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2. BEVEZETES

Az utobbi néhany évtizedben a gombafertdzések esetszama folyamatosan emelkedik,
ami egyre nagyobb kihivést jelent az egészségiigy szamara. Jelenleg is a Candida nemzetség
tagjai allnak leggyakrabban az invaziv gombafertdzések hatterében. Ezek az élesztok
altaldban konnyen kezelhetd nyalkahartya canidididzist okoznak immunkompetens
egyénekben, azonban a legyengiilt immunrendszerii paciensekben magas haldlozasi ratat
mutatd, szisztémas fertdzést kivalthatnak. A szakirodalom egyre tobb, a kezelés soran
alkalmazott antifungalis szerekkel (példaul azolokkal és echinokandinokkal) szemben
rezisztens, illetve multirezisztens Candida torzsr6l szamol be. Mindezek alapjan
sziikségessé valt, a gydgyaszatban rutinszertien alkalmazott, gombaellenes szerek mellett 0j,
alternativ antifungalis stratégidk bevezetése.

Az antifungélis aktivitdssal rendelkezd természetes eredetli peptidek €s proteinek,
illetve szintetikus szarmazékaik 0j, a gombafertézések kezelésére alkalmazhatod szerek
alapjaul szolgalhatnak. Erre a célra, a fonalas tdmldsgomba-eredetli ciszteinben gazdag
antifungalis proteinek (cgAFP) kedvezdé tulajdonsdgaik alapjan (széles antifungalis
spektrum, stabilitds extrém kornyezeti koriilmények kozott, alacsony vagy nem létezd
toxicitds emlds- és novénysejtekkel szemben) megfelelhetnek. A jelenleg 13 izolalt és
jellemzett képviselovel rendelkezd csoport elsésorban a mezdgazdasagi €és egészségligyi
szempontbol fontos patogén fonalasgombakkal szemben mutat ndvekedésgatlo hatast, mig
az ¢lesztdgombak ellen csupan néhany esetben irtak le gyenge antifungalis aktivitast. Ezek
alapjan a  fehérjecsoport ¢élesztdgombakkal szembeni gyakorlati alkalmazésa
megkérddjelezhetd.

Munkank soran a Neosartorya fischeri NRRL 181 izolatum fermentlevébdl egy uj,
¢lesztéellenes aktivitdssal rendelkezd, cgAFP-t izolaltunk. Azonositdsat és jellemzését
kovetden megallapitottuk, hogy a protein hatékonyan géatolja szamos, klinikai szempontbol
jelentds Candida izolatum ndvekedését. Mivel a nativ termeld csak kis mennyiségben
szekretalja az N. fischeri antifunglis protein 2-t (NFAP2), ezért 1étrehoztunk a fehérje nagy
mennyiségben torténd termelésére képes Penicillium chrysogenum-alapu heterolog
expresszios rendszert, tovabba kémiai moddszerrel eldallitottuk a fehérje szintetikus
valtozatat, majd 6sszehasonlitottuk a kiilonb6z6 eredetii proteinek szerkezetét, hdstabilitasat

¢s hatdsmechanizmusat, illetve feltartuk az antifungalis aktivitasért felelos fehérjerégiot.



3. IRODALMI ATTEKINTES

3.1. A Candida nemzetség klinikai jelentésége

Az opportunista gombafertdzések esetszama folyamatosan novekvo tendenciat mutat
az utobbi évtizedekben. Ennek legfébb okai a fertézések elsddleges célpontjat jelentd
immunszupresszalt paciensek szamanak emelkedése és az antibiotikum-rezisztens torzsek
mind gyakoribb felbukkanésa. A candididzis az egyik leggyakrabban azonositott szisztémas
gombafert6zés a legyengiilt immunrendszer(i betegekben €s a nozokomialis fertézések 8 -
10%-aért felelds (Pfaller és Diekema, 2007). A jelenleg tobb mint 150 fajt magaba foglald
Candida nemzetségbdl minddssze 15 fajt irtak le human patogénként (Yapar, 2014). A
nemzetség szamos tagja széles korben elterjedt a természetben és a normal human flora
részét képezik. Egészséges gazdaszervezetben a Candida fajok kommenzalista kozosséget
alkotnak a baktériumokkal és ritkdn okoznak sulyos fertdzést. Azonban a gazdaszervezet
legyengiilését kihaszndlva (amikor a lokalisan vagy szisztémasan karosodott immunrendszer
nem képes kontrollalni a gomba névekedését) a Candida fajok opportunista patogénekként
helyi vagy az egész szervezetre kiterjedd fertézéseket, gyulladasokat alakithatnak ki, amit
Osszefoglaldo néven candididzisnak neveziink (Papon és mtsi., 2013).

A Candida fajok felszini és invaziv fertézéseket egyarant kivalthatnak. A bort, a
kormot, tovabba a szdj és genitalidk nyalkahartyajat érintd felszini fertdzések elsésorban
AIDS-ben szenvedd pacienseknél figyelhetOk meg, mig a szdjpenész és a vaginitisz
(hiivelygyulladas) a csecsemOk és a felndtt ndk korében gyakoribb (Papon és mtsi., 2013).
Az invaziv candididzis (candidémia) magas mortalitasi ratat mutat a fiatalok és az idések
korében egyarant (Pappas és mtsi., 2003; Morgan és mtsi., 2005; Falagas ¢és mtsi., 2010;
Pfaller és mtsi., 2010). A véraramba keriilt gomba képes eljutni a legtobb szervhez és
szovethez (sziv, szem, kozponti idegrendszer és csontveld) és ott megtelepedve gyulladast
kivéltani (Pappas, 2006). Szamos, a gazdaszervezetre vonatkozo és egészségiigyi ellatassal
kapcsolatos tényezd hozzajarulhat az invaziv fertézések kialakulasahoz. A legfdbb
rizikofaktorok kozé sorolhatd a magas életkor, az antibiotikum terapia, a
szervtranszplantacid, a katéterhasznalat, a sebészeti beavatkozas, a kemoterapia, illetve
csecsemdk esetében az alacsony sziiletési suly (Pappas, 2006; Bouza és Muiioz, 2008;
Playford és mtsi.,, 2008; Leroy és mtsi.,, 2009). Mindezeken tul az egyik legnagyobb

kockazatot az elhuiz6do6 korhézi tartdzkodas jelenti (Pfaller és Diekema, 2007).



Az 0sszes invaziv candididzis eset 92 - 95%-4ban a kovetkez0 6t faj azonosithato: C.
albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis és C. krusei (Pfaller ¢s mtsi., 2010; Lyon
¢s mtsi., 2010; Pfaller és mtsi., 2011; Pfaller és mtsi., 2012; Lockhart és mtsi., 2012). A
candidiazisban szenvedd betegekbdl izolalt Candida fajok megoszlasi ardnya az utdbbi
években jelentds valtozast mutat, azonban még mindig a C. albicans felelds a fertézések
dont6é hanyadaért. Ennek legfébb okai kdzé sorolhato a flukonazol (FLK) elsédleges terapids
szerként torténd alkalmazdsa és a vénas katéterek egyre elterjedtebb haszndlata a
koérhazakban (Pappas, 2006; Tortorano és mtsi., 2006; Pfaller és Diekema, 2007; Richardson
¢s Lass-Florl, 2008; Lass-Florl, 2009; Rodloff és mtsi., 2011). A FLK napjainkban is az
els6dlegesen alkalmazott szer a Candida fajok okozta fertézések kezelésére azonban
széleskori hasznalata rezisztens torzsek megjelenését eredményezte. Ugyanakkor a FLK
még mindig hatékonyan alkalmazhat6 és a fertézések esetszdmdnak csokkenését

eredményezi (Richardson és Lass-Florl, 2008).

2
& @

Candida parapsilosis
Candida glabrata
Candida tropicalis

Candida dubliniensis

1. abra. A leggyakrabban el6fordulé nem-albicans Candida (NAC) fajok elterjedése (Quindos, 2014).

A vénas katéterek haszndlata az 1jsziilottek korében egyre elterjedtebb, aminek
kovetkeztében a biofilmképzé Candida fajok okozta candidémia mind gyakoribb
megjelenése figyelhetd meg ebben a korosztalyban. Tanulmanyok alapjan a C. parapsilosis

¢és a C. albicans a két, a katéter hasznalataval 6sszefliggd gombafert6zésekbol elsddlegesen
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izolalt faj (Pfaller és mtsi., 2002; Puig-Asensio ¢és mtsi., 2014). A nem-albicans Candida
(NAC) fajok eloszlasi gyakorisaga a betegek jellemz6i (életkor, nem, betegség), a higiénias
koriilmények, a foldrajzi elhelyezkedés és az elsddlegesen alkalmazott antifungalis szer
szerint valtozik. Candida parapsilosis-t elsdsorban Ujsziilottek és katéterezett paciensek
fertdzéseibdl izolalnak. Ez a faj haromszor gyakoribb okozéja a candididzisnak Eszak-
Amerikaban, mint Eurépaban. Ezzel szemben a C. glabrata-t, ami Eszak-Amerikaban
elterjedtebb, mint Latin-Amerikaban, elsdsorban az idés és daganatos betegekbdl izolaltak.
A C. tropicalis a leukémias és neutropénias paciensekben, mig a C. krusei a hematopoetikus
Ossejt transzplantacion atesett és FLK profilaxisban részesiilé leukémids paciensek korében
jellemzd. Az azsiai orszdgokban a C. tropicalis okozta esetek szama folyamatosan novekvo
tendenciat mutat az utobbi években (Pappas, 2006; Pfaller és Diekema, 2007; Pfaller és
mtsi., 2010).

3.1.1. A Candida fertozések kezelése

A gombafertdzések kezelésére alkalmazott monoterapids szerek

Az invaziv gombafert6zések kezelése soran az azolok, a poliének ¢és az
echinokandinok csoportjaba tartozo antifungalis szereket alkalmazzédk (Roemer és Krysan,
2014). Az 1950-es évektdl az azolok felfedezéséig leggyakrabban a Streptomyces nemzetség
tagjai altal termelt természetes poliének osztalydba tartozd amfotericin B-t (AMB)
alkalmaztdk a gombafertézések kezelésére (Wheat és mtsi., 2007; Kuse €s mtsi., 2007;
Sanglard és mtsi.,, 2009; Staab és mtsi., 2010; Perfect és mtsi., 2010). Az AMB az
ergoszterinhez irreverzibilisen kdtddve porusokat forméal a gomba sejtmembranjan, ami az
ozmotikus egyensuly megvaltozasan (Na“ és K" vesztés) keresztiil a sejt halalat okozza
(Masia és Gutierrez, 2002; Odds és mtsi., 2003; Sanglard és mtsi., 2009). Az AMB széles
spektrumu antifungélis szer, alkalmazasa ugyanakkor korldtozott, mivel nagy ddzisban
nefrotoxikus hat4su lehet (Bates és mtsi., 2001; Pappas és mtsi., 2009; Wang és mtsi., 2010).
A mellékhatasok kivédése érdekében kifejlesztett, nagyobb antifungalis hatassal rendelkezd
liposzémas ¢és lipid komplex formait ma mar széles korben alkalmazzak az életveszélyes
invaziv mikozisok kezelésére (Pappas és mtsi., 2009; Perfect és mtsi., 2010). A Candida
fajok koziil a C. lusitaniae, C. rugosa, C. glabrata és a C. krusei esetében regisztraltak
poliénekkel szembeni rezisztenciat (Papon és mtsi., 2013).

