X N S
3 ; @/ regeneralodas

07
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............

Sejtindex
[
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0.3

0.1

E F : ! : i
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[1R1] 1.0 20 33.0 440 55.0 660
1da (ora)

8. abra: Sejt index gorbe RTCA —val mért ellenallas értékek alapjan. Zold: kezeletlen, nem
fert6zott kontrol; rézsaszin: nem fertdzott, 50 pg/ml peptiddel kezelt; lila: fert6zott, 50 pg/ml
peptiddel kezelt; vilagos kék: nem fert6zott, 25 ug/ml peptiddel kezelt; narancs: fert6zott, 25 ug/ml
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peptiddel kezelt; sotét kék: fert6zott kontrol; piros: sejt mentes CKM. A grafikon egy reprezentativ
mérés eredményeit mutatja, melyet NCR335 peptiddel végeztiink

A fénymikroszkopos vizsgalathoz a PK sejteket az xCELLigence rendszernél
alkalmazott koriilményekkel megegyezden novesztettiik és kezeltiik, azzal a kiillonbséggel,
hogy sima 96-lyuku lemezeket hasznaltunk. A felvételek 24 oraval a peptidkezelést
kovetden késziiltek.

A vizsgéalatokat két biologiai és egyenként négy technikai parhuzamosban

ismételtiik meg.

Statisztikai elemzés

A bemutatott eredmények mind atlag értékek, a hozzdjuk tartozé matematikai/normalis
szorassal. Szignifikanciat a Newman-Keuls teszttel szamoltunk, a Windows kompatibilis
GraphPad Prism 5-6s verziojat felhasznalva. A 0,05-nél alacsonyabb valoszinliségi

(probability), p-értéket vettiik szignifikansnak.
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4, EREDMENYEK

4.1. NCR peptidek antifungalis hatasa élesztészeriien novo és fonalas gombakkal
szemben

Az a tény, hogy az NCR peptidek emlékeztetnek a defenzinekre, arra késztette
csoportunkat, hogy megvizsgaljuk a peptidek antimikrobidlis hatdsat. Korabban
kimutattuk, hogy kationos NCR peptidek szamos Gram-pozitiv és Gram-negativ
baktériummal szemben antibakterialis aktivitassal birnak (Van de Velde, Zehirov mtsai.
2010), (Tiricz, Szucs mtsai. 2013). Figyelembe véve ezeket az eredményeket, érdemesnek
talaltuk megvizsgalni, hogy véletlenszertien kivalasztott, az NCR csalad teljes
izoelektromos pont spektrumat lefed6é peptidek (1.Tablazat) rendelkeznek-e antifungalis
hatassal néhany patogén gombafajjal szemben.

Az antifungdlis teszteket el6szor az érzékenységi vizsgalatokndl 4ltalanosan
hasznalt szérum-mentes RPMI1640 tapoldatban (Sigma-Aldrich) végeztiik el. Azonban
ebben a médiumban a peptidek nem mutattak semmilyen ndvekedés gatlo hatast, ami nem
meglepd, tudvan, hogy a benne 1évd NaCl koncentracié (>100 mM) és a két értékii Ca®" és
Mg?* ionok jelenléte gatolja az antimikrobidlis peptidek aktivitasat (Deslouches, Islam
mtsai. 2005), (Maisetta, Di Luca mtsai. 2008), (Van de Velde, Zehirov mtsai. 2010). Ezért
egy olyan, ugynevezett alacsony sotartalmu, ,,Jow-salt” médiumot (LSM) véalasztottunk a
peptid aktivitds vizsgalatahoz, melyben a ndvényi defenzinek bizonyitottan antifungalis
aktivitassal rendelkeznek (Spelbrink, Dilmac mtsai. 2004). A kationos tulajdonsagt
novényi defenzinek antifungalis aktivitdsat igazolo korabbi tanulméanyokhoz hasonldan
(Thomma, Cammue mtsai. 2002), mi is azt tapasztaltuk, hogy a magas izoelektromos
ponttal rendelkez6, azaz a kationos NCR-ck antifungalis aktivitdst mutatnak szamos
gomba fajjal szemben (2. Tablazat). Tehat a kationos NCR-ek gatoltak az élesztOszerlien
nové Candida fajok és Malassezia furfur sarjadzasat, valamint megakadalyoztak a

fonalasan nové gombak spordinak csirdzasat (9. Abra).
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Candida
albicans

Candida
crusei

Candida
parapsilosis

Candida
glabrata

Malassezia
furfur

Trichophyton
mentagrophytes

Aspergillus
flavus

Aspergillus
niger

Rhizopus
stolonifer

Fusarium
graminearun|

NCR168
(p1=3,61)

NV

NV

NCRO095
(p1=3,62)

NV

NCRO051
(pl=4,14)

NV

NV

NV

NV

NV

NV

NV

NV

NCR235
(p1=4,53)

NV

NV

NV

NV

NV

NV

NV

NV

NCR224
(p1=4,65)

NV

NV

NV

NV

NV

NV

NV

NV

NCRO001
(p1=5,01)

NV

NV

NV

NV

NV

NV

NV

NCRO084
(p1=6,71)

NV

NV

NV

NV

NV

NV

NV

NV

NCR169
(p1=8,45)

NV

NV

NV

NV

NV

NV

NV

NCR055
(p1=9,21)

+++

+++

NV

+++

+++

NV

NCRO035
(p1=9,42)

+++

NV

NV

NCR192
(p1=9,54)

+++

+++

+++

+++

+++

NV

NCR137
(p1=9.7)

+++

e+t

+++

NV

e+t

e+t

e+t

e+t

e+t

NCR147
(p1=9,76)

+++

e+t

+++

NV

e+t

e+t

e+t

e+t

e+t

NCR280
(p1=9.8)

+++

NV

NV

NV

NV

e+t

NV

NV

NV

NV

NCR183
(p1=10.1)

+++

NV

NV

NV

NV

+++

NV

NV

NV

NV

NCR247
(p1=10,32)

+++

+++

++

+++

+++

+++

+++

+++

+++

NCRO044
(p1=10,37)

+++

+++

++

NV

+++

+++

+++

+++

+++

NCR030
(p1=10,15)

+++

e+t

+++

NV

e+t

e+t

++

e+t

e+t

e+t

NCR335
(p1=11,22)

+++

e+t

++

e+t

e+t

e+t

e+t

e+t

e+t

e+t

2.Tablazat: 19 eltérd izoelektromos ponttal rendelkezo

NCR peptid antifungalis aktivitasa

kiilonb6z6 patogén gombafajokkal szemben. -: nem rendelkezik aktivitassal; +: enyhe gatlo hatas

tapasztalhato; +++: teljes novekedés gatlast eredményez; NV: nem vizsgaltuk.

Azok az NCR peptidek mutattak gatlo hatast, melyek izoelektromos pontja nagyobb volt

mint 9, ezzel szemben sem a kevésbé kationos illetve neutralis, sem az anionos peptidek

nem mutattak antifungalis aktivitast (9. abra).
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9. abra: Kiilonboz6 NCR peptid kezelések in vitro hatasa fonalas és élesztészerlien novo
gombakra. A-C: Tr. mentagrophytes; D-F: C. albicans. A,D: Kezeletlen kontroll; B: 10pg/ml
NCR147 (IP=9,76); C: 100 pg/ml NCR51 (IP=4,14); E: 12,5ug/ml NCR247 (IP=10,15); F: 100
pg/ml NCRO84 (IP=6,71). Lépték: 20 pm.

