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BEVEZETES ES CELKITUZES

A gombas fertdzések, mas néven mikozisok koérokozoi az élet minden
teriiletét érinttk az egész vildgon. A koérhdzi  vagy egészségiigyi
intézményekben szerzett, ugynevezett nozokomialis fertdzések, vagy mas
gomba okozta betegségek nem csak az emberi lakossagot fenyegetik, hanem az
allatokat és ndvényeket is.

A mikrobakkal szembeni drog rezisztencia globalis méreti
népegészségiigyi problémava valt napjainkra, igy sziikségszeri 1j
antimikrobialis szereket bevetni az egyre tobbféle szernek ellenallo
korokozokkal szemben. Az antibiotikum rezisztencia nem csak a
baktériumokat érinti. Egyre tobb tanulmany szamol be olyan patogén gomba
1zolatumokrol, melyekkel szemben az altalanosan haszndlatos antifungalis
szerek hatdstalannak bizonyulnak.

Az antimikrobidlis peptidek (AMP), mint 0jgeneracios antibiotikumok,
hatékony megoldast ny(jthatnak az antibiotikum rezisztencia problémakorének
megoldasara. Antimikrobialis peptideket a baktériumoktol kezdve minden
rendszertani kategoriaba tartozo él6lény termel, novényekben, illetve gerinces
¢s gerinctelen allatokban ezen vegyliletek a velesziiletett immunitas effektor
molekulai. Vannak kozottiik virus, baktérium, protozoa €s gomba ellenes
aktivitassal rendelkezOk, valamint olyanok, melyek antibakteridlis ¢és
antifungalis hatdssal egyardnt birnak. Sz¢les hatasspektrumuknak és a rajuk
jellemzd gyors 016, vagy gatld aktivitdsuknak kdszonhetden ezek a természetes
molekulak igéretes jelolteknek tekinthetok a korokozokkal szembeni harcban.

Novényl antimikrobialis peptideket mar izolaltak a ndvény minden
részebdl, igy a gyokérbdl, a szarbol, levelbol, viragbol és a magbdl is. A
nemrégiben azonositott giimdspecifikus ciszteinben gazdag peptideket (nodule-
specific cysteine rich peptides), roviden NCR-eket bizonyos pillangds viragh
novények a gyokeriikon fejlodd szimbiotikus szerv, a nitrogénkotd giimd
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sejtjeiben  termelik. Itt els6dleges szerepiik a szimbiotikus partner
peptidek, 30-50 aminosavbol allnak és 4-6 ciszteint tartalmaznak konzervalt
pozicioban, ami alapjan az antimikrobidlis peptidek egy csoportjahoz, a
defenzinekhez hasonlithatéak. Medicago truncatuldaban eddig kozel 500 NCR-t
kodolo gént azonositottak. Az érett peptidek elsddleges szekvencidja gyenge
homologiat mutat és jelentds eltérések figyelheték meg mind izoelektromos
pontjukban, expresszios mintazatukban, mind pedig aktivitasukban.
Csoportunk korabban kimutatta, hogy egyes, magas izolelektromos
ponttal rendelkez6 NCR peptidek antimikrobialis hatassal rendelkeznek

szdmos Gram-negativ és Gram-pozitiv baktériummal szemben.

1. Ennek tiikrében, els6 korben arra voltunk kivancsiak, hogy az
NCR-ek hatékonyak lehetnek-e gombakkal szemben is. Ehhez 19
eltérd izoelektromos ponttal rendelkez6 NCR peptid hatasat

vizsgaltuk meg tiz patogén gombafajjal szemben.

2. A tovabbiakban célunk volt annak kideritése, hogy a vizsgalt,
antifungalis aktivitassal rendelkez6 NCR peptidek milyen
mechanizmussal fejtik ki hatasukat élesztoszerlien novekvo

gombakon, mely sejtalkotok illetve fehérjék a célpontjaik.

a. Ennek érdekében, vizsgalni akartuk az NCR peptidek

esetleges gombamembrant karosito hatasat.

b. Meg akartuk hatdrozni az NCR peptidek lokalizacidojat a

célsejten.

c. Megprobaltuk azonositani az NCR peptidekkel kolcsonhato

fehérje partnereket.




3. Végsé célunk pedig annak megallapitasa volt, hogy az NCR
peptidek alkalmazhatok-e terapids célra, melynek -el6éfeltétele,
hogy ne legyenek toxikusak emlds/human sejtekre, s képesek

legyenek in vitro és in vivo lekiizdeni a gombas fert6zést.

Ez utobbi két pont (2., 3.) megvaldsitdsahoz célorganizmusnak a
Candida albicans-t valasztottuk, mely az egyik leggyakoribb opportunista

human patogén gomba.