Az 1980-as években a gombafertdzések kezelésére bevezetett azolok olyan

szintetikus vegyiiletek, amelyek a lanoszterin-14-a-demetildz mitkodésében szerepet jatszo
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citokrom P450 14o-demetilaz gatlasdval megakadalyozzak az ergoszterin és ez altal a
sejtmembran szintézisét (Shapiro és mtsi., 2011). Ezek a vegyiiletek szerkezetiik alapjan
lehetnek imidazolok (2 nitrogént tartalmaz) vagy triazolok (3 nitrogént tartalmaz). A
Candida fajok okozta gombafertézések kezelése soran az altalanosan alkalmazott azolok a
ketokonazol (imidazol), az FLK és az itrakonazol (els§ generécios triazolok), illetve a
vorikonazol (masodik generacids triazol). Az imidazolokat altaldban feliileti, mig a
triazolokat szisztémas fertdzések kezelésére hasznaljak (Ostrosky-Zeichner és mtsi., 2010).
Az azolokat alacsony toxicitasuk miatt széles korben alkalmazzak a klinikumban, azonban
nagymértékii hasznalatuk Osszefliggésbe hozhaté olyan rezisztens Candida torzsek
felbukkandsaval, melyek eddig érzékenynek bizonyultak veliikk szemben (Walsh és mtsi.,
2008; Perfect és mtsi., 2010; Pappas és mtsi., 2016). A C. albicans esetében megfigyelték,
hogy a FLK-rezisztencidt mutaté esetek szama nagyon kevés (minddssze 1-3%) annak
ellenére, hogy mar tobb mint 20 éve alkalmazzak a klinikumban (Pfaller és mtsi., 2010; Lyon
¢s mtsi., 2010; Pfaller és mtsi., 2011; Lockhart és mtsi., 2012; Pfaller és mtsi., 2012).

Az echinokandinok a klinikumban hasznalt antifungalis szerek legujabb osztalya. A
csoport jelenleg elérhetd képviseldi a kaszpofungin, az anidulafungin és a mikafungin. Ezek
a nagyméretli, félszintetikus lipopeptidek a gomba sejtfalanak bioszintézisében szerepet
jatszo 1,3-B-D-glitkan-szintaz gatlasaval, a sejtfalintegritas Gtvonal (cell-wall inegrity, CWI)
megzavarasa révén, a gombasejt halalat okozzak (Denning, 2003). A tapcsatornabol alig
szivodnak fel, ezért csak intravéndsan adhatok a kezelés soran. A tobbi antifungalis
készitményhez képest az echinokandinok egyaltalan nem vagy csak kis mértékben okoznak
mellékhatasokat (Denning, 2003). Ennek ellenére azonban alkalmazési lehetdségiik
korlatozott, mivel a klinikai szempontbol jelentds Candida fajok esetében az echinokandin-
rezisztencia novekvo tendencidjat figyelték meg (Walker és mtsi., 2010; Arendrup és Perlin,

2014).

A gombafertdzések kezelésére alkalmazott szerkombindciok

A monoterapids szerekkel szembeni rezisztencia kialakuldsanak késleltetése vagy
akar megakadalyozdsa érdekében széles korben elterjedt az antifungélis szerek
kombinacidban torténd alkalmazdsa az invaziv gombafertézések kezelésére. A hatékony
szerkombinaciok képesek a felhaszndlt vegyiiletek dozisanak, illetve a kezelés
iddtartaméanak csokkentésére, tovabba szinergista kdlcsonhatas révén javithatjak a szerek
antifungalis  hatékonysagat, nagyobb terapids hatdst ¢és szélesebb  aktivitast

eredményezhetnek, mint dGnmagukban (Onyewu és mtsi., 2003; Zimmermann €s mtsi., 2007;
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Hill és Cowen, 2015). A legtobb Candida fajjal szemben az echinokandinok antifungalis
hatdst mutatnak, ennek ellenére még mindig a FLK-t javasoljak a fertézések kezdeti
kezelésére (Pappas és mtsi., 2016; McCarty és Pappas, 2016). Az invaziv candidiazis
esetében a kombinalt kezelés nem ajanlott, mivel nem hatékonyabb, mint ha 6nmagukban
alkalmaznank az antifungalis szereket (Pappas és mtsi., 2016).

A Candida fertézések kezelésére nukleotid analogokat is haszndlnak. Ilyen pl. az 5-
fluorocitozin (5-FC), a flucitozin szintetikus pirimindinanal6gja. Monoterapias szerként vald
alkalmazasat a vele szembeni rezisztencia gyors kialakulasa kizarja, igy gyakran AMB-vel
kombinaljék. Ez a szerkombindci6 az altalanos kezelés a C. neoformans, a C. gattii és mas
kevésbé gyakori Candida fajok okozta fert6zések esetében (Brown és mtsi., 2012; Day és
mtsi., 2013). Az 5-FC a gombasejtbe jutva 5-fluorouracilld metabolizaloédik, ami tovabbi

termékekké alakulva gatolja a protein- és DNS-szintézist (Loyse és mtsi., 2013).

3.1.2. Azol és echinokandin rezisztencia kialakulasa klinikai Candida izolatumokban

Az utobbi években a Candida fertézések ellen széleskorlien alkalmazott triazol és
echinokandin terdpia rezisztens klinikai izolatumok kialakuldsat és ezek egyre szélesebb
korben torténd elterjedését eredményezte.

A triazol-rezisztens fenotipus olyan molekularis mechanizmusok egyiittes
eredményeként alakulhat ki, mint az alkalmazott antifungélis szer intracelluldris
koncentracidjanak a csokkentése, a lanoszterin-14-o-demetildz termelés novelése és a
gomba sejtfal szerkezetének a modositasa (Cowen és mtsi., 2015). A Candida tajok az ATP-
koté kazetta (ABC) protein szupercsalad és a {6 membrantranszport-eldsegité szupercsalad
(MFS) transzportereit hasznaljak az antifungélis szerek intracellularis koncentracidjanak
csokkentésére. Candida albicans klinikai izolatumai esetében megfigyelték, hogy a Candida
drog-rezisztencia gén 1 és 2 (ABC transzportereket kodolé CDRI és CDR?2 gének), illetve a
multidrog-rezisztencia gén 1 (MFS transzportert kodolo MDRI gén) overexpresszidja
szerepet jatszik a rezisztencia kialakulasdban, mivel a gének inaktivacidja vagy mutécidja
extrém FLK-érzékeny mutdnsokat eredményezett (Sanglard és mtsi., 1997, 2009; Das és
mtsi., 2011). Az azolok az ergoszterin-bioszintézis utols6é szakaszaban résztvevd enzimek
(elsdsorban a lanoszterin-14-a-demetilaz) gatlasaval fejtik ki hatasukat (Das és mtsi., 2011;
Snelders és mtsi., 2011; Monk ¢és mtsi., 2014). A lanoszterin-14-a-demetilazt kodold gén
(ERGI1I) mutacioi vagy overexpresszioja azol-rezisztens fenotipus kialakuldsat

eredményezik Candida izolatumokban. A génben torténd mutaciok, a lanoszterin-14-a-
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demetilaz szerkezetét megvaltoztatva, csokkentik a molekula és a szer kozotti kdlcsonhatést
(Das és mtsi., 2011; Snelders és mtsi, 2011; Monk és mtsi.,, 2014), mig a gén
overexpresszidja fokozott ergoszterin bioszintézist eredményez (Cowen €s mtsi., 2015).
Klinikai C. albicans izolatum esetében megfigyelték, hogy az ERGII mutécidja
kovetkeztében keresztrezisztencia alakult ki az azolok és az AMB kozott (Hull és mtsi.,
2012).

Nemcsak azol, hanem echinokandin-rezisztens klinikai Candida izolatumokat is
leirtak, ami a C. albicans, C. krusei, és C. tropicalis izolatumok esetében ritka, viszont a C.
glabrata torzsek kozott egyre gyakoribb (Maubon és mtsi., 2014; Jung és mtsi., 2015). Az
echinokandinok hatdsmechanizmusat tekintve 1,3-fB-gliikan-szintdz (Fks1) gatlok. Az Fks1
szintéziséért 3 FKS gén (FKSI, FKS2, FKS3) felelés (Mazur és mtsi., 1995). Az FKSI
génben végbemend mutaciok eredményezik a rezisztens fenotipus kialakuldsat, mivel a
génben torténd atrendezddések kdvetkeztében megvaltozik az Fks1 konformacidja, ami altal
csokken a kolcsonhatas az enzim és a szer kozott (Balashov és mtsi., 2006; Perlin, 2007;
Garcia-Effron ¢és mtsi,, 2010; Walker ¢és mtsi, 2010). A masik Iehetséges
rezisztenciamechanizmus a kitin szintézisének fokozasa. C. albicans esetében megfigyelték,
hogy a kis mennyiségben jelenlévé echinokandin indukalta a kitin-szintazt kodold gén
expressziojat, aminek kovetkeztében megndvekedett a kitin mennyisége a sejtfalban és
csokkent a sejtek echinokandinnal szembeni érzékenysége (Walker és mtsi., 2008). Ezt a
rezisztenciamechanizmust a C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis és C. tropicalis egyes
izolatumainal szintén leirtak (Cota és mtsi., 2008; Walker és mtsi., 2013).

Az azol- és echinokandin-rezisztens élesztégombak megndvekedett szama miatt
elengedhetetlenné valt 0 antifungalis szerek és terapidk bevezetése a gydgyaszatba. Szdmos
kutatés igazolta, hogy a mar alkalmazott antifungalis szerek kombinacioi igéretesek lehetnek
a gombafertdzések kezelése soran, azonban a természetben eléforduld antifungélis hatasu

vegyiiletek, igy peptidek és proteinek is, 0j antifungalis terapidk alapjaul szolgalhatnak.

3.2. A fonalas tomlosgombak ciszteinben gazdag antifungalis fehérjéi

Az 1990-es évek masodik felétdl szamos cgAFP-t izolaltak és jellemeztek (1. tablazat). A
csoportra jellemzd legfontosabb tulajdonsdgok a nagyszamu arginin és lizin jelenléte, ami
miatt a fehérje pozitivan toltott, az alacsony molekulatomeg €s a 6-8 cisztein altal képzett 3-
4 intramolekularis diszulfid-hiddal stabilizalt szerkezet. Ez utébbi tulajdonsag nagyfoku

stabilitast biztosit a protein szdmara szélsdséges kornyezeti koriilmények kozott (pl. magas
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1. tablazat. Az eddig azonositott cgAFP-k fizikai és kémiai tulajdonsagai (Viragh, 2015 alapjan).