A peptidek micélium ndvekedést gatld hatasainak vizsgalatdhoz a fonalas gombakat
eldszor 16 orat eldndvesztettiik. A kezelést kovetden 24 ora mulva fénymikroszkdpban
megvizsgaltuk 6ket. A kationos peptidekkel (NCR192, NCR247, NCR335) kezelt gombak
esetén azt tapasztaltuk, hogy a kezeletlen mintdkhoz képest nem tortént hifa novekedés. A
fonalasgombdk esetében tehat a peptidek nem csak a spordk csirdzasat, de a

gombamicélium tovabbnovekedését is gatoljak (10. abra).
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10. abra: Egy kationos NCR peptid hifa novekedésre gyakorolt gatld hatasa. El6novesztett A. niger
(A,B) és A. flavus (C, D) hifak 24 oraval a peptidkezelés utan (50 pg/ml NCR335) (B,D). A,C:
kezeletlen kontroll.

4.2 NCR peptidek C. albicans-ra gyakorolt hatasa

4.2.1 NCR-ek C.albicans-szal szembeni minimalis gatlo koncentracidinak és
minimalis fungicid koncentracioinak meghatarozasa

Miutan megbizonyosodtunk, hogy egyes NCR peptidek antibakterialis
tulajdonsagain tul széles antifungalis hatasspektrummal is rendelkeznek, vizsgalodasunkat
lesziikitettiik az egyik leggyakoribb human patogén gomba fajra, a Candida albicans-ra.
Mikrohigitasos modszerrel meghataroztuk a peptidek minimalis gatldé koncentracio (MIC)
értékeit a WO-1 és az Sc5314 laboratoriumi torzsekkel szemben (3. Téblazat). A MIC
érték a legtobb aktiv NCR esetében < 25 ug/ml volt, kivéve az NCR055-6t, ami 50 pg/ml
koncentracional mutatott teljes ndvekedés gatlast, mindkét térzs esetében. Erdekes modon,
az NCRO35-nek, mely szintén magas izoelektromos ponti peptid, nem volt hatasa

C.albicans-ra.
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NCR168 NCR095 NCR051 NCR235 NCR224 NCR0O01I ~NCR084 NCR169  NCR055  NCRO035
(p1=3,61) (pI=362) (pl=4,14) (pI=453) (pl=4,65) (pI=501) (pl=6,71) (pI=8.45) (pI=9,21) (pl=9,42)
WO-1 - - 50
Sc5314 50
NCR192 NCRI137 ~ NCR147 NCR280 ~ NCR183 NCR247 NCR044 NCR030 NCR335
(p1=9,54)  (pI=9,7)  (pI=9,76)  (pl=9,8)  (pI=10,1) (pI=10,15) (pI=10,32) (pl=10,37) (pI=11,22)
wol 102 20 19 (9) 19 (6) 19(+6) 149 112 157  11@ED
Sc5314 125 25 125 25 125 25 125 25 125

3. Tablazat: NCR pepidek in vitro minimalis gatlé koncentracidja (ug/ml) C.albicans WO-1 és
Sc5314 torzsekkel szemben.

Annak eldontésére, hogy a kationos peptidek aktivitdsa csak ndvekedést gatld
statikus, vagy 010, cidikus-e a candidaval szemben, 3 illetve 24 ora kezelést kdvetden
szilard YPD lemezre cseppentettiink ki a sejtszuszpenzidébol. Mig a kationos NCR peptidek
gyors in vitro fungicid aktivitast mutattak (11. abra, 4. Tablazat), az anionos peptidek

esetében semmilyen gatlo hatast nem tapasztaltunk (11. abra).

50 25 12,5 6,25 0 50 6,25 3,125 1,56 0
-~ ODEEE REEE -
- IRnEE EEEE -
- nnEE EEEEE -

11. abra: NCR peptidek fungicid aktivitasa C. albicans sejteken. A folyadékkulttrak 3 ora peptid
kezelést kdvetden lettek kicseppentve szilard YPD lemezre, amit 48 ora inkubacié kdvetett 30 °C-
on. Az anionos (NCR168, NCRO0O01) és kevésbé kationos (NCR169) peptideknek nem volt hatasa a
gomba novekedésére. Ezzel ellentétben, a kationos peptidek (NCR335, NCR247, NCR192)
fungicid hatast mutattak. A koncentracio értékek (feliil) pg/ml-ben értenddk.

Az NCR-ek minimalis fungicid koncentracié (MFC) értékei 6,25 és 25 ug/ml
kozott valtoztak (4. Tablazat).
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NCR192 NCR137 NCR147 NCR280 NCR183 NCR247 NCR044 NCR030  NCR335
(1=9,54)  (pI=9,7)  (pI=9,76)  (pI=9,8)  (pI=10,1) (pI=10,15) (pI=10,32) (pI=10,37) (pI=1122)

3h kezelés 8 (+3,5) 20 8(26,5) 10@2) 16,5 @&12) 14 (£10) 11 &2) 12,5 7 (1)

24h kezelés 9 (24) 25 9(&4) 8 (£3) 15,5(13) 15,5 (+13) 6.25 16,25(5) 8

4. Tablazat: Az aktiv NCR peptidek minimalis fungicid koncentracidja (ng/ml) C.albicans WO-1
torzzsel szemben 3 illetve 24 oras kezelés alapjan.

Altaldnosan elfogadott tény, hogy az éleszté-fonalas forma kozotti atalakulds
képessége fontos virulencia faktor C. albicans-ban (Lo, Kohler mtsai. 1997). Ebbdl
kiindulva, és latvan, hogy peptidjeink hatékonyak tobb fonalas gomba fajjal szemben is,
megvizsgaltuk hogyan hatnak az NCR-ek a C. albicans pszeudohifaira. Szamos tanulmany
szamolt be a C.albicans hifaz6 képességérdl szérummal kiegészitett human médiumokban
(Sudbery 2011), azonban szérum jelenlétében az NCR-ek aktivitasa er6sen gatlodott (12.
abra), hasonléoan mas AMP-k aktivitasahoz (Maisetta, Di Luca mtsai. 2008). Bar azt
tapasztaltuk, hogy komplett keratinocita médiumban (CKM) még szérum hidnyaban is

megfigyelhetd hifas novekedés, de a peptidek szérummentes CKM-ban sem voltak aktivak.

12. abra: Szérum hatasa kationos NCR peptidek antifungalis aktivitasara. A: kezeletlen
C.albicans; B: kezelés 50 pg/ml NCR 247-tel; C: kezelés 50 pg/ml NCR 335-tel. FBS: fotalis

borju szérum (fetal bovine serum).

Ezek ismeretében 3 orat szérummentes CKM-ban inkubalva a sejteket pszeudohifas
novekedést indukaltunk, majd a human médium eltavolitasa utan LSM-ben higitott NCR
peptidekkel kezeltiik a sejteket. Mar két oraval a kezelést koveten a zsugorodott sejtméret
egyértelmii morfologiai valtozasként volt megfigyelhetd (13. abra C, E, G), a
membranfestddés szignifikans csokkenése pedig membrankarosodasra utalt (13. abra D, F,

H). Ezen adatok alapjan a kationos NCR-ek képesek a C.albicans hifas novekedését is
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akadalyozni ¢és nyilvanvalova valt, hogy mukodésiiket a célsejt membranjédban

bekovetkez6 sulyos szerkezeti valtozasok kisérik.