ALKALMAZOTT MODSZEREK

A vizsgalatokban szereplé mikroorganizmusok és tenyésztési
koriilményeik

A Candida fajokat (Candida albicans, Candida krusei, Candida
parapsilosis, Canida glabrata) YPD taptalajon tartottuk fenn. A Malassezia
furfur-t Pityrosporum médiumon (DSMZ472) novesztettiik. A Trichophyton
mentagrophytes Sabouraud agaron, mig a tobbi fonalas gomba, igy az
Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Fusarium graminearum és a Rhizopus
stolonifer var. stolonifer malatas taptalajon volt fenntartva. C.albicans-on hifas
novekedést szérummentes komplett keratinocita médiummal (CKM)
indukaltunk.

Az NCR peptidekkel veégzett eérzékenységi vizsgalatokat az alacsony so
taptalajban (low-salt medium, LSM), illetve egy gliikdzos foszfat pufferben
(PBgluc) végeztiik.

A vizsgalatokban szereplé human sejtvonal

A citotoxicitasi vizsgalatokat PK E6/E7 immortalizalt human vagindlis
epitél sejt vonalon végeztik, melyet 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 tartottuk fenn, 37 T-os CO, termosztitban. A sejtndvesztd
flaskakban 60-70% konfluenciat mutato sejteket hasznaltuk fel a kisérletekhez.

Alkalmazott peptidek

Kémiai tuton szintetizalt érett, szigndl peptid nélkiili, valamint N-
termindlisdin fluorescein isothiocyanattal (FITC) jelolt NCR peptideket

hasznaltunk.



Antifungalis érzékenység vizsgalat

Az NCR peptidek in vitro antifungalis akivitasat mikrohigitasos
modszerrel vizsgaltuk 96-lyukt sik alji lemezben. A peptidek hatasat a
gombdk novekedésére a kezelés megkezdését kovetden 24 ¢és 48 oraval
mikroszkopos vizsgalatokkal, valamint a kultirak ndvekedésének mérésével
hataroztuk meg. A ndvekedés mértékére a 600 nm-en toérténd abszorbancidbol
kovetkeztettiink, melyet egy FLUOstar OPTIMA mikrotiter lemez leolvaso
késziilékkel (BMG Labtech) mértiink meg.

Fluoreszcens és konfokalis mikroszkopia

A peptidek okozta morfologiai valtozasokat C. albicans-on Axio
Observer Z.1 (Zeiss) fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk. A peptid-gomba
viszony (a peptid lokalizacidja a célsejten/-ben) tanulmanyozashoz FITC-
konjugalt peptidekket hasznaltunk, és a kezelt C. albicans sejtekr6l Olympus
Fluoview FV1000 konfokalis pasztazdé 1ézer mikroszkoppal (Olympus)
készitettiink felvételeket.

Sejtmembran permeabilitasanak vizsgalata

A sejtmembran permeabilitisanak NCR peptidkezeléseket kovetd
valtozéasat az intracellularisan felhalmozodott festék, a calcein sejtbdl torténd
felszabadulasanak mérésével monitoroztuk. A  sejt-permeabilis, nem-
fluoreszcens Calcein-acetoximetil (Calcein-AM) festék az ¢élo sejtekben
intracellularis észterazok hatasara az acetoximetil €szter hidrolizisét kovetden
calceinné alakul, mely erés zold-fluoreszcens jelet ad. A calcein hidrofil, igy
nem tud atjutni a sejt membranon és csak valamilyen membran permeabilizalo

agens hatasara tud kiszabadulni a sejtek citoplazmajabol.



Affinitas kromatografiai vizsgalatok C. albicans fehérje preparatumokon

Affinitas kromatografiat alkalmaztunk a kationos NCR247 intracelluléris
célpont molekuldinak kutatdsdhoz. Elsé korben teljes sejtlizdtumot
hasznaltunk, majd a lehtzasi (pull-down) kisérleteket megismételtiik csak
plazmamembrant tartalmazoé izolatummal is. A lehtizasokbdl szarmazo fehérjék

azonositasa LC-MS/MS tomegspektrometriai analizis segitségével tortént.

Feltételezett kolcsonhato partnerek vizsgalata éleszto kettos-hibrid

modszerrel

A tomegspektrometriai analizis soran azonositott fehérjekbdl négy
lehetséges kolesonhato partnert valasztottunk ki (transzlacios elongacios faktor
3, CEF3; transzlacios elongacids faktor 2, EFT2; eukaridta inicidcios faktor
4A, eifA4; hoésokk protein, hsp), melyek kolcsonhatasat a csalipeptidként
hasznalt NCR247 peptiddel élesztd kettds-hibrid rendszerben ellendriztiik.

Kvantitativ valos ideji PCR (qQRT-PCR)

Egy masik, szintén lehetséges NCR-rel kolcsonhatdo fehérje a PIL1
génexpresszios valtozasat vizsgaltuk qRT-PCR-rel, amelyhez peptid kezelt,
kontrollként pedig kezeletlen és amfotericin B-vel kezelt C. albicans-bol
tisztitott RNS mintakbol irt cDNS-eket hasznaltunk.