Antifungalis Aminosavak Molekula- Ciszteinek Lizinek/argininek
Termel§ torzs Becsiilt pI Azonosito Referencia
protein szama tomeg (kDa) szama szama

PAF Kklasztert hordozo fehérjék

AcAFP Aspergillus clavatus VR1 51 5,8 8 9,06 11/1 ABR10398 Skouri-Gargouri és mtsi., 2008

AcAMP Aspergillus clavatus ES1 51 5,8 8 9,06 11/1 ADCS55278 Hajji és mtsi., 2010

AFP Aspergillus giganteus MDH 18894 51 5,8 8 9,27 12/1 X60771 Wnendt és mtsi., 1994

AFPnns3s3 Aspergillus giganteus A3274 51 5,7 8 9,30 11/2 n.a. Binder ¢s mtsi., 2011

AnAFP Aspergillus niger KCTC 2025 58 6,6 6 7,14 5/3 n.a. Lee és mtsi., 1999

FPAP Fusarium polyphialidicum SZMC 11042 55 6,4 6 9,10 12/1 CAR79015 Galgoczy és mtsi., 2013a

MAFP1 Monascus pilosus BCRC 38072 58 6,5 6 8,3 7/2 AHAS86567 Tu és mtsi., 2016

NAF Penicillium nalgiovense BFE 66, 67, 474 55 6,3 6 8,93 13/0 n.a. Geisen, 2000

NFAP Neosartorya fischeri NRRL 181 57 6,6 6 8,93 112 CAQ42994 Kovacs és mtsi., 2011

PAF Penicillium chrysogenum Q176 55 6,3 6 8,93 13/0 AAA92718 Marx és mtsi., 1995

PgAFP Penicillium chrysogenum RP42C 58 6,5 6 8,83 8/2 ACX54052 Rodriguez-Martin és mtsi., 2010
BP klasztert hordozé fehérjék

BP Penicillium brevicompactum DireckX 64 6,5 8 7,20 4/4 P83799 Seibold és mtsi., 2011

Pc-Arctin Penicillium chrysogenum A096 64 6,6 8 7,71 2/6 CAP9619%4 Chen és mtsi., 2013

AcAFP: Aspergillus clavatus VRI1 antifungalis ptotein, AcAMP: A. clavatus ES1 antimikrobialis protein, AFP: Aspergillus giganteus MDH 18894 antifungalis protein,
AFPnns3ss: A. giganteus A3274 antifungalis protein, AnAFP: 4. niger KCTC 2025 antifungalis protein, BP: Penicillium brevicompactum DierckX bubble protein, FPAP:
Fusarium polyphialidicum SZMC 11042 antifungalis protein, MAFP1: Monascus pilosus BCRC 38072 antifungalis protein 1, NAF: Penicillium nalgiovense BFE 66, 67, 474
antifungalis protein, NFAP: Neosartorya fischeri NRRL 181 antifungalis protein, PAF: Penicillium chrysogenum Q176 antifungélis protein, Pc-Arctin: P. chrysogenum A096
antifungalis protein, PgAFP: P. chrysogenum RP42C antifungalis protein. MDH: Michigan Department of Health, Michigan, USA; KCTC: Korean Collection for Type Cultures,
Daejeon, Koreai Koztarsasag; SZMC: Szeged Microbiology Collection, Szeged, Magyarorszag; BCRC: Bioresource Collection and Research Center, Tajvan, NRRL: Northern

Regional Research Laboratory Agricultural Research Service Culture Collection, Peoria, USA; n.a.: nincs adat.



homérséklet, tag pH tartomany), illetve ellenallova teszi protedzokkal szemben (Marx, 2004;
Meyer, 2008; Galgdczy és mtsi.,, 2010; Delgado és mtsi., 2015). A fehérjék aminosav-
szekvenciai nagymértékben eltérnek egymastol, azonban konzervalt régidk minden esetben
megfigyelhetdk, elsdsorban a ciszteinek és az Oket hatarold aminosavak poziciojaban (Marx,
2004; Meyer, 2008; Seibold és mtsi., 2011) (2. abra).

A hasonlé szekvenciamotivumok alapjdn a cgAFP-ket két nagy csoportba
kiilonithetjiik el: a Penicillium chrysogenum antifungélis proteinre (PAF) jellemz6 aminosav
klasztert és a Penicillium brevicompactum ,,bubble protein”-re (BP) jellemzé aminosav
klasztert tartalmazé proteinek csoportjaba (Seibold és mtsi., 2011) (2. abra). A két csoportba
tartozo fehérjék kozos tulajdonsdga, hogy hatékony antifungélis aktivitassal rendelkeznek
(Marx, 2004; Meyer, 2008; Seibold és mtsi., 2011). Mig a PAF-klaszterrel rendelkez6
proteinek elsésorban fonalasgombékkal (Marx, 2004; Meyer, 2008; Galgdczy, 2010), addig
a BP-klaszterrel rendelkezd proteinek az élesztd- és fonalasgombakkal szemben egyarant
mutatnak ndvekedésgatld hatast (Seibold és mtsi., 2011; Chen és mtsi., 2013).

A cgAFP-k biologiai szerepérdl kevés informacié all a rendelkezésiinkre. Meyer és
Stahl (2003) az Aspergillus giganteus és a Fusarium oxysporum egylitt-tenyésztése soran az
A. giganteus éltal termelt, a Fusarium fajok ndovekedését gatldo antifungalis proteint (AFP)
kédold afp gén fokozott transzkripciojat figyelték meg. Az AFP-re nem érzékeny
¢lesztdgombakkal (Saccharomyces cerevisiae, C. albicans) és baktériummal (Pseudomonas
aeruginosa) torténd egyiitt-tenyésztés hasonlo transzkripcioszint valtozast eredményezett a
gén esetében (Meyer és Stahl, 2003). Mindezek alapjan arra kovetkeztettek, hogy az AFP
fokozott expressziojaért felelés transzkripcids faktorok a megvaltozott pH, a
tapanyagkorlatozas ¢és a kiilonb6zdé eredetli kiilsd stressz folyamatok kovetkeztében
aktivalodnak, amiket egy masik mikroorganizmus jelenléte valthat ki a gomba
kornyezetében. Mindezt alatamasztja az a megfigyelés, hogy az afp gén 5’-upstream régioja
a kiilsé kornyezeti szigndlokra és stresszhatdsra termelddd, a transzkripciot szabalyozo
elemek kotohelyeit tartalmazza (Marx, 2004; Meyer, 2008). Az AFP esetében megtfigyelt
eredmények alapjan arra a megallapitasra jutottak, hogy a cgAFP-k fontos szerepet jatszanak
a tapanyagokért és az ¢ldhelyért folytatott versenyben a hasonloé 6kologiai niche-t elfoglald
mikroorganizmusokkal szemben, ¢és ez nagymértékben fligg a kompetitor fajok fiziologiai
allapotatol. Ezt a megfigyelést timasztjak ald az AFP-rokon Neosartory fischeri antifungalis
protein (NFAP)-termel6 és NFAP-delécios mutans M. fischeri NRRL 181 torzsekkel végzett

in vitro antagonizmus tesztek eredményei is (Kovacs, 2014).
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2. abra. Az eddig izoldlt cgAFP-k aminosav-szekvencidinak illesztése. AcAFP: Aspergillus clavatus VR1 antifungalis ptotein (azonositd: ABR1039), AcAMP: A. clavatus
ES1 antimikrobialis protein (azonosito: ABR10398), AFP: Aspergillus giganteus MDH 18894 antifungalis protein (azonosito: X60771), AFPNNS5353: A. giganteus A3274
antifungalis protein, AnAFP: A. niger KCTC 2025 antifungalis protein, BP: Penicillium brevicompactum DierckX bubble protein (azonositoé: P83799), FPAP: Fusarium
polyphialidicum SZMC 11042 antifungalis protein (azonosité: CAR79015), MAFP1: Monascus pilosus BCRC 38072 antifungalis protein 1 (azonosito: AHA86567), NAF:
Penicillium nalgiovense BFE 66, 67, 474 antifungalis protein, NFAP: Neosartorya fischeri NRRL 181 antifungalis protein (azonositdo: CAQ42994), PAF: Penicillium
chrysogenum Q176 antifungalis protein (azonositd AAA92718), Pc-Arctin: P. chrysogenum A096 antifungalis protein (azonosito: CAP96194), PeAFP: P. chrysogenum RP42C
antifungalis protein (azonositd: ACX54052). MDH: Michigan Department of Health, Michigan, USA; KCTC: Korean Collection for Type Cultures, Dacjeon, Koreai
Koztarsasag;, SZMC: Szeged Microbiology Collection, Szeged, Magyarorszag; BCRC: Bioresource Collection and Research Center, Tajvan, NRRL: Northern Regional

Research Laboratory Agricultural Research Service Culture Collection, Peoria, USA.
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3.2.1. A cgAFP-k szerkezete, a szerkezet és hatasmechanizmus osszefiiggése

A cgAFP-k aminosav-szekvencidi 9-96% hasonlosdgot mutatnak egymadssal,
azonban konzervalt homolog régiok minden esetben megfigyelhetdk a ciszteinek és a veliik
szomszédos aminosavak pozicidiban (2. abra). A PAF-klaszter csoport tagjainak elsddleges
szekvenciai 25-96% hasonlosagot mutatnak, mig ez a BP-klaszter csoport tagjainal 80%. Az
Aspergillus clavatus ES1 antifungdlis protein (AcAFP) és az A. clavatus VRI
antimikrobialis protein (AcAMP), illetve a PAF és a Penicillium nalgiovense BFE 66, 67,
474 antifungélis protein (NAF) aminosav-szekvencidja egymadssal teljesen megegyezik
(Geisen, 2000; Marx, 2004; Meyer, 2008; Skouri-Gargouri ¢s mtsi., 2008; Hajji és mtsi.,
2010).

A cgAFP-k preproproteinként szintetizalodnak. Az éretlen proteinek az N-terminalis
végen tartalmaznak egy szignal szekrécids szekvenciat és azt kdvetden egy proszekvenciat,
amit egy KexB-szeri protedz hasit le az érett proteinrél (Wnendt és mtsi.,, 1990, 1994;
Martinez-Ruiz ¢és mtsi., 1997). A PAF-ra érzékeny Aspergillus nidulans torzsekben
termeltetett, csak proszekvenciat tartalmazd és preproszekvencia nélkiili PAF formak
mig a proszekvencia, mint egy ,,intramolekularis chaperon”, a még kitekeredett fehérjéhez
kotddve megakadélyozza a protein szekrécio eldtti aktivalodasat, ezaltal megvédi a termeld
szervezetet a fehérje antifungalis hatasatol, tovabba megakadéalyozhatja a fehérje sejten
beliili lebomlasat is (Eder és Fersht, 1995; Marx és mtsi., 2005). Az érett fehérjék 51-64
aminosav hosszu, 5,8-6,6 kDa tomegli, 6-8 ciszteint tartalmaz6 molekulak (1. tablazat).