13. abra: Kationos NCR peptidekkel torténé kezelések hatasara bekovetkez6 morfoldgiai

valtozasok C. albicans sejteken és pszeudohifakon. Hifazasnak indult C. albicans WO-1 sejtek 2
oras peptidkezelést kovetden. C,D: 25 pg/ml NCR335-tel; E,F: 25 pg/ml NCR247-tel; G,H: 25
ng/ml NCR192-vel kezelve. A,B: kezeletlen kontroll. A, C, E, G: DIC; B, D, F, H: FM4-64
(sejtmembran: piros) és DAPI (DNS: kék) fluoreszcens jelolés. Lépték: 20 pm.

4.2.2 NCR peptidek Candida sejtmembran permeabilizalé hatasa
C. albicans sejtek kationos NCR kezelését kovetéen redukalt membranfestédés volt

megfigyelhetd. Ebbdl kiindulva megvizsgaltuk néhdny NCR peptid membran destabilizalo
képességét. Ezt egy fluoreszcens festék, a calcein Candida sejtekbol torténd
felszabadulasanak detektalasaval végeztiik. (14. abra).

Az elozd kisérlet eredményeit alatdimasztva, a kationos peptidek jelentOs
festékkiaramlast eredményeztek, mig a kevésbé kationos (mint az NCR169), illetve az
anionos (NCRO0O01) peptidekkel torténé kezelés semmilyen festékfelszabadulast nem
okozott. Kiilonbség volt a kationos peptidek kozott is a kivaltott permeabilitas mértékében.
A legmagasabb izoelektromos ponta NCR335-tel kezelt sejtekb6l csaknem kétszer annyi
calcein szabadult fel, mint az NCR192-vel kezeltekbdl. Tehat az erdsen kationos NCR-ek

bizonyitottan képesek megbontani a gombamembran integritasat.
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14. abra: Calcein felszabadulas id6fiiggése NCR kezelt C.albicans WO-1 sejtekben.

4.2.3 NCR peptidek lokalizacioja C.albicans-ban

A kationos peptidekre altalanosan jellemz6 sejtmembran karositd hatas van, hogy
nem az elsddleges célja antimikrobidlis aktivitdsuknak, inkabb csak egy utat biztosit a
peptidek sejtbe torténd bejuttatasahoz, ahol aztdn DNS, RNS vagy fehérje szintézis
gatlasaval is kifejthetik tényleges hatasukat (Thomma, Cammue mtsai. 2002). Bar lattuk az
NCR-ek membrankarosit6 hatasat C.albicans-on, ez el6bbi allitasbol kiindulva a peptidek
pontos, sejten beliili lokalizacidjat itt is szerettilk volna meghatarozni. E célbol a C.
albicans sejteket FITC-konjugalt NCR247-tel illetve NCRO35-tel kezeltiik majd konfokalis
mikorszkoppal a képzddd fluoreszcencia helyét vizsgaltuk. Ezt megel6zéen a FITC
konjugalt peptidek antifungélis hatdsat leellendriztiik és a nem-konjugalt peptidekhez
hasonlé koncentraciokban a FITC-jelolt NCR247 megdrizte candida 616 hatasat, mig az
NCRO035-nek most sem volt aktivitasa. Ahogy azt vartuk, NCRO035 lokalizacio nem volt
megfigyelheté a C. albicans sejtekben (15. abra A, B), ami egybevag a peptid candida
elleni aktivitdsanak hianyaval (3. Tablazat). Ezzel ellentétben a szubletalis

koncentracioban (5 pg/ml) alkalmazott FITC-jelolt NCR247 els6dlegesen a gomba
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sejtmembranba lokalizalodott, habar kisebb mértékben intracellularisan is detektalhaté volt
(15. abra C-G).
Ezek alapjan az eredmények alapjan elmondhat6, hogy més novényi defenzinekhez

hasonldéan a kationos NCR peptidek célpontja a gomba plazmamembran lehet, ahol

porusokat képeznek és/vagy a membran karositasaval jutnak a célsejtbe.

15. abra: Fluoreszcensen jel6lt NCR peptidek lokalizacioja C. albicans WO-1 sejtekben.A sejtek 5
ug/ml FITC-konjugalt NCR0O35-tel (A, B), illetve NCR247-tel (C-G) voltak kezelve. A peptidek
lokalizacidjat konfokalis mikroszkopiaval figyeltiik meg 3 oraval a kezelést kdvetéen. A, C, E:

DIC; B, D, F: fluoreszcens felvételek; G: E és F olvasztott képe. Lépték: 10um

4.2.4 Az NCR peptidekkel kolesonhato Candida fehérjék azonositasa

Az NCR peptidek antifungalis hatdsmechanizmusénak pontosabb megismeréséhez,
a peptidek esetleges célpontjainak azonositasahoz affinitas kromatografiat alkalmaztunk,
melynek soran egy kationos NCR peptidnek, az NCR247-nek kerestiikk a kolcsonhato
fehérjepartnereit C. albicans sejtekben. Els¢ korben teljes sejtlizatumbal indultunk ki. Az

ebbdl nyert Osszfehérje kivonatbol a Strep-tag-gel jeldlt NCR247 peptid a pulldown-t
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kovetd SDS-PAGE, majd az azt kovetd tomegspektrometrias analizis eredményei alapjan

nagyszamu molekulat kotott meg (16. abra, 5. tablazat).

M  Strep Strep Strep  Strep M Strep247 Strep247 Strep247 Strep247
w1 Wz E2 E3 W1 w7 E2 E3

170
130

100

70

55

40

35

25

15

10

16. Abra: SDS-poliakrilamid fehérje gélkép, mely a Strep peptiddel (Strep) és StrepNCR247
peptiddel kezelt C. albicans osszfehérje kivonatbol nyert mosd (W) és elucios (E) frakciokat

tartalmazza Strep-Tactin oszlopon torténé kotést kovetoen.

Ezek kozott legnagyobb szamban riboszomalis fehérjék szerepelnek, valamint a
transzlacioban szerepet jatszé faktorok, mint példaul az eukariota iniciacios faktor 4A,
vagy a (magasabbrendii) gombakban egyediilalléan megtalalhatd transzlacids elongaciods
faktor 3. Erdekes modon a bakterialis fehérjepartnerek vizsgalata soran is nagyszami
riboszomalis fehérjét azonositottak, mi tobb, kimutattak, hogy az NCR247 peptid gatolja a
transzlaciot mind in vitro, mind in vivo (Farkas, Maroti mtsai. 2014). A talalatok
valddisaganak megerdsitéséhez kivalasztottunk négy lehetséges kdlcsonhatd partnert
(tablazatban a bekeretezettek), melyek tényleges kolcsonhatasat az NCR247-tel élesztd
két-hibrid rendszerben ellendriztiik, azonban ezzel a mddszerrel egyik kdlcsonhatast sem

sikeriilt megerdsitentink.
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Acc # Fehérje név

C5M1T7  40S ribosomal protein S6

G8BDI1  40S ribosomal protein S8

C5MHF6  40S ribosomal protein S25-B

BOWH22 Ribosomal protein, small subunit, putative
BOWMN3 Ribosomal protein, small subunit, putative
G8B521  Ribosomal protein

C5MG42 60S ribosomal protein L5

C5MFP2  60S acidic ribosomal protein PO

C4AYEX3 60S ribosomal protein L13

C4YIE3  60S ribosomal protein L17

C4YNP1 60S ribosomal protein L18

BOWLAS 60s ribosomal protein, putative

BOWLL2 Ribosomal protein L15

BOWGF1 Ribosomal protein, large subunit, putative
BOWF28 18S ribosomal RNA biogenesis protein, putative
BOWG6T1 Eukaryotic initiation factor 4A, putative
C4YJQ8 Elongation factor 2

C4YR46 Elongation factor 3

BOW7K4 Heat shock protein, putative

C4YQRO Threonyl-tRNA synthetase

C4YG27 Putative uncharacterized protein

G8BL73 Putative uncharacterized protein
C4AYMF9 Putative uncharacterized protein

5. Tablazat: NCR247 lehetséges kolcsonhato partnerei citoszolikus fehérjepreparatumbol készitett
LC-MS/MS analizis alapjan.