Citotoxicitasi vizsgalatok

Az NCR peptidek esetleges toxikus hatasdt human sejtekkel szemben, kétféle
¢letképességi teszttel vizsgaltuk:

MTT préba. egy szemi-kvantitativ modszer, melynek soran a sejtek
metabolikus aktivitasarol kapunk informaciot az MTT (3-[4, 5-dimethylthiazol-
2-yl]-2, 5-diphenyltetrazolium bromid)-bol mitokondrialis reduktazok hatasara

képz6do formazan abszorbanciajanak mérésébol.



Valos idejii sejt analizis (Real-Time Cell Analysis, RTCA): egy kvantitativ,
jelolés nélkiili modszer, mely letapadt sejtek valds idejli monitorozasat teszi

lehetdvé, impeadncia-valtozas mérése soran.

Ez utobbi modszert hasznaltuk az NCR peptidek aktivitdsanak vizsgalatara egy
in vitro fert6zéses kisérletben is, ahol a human vaginalis epitél sejteket C.

albicans sejtekkel fertoztiik.

EREDMENYEK

Munkank soran azt tapasztaltuk, hogy egyes magas izolelektromos
ponttal rendelkezd6 NCR peptidek nagyfoka aktivitdst mutatnak mind
¢lesztészeriien novo (C. albicans, C. parapsilosis, C. crusei, C. glabrata, M.
furfur), mind pedig fonalas gombakkal (T. mentagrophytes, A. flavus, A. niger,
R. stolonifer, F. graminearum) szemben is. A peptidek 6,25 — 25 pg/ml
koncentracié tartomanyban gatoltak az ¢€lesztOszerlien novo gombak
sarjadzasat, a fonalas gombak spordinak csirazasat, valamint a hifafonalak
tovabbnovekedését. Azonban nem csak novekedés gatlast tapasztaltunk ebben
a tartomanyban, hanem a részletesebben vizsgalt C. albicans esetében fungicid
hatast is. Altalanosan elmondhatd, hogy az altalunk megvizsgalt peptidek koziil
a 9-nél magasabb izoelektromos ponttal rendelkezd NCR peptideknek volt

gatl6 aktivitdsa.

Annak kideritésére, hogy a vizsgalt kationos NCR peptidek milyen
mechanizmussal fejtik ki hatdsukat élesztdszerlien novekvd gombdkon, mely
sejtalkotok illetve fehérjek 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
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elsdsorban a sejtmembranban lokalizdlodnak, a membran permeabilizacid
vizsgélatara hasznalt calcein felszabaduldsa pedig a membrédn integritdsanak
megvaltozasat igazolta. Membrankdrosité hatasukat pszeudohifas alakon is

tapasztaltuk. Mindezek mellett nem zarhatok ki sejten beliili célpontok sem.

Affinitds kromatografia segitségével nagyszamu feltételes kolcsonhato
partnert kaptunk az egyik kationos peptid esetében. Ezek tobbsége riboszoma
fehérje, illetve mas, transzlacidban szerepet jatszo faktor volt. Néhany
kolcsonhatast és célpontot ezek koziil élesztd kéthibrid rendszerben illetve
valos idejii PCR reakcioban probaltunk validalni, &m ezzel a mddszerrel nem

talaltunk tényleges kdlcsonhatast az NCR peptid és a gomba fehérjéi kozt.

A terapids alkalmazhatésag érdekében életképességi tesztekkel
vizsgaltuk az NCR-ek esetleges citotoxicitasi aktivitdsat human vaginalis epitél
sejteken. Az €10 sejtek metabolikus aktivitasat mér6 MTT teszt alapjan az
antifungalis koncentracid tartomdnyban (<25 pug/ml) a kationos peptidek nem,
vagy csak enyhén befolyasoltak a human sejtek életképességét. Ugyanakkor, az
€10 sejtek szamanak valos idejli monitorozasa soran, melyet a Roche ellenallas-
mérésen alapuld xCelligence rendszerével végeztiink, kidertilt, hogy a peptid

kezelés gatolja osztodasukat.

Az aktiv kationos NCR peptidek nemcsak az élesztd format voltak
képesek gatolni, de in vitro kevert kultiraban megakadalyoztak a fonalas forma
novekedését is €s ezaltal azok human epitél sejtekre kifejtett 616 hatésat.
Tapasztalataink alapjan, a s6 ¢és a szérum jelenléte gatolja antifungalis
aktivitasukat. Ezen eredmények alapjan, az NCR peptidek, ha az
alkalmazashoz olyan megfeleld kdzegben formulazzak dket, amelyben képesek
megOdrizni aktivitasukat a human epitél felszinén, alkalmasak lehetnek felszini

kandidiazisok kezelésére.
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