A fonalas tomlésgomba-eredetii ciszteinben gazdag fehérjék harmadlagos szerkezete
nagymértékii hasonlésagot mutat egymassal (3. abra). Kisérletesen ez idaig csak az AFP
(Campos-Olivas és mtsi., 1995), a PAF (Batta és mtsi., 2009) és a BP (Olsen és mtsi., 2004)
szerkezetét hataroztak meg magneses magrezonancia spektroszkopia (NMR) (AFP és PAF
esetében) és rontgenkrisztallografia (BP esetében) segitségével. Tovabba néhany protein
harmadlagos szerkezetét in silico homologia modellezéssel tartdk fel (Skouri-Gargouri és
mtsi., 2009; Kovacs és mtsi., 2011; Seibold és mtsi., 2011; Galgoczy €és mtsi., 2013a, 2017;
Tu és mtsi., 2016).

Az AFP 5 antiparallel B-red6jét harom rovid hurokrégioé koti ossze, amelyek két,
egymassal merdleges szoget bezard B-lemezt 1étrehozva egy B-hordo stuktirat alakitanak ki
(Campos-Olivas ¢és mtsi., 1995; Olsen és mtsi., 2004; Meyer, 2008; Batta és mtsi., 2009). Az
AFP egy kozponti hidrofob maggal rendelkezik, amit polaros és aromas aminosavak vesznek

koriil. Az aminosavak feliileti eloszlasa a fehérje nagymértékii oldékonysagat eredményezi
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PAF AFP BP

3. abra. A Penicillium chrysogenum Q176 antifungalis protein (PAF; NMR, Protein Data Bank (PDB)
azonosito: 2KCN), az Aspergillus giganteus MDH 18894 antifungilis protein (AFP; NMR, PDB
azonosito: 1AFP) és a Penicillium brevicompactum DierckX "bubble protein" (BP, rontgen

krisztallografia, PDB azonosito: 1UOY) harmadlagos térszerkezeti képe (Seibold és mtsi., 2011).

kiilonboz6 oldoszerekben (Campos-Olivas és mtsi., 1995). Az AFP harmadlagos szerkezetét
a7., 14, 26., 28., 33., 40., 49. és 51. poziciokban elhelyezkedd ciszteinek kozott kialakuld
diszulfid-hidak stabilizaljak, melyek a kialakult cisztein parok alapjan ,abcdabcd”
mint4dzatba rendezddnek (a cisztein parok a 7-33., 14-40., 26-49. és 28-51. pozicidju
aminosavparok kozott jonnek létre). A 9., 10. és 32. pozicidban jelenlévd lizinek altal
kialakitott pozitiv felszini régdk és a szomszédsdgukban elhelyezkedd hidrofob arok (29. és
45. tirozin, 30. és 50. valin) kovetkeztében az AFP egy amfipatikus strukturat vesz fel
(Campos-Olivas és mtsi., 1995). Az AFP rendelkezik egy oligonukleotid/oligoszacharid-
kotd (OB) doménnel is, ami a protein RNS-hez, DNS-hez, oligoszacharidokhoz ¢és
proteinekhez torténd kotddését teszi lehetdové (Meyer, 2008). In vitro kisérletek
bizonyitottdk, hogy az AFP az OB motivuman keresztiil a DNS-hez kotddve
kromatinkondenzaciét okoz (del Pozo és mtsi.,, 2002). Tovabba az N-terminalis végén
elhelyezkedd kitin-k6té doménjén keresztiil képes a gombasejtfal felépitésében szerepet
jatszd kitinhez kapcsolodni, igy a sejtfal kiépiilését megakadalyozni (Meyer, 2008).

A PAF harmadlagos szerkezete az AFP-hez hasonldan 3 hurokrégidval 6sszekapcsolt
5 antiparallel lefutdsu B-red6bol all. Az 5 B-redd 2 B-lemezt hoz Iétre, ami egy B-hordo
strukturat alakit ki. A 7., 14., 28, 36., 43. és az 54. pozicidban 1év0 6 cisztein altal alkotott 3

diszulfid-hid, a két B-lemezt korbevéve, egy rejtett, kozponti hidroféb magot hoz létre (Batta
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¢s mtsi., 2009). A ciszteinek altal kialakitott diszulfid-hidak, a kialakult cisztein parok
alapjan, ,,abcabc” mintazatba rendezddnek (a cisztein parok a 7-36., 14-43. és 28-54.
pozicidju aminosavparok kozott jonnek 1étre) (Batta és mtsi., 2009; Varadi és mtsi., 2013).
A PAF szintén egy pozitiv és negativ toltésti feliileti régiokat tartalmaz6 amfipatikus
molekula (Batta és mtsi., 2009). A pozitiv toltésii régiokat a 9., 35. és 38. pozicioban 1évo
lizin aminosavak alkotjék (Batta és mtsi., 2009). A diszulfid-hidak és a pozitivan toltétt lizin-
gazdag régiok fontos szerepet jatszanak a protein megfeleld, antifungalisan aktiv
szerkezetének kialakitdsaban. Kisérletesen bizonyitottak, hogy a diszulfid-hidak
ditiotreitollal (DTT) torténd redukcidja utdn a PAF antifungalis aktivitdsa csokken
Aspergillus niger-rel szemben, illetve a pozitiv toltésii régiok mutacidja szintén szignifikéns
csOkkenést eredményez a protein ndvekedésgatld hatasaban (Batta és mtsi., 2009). Az AFP-
vel ellentétben a PAF nem rendelkezik OB-kotd doménnel, igy nem képes sem
nukleinsavhoz sem kitinhez kotddni in vitro (Marx és mtsi., 2007; Batta és mtsi., 2009).

A BP-klasztert hordoz6 proteinek elsddleges-szekvencidja nagymértékben
kiilonbozik a PAF-klasztert hordozoé proteinekétél (2. dbra). Ennek ellenére a BP
harmadlagos szerkezete nagymértékii hasonlosdgot mutat az AFP és a PAF harmadlagos
szerkezetével (3. dbra). A protein az N-termindlis végén egy 26 aminosavbdl allo
hurokrégioval rendelkezik, amit egy 3 antiparallel B-red6 altal kialakitott B-lemez kovet. A
molekula a C-termindlis végén 2 antiparallel B-redd altal kialakitott B-lemezt tartalmaz. A 2
B-lemez B-hordd-szerti strukturat alakit ki. A protein szerkezetét 4, a § cisztein altal alkotott
diszulfid-hid stabilizalja, ugyanazzal a topologiaval (,.abcdabcd”), mint amit az AFP
esetében is megfigyeltek. Két diszulfid-hid az N-termindlis hurokrégiot €s az els6é B-lemezt,
mig a masik kettd a két B-lemezt kapcsolja dssze (Olsen és mtsi., 2004). Az AFP-t6] és a
PAF-t0l eltérden, a BP esetében a 2 B-lemez a molekula N-terminalis végén talalhato 26
aminosavbol 4116 hurokrégioval egyiitt egy tolcsért képez. Az aminosavak a molekula egyik
végén kis, negativ toltésii, a masik végén pedig nagy, pozitiv toltésii feliileti régiot alakitanak
ki, aminek kovetkeztében a molekula bipolaris jelleget kap (Olsen és mtsi., 2004).

A PAF-klasztert hordozdé AcAFP, Fusarium polyphialidicum SZMC 11042
antifungalis protein (FPAP), Monascus pilosus BCRC 38072 antifungalis protein 1
(MAFP1), NFAP ¢és P. chrysogenum RP42C antifungalis protein (PgAFP) szintén B-hordé
szerkezettel rendelkezik az in silico szerkezetvizsgalatok alapjan. Harmadlagos
szerkezetiiket 3, a 6 cisztein altal alkotott diszulfid-hid stabilizalja a PAF-¢hoz hasonld
szerkezeti mintazattal, kivételt az AcAFP képez, ahol a 8 cisztein 4 diszulfid-hidat alakit ki
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»abcdabed” mintazatban (Skouri-Gargouri és mtsi., 2009; Kovacs és mtsi., 2011; Seibold

¢s mtsi., 2011; Galgdezy és mtsi., 2013a; Tu és mtsi., 2016).

3.2.2. A cgAFP-k hatasmechanizmusa

A cgAFP-k hasonlo fenotipikus valtozdsokat eredményeznek a veliikk szemben
érzékeny fonalasgombakban (gatolt vagy késleltetett sporacsirdzas; tobbszordsen elagazo,
duzzadt végl hifafonalak 1étrejotte), azonban a hatdsmechanizmusuk eltérd lehet. Mind ez
idaig csak néhany protein esetében végeztek részletes vizsgalatot az antifungélis hatas
hatterében végbemend folyamatok megismerésére. A harom legintenzivebben
tanulmanyozott protein, az AFP, a PAF és az NFAP, hasonlo szerkezetiik, funkcidjuk és
antifungalis spektrumuk ellenére kiilonb6z6 mdédon fejtik ki hatasukat.

Az AFP hatasmechanizmusénak vizsgalata soran megfigyelték, hogy az alkalmazott
AFP kisebb hanyada, pozitivan toltott felillete révén, képes a vele szemben érzékeny
gombasejtek membranjanak negativan toltott foszfolipideihez ko6tédni, azon pdrusokat
képezni, ezaltal a plazmamembran permeabilitasat megvaltoztatni (Theis és mtsi., 2003). Az
AFP nagyobb hanyada ugyanakkor a sejtfal kiilsé rétegében és a sejtfalban felhalmozddva,
valoszintisithetéen a kitinhez koétédve megzavarja a sejtfal megfeleld kiépiilését (Theis és
mtsi., 2005; Hagen ¢s mtsi., 2007). Ezzel szemben az AFP-rezisztens gombasejtekben a
protein intracelluldrisan, a vakudélumokban halmozodik fel, majd a normal degradativ
folyamatok soran lebomlik (Theis és mtsi., 2003, 2005). Az AFP-vel szemben érzékeny A.
niger, Aspergillus oryzae ¢és F. oxysporum fajokkal végzett in vivo kisérletek
bebizonyitottdk, hogy az AFP gatolja a Kkitin-szintdzok miikodését ¢&s ezaltal
megakadalyozza a sejtfal megfeleld kiépiilését. A Ill-as tipust kitin-szintdz 4. oryzae
mutans, illetve az V-0s tipusu kitin-szintdz A. oryzae és F. oxysporum mutansok vizsgéalata
soran a delécids mutansok kisebb mértékii érzékenységet mutattak AFP-kezeléssel szemben
a vad tipusu torzsekhez képest. Tovabba megfigyelték, hogy a IlI-as és V-0s tipusu kitin-
szintaz kizardlag az AFP-érzékeny fonalasgombékban fordul elé (Hagen és mtsi., 2007). A
kitinszintézis soran a kitin-szintdzok specifikus mikrovezikuldkban (kitoszémakban)
transzportalodnak a hifacsucsokhoz (Ruiz-Herrera és Martinez-Espinoza, 1999). A kitin-
szintazok a plazmamembrdnhoz transzportdlédva felszabadulnak a vezikulakbol és
proteolitikus aktivacidjukat kdvetden az N-acetil-gliikdzamin polimerizacidjaban vesznek
részt. A kitin molekuldk a plazmamembran mentén mikrofibrillumokat alakitanak ki és a