A riboszéma komponensek feltinben nagy szama alapjan valdsziniisithetd, hogy a
riboszéma egyben lejott az oszloprol és hogy sok, indirekt (a riboszoméval kolesonhatd)
partnert is azonositottunk.

Az eddigiek soran az affinitdas kromatografias kisérletekben citoszolikus
fehérjepreparatummal dolgoztunk. A tovabbiakban igyekeztiink megvizsgalni a lehetdségét
direkt sejtmembran fehérjével kialakitott kolcsonhatasnak. Ezért megismételtiik a pull-
down kisérletet plazma membran preparatummal is. Ebben az esetben is nagyszamu
fragmentet kaptunk (6. Tablazat). Tomegspektrometrias analizisre a Strep peptiddel kezelt
és StrepNCR247 peptiddel kezelt mintak elucios frakcioi mellett a kezeletlen
fehérjemintabol is kiildtiink, amit a kezeltekhez hasonloan felvittiink az affinitas oszlopra,
mostuk, majd elualtuk. Ezzel probaltuk kisztrni az oszlophoz nem specifikusan k6t6do

fehérje molekulakat.
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AcCc #

Fehérje név

POCCO7
Q59N00
Q5AMI6
Q59T44
CAYIX2
Q5ADQ6
Q96W53
094017
CAYTG2
Q5A7KO
C4YCU4
Q9P834
Q59WJ0
Q5AIBS
Q9UVJ4
Q59766
Q5AJF7
Q5A6R1
Q5ANC2
CAYQKA4
Q5AMLA4
CAaYIX1
Q9P843
CAYGY4
P47834
A8BKIC4
Q5A0M4
CAYR46
P87206
Q59VP1
Q59VN4
Q5AT7P7

Q5A516
P46273
P87222
P46614
P43067
P83779
093827
P30575
Q59VF6
Q59KV8

40S ribosomal protein S1

Likely cytosolic ribosomal protein S3
40S ribosomal protein S6

40S ribosomal protein S8

40S ribosomal protein S9-B

40S ribosomal protein S12

40S ribosomal protein S14

40S ribosomal protein S16

40S ribosomal protein S18

40S ribosomal protein S24

60S ribosomal protein L2

60S ribosomal protein L6

Likely cytosolic ribosomal protein L8
Likely cytosolic ribosomal protein L10
60S ribosomal protein L10a

Likely cytosolic ribosomal protein L11
Likely cytosolic ribosomal protein L12
Ribosomal protein L15

60S ribosomal protein L18

Ribosomal protein L19

60S ribosomal protein L20

60S ribosomal protein L21-A

60S ribosomal protein L27

60S ribosomal protein L30

60S ribosomal protein L36

Elongation factor 1-alpha

Elongation factor 2

Elongation factor 3

ATP-dependent RNA helicase elF4A
Histone H2B.2

Histone H4

Likely mitochondrial ATP synthase subunit Atp5
Potential mitochondrial inner membrane ATP/ADP
translocator

Phosphoglycerate kinase

Heat shock protein SSB1

Pyruvate kinase

Alcohol dehydrogenase 1

Pyruvate decarboxylase
Mannose-1-phosphate guanyltransferase
Enolase 1

Possible sphingolipid long chain base sensory protein
Possible sphingolipid long chain base sensory protein

| C4YJIY0

Sphingolipid long chain base-responsive protein PIL1 |

P14235
CaYG27

Actin
Putative uncharacterized protein
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6. Tablazat: NCR247 lehetséges kolcsonhatd partnerei membran fehérjepreparatumbol készitett
LC-MS/MS analizis alapjan.

Ezzel a megkozelitési moddal is szamos citoplazmatikus illetve a transzlacidoban
szerepet jatszo fehérjét sikeriilt azonositani, azonban megjelentek mitokondridlis illetve
membranhoz kotott fehérjék is. Az ily modon azonositott fehérjék kozott talaltunk olyat,
ami irodalmi adatok alapjdn potencialis kdlcsonhatd partnere lehet egy antimikrobidlis
peptidnek, jelen esetben az NCR247-nek. Ez a fehérje a PIL1, ami az egyik f6 alkotdja az
éleszté plazmamembranban talalhatd eizoszomaknak, melyek meghatarozzak, hogy hol
torténik endocitozis. Ismertek olyan antifungalis szerek, melyek a PILI-et kodolo gén
expresszidjat biofilm allapotban szignifikansan csokkentik. Ilyenek példaul az amfotericin
B, vagy a ciklikus lipopeptidek, mint példaul az echinocandinok csaladjaba tartozo
caspofungin (Watamoto, Samaranayake mtsai. 2011). Ahhoz hogy megvizsgaljuk, hogy az
NCR247 hatasara torténik-e az elozdekben leirtakhoz hasonld génexpresszios valtozas,
kvantitativ, valos idejii PCR-t végeztiink, ¢és az ehhez felhasznalt cDNS-eket olyan RNS
mintakrol irtuk, melyeket biofilm kulturaban kezelt C. albicans sejtekbdl izolaltunk. A
pozitiv kontrollként alkalmazott amfotericin B-vel ellentében, mely a vartnak megfeleléen
génexpresszid csokkenést eredményezett, az NCR-es kezelés a kezeletlen mintaban

megfigyelhetd, a biofilm allapotra jellemz6 PIL1 expressziot mutatta (17. abra).

=10 4

Relativ génexpresszio
én
|

=15 -

17. abra: PIL1 gén expresszidja C.albicans WO-1 sejtekben biofilm allapotban. LSM: kezeletlen
kontrol; NCR247: 10 pg/ml koncentracioji NCR247 peptiddel kezelt minta; AMB: 1,88 pg/ml

crcr
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4.3 NCR-ek citotoxicitasanak vizsgalata human epitél sejteken

Ahhoz hogy egy antimikrobialis agens a felhasznalhatosag szempontjabol sikeres
jeloltté véljon az egészségiigy szadmara, meg kell bizonyosodni afeldl, hogy nem
rendelkezik toxikus aktivitassal human sejtekkel szemben. Két életképességi teszt
segitségével vizsgaltuk, hogy van-e ilyen citotoxikus hatasa az NCR peptideknek. Ezeket a
kisérleteket vaginalis epitél sejtek és keratinocitdk bevonasaval végeztiikk el, melyek a
Candida fertézések tipikus célpontjai.

Az egyik ilyen életképességi teszt az MTT proba, melynek soran a mitokondrialis
dehidrogenazok miikddése révén egy tetrazolium festékbol, a 3-[4, 5-dimethylthiazol-2-
yl]-2, 5-diphenyltetrazolium bromidbol (MTT) képz6dé formazan abszorbancidjanak
mérése torténik. A kapott értékek a sejtek metabolikus aktivitasarol (annak mértékérol)
adnak informaciot. Az RTCA (Real-Time Cell Analysis) valos idejii sejtanalizist tesz
lehetévé, mennyiségi informacioval szolgal a letapadt, €16 sejtek szamardl a valtakozo
aramu ellenallas (impedancia) mérése alapjan.