sejtfal mas komponenseihez kapcsolodnak (Ruiz-Herrera és Martinez-Espinoza, 1999;
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Cohen, 2001). Mivel szamos folyamat all a kitinszintézis hatterében, tobb lehetséges
magyarazat is létezik az AFP kitinszintézist gatlo aktivitasara: a fehérje (1) zavarhatja a
kitoszomak plazmamembranhoz torténd transzportjat, (2) megakadalyozhatja a Kkitin-
szintazok felszabaduldsat a kitoszoémakbol, (3) illetve a kitin-szintdzok plazmamebranhoz
torténd lehorgonyzésat, (4) gatolhatja a kitin-szintazok aktivitasat, (5) tovabba zavarhatja a
kitin mikrofibrillumok sejtfalba épiilését (Meyer, 2008). Erzékeny gombéakban az AFP, a
sejtfal bioszintézis kozvetett vagy kdzvetlen médon torténd megakadalyozasaval, zavarja a
hifak polarizalt novekedését, aminek kovetkeztében az érzékeny térzsekben a protein kinaz
C A/mitogén-aktivalt proteinkindz A (PkcA/MpkA) szignalizacidés utvonalon keresztiil
indukalédik a CWI-utvonal (Theis és mtsi., 2003; Li és mtsi., 2006). Az AFP gombaellenes
aktivitdsaban feltételezhetéen az OB-kotd doménje is fontos szerepet jatszik, mivel igy
képes kolcsonhatasba lépni nukleinsavakkal és oligoszacharidokkal (del Pozo és mitsi.,
2002).

AFPnns3s3-mal kezelt A. nidulans-ban megfigyelték, hogy a PkcA/MpkA utvonal
szabalyozza a proteinnel szembeni sejtvalaszt. Tovabba bebizonyitottdk, hogy a fehérje
hat4sara megemelkedik az a-1,3-gliikan-szintdz gén (agsA) transzkripcidja A. niger-ben, ami
a sejtfal Gjraépitését indukalja (Binder és mtsi., 2011). A PkcA/MpkA utvonal mellett a Ca**-
szignalizacids kaszkadnak is fontos szerepe van az AFPnns3s3 aktivitdsdban. A fehérje
hatésara 4. niger-ben megemelkedik az intracellularis Ca®" koncentracidja (Binder és mtsi.,
2011), ami a Ca**-homeosztazis hirtelen megvaltozéasa révén programozott sejthalalt indukal
az érzékeny gombasejtekben (Leiter és mtsi., 2005). Ugyanakkor az AFPnns3s3 Ca’'-
szignalizacios kaszkadon keresztiil, a ChsD kitin szintaz expresszidjanak indukcidja révén,
a sejtfal ujraépitését indukdlja (Binder és mtsi.,, 2011). Az egy- és kétértékii kationok
antifungalis aktivitasra gyakorolt neutralizalo hatasat az AFPnns3s3 esetében bizonyitottak
(Binder és mtsi., 2011).

A PAF az AFP-hez hasonloan tobb szinten fejti ki antifungalis hatdsat. A protein
receptormedialt endocitdzissal jut be a sejtbe és ott a citoplazmaban lokalizaloédik (Kaiserer
¢s mtsi., 2003; Leiter és mtsi., 2005; Marx ¢s mtsi., 2008). A PAF a vele szemben érzé¢keny
gombasejtekben a plazmamembran hiperpolarizacidjat eredményezi, tovabba intracelluldris
reaktiv oxigén gyokok (ROS) képzddését és apoptozist indukal (Kaiserer és mtsi., 2003;
Leiter és mtsi., 2005; Marx ¢és mtsi., 2005). Antifungélis hatdsat részben a FadA-SfaD-GpgA
(a-, B- és y-alegységek) -fliggd heterotrimer G-protein kapcsolt jelatviteli utvonalon
keresztiil fejti ki (Marx és mtsi., 2008). Aspergillus nidulans fadA**** gén vizsgalata soran

megerdsitették a PAF G-protein kapcsolt aktivitasat (Leiter és mtsi., 2005). Az A. nidulans
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fadA?"® mutinsban a heterotrimer G-protein FadA alegységének 203. pozicidjaban
jelenlévd glicin argininra torténd cseréje miatt az a-alegység nem tud disszocialni a Py-
alegységrol (Leiter és mtsi., 2005). Ez a mutans a PAF-fal szemben kevésbé volt érzékeny,
mint a vad tipus, ami arra enged kovetkeztetni, hogy aktiv heterotrimer G-protein sziikséges
a protein megfelelé antifungalis aktivitdsahoz (Leiter és mtsi., 2005; Marx és mtsi., 2008).
PAF kezelést kdvetden az érzékeny gombak hifainak végénél a plazmamembran azonnali
hiperpolarizacioja és jelentés mértékiit K" kidramlas figyelhetd meg, ami az intracellularis
ionhomeosztazis felborulasdhoz vezet (Marx ¢és mtsi, 2008). A PAF, receptormedialt
endocitozisat kdvetden, a citoplazmatikus ROS képzddés indukalasa révén, programozott
sejthalalt eredményez (Kaiserer és mtsi., 2003; Leiter és mtsi., 2005; Marx és mtsi., 2005).
PAF-fal szemben érzékeny A. nidulans-ban megallapitottdk, hogy a protein indukalja a
heterotrimer G-protein kapcsolt jelatviteli utvonal altal aktivalt ciklikus adenozin-
monofoszfat/protein kindz A (cAMP/PkaA) szignalizacidos kaszkadot, ami az aktin
abnormalis polimerizaciojat, a polarizalt ndovekedés zavarat és apoptdzist eredményez
(Binder és mtsi., 2010). Az AFPnns3s3-hoz hasonléan PAF esetében is megfigyelték a
citoplazmatikus Ca** koncentracié megemelkedését a proteinnel kezelt Neurospora crassa-
ban, ami a Ca**-homeosztézis felboruldsa révén programozott sejthalalt valt ki (Binder és
mtsi., 2010).

Az NFAP hatdsmechanizmusa els6sorban a PAF esetében leirtakkal mutat
nagymértéki hasonlosagot. Az NFAP mikroszkdopos vizsgélatai sordn azt tapasztaltak, hogy
a fehérjével torténd rovid idejii kezelést kovetden csokken a vele szemben érzékeny A.
nidulans metabolikus aktivitasa és apoptozist indukal, tovabba csokkenti a sejtek falanak
kitintartalmat és a hifdk szubapikalis régidjaban valod lokalizacidjat eredményezi (Viragh és
mtsi., 2015). Megfigyelték, hogy a fehérje kozvetlen moédon hatast gyakorol a novekvo hifa
apikalis régidjanak aktinmintdzatira, igy annak Kkitineloszlasara is, ami a polarizalt
novekedés megzavarasat okozza az érzékeny gombafajokban (Viragh és mtsi., 2015). A PAF
¢s az AFPnns3s3  aktiv  receptormedidlt endocitozisaval ellentétben az NFAP
valosziniisithetden passziv diffuzioval jut a sejtbe. Aspergillus nidulans mutansok vizsgéalata
soran leirtdk, hogy az NFAP heterotrimer G-protein-kapcsolt receptorhoz kotdédve a
cAMP/PkaA szignalizacids Gtvonal aktivalasa révén apoptdzist indukal és gatolja a polaris
hifanovekedést. Az NFAP a PAF-hoz (Binder ¢és mtsi., 2010) hasonloéan, de az AFP-vel
ellentétben (Binder és mtsi., 2011) nem indukélja a CWI-t, hanem egy MpkA altal aktivalt,
a CWI-tutvonaltdl fiiggetlen célponton keresztiil apoptotikus folyamatot hoz létre (Viragh és
mtsi., 2015). A cgAFP-k eddig azonositott hatdsmechanizmusat a 2. tablazat foglalja 6ssze.
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Az ¢élesztégombakkal szemben hatékonynak bizonyuldé cgAFP-k (mint pl. a BP)

antifungalis hatdsdnak mechanizmusat mind ez idaig nem vizsgaltak.

2. tablazat. A cgAFP-k hatasmechanizmusa.

Protein Hatasmechanizmus Referencia

AFP Plazmamembran permeabilizacio és kitin szintézis gatlas Theis és mtsi., 2003; Hagen
és mtsi., 2007
AFPnns3s3 Ca?*-bearamlas, az intracellularis Ca?*-homeosztazis megzavarasa, MAPK  Binder és mtsi., 2011
szignalizacio és sejtfal integritds utvonal aktivalas
PAF Plazmamembran hiperpolarizacié, K* kidramlds és Ca?' bearamlas, az  Leiter és mtsi., 2005; Binder
intracellularis Ca?*-homeosztazis megzavarasa, cAMP/PKA szignalizacio, és mitsi., 2010; Kaiserer és
intracellularis ROS képzddés ¢és apoptdzis indukcio mtsi., 2003

NFAP cAMP/PKA ¢és Pkc/Mpk szignalizaci6 aktivalasa és apoptdzis indukcio Viragh és mtsi., 2015

AFP: Aspergillus giganteus MDH 18894 antifungalis protein, AFPxns3s3: A. giganteus A3274 antifungalis
protein, NFAP: Neosartorya fischeri NRRL 181 antifungalis protein, PAF: Penicillium chrysogenum Q176
antifungalis protein, MDH: Michigan Department of Health, Michigan, USA; NRRL: Northern Regional

Research Laboratory Agricultural Research Service Culture Collection, Peoria, USA.

3.2.3. A cgAFP-k antifungalis spektruma

A cgAFP-k eltér6 aminosav-szekvencidjuk ellenére nagyon hasonld
fenotipusvaltozast eredményeznek a rajuk érzékeny gombdkban (Marx, 2004). A
fonalasgombak hifainak novekedésének gatlasaval tobbszordsen elagazd hifak, duzzadt
hifavégek megjelenését eredményezik, tovabba gatoljak a sporak csirdzasat is (Kaiserer és
mtsi., 2003; Marx, 2004; Theis és mtsi., 2003, 2005).