A citotoxicitas vizsgéalatdhoz talalnunk kellett egy olyan kozeget, amelyben a
human sejtek talélnek, és a peptidjeink is megdrzik aktivitasukat. Sajnos minden, altalunk
tesztelt human médiumban, még a szérummentesekben is inaktivnak bizonyultak az NCR-
ek, feltehetden az ezekre a médiumokra jellemzd magas soékoncentraciok miatt.
Ugyanakkor az LSM médiumban, melyben a gombaérzékenységi vizsgalatokat végeztiik, a
human sejtek gyors pusztulasa volt megfigyelhetd. Ezért egy foszfat puffert készitettiink,
ami 5% gliikozzal kiegészitve olyan izotonias kdzeget biztositott a human sejtek szamara,
melyben életben maradtak, mig az NCR-ek megdrizték benne antifungalis aktivitasukat.
Egy borfertdzések (illetve égett bor) kezelésére alkalmas makrolid lakton antibiotikumot
(Papp, Menesi mtsai. 1990), a primycint hasznaltuk kontrollként, amely 10 pg/ml
koncentracioban alkalmazva 90%-os hatékonysaggal pusztitotta az epitél sejteket (18., 19.
Abra). Ezzel szemben a kationos NCR peptidek csak magas koncentraciok mellett okoztak
sejtelhalast (pl.: NCR335: >25 pg/ml; NCR247 és NCR192: 100 pg/ml).
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18. abra: PK E6/E7 vaginalis epitél sejtek metabolikus aktivitaisa NCR peptid kezeléseket
kovetden. A kezelés hatasara képz6do formazan mennyiségét mértiik. PBgluc: kezeletlen kontroll;

Primycin: citotoxicitasi pozitiv kontroll.

Fontos megjegyezni, hogy az a koncentracié tartomany, ahol a kationos NCR-ek
hatékonyan 6lik a C.albicanst (<25 pug/ml), nem, vagy csak alig befolyasoljak a human
sejtek életképességét (19. abra), azonban a tulélé vaginalis epitél sejtek osztodasa a peptid

koncentraciotol fliggben leallt, vagy osztddasi ciklusa lelassult (20. abra).
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19. abra: PK E6/E7 vaginalis epitél sejtek osztodasi képessége NCR peptid kezeléseket kovetden.
Az €16, kitapadt sejtek relativ mennyiségét RTCA-val mértikk 40 oraval a peptidkezelés utan.
100%-nak a kitapadt sejtek mennyiségét vettiik kozvetleniil a peptidkezelés utan, amikor

eltavolitottuk a peptideket és a sejtek visszakaptak a CKM kozeget.

Az erdsen kationos peptidekkel ellentétben, a kevésbé kationos NCR169 és az
anionos NCROO1 peptideknek nem volt hatdsa sem az életképességére, sem pedig az

osztodasi képességére a human sejteknek.

4.4 A kationos NCR peptidek megakadalyozzak a human vaginalis epitél sejtek
C.albicans okozta elhalasat in vitro
Tobb eltérd kisérleti rendszerrel sikeriilt kimutatni, hogy a kationos NCR peptidek
alacsony koncentraciokban alkalmazva hatékonyan olik a C. albicans-t, ugyanakkor
nincsenek hatassal a vaginalis epitél sejtek életképességére. A C. albicans egyik jellemz6
tulajdonsaga, hogy hozzatapad az epitél sejtek felszinéhez és invaziv fonalas formajuk a

sejtekbe hatolva azok pusztulasat okozza (Ray ésPayne 1988, Gow, van de Veerdonk
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mtsai. 2012). Egy in vitro ko-kultara modellben megvizsgaltuk, hogy az NCR peptidek
képesek-e megakadalyozni az Otszords mennyiséglii gombasejttel (MOI=5) okozott

vaginalis epitélsejt pusztulast.

20. abra: egy kationos peptid hatasa PK E6/E7 vaginalis epitél sejtekre, C.albicans hifakra. A:
kezeletlen PK sejtek; B, C: 50 ug/ml NCR247 peptiddel kezelt C. albicans hifak; D: 50 pg/ml
NCR247 peptiddel kezelt epitél sejtek; E, F: C. albicans-szal fertézott PK sejtek. A képek 24

oraval a 3 oras kezelést kovetden késziiltek.

Mivel a hifa forma képes behatolni az epitél sejtbe, ezért biztositottunk 3 orat arra (8.
Abra: fertézés fazisa), hogy a C. albicans sejtek az NCR kezelést megelézden
filamentumokat novesztve korbefonjak az epitél sejteket (20. Abra). Ez id6 alatt a gomba
hifazdsa megkezdddott, de a candida indukalta epitélsejt pusztuldas még nem volt
megfigyelhetd (8. Abra). Ezt kovetéen a ko-kulturakat 3 oran keresztiil kiilsnbozd
koncentraciéju peptidekkel kezeltiik (8. Abra: kezelés), majd a regeneralodas fazisa alatt
nyomon kovettik a humdn sejtek szdmanak valtozasat. 40 oraval a peptid kezelést
kovetden a hatds egyértelmiivé valt: a kationos peptidek, mint az NCR335, NCR247 ¢és az
NCR192 mind 50 mind pedig 25 pg/ml koncentracioban képesek voltak gatolni a candida
fert6zés altal kivaltott epitélsejt pusztulast. Ezzel szemben, a kevésbé kationos NCR169 és

az anionos NCROO01 peptidek gombaol6 aktivitasuk hianyaban nem tudtak megakadalyozni

a vaginalis epitél sejtek pusztulasat (21. és 22. abra).
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21. abra: NCR peptidek hatasa PK E6/E7 vaginalis epitélsejtek és C. albicans kevert kulturajara.
A 20. abrahoz hasonldan itt is az €16, kitapadt sejtek relativ mennyiségét mértiik RTCA-val, 40
oraval a kezelést kovetéen. A 25 és 50 pg/ml jelolés a human sejtek csak NCR peptiddel torténd
kezelésére vonatkozik, mig a C. albicans 25 pg/ml és a C. albicans 50 pg/ml azt mutatja, amikor a
kevert kultarat kezeltik a peptidekkel. *: szignifikans eltérés az Osszekotott parok kozt. o a
megfigyelt sejtszam szignifikansan eltért a kezeletlen (PBgluc) és a fert6zott (C. albicans)
kontrollokhoz képest. (p<0.0001)

22. abra: NCR peptidek hatasa C. albicans-szal fert6zott PK E6/E7 vaginalis epitélsejtekre. A: 50
ug/ml NCR335 peptiddel kezelt, B: 50 ug/ml NCR0OO1 peptiddel kezelt kevert kultara. A képek 3

oras kezelést kovetden 24 oraval késziiltek.
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5. EREDMENYEK MEGVITATASA

Jelen tanulmany igazolja, hogy a pillangds viraga novények giiméspecifikus
ciszteinben gazdag peptidjei kozott vannak, amelyek széles antimikrobialis
hatasspektrummal rendelkeznek. A kationos NCR peptidek in vitro nemcsak baktericid
hatassal birnak szimbiotikus partnereikkel, a rhizobiumokkal illetve mas Gram-negativ,
valamint Gram-pozitiv (patogén) baktériumokkal szemben (Van de Velde, Zehirov mtsai.
2010), (Tiricz, Szucs mtsai. 2013), hanem antifungalis tulajdonsaguk is van, amit ez a
munka ismertet. Ezek a defenzin-szerli molekuldk hatékonynak bizonyultak szamos
élesztészertien novo illetve fonalas (opportunista) patogén gomba ellen, koztiik minden
altalunk tesztelt Candida fajjal szemben, beleértve az egyik leggyakoribb opportunista
human patogént, a C. albicans-t is. A peptidek 6,25 — 25 pg/ml koncentracio tartomanyban
gatoltak az élesztGszerlien nové gombak sarjadzasat, a fonalas gombak sporainak
csirazasat valamint mas, rovid kationos antimikrobialis peptidhez hasonléan, mint amilyen
példaul a Sub5 (Mania, Hilpert mtsai. 2010), a hifafonalak tovabbnovekedését is gatoltak.
Azonban nem csak ndvekedés gatlast tapasztaltunk ebben a tartomanyban, hanem a
részletesebben vizsgalt C. albicans esetében fungicid hatast is. Annak az oka, hogy egyes
peptideknél alacsonyabb MFC-t tapasztaltunk az MIC-hoz képest, az lehet, hogy a MIC
értékeket 96 lyuku mikrotiter lemezben hataroztuk meg, ahol a sejtek konnyen kitapadnak
a lyukak felszinére és bar biofilmet képezni nincs idejiik az azonnali peptidkezelés miatt,
de talan ez a kitapadt allapot elég ahhoz, hogy ellendllébbak legyenek az antifungalis
szerekkel szemben (Watamoto, Samaranayake mtsai. 2011). Ezzel ellentétben az MFC
meghatarozashoz eppendorf csében kezeltiik a sejteket, amiben nem tudnak gy kitapadni,
mint a mikrotiter lemezben, és ez a planktonikus forma bizonyitottan érzékenyebben reagal
az antimikrobialis kezelésekre (Watamoto, Samaranayake mtsai. 2011). Altalanosan
elmondhato, hogy az altalunk megvizsgalt peptidek koziil a 9-nél magasabb izoelektromos
ponttal rendelkez6 NCR peptideknek volt gatlé aktivitisa. Egyes fajok ellenallonak
bizonyultak néhany 9-nél magasabb izoelektromos ponttal rendelekez6 kationos peptiddel
szemben is, igy az NCRO35 (IP=) esetében nem tapasztaltunk gatl6 hatast C. albicans-on
és Tr. mentagrophytes-en, mig az NCRO055 és az NCRO035 hatastalannak bizoynult Rh.
stoloniferrel szemben, illetve az utobbinak csak enyhe aktivitdsa volt A. nigerre. A
megvizsgalt gombak koziil a legellenallobb az A. flavus volt, amire négy, 9-nél magasabb

izoelektromos ponta peptidnek egyaltalan nem volt gatld hatasa, haromnak pedig csak
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minimalis. Bar a természetben jo néhany anionos AMP fordul el6 (Harris, Dennison mtsai.
2009), az alacsony izoelektromos pontit NCR-ek nem mutattak antifungalis aktivitast.

Jol ismert tény, hogy szamos defenzin a célsejt membranjanak permeabilizalasaval
fejti ki antimikrobialis aktivitasat baktériumokkal és gombakkal szemben egyarant (Ganz
2003). A fluoreszcensen jelolt kationos NCR247 akkumulalodasa a negativ toltasi
Candida sejtmembranban szintén ezt a tényt tamasztja ald, igy ez tlinik az NCR-ek
elsédleges célpontjanak. Ugyanakkor a legujabb tanulmanyok emellett sejten beliili
célpontokat is megjelolnek a kationos peptidek esetén, igy mint DNS/RNS és/vagy fehérje
szintézis, vagy enzimaktivitasok gatlasa (Hilpert, McLeod mtsai. 2010). igy a gyenge,
intracellularisan megfigyelhetd fluoreszcens jel alapjan nem zarhatdéak ki citoszolikus
célpontok az NCR peptideknél sem. Az affinitas kromatografias kisérletekkel az NCR247
peptid tobb ilyen lehetséges kolcsonhatod partnerére is rabukkantunk, azonban egy masik
modszerrel, ¢élesztd kettds-hibrid vizsgalatokkal nem tudtuk a kivalasztott fehérjékkel
esetlegesen létrejovod kolcsonhatasokat megerdsiteni. Ennek magyarazata lehet a kétféle
kisérleti felallas, mert a lehtizasos kisérletekben mind a direkt, mind az indirekt (azaz
ugyanazon fehérjekomplexbe tartoz6, de a kérdéses fehérjével nem kozvetleniil
kapcsolodo) kolesonhatd partnereket azonositjuk, mig az élesztd kettds-hibrid modszerrel
csak a direkt interakciok kimutathatéak. Emellett az eredményeket befolyasolhatja a
csaliként hasznalt peptid konforméacioja is. A lehuzasokra hasznalt szintetikus peptid
prepatatumban a peptidekben levé ciszteinek létrehozhatnak mind intra-, mind
intermolekularis diszulfid hidakat, mig a sejtmag kdrnyezetében ilyen hidak kialakuldsa
kevésbé valdszinli. Emellett a rovid peptid hozzakapcsoldsa a joval nagyobb élesztd
fehérjéhez szintén modosithatja a konformacidt, s vele a potencidlis kolcsonhatasok
erdsségét. Mindazonaltal, a gombasejtekbdl azonositott potencidlis kdlcsonhato fehérjék
listdja nagyon hasonldo a Sinorhizobium meliloti baktériumsejtekb6l hasonldé modon
azonositott proteinek listajahoz (Farkas, Maroti mtsai. 2014). A szimbiotikus
baktériumokbol is a transzlacioban résztvevd fehérjéket, az ATP-szintdz és piruvat-
dehidrogenaz alegységeket, valamint chaperonin fehérjéket lehetett azonositani.

A kationos NCR peptidek jelentds morfologiai valtozasokat okoztak a gomba
hifdkon, melyek mar két ora kezelést kovetden megnyilvanultak a sejtmembran
szerkezetének drdmai rongaléddsaban. Ezt a fajta membrankarosité hatast igazolta a
calcein felszabadulasa is az NCR peptidekkel kezelt candida sejtekb6l, a human p-defenzin
2, és -3-hoz, vagy a hisztatin 5-h6z hasonldan (Vylkova, Nayyar mtsai. 2007). A legtobb
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allati eredetii kationos antimikrobidlis peptid a plazmamembran foszfolipidjeivel kotott
elektrosztatikus kolcsonhatason keresztiil indukal membran permeabilizaloédast (Brogden
2005). Szamos novényi defenzin ugyanezt a hatast gyakran a (gomba) sejtek felszinén
talalhato nagy affinitasi kot6dési helyekkel kialakitott specifikus kolcsonhatasokon
keresztiil éri el (Thevissen, Osborn mtsai. 2000). Erre példa, az RsAFP2 nevii retek
defenzin, ami a gombamembran egy specifikus lipidjével, a gliikozilceramiddal (GlcCer)
1ép kolcsonhatasba, ezzel megallitja a gomba novekedését és a sejt halalat eredményezi
(Thevissen, Warnecke mtsai. 2004), (Tavares, Thevissen mtsai. 2008). Valészintlileg az
NCR peptideknek nem a GlcCer a célpontja, ugyanis az NCR-ek fungicid aktivitasat
tapasztaltuk Candida glabrataval szemben is, amely faj nem képes a GlcCer szintézisére.
A baktérium, gomba és emlds sejtmembran kémiai Osszetétele nagymértékben
kiilonbozhet egymastol, a f&6 komponensei azonban mindegyiknek a foszfolipidek,
melyeknek a hidrofil feji végén egy negativ toltésli foszfat csoport taldlhatd. Ez utobbi
képezi a célpontjat szamos membrankarositd kationos peptidnek. Mint terapias szer, fontos
hogy az adott AMP a terapiaban részesiilokre ne legyen toxikus hatassal. Ebbdl a célbol
megvizsgaltuk néhany kivéalasztott NCR peptid citotoxicitdsdt immortalizalt human
sejtvonalakon. A kontrollként hasznalt makrolid antibiotikum komplexszel ellentétben még
a legerdsebb kationos peptid sem mutatott citotoxicitast azokban a koncentraciokban,
melyek hatékonyak voltak a baktériumokkal és a gombakkal szemben. Ez azt sejteti, hogy
az eml6sok membranjat — feltehetden eltérd Osszetétele miatt — nem tudjdk a peptidek
annyira karositani, mint a vizsgalt mikroorganizmusokét. Bar terdpias koncentracidban
nem befolyasoltdk a human sejtek €letképességét, de a kationos NCR peptidek gatoltdk az
immortalizalt human sejtek osztodasat. Azt azonban tovabbi kisérletekkel még tisztazni
kell, hogy a DNS szintézis és a sejtosztodas is, vagy csak a citokinézis gatlédott az emlds
torténd kezelés tigy gatolja a sejtosztodast, hogy normalisan folyd DNS-replikacié mellett
a citokinézis gatlodik, s ezaltal megnovekedik a sejt DNS tartalma (Van de Velde, Zehirov
mtsai. 2010), (Farkas, Maroti mtsai. 2014), (Penterman, Abo mtsai. 2014). Emellett hatra
van még a peptidek human sejten beliili pontos lokalizacidjanak és cellularis célpontjainak
meghatarozasa is. Ezek az eredmények Uj iranyokat és tavlatokat nyithatnak az NCR
peptidekkel illetve alkalmazasukkal kapcsolatos kutatdsokban. Ha sikeriil megfejteni a
sejtosztodas gatlasanak molekularis hatterét, valamint megoldani, hogy az aktiv kationos