A cgAFP-k altal kivaltott hatas dozisfiiggd. Szubletdlis koncentracidtartomanyban
csak lassitjak a gomba ndvekedését, azonban magasabb koncentracioban mar fungicid hatést
fejtenek ki (Theis és mtsi., 2003; Kaiserer és mtsi., 2003; Marx, 2004). Hatasukat az egy- és
kétértékli kationok jelenléte jelentds mértékben csokkenti. Kaiserer és mtsi. (2003)
megfigyelték, hogy a 20 mM-nal nagyobb koncentracioju MgCly és az 50-100 mM
koncentraciéjo Na>SOq4 szignifikdnsan csokkenti a PAF antifungélis hatasat. Az AFP
esetében is bebizonyitottdk, hogy a 20 mM-nal nagyobb koncentracioji KH2POys illetve az
50-100 mM koncentracioji  KCI/NaCl jelenlétében csokken a fehérje antifungalis
hatékonysaga (Theis és mtsi., 2003). Hasonl6 hatést irtak le az AcAFP és az NFAP esetében
is (Skouri-Gargouri és mtsi., 2009, Galgoczy és mtsi., 2013a). A fonalas tomlésgombak
antifungalis fehérjéihez hasonldan a ndvényi és bakterialis eredetli antimikrobialis proteinek

hatékonysaga is csokken egy- és kétértékii kationok jelenlétében, amit azzal magyaraznak,
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hogy kompetici6 4ltal megakadalyozzak a pozitiv toltésii proteinek kotodését a
célorganizmus negativan toltétt membranjahoz (Cociancich és mtsi., 1993; Abad és mtsi.,
1996; Hughes és mtsi., 2000; Lee és mtsi., 2002).

Korabbi tanulmanyok alapjan a cgAFP-k fajspecifikusak és antifungélis spektrumuk,
kismértékli atfedéssel, nagyon eltéré lehet (Marx, 2004). Novekedésgatlo hatéassal
rendelkeznek mezdgazdasagi és egészségligyi szempontbol fontos patogén fonalasgombak
ellen (Lacadena ¢s mtsi., 1995; Lee ¢€s mtsi., 1999; Geisen, 2000; Theis és mtsi., 2003;
Kaiserer és mtsi., 2003; Marx, 2004; Moreno és mtsi., 2003, 2006; Galgdczy és mtsi., 2005,
2007, 2008; Meyer, 2008; Barna és mtsi., 2008; Kovacs és mtsi., 2011; Viragh és mtsi.,
2014). A jaromsporas gombdkkal szemben csak a PAF és az FPAP mutatott hatékony
aktivitast (Galgoczy és mtsi., 2010, 2013a). A bazidiumos gombak érzékenységérol jelenleg
kevés informacié all rendelkezésiinkre. Az AFP-vel szemben a Rhodotorula mucilaginosa
rezisztensnek, az AnAFP-vel és a PAF-fal szemben a Trichosporon beigelii és a Puccinia
recondita f. sp. tritici érzékenynek bizonyult (Lacadena €és mtsi., 1995; Lee és mtsi., 1999;
Barna, 2008). Meglepé modon az eddig izolalt cgAFP-k koziil csak egy esetében irtak le
baktériumellenes hatast. Az A. clavatus altal termelt AcAMP hatékony novekedésgatlo
aktivitdst mutatott Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Micrococcus luteus,
Enterococcus faecalis, P. aeruginosa és Escherichia coli ellen (Hajji és mtsi., 2010). Néhany
viszonylag magas koncentracidban alkalmazott fehérje esetében élesztokkel szemben
kivaltott novekedésgatlo hatast is megfigyeltek. A PAF-klaszterrel rendelkezd proteinek
koziil az AnAFP ¢és az FPAP; a BP-klaszterrel rendelkezdk koziil pedig csak a BP mutatott
gyenge ¢lesztOellenes aktivitast a Candida nemzetségbe tartozo fajokkal és a S. cerevisiae-
vel szemben (Lee és mtsi., 1999; Seibold és mtsi., 2011; Galgdczy és mtsi, 2013a).

Az eddig izolalt cgAFP-k antifungalis spektrumat a 3. tablazat tartalmazza.

3.2.4. A cgAFP-k alkalmazasi lehetoségei

A vilagszerte megjelend gombafertézések komoly gondot jelentenek mind az
egészségiigy, mind a mezdgazdasag szdmara. A gyogyaszatban a legfobb problémat a
jelenleg alkalmazott szerekkel szemben rezisztenssé valo patogén gombak szamanak
folyamatos emelkedése jelenti. A gombafert6zések kezelésére az antifungalis szerek 3
csoportjat (azolok, echinokandinok és poliének) alkalmazzak leggyakrabban, azonban ezek

alkalmazasi lehetdsége is korlatozott. Ennek legf6bb oka a gyakran alacsony gombaellenes
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3. tablazat. Az eddig izolalt cgAFP-k gombaellenes spektruma (Viragh, 2015 alapjan).

Protein Erzékeny mikroorganizmus Referencia
PAF-klaszter
AcAFP Ascomycota: Alternaria solani, Aspergillus niger, Botrytis cinerea, Fusarium spp. Skoura Gargouri és
(Fusarium oxysporum, Fusarium solani), Stachybotrys microspora, Trichoderma reesei  Gargouri 2008
AcAMP Ascomycota: A. niger, F. oxysporum, F. solani Hajji és mtsi., 2010
Gram+ baktériumok: Bacillus cereus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Micrococcus luteus, Pseudomonas aeruginosa
AnAFP Ascomycota: Aspergillus spp. (4. flavus, A. fumigatus), Candida albicans, Fusarium Lee és mtsi., 1999
spp. (F. oxysporum, F. solani), Saccharomyces cerevisiae
Basidiomycota: Trichosporon beigelii
AFP Ascomycota: Alternaria alternata, Aspergillus spp. (4. flavus, A. nidulans, A. niger, A. Lacadena és mtsi., 1995
terreus, A. welwitschiae), Botrytis cinerea, Erysiphe graminis, Fusarium spp. (F. Moreno és mtsi., 2003,
aqueductum, F. bubigenum, F. culmorum, F. equiseti, F. lactis, F. lini, F. moniliforme, 2006
F. oxysporum, F. poae, F. proliferatum, F. sambucinum, F. solani, F. sporotrichioides, Theis és mtsi., 2003
F. vasinfectum), Gliocladium roseum, Magnaporthe grisea, Penicillium purpurogenum, Meyer 2008
Trichoderma spp. (T. harzianum, T. koningii)
Oomycota: Phytophthora infestans
AFPnns3s3 Ascomycota: Aspergillus spp. (4. flavus, A. fumigatus, A. giganteus, A. nidulans, A. Binder és mtsi., 2011
niger, A. terreus), Botrytis cinerea, Fusarium spp. (F. oxysporum f. sp. oxysporum, F.
sambucinum), Gliocladium roseum, Neurospora crassa, P. chrysogenum, T. koningii
FPAP Ascomycota: Aspergillus spp. (A. nidulans, A. niger, A. terreus), Candida spp. (C. Galgoczy és mtsi., 2013a
inconspicua, C. lusitaniae, C. norvegica), Cladosporium herbarum, T. harzianum
Zygomycota: Gilbertella persicaria
MAFP1 Ascomycota: Acremonium persicinum, Colletotrichum truncatum, Fusarium spp. (F. Tu és mtsi., 2016
proliferatum, F. oxysporum), Helminthosporium spp. (H. cucumerinum, H. panici, H.
seasamum, H. torulosum), Paecilomyces formosus, Pestalotia psidii, Scopulariopsis
brevicaulis
NAF Ascomycota: Aspergillus flavus; Byssochlamys sp.; Fusarium solani; Geotrichum Geisen 2000
candidum; Penicillium spp. (P. digitatum; P. italicum,; P. roquefortii)
Zygomycota: Mucor sp.
NFAP Ascomycota: Aspergillus spp. (4. nidulans, A. niger) Kovacs és mtsi., 2011
Zygomycota: Rhizomucor miehei
PgAFP Ascomycota: Aspergillus spp. (4. carbonarius, A. flavus, A. fumigatus, A. niger, A. Rodriguez-Martin és
ochraceus, A. ochraceoroseus, A. parasiticus, A. oryzae, A. tamarii, A. tubingensis, A. mtsi., 2010
versicolor, A. welwitschiae, A. westerdijkiae), Penicillium spp. (P. chrysogenum, P. Delgado és mitsi., 2015
commune, P. echinulatum, P. nalgiovense, P. nordicum, P. restrictum, P. solitum)
PAF Ascomycota: Aspergillus spp. (A. flavus, A. fumigatus, A. giganteus, A. nidulans, A. Kaiserer és mtsi., 2003
niger, A. terreus), Blumeria graminis f. sp. hordei, Botrytis cinerea, Cladosporium Marx 2004
herbarum, Cochliobolus carbonum, F. oxysporum, Gliocladium roseum, Hypocrea Galgoczy és mtsi., 2005,
orientalis, N. crassa, Microsporum canis, M. gypseum, Trichoderma spp. (T. atroviride, 2007,2008
T. harzianum, T. inhamatum, T. koningii, T. longibrachiatum, Trichophyton spp. (T. Barna és mtsi., 2008
mentagrophytes, T. rubrum, T. tonsurans)
Basidiomycota: Puccinia recondita f. sp. tritici
Zygomycota: Lichtheimia corymbifera, Micromucor ramanniana, Mortierella spp. (M.
elongata, M. natalensis, M. wolfii), Mucor piriformis, Mycotypha afiricana, Rhizomucor
miehei, Rh. pusillus, Rhizopus microsporus var. oligosporus, R. oryzae, Thamnostylum
piriforme, Umbellopsis isabellina, Zygorrhynchus macrocarpus
BP-Kklaszter
BP Ascomycota: S. cerevisiae Seibold és mtsi., 2011
Pc-Arctin Ascomycota: Paecilomyces variotii, Alternaria longipes, Trichoderma viride Chen és mtsi., 2013

AcAMP: Aspergillus clavatus VR1 antimikrobidlis protein, ACAFP: A. clavatus ES1 antifungélis protein, AFP: Aspergillus
giganteus MDH 18894 antifungalis protein, AFPnns3s3: A. giganteus A3274 antifungalis protein, AnAFP: Aspergillus niger
KCTC 2025 antifungalis protein, FPAP: Fusarium polyphialidicum SZMC 11042 antifungalis protein, MAFP1: Monascus
pilosus BCRC38072 antifungalis protein 1, NAF: Penicillium nalgiovense BFE 66, 67, 474 antifungalis protein, NFAP:
Neosartorya fischeri NRRL 181 antifungalis protein, PAF: Penicillium chrysogenum Q176 antifungalis protein, PgAFP:
P. chrysogenum RP42C antifungalis protein, BP: Penicillium brevicompactum Dierck X ,,bubble protein”, Pc-Arctin: P.
chrysogenum A096 antifungalis protein. MDH: Michigan Department of Health, Michigan, USA; KCTC: Korean
Collection for Type Cultures, Daejeon, Koreai Koztarsasag; SZMC: Szeged Microbiology Collection, Szeged,
Magyarorszag; BCRC: Bioresource Collection and Research Center, Tajvan, NRRL: Northern Regional Research

Laboratory Agricultural Research Service Culture Collection, Peoria, USA.
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hatékonysag, ami inkabb fungisztatikus mint fungicid, illetve az azolok és poliének nagy
dozist alkalmazésa esetén kialakuld stlyos, szervkarositdé mellékhatdsok (Gupte és mtsi.,
2002; Hector, 2005). A mezOgazdasagban a fonalasgombédk altal okozott, vilagszerte
hatalmas terméskiesést (igy nemzetgazdasigi veszteséget is) eredményezd gombas
fertdzések lekiizdése jelenti a legnagyobb problémat (Talbot, 2003; Edwards, 2004).
Mindezek alapjan, 1j, biztonsdgosan alkalmazhatd, alacsony koltséggel eldallithato,
hatékony antifungalis szerek kifejlesztése valt sziikségessé.