peptidek célzottan példaul a rakos sejtekhez széllitodjanak és ott megtartsak aktivitasukat
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mig ki nem fejtik hatdsukat, akkor akar tumorok ndvekedésének megallitdsara is

szolgalhatnak.
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6. KOVETKEZTETESEK

Mivel a kationos NCR peptidek egyarant rendelkeznek baktericid és fungicid
aktivitassal, igy széles-spektrumi AMP-knek tekinthetok. A primycin antibiotikum
komplexszel ellentétben az NCR peptidek az MFC/MIC koncentraci6 értékeknél csak joval
magasabb koncentraciokban voltak toxikusak az epitél sejtekre nézve. Azokndl a
koncentracio értékeknél, melyek hatékonynak bizonyultak mind a gombakkal, mind pedig
a baktériumokkal szemben (Van de Velde, Tiricz, jelen munka), a human sejtek életben
maradtak, bar sejtosztodasuk korladtozddott. Ezen sajatsdgaik a NCR-eket érdemes
jeloltekké mindsitik mikrobidlis fertdzések elleni terapidban. Alkalmazhatosagukkal
kapcsolatosan fontos megemliteni, hogy mas antimikrobidlis peptidekhez hasonldan, a sok
¢és a szérum (egyes) alkotoelemei gatoljak aktivitadsukat.

Mindezek ismeretében, az NCR-ek illetve azok szarmazékai elsGsorban
topikalis/borfelszini fertdzések kezelésére alkalmas 1j antimikrobidlis szerek lehetnek a
jovoben. Szisztémas felhasznalasukat so €s szérum érzékenységiik ugyan limitalhatja, de
specialis hordozok segitségével megoldhatdo lehet a fertdzott szovetekbe torténd

eljuttatasuk.
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7. OSSZEFOGLALO

A napjainkban hasznalatos antibiotikumok hosszan tarté alkalmazasaval
megjelentek az igynevezett multidrog rezisztens mikroorganizmusok, melyekkel szemben
a védekezés egyre nehézkesebb, ¢és idOben egyre elnyutltabb terapidkat igényel. Ezen
organizmusok fokozottan névekvd szama komoly gondot okoz az egészségiigynek.

Az antibiotikumokkal szembeni rezisztencia nem csak a baktériumok korében
fordul eld. Egyre tobb tanulmany szamol be olyan patogén gomba izolatumokrdl, melyek
ellen az altalanosan hasznalatos antifungalis szerek hatastalannak bizonyulnak.
Mindamellett, a hosszantart6 terapia nem kivant mellékhatasokat is okozhat, mint példaul
az egyik leghatékonyabb antifungilis szer, az amfotericin B altal okozott sulyos vese- €s
majkarosodds. Gombas fertézéseket nem csak obligdt patogének okozhatnak. Az
ugynevezett opportunista patogének, mint amilyen a Candida albicans, vagy a Malassezia
furfur is, a normal human mikrofléra tagjai, azonban immunszupresszalt vagy
immundeficiens egyéneknél sulyos betegségek korokozoi lehetnek. Az antimikrobialis
peptidek, mint ujgeneraciés antibiotikumok, hatékony megoldast nyujthatnak ezen
problémak megoldasara.

Az antimikrobidlis peptideket a természetben a baktériumoktdl kezdve minden
rendszertani kategoridba tartozo €l6lény termel, allatokban és novényekben a velesziiletett
immunitas hatékony fegyverei. Vannak kozottik baktérium, gomba és virus ellenes
aktivitdsuak, valamint olyanok, melyek antibakterialis €s antifungalis hatdssal egyarant
birnak. Széles hatds spektrummal és gyors 016, vagy gatlo aktivitassal rendelkeznek, ennél
fogva a korokozokkal szembeni kiizdelem fegyvertaraban igéretes jeloltnek tekinthetok.

Novényi antimikrobidlis peptideket mar izolaltak a névény minden részebdl, igy a
gyokeérbdl, a szarbol, levélbdl, viragbol €és magbdl is. A nemrégiben azonositott
glim6specifikus ciszteinben gazdag peptideket (nodule-specific cysteine rich peptides),
roviden NCR-eket a pillangds viraguak egy specialis csoportjaba, a kloroplasztisz genom
egyik forditott ismétlédését elvesztd kladba (IRLC, azaz Inverted Repeat Lacking Clade;
ide tartozik példaul a lucerna, a borso, a lobab, a fehérhere) tartozé ndvények a
gyokeriikon fejlodé szimbiotikus szerv, a nitrogénkotd giimd sejtjeiben termelik. Itt
iranyitasa. Az NCR-ek rovid peptidek, 30-50 aminosavbol allnak és 4-6 ciszteint

tartalmaznak konzervalt pozicidoban, ami alapjan az antimikrobialis peptidek egy
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csoportjahoz, a defenzinekhez hasonlithatoak. Az IRLC-ba tartoz6 Medicago
truncatulaban eddig kozel 500 NCR-t koédold gént azonositottak. Az érett peptidek
elsddleges szekvencidja gyenge homoldgiat mutat és jelentds eltérések figyelhetok meg
mind izoelektromos pontjukban, expresszidos mintazatukban, mind pedig aktivitasukban.
Csoportunk korabban kimutatta, hogy egyes, magas izolelektromos ponttal rendelkezd
NCR peptidek antimikrobidlis hatassal rendelkeznek szamos Gram-negativ és Gram-
pozitiv baktériummal szemben. Munkédnk sordn azt tapasztaltuk, hogy ezek az NCR
peptidek nagyfokt aktivitast mutatnak mind élesztészertien nové (Candida albicans, C.
parapsilosis, C. crusei, C. glabrata, Malassezia furfur), mind pedig fonalas gombakkal
(Trichophyton mentagrophytes, Aspergillus flavus, Asp. niger, Rhizopus stolonifer,
Fusarium graminearum) szemben is.