A cgAFP-k tulajdonsidgaik alapjan megfelelnek a  gyogydszati- és
novényvéddszerekkel szemben tamasztott legfontosabb kdvetelményeknek (Meyer és Stahl,
2003; Marx, 2004; Galgoczy és mtsi., 2005, 2007, 2008; Meyer, 2008). Hatékonyan gatoljak
a mezdgazdasagi és egészségiigyi szempontbol fontos patogén fonalasgombak novekedését
(Lacadena és mtsi., 1995; Lee és mtsi., 1999; Geisen, 2000; Theis és mtsi., 2003; Kaiserer
¢s mtsi., 2003; Marx, 2004; Moreno ¢és mtsi., 2003, 2006; Galgoczy €és mtsi., 2005, 2007,
2008; Meyer, 2008; Barna ¢és mtsi., 2008; Kovacs és mtsi., 2011; Viragh és mtsi., 2015).
Diszulfid-hidakkal stabilizalt szerkezetiiknek koszonhetOen jelentds stabilitast mutatnak
magas hOmérsékleten és szélsdséges pH-értékeken, tovabba ellenalloak proteazokkal
szemben (Marx, 2004; Meyer, 2008; Galgoczy és mtsi., 2010; Delgado és mtsi., 2015).

Gyakorlati alkalmazhatosagukat mar tobb kisérlettel is igazoltdk. Az AFP és a PAF
esetében is bizonyitottak, hogy nem toxikusak eml6s sejtekre in vitro, nem indukélnak
proinflammatorikus (gyulladdskeltd) citokin termeldédést és nem modositjdk az emlds
neuronok, asztrocitdk és vazizomrostok ioncsatornainak mitkodését gombanovekedést gatlo
koncentraciotartomanyban (Szappanos és mtsi., 2005, 2006). A PAF in vivo kisérletekben
sem indukalt citokintermelddést és nem okozott szervkarosodast egér tiidéaszpergillozis
modellben (Palicz és mtsi., 2013). Mindezek mellett a PAF esetében igazoltak, hogy in vitro
szinergista kolcsonhatast mutat AMB-vel, sztatinokkal és FLK-val (Galgoczy és mtsi., 2007,
2008; Palicz és mtsi., 2016). Ezzel 6sszhangban tiiddaszpergillézisos egérmodellben a PAF
mtsi., 2016). Az AFP mezdgazdasagban torténd alkalmazasanak lehetdségeit mar tobb
novényvédelmi kisérletben is megvizsgaltak. Vila és mtsi. (2001) a protein kdzvetleniil a
rizsndvény feliiletén torténd alkalmazasaval védelmet biztositottak Magnaporthe grisea
okozta fertézéssel szemben, mig Theis és mtsi. (2005) a paradicsom gydkerének AFP-vel
torténd eldkezelésével a novény F. oxysporum fertdézéssel szembeni megnovekedett

ellenalloképességét tapasztaltdk. Az emlitett vizsgalatok sordn az AFP-kezelés nem
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karositotta a ndvényt, az normalis ndvekedést és morfoldogiat mutatott, tovabba a fertilitasat
is megorizte (Meyer, 2008).
Midezek alapjan a cgAFP-k igéretes jeloltjei lehetnek 0j, a gyogyaszatban és a

ndvényvédelemben egyarant alkalmazhat6 gombaellenes szereknek.

3.2.5. A cgAFP-k heterolog expresszioja

A cgAFP-k extracellularis szekréciojuknak koszonhetéen kdnnyen tisztithatok a
termelé fonalasgomba fermentlevébdl. Az AFP és PAF esetében megfigyelték, hogy a
fehérjehozam a maximumot a leoltast kovetden 70-90. oraval, a gomba stacionarius
novekedési fazisaban éri el. A termelés hatékonysagat a kiilonboz6é kornyezeti faktorok és
vegyiiletek befolyasolhatjak (Marx és mtsi., 1995; Meyer és mtsi., 2002; Marx, 2004). igy
példéaul a lugos pH, a s6, az alkohol, a magas hdémérséklet, a szén- és foszfatéhezes, tovabba
mas gombaval torténd egyiitt-tenyésztés fokozza az afp gén transzkripcidjat, mig a savas pH
¢s a feleslegben adott foszfat jelenléte gatolja azt (Meyer és mtsi., 2002; Marx, 2004; Meyer,
2008). Azonban a termelé gomba még a termelés szempontjabol figyelembe vehetd
stresszkoriilmények alkalmazéasa ellenére is viszonylag kis mennyiségben vélasztja ki a
fehérjét a kornyezetébe (Lopez-Garcia és mtsi., 2010; Tu és mtsi., 2016), igy a fehérjék ilyen
modon torténd, nagy mennyiségben valo eldallitasa és tisztitasa id6- és koltségigényes lehet.

Az antimikrobidlis proteinek eléallitdsa szempontjabol a leghatékonyabb moddszer a
heterolog expresszids rendszerben torténd termeltetés, amit mar néhany cgAFP (AFP, PAF,
NFAP és MAFP1) esetében hatékonyan alkalmaztak (Marx és mtsi., 2005; Batta és mtsi.,
2009; Lopez-Garcia és mtsi., 2010; Galgoczy és mtsi., 2013b; Viragh €és mtsi., 2014; Tu és
mtsi., 2016; Sonderegger és mtsi., 2016). Az AFP, PAF és NFAP heterolog termeltetésére
Pichia pastoris- (Marx ¢s mtsi., 2005; Batta és mtsi., 2009; Lopez-Garcia és mtsi., 2010;
Galgbezy és mtsi., 2013b; Virdgh és mtsi., 2014), a MAFP1 esetében pedig E. coli-alapt
expresszids rendszert hasznaltak (Tu és mtsi, 2016). Ezek az expresszids rendszerek
ugyanakkor szdmos hatranyos tulajdonsaggal rendelkeznek. Az antifungalis proteinek
termeltetésére alkalmazott heteroldg expresszios rendszerekkel szemben elvart legfontosabb
kovetelmény a fehérje megfeleld feltekeredése a megfeleld diszulfid-hid mint4zattal, ami
elengedhetetlen a funkciondlisan aktiv fehérje szempontjabol (Batta és mtsi., 2009). Az E.
coli-alapli expresszios rendszerrel torténd termeltetés egyszerii és koltséghatékony, tovabba
magas fehérjehozamot biztosit (Demain és Vaishnav, 2009), ugyanakkor a termelés sordn

gyakran eléfordul a fehérje endotoxinnal torténd szennyezddése, helytelen feltekeredése és
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a diszulfid-kotések kialakulasanak hianya vagy annak nem megfelelé mintadzata, valamint az
alacsony oldhatosaga (Demain és Vaishnav, 2009; Rosano és Ceccarelli, 2014). A P.
pastoris ¢lesztdgomba egy megbizhatobb expresszios rendszer, amely a megfeleld szerkezet
kialakitasaval aktiv protein termelésére alkalmas lehet (Demain és Vaishnav, 2009).
Azonban ez a gomba nem kivant fehérje-modositasokat (O-kapcsolt és nem kovalensen
kapcsolt cukrok) és magas koncentraci6ji mannan szekréciot eredményez a tapkdzegbe
(Palczewska és mtsi., 2003). Mindezek miatt fonalasgombakat is alkalmaznak homolédg és
heterolég gének kifejeztetésére (Nevalainen és mtsi., 2005; Su és mtsi., 2012). A P.
chrysogenum hatékonyan alkalmazhat6 expresszids rendszer (Graessle és mtsi., 1997; Diez
¢s mtsi., 1999), amelyet mar a PAF, PAF-mutansok (aminosav-szekvencia moédositott
mutansok) és az NFAP heterolog modon torténd termelésére is sikeresen alkalmaztak
(Sonderegger és mtsi., 2016). A termeltetés soran az erdsen kifejezd6 paf gén promoterét,
a megfeleld fehérjefeldolgozashoz és szekrécidohoz sziikséges paf preproszekvenciat és a paf
gén terminacios szignalt tartalmazd expresszios kazettat hasznaltak (Marx és mtsi., 1995;
Sonderegger és mtsi., 2016). A transzformans P. chrysogenum toérzsek minimal tdpoldatban
valo tenyésztése a fehérjék fermentlébdl torténd, egyszerli, egylépéses kromatografias
tisztitasat tette lehetové (Sonderegger és mtsi., 2016). Ezek alapjan a P. chrysogenum-alapu
heterolog expresszios rendszer hatékonyan alkalmazhat6 lehet mas, nem csak a PAF-klaszter

csoportba tartoz6, cgAFP-k nagymennyiségli termeltetésére is.
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4. CELKITUZESEK

Az utdbbi harom évtizedben, a Candida fajok altal kivaltott megbetegedések szama
ugrasszertien megemelkedett ugyanis a fertdzések kezelése soran alkalmazott antifungalis
szerek gyakran nem megfeleld hatékonysdguak, szlik spektrumuak és karos mellékhatasaik
lehetnek a gazdaszervezetre, tovabba rezisztens klinikai izoldtumok kialakulasat ¢és ezek
egyre gyakoribb megjelenését eredményezhetik. Mindezek alapjan 1j, biztonsagosan
alkalmazhatd, alacsony koltséggel eldallithato, hatékony antifungélis szerek kifejlesztése
valt sziikségessé. Ennek a kihivasnak eleget tehetnek a cgAFP-k.

Korabbi, elézetes kisérleteinkben megfigyeltiik, hogy a minimal tapoldatban
tenyésztett N. fischeri NRRL 181 fermentleve és annak fehérjetartalma gatolja az
¢lesztégombak novekedését. Doktori munkdm témajaul az élesztdellenes antifungélis hatas
hatterében allé protein azonositasat és jellemzését valasztottuk, amit N. fischeri antifungélis
protein 2-nek (NFAP2) neveztiink el. Az NFAP2 tanulméanyozéasa tovabb bdvitheti a cgAFP-
krél mar meglévo ismereteinket €s a Candida fajok okozta fert6zések kezelésére hatékonyan

alkalmazhato, 0j terdpias stratégidk kifejlesztését teheti lehetove.
Mindezek alapjan a kdvetkezd konkrét célokat fogalmaztuk meg:

1. Az NFAP2 izolalasa és azonositasa a N. fischeri NRRL 181 fermentlevébél. A
protein tisztitdsa, azonositdsa és fizikai, kémiai tulajdonsagainak meghatarozasa in
silico modszerekkel.