Annak kideritésére, hogy a vizsgalt kationos NCR peptidek milyen mechanizmussal
fejtik ki hatasukat €lesztdszerlien novekvd gombédkon, mely sejtalkotdk illetve fehérjék a
célpontjaik, az egyik leggyakoribb opportunista human patogén gombat, a Candida
albicanst valasztottuk. Az antimikrobialis peptidek egyik gyakori célpontja a sejtmembran
integritdsanak megsziintetése. Fluoreszcensen jelolt NCR peptideket alkalmazva
megallapitottuk, hogy elsésorban a sejtmembranban lokalizadlédnak, a membran
permeabilizacid vizsgalatara hasznalt calcein felszabaduldsa pedig a membran
integritasanak megvaltozasat igazolta. Membrankarositd hatasukat pszeudohifas alakon is
tapasztaltuk. Mindezek mellett nem zarhatok ki sejten beliili célpontok sem.

Affinitas kromatografia segitségével nagyszdmu feltételes kdlcsonhatd partnert
kaptunk az egyik kationos peptid esetében. Ezek tobbsége riboszoma fehérje, illetve mas,
transzlacioban szerepet jatszo faktor volt. Néhany kolcsonhatast és célpontot ezek koziil
¢lesztd kéthibrid rendszerben valamint valds idejii PCR reakcioban probaltunk validalni,
am ezekkel a modszerekkel nem talaltunk tényleges kolcsonhatast az NCR peptid és a
gomba fehérjéi kozt.

A terapiés alkalmazhatdsag érdekében €letképességi tesztekkel vizsgaltuk az NCR-
ek esetleges citotoxicitasi aktivitdsat human vagindlis epitél sejteken. Az ¢l sejtek
metabolikus aktivitasat mérd MTT teszt alapjan az antifungalis koncentracio6 tartomanyban
(<25 pg/ml) a kationos peptidek nem, vagy csak enyhén befolyasoltak a human sejtek
¢letképességét. Ugyanakkor, az ¢l6 sejtek szamanak valos idejii monitorozéasa soran,
melyet a Roche ellenallas-mérésen alapuld xCelligence rendszerével végeztiink, kideriilt,

hogy a peptid kezelés gatolja osztodasukat.
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Az aktiv kationos NCR peptidek nemcsak az élesztd format voltak képesek gatolni,
de in vitro kevert kultiraban megakadalyoztak a fonalas forma novekedését is és ezaltal
azok human epitél sejtekre kifejtett 616 hatasat. Tapasztalataink alapjan, a s és a szérum
jelenléte gatolja antifungalis aktivitasukat. Ezen eredmények alapjan, az NCR peptidek, ha
az alkalmazashoz olyan megfeleld kozegben formulazzak Oket, amelyben képesek
megoOrizni aktivitdsukat a huméan epitél felszinén, alkalmasak lehetnek felszini

kandidiazisok kezelésére.

64



Summary

8. SUMMARY

The wide-spread and prolonged usage of conventional antibiotics caused the
appearance of so-called multidrug resistant microorganisms. The defense against them is
becoming harder and demands even more prolonged therapy. The increasing number of
these microbes is becoming a serious problem for public health.

Antibiotic resistance concerns not just bacteria but fungi, too. More and more study
reports about pathogen isolates which are resistant against conventional antifungal agents.
Moreover, the sustained therapy causes undesirable side effects such as serious kidney and
liver damage in case of amphotericin B, one of the most powerful antifunfal agent.

Fungal infections could be caused by both obligate and opportunistic pathogens.
The latter ones, such as Candida albicans or Malassezia furfur are members of the normal
human microflora, however, they could be the causative agents of serious diseases in
immuncompromised patients. As new generational antibiotics, antimicrobial peptides
(AMPs) might provide effective solutions for these problems.

AMPs represent ancient host defense effector molecules present in all organisms
across the evolutionary spectrum. AMPs produced by the animal and plant innate immune
system have a broad-spectrum and rapid Killing activities against a wide range of
microorganisms including fungi.

Plants have evolved extreme richness of AMPs that could be detected in all plant
organs including roots, seeds, flowers, stems and leaves. In certain members of the
Inverted Repeat Lacking Clade (IRLC) of legumes (such as alfalfa, pea, lentil), the large
family of nodule-specific cystein-rich (NCR) peptides is produced in the infected cells of
the symbiotic organ called nodule. Their primary function in symbiosis is to govern the
differentiation of endosymbiotic bacteria. NCR peptides contain a relatively conserved
secretory signal peptide and a highly diverse mature peptide composed of 30-50 amino
acids with conserved positions of four or six cysteines that make them similar to a group of
AMPs, the defensins. So far, more than 500 NCR peptide coding gene has been identified
in the genome of Medicago truncatula that are differentially expressed in distinct
developmental zones of the nodule. Due to the high sequence diversity, the isoelectric
point (pl) of the peptides ranges from 3.2 to 11.2 and there are high differences in their
activity, too. Our group has shown earlier, that some cationic NCR peptides have

bactericid effect on various Gram-negative and Gram-positive bacteria. In the frame of the
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presented work, we found that these peptides have killing activity both against yeast like
(Candida albicans, C. parapsilosis, C. crusei, C. glabrata, Malassezia furfur) and
filamentous fungi (Trichophyton mentagrophytes, Aspergillus flavus, Asp. niger, Rhizopus
stolonifer, Fusarium graminearum).

We chosed one of the most common opportunistic human pathogenic fungi,
Candida albicans to investigate the mechanism of the activity of cationic NCR peptides on
yeast-like growing fungi and to study which cell organelles or proteins could be their
targets. The disturbance of cell membrane integrity is a frequent mode of action in the case
of antimicrobial peptides. We determined that NCR peptides predominantly localized to
the fungal plasma membrane by using fluorescently labeled peptides. Furthermore, calcein
release indicating membrane permeabilization proved that they caused changes in
membrane integrity. We found membrane damaging effect on pseudohyphae, as well. In
addition, intracellular targets cannot be excluded either.

Using a cationic peptide in affinity chromatography we identified numerous
putative interacting partner in C. albicans. Most of them were ribosomal proteins and other
polypeptides that are also implicated in translation. We tried to validate some of the results
with yeast-two hybrid system or gRT-PCR, however, the interactions between the NCR
peptides and the fungal proteins could not be confirmed yet.

As a therapeutic agent should not be toxic to the patients, the cytotoxicity of
selected NCR peptides on an immortalized human cell line was investigated with viability
assays. Acording to MTT assay, which provides information about the metabolic state of
living cells, cationic peptides in the antifungal concentration range (<25 ug/ml) affected
only slightly the viability of the human cells. On the other hand, when the cell proliferation
ability was measured with the real-time cell analyser (RTCA), the surviving cells showed a
highly reduced cell proliferation at 12.5 pg/ml concentration and at higher concentrations
they could not maintain their proliferation ability.

The active cationic NCR peptides could eliminate not only the yeast form of the
fungi but they were able to prevent the growth and the subsequent human cell killing
activity of the hyphal form in an in vitro co-culture model. Based on our experiences salts
and components of the serum inhibit the activity of NCR peptides similarly to other AMPs.
These results indicate that in proper formulation that helps to maintain the activity of the
peptides on the human epithelial surface, the cationic NCR peptides might be effective

drugs for the treatment of candidiasis.
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