2. Az NFAP2 filogenetikai kapcsolatainak feltarasa. NFAP2 homolégok
adatbazisokban torténd keresése, tovabba a protein és mas cgAFP-k evolicios
kapcsolatanak vizsgélata.

3. Az NFAP2 hatékonysaganak és hatasmechanizmusanak tanulmanyozasa. A
protein ndvekedésgatld hatasanak vizsgalata in vitro klinikai szempontbdl is jelentds
¢leszt6- és fonalasgomba izolatumokkal szemben. A fehérje élesztdsejtekre gyakorolt
hatasdnak megfigyelése mikroszkopos modszerekkel.

4. Az NFAP2 héstabilitasanak és szerkezetének vizsgalata. A fehérje antifungalis
aktivitdsanak vizsgdlata hdvel torténd kezelést kovetden in vitro és az NFAP2
masodlagos  szerkezetének tanulméanyozésa  cirkularis dikroizmus (ECD)

spektroszkdpia segitségével.
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5. Az NFAP2 nagy mennyiségben torténoé eloallitasa P. chrysogenum-alapu heterolog
expresszios rendszerben. Az NFAP2-t kddold cDNS expresszios vektorba torténd
klonozasa, a P. chrysogenum Apaf torzs vektorral torténd transzformacidja, majd a
rekombinans NFAP2 (rNFAP2) termeltetése, tisztitdsa €s azonositasa.

6. Az NFAP2 kémiai szintézise. A szintetikus NFAP2 (szNFAP2) szilard fazist
peptidszintézissel és nativ kémiai ligacioval torténd eldallitdsa €s tisztitasa forditott
fazist nagy teljesitményt folyadékkromatografia (RP-HPLC) segitségével. Tovabba a
szintetikus protein azonositasa.

7. Az YNAFP2 és szZNFAP2 antifungilis hatasanak vizsgalata. A P. chrysogenum éltal
termelt és a kémiai modszerekkel szintetizalt NFAP2 antifungélis hatdsanak vizsgalata
klinikai szempontbol jelentds Candida fajokkal szemben in vitro, és aktivitasuk
Osszehasonlitdsa a nativ NFAP2-vel. Az rNFAP2 antifungalis hatdsanak vizsgalata
FLK-val kombinacioban alkalmazva.

8. Az NFAP2 funkcionalis térképezése. A kémia szintézissel eldallitott NFAP2
peptidfragmensek ¢lesztésejtekre gyakorolt hatasanak vizsgalata in vitro illetve
mikroszkop hasznalataval.

9. Az NFAP2 masodlagos és harmadlagos szerkezetének elozetes vizsgalata. A

szerkezet meghatarozasa RP-HPLC, ECD spektroszkdpia és NMR segitségével.
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5. ANYAGOK, ESZKOZOK ES MODSZEREK

5.1. A kisérletek soran alkalmazott mikroorganizmusok

A munkank soran vizsgalt mikroorganizmusokat a 4. tablazat foglalja 6ssze.

4. tablazat. A dolgozatban vizsgalt mikroorganizmusok jegyzéke.

Fajnév Az izolatum Az izolalas adatai/egyéb adatok
kodja/torzsgyiijteményi
azonosito
Elesztégombak
Candida albicans ATCC 10231 human tiidémikdzis
Candida glabrata CBS 138 human széklet
Candida guilliermondii CBS 566 human kopet
Candida krusei CBS 573 human hérghurut
Candida lusitaniae CBS 6936 n.a.
Candida parapsilosis CBS 604 human széklet
Candida tropicalis CBS 94 human hérghurut
Saccharomyces cerevisiae SZMC 0644 n.a.
Schizosaccharomyces pombe SZMC 0142 n.a.
Fonalasgombak

Aspergillus nidulans SZMC 601 n.a.
Aspergillus niger FGSC A4 n.a.
Neosartorya fischeri NRRL 181 n.a.
Penicillium chrysogenum Apaf PcApaf P. chrysogenum Q176 paf delécios

torzs
Penicillium chrysogenum Apaf/nfap2 PcNFAP2 P. chrysogenum Q176 Apaf

NFAP2-termel0 torzs

Jaromsporas gombak
Rhizomucor miehei CBS 360.92 human mikozis
ATCC: American Type Culture Collection, Manassas, VA, USA; CBS: Centraalbureau voor

Schimmelcultures, Utrecht, Hollandia; SZMC: Szeged Microbiology Collection, Szeged, Magyarorszag;
FGSC: Fungal Genetics Stock Center, Kansas, MO, USA, NRRL: Northern Regional Research Laboratory

Agricultural Research Service Culture Collection, Peoria, USA. n.a.: nincs adat.

5.2. Alkalmazott tapkozegek és tenyésztési koriilmények

5.2.1. Tapkozegek

Alacsony kationtartalmu tapoldat/taptalaj (low cationic medium, LCM): 0,5% (m/V%)
D-gliik6z, 0,025% (m/V%) ¢élesztékivonat, 0,0125% (m/V%) pepton, taptalaj készitése
esetén 2% (m/V%) agar.
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Aspergillus (nidulans) komplett tapoldat (Aspergillus (nidulans) complete medium,
ACM): 2% (m/V%) D-gliikoz, 0,2% (m/V%) pepton, 0,1% (m/V%) élesztdkivonat, 0,1%
(m/V%) NZ-amin (Sigma-Aldrich), 2% (V/V%) sooldat*, 0,1% (V/V%) nyomelemoldat
(pH 6,5)**. *Soéoldat: 2,6% (m/V%) KCl, 2,6% (m/V%) MgS04x7 H20, 7,6% (m/V%)
KH>POs, 0,2% (V/V%) kloroform, **Nyomelemoldat (pH 6,5): 0,1% (m/V%) FeSO4x7
H20, 0,9% (m/V%) ZnSO04x7 H20, 0,4% (m/V%) CuSOsx5 HyO, 0,01% (m/V%)
MnSO4xH20, 0,01% (m/V%) H3BOs3, 0,01% (m/V%) Na:MoO4x2 H>O.

Elesztékivonat-gliikoz taptalaj (veast extract-glucose medium, YEGK): 1% (m/V%) D-
gliikoz; 1% (m/V%) KH2POg; 0,5% (m/V%) élesztdkivonat, 2% (m/V%) agar.

Elesztékivonat-pepton-gliikéz tapoldat/taptalaj (yveast extract-peptone-glucose medium,
YPD): 1% (m/V%) élesztdkivonat, 2% (m/V%) pepton, 2% (m/V%) D-gliikdz, taptalaj
készitése esetén 2% (m/V%) agar.

Komplett taptalaj (complete medium, CM): 5% (V/V%) soéoldat*, 0,1% (V/V%)
vitaminoldat** (V/V%), 1% (m/V%) D-gliikkoz, 0,085% (m/V%) NaNOs, 0,15% (m/V%)
kazaminosav, 0,2% (m/V%) pepton, 0,1% (m/V%) élesztékivonat. *Sooldat: 2,6% (m/V%)
KCl, 2,6% (m/V%) MgS04x7H,0, 7,6% (m/V%) KH2PO4, 5% (V/V%) nyomelemoldat,
Nyomelemoldat: 0,004% (m/V%) Na-borat, 0,04% (m/V%) CuSO4x5H>0, 0,0714%
(m/V%) FePOy4, 0,0728% (m/V%) MnSO4xH>0, 0,08% (m/V%) NaxMoO4x2H>0, 0,0008%
(m/V%) ZnSO4x7H>0, **Vitaminoldat: 0,004% (m/V%) pantoténsav, 0,004% (m/V%)
para-aminobenzoesav, 0,005% (m/V%) riboflavin, 0,0025% (m/V%) piridoxin, 0,00001%
(m/V%) biotin, 0,005% (m/V%) tiamin.

Malatas taptalaj (malt extract agar, MEA): 0,5% (m/V%) malatakivonat, 0,25% (m/V%)
¢lesztOkivonat, 1% (m/V%) D-gliikkéz, 2% (m/V%) agar.

Penicillium chrysogenum minimal tapoldat/taptalaj (Penicillium chrysogenum minimal
medium, PCMM): 2% (m/V%) szacharéz, 0,3% (m/V%) NaNOs, 0,05% (m/V%) KCI,
0,05% (m/V%) MgSO04x7 H20, 0,005% (m/V%) FeSO4x7H20, 0,25% (V/IV%) 1 M
K>HPO4/KH2PO4 puffer (pH 5,8)*, 0,01% (V/V%) nyomelemoldat**, taptalaj készitése
esetén 2% (m/V%) agar. *KoHPO4/KH2PO4 puffer (pH 5,8): 174 g/l KoHPO4, 136 g/l
KH>POs, **Nyomelemoldat: 0,1% (m/V%) FeSO4x7 H20, 0,9% (m/V%) ZnSO4x7 H>0,
0,4% (m/V%) CuSO4x5 H>0, 0,01% (m/V%) MnSO4xH>0, 0,01% (m/V%) H3BOs3, 0,01%
(m/V%) NaMoQO4%2 H>0.
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13C/SN-jelolt PCMM: PCMM tapoldatban az eredeti szén és nitrogén forras helyett: 0,3%
Nal>NO; és 1% *C-gliikéz (m/V%) (Euriso-Top).

RPMI 1640 (Sigma-Aldrich): 0,3 mg/l L-glutaminnal kiegészitve, 0,165 M 4-
morfolinpropanszulfonsav (MOPS, Sigma-Aldrich), pH 7,0.

Transzformalé taptalaj: 0,05% (m/V%) MgSO4x7 H>0, 0,05% (m/V%) KCl, 0,005%
(m/V%) FeSO4x7 H20, 2% (m/V%) szachar6z 1% (fedbagar) vagy 2% (alapagar) agarral
kiegészitve, 30% (V/V%) R1 oldat (pH 5,8)*. *R1 oldat: 1% (m/V%) NaNOs, 11,6%
(m/V%) NaCl 75 mM KoHPO4/KH2PO4 pufferben (pH 5,8)**. **KoHPO4/KH2PO4 puffer
(pH 5,8): 13,05 g/l KxHPO4, 10,2 g/l KH2POs.

Fedéagar: transzformald taptalaj 1% (m/V%) agarral és 0,1% (V/V%) nyomelemoldattal
kiegészitve.

Alapagar: transzformal6 taptalaj 2% (m/V%) agarral és 0,1% (V/V%) nyomelemoldattal,
¢s 0,6 pg/ml piritiaminnal (Sigma-Aldrich) kiegészitve.

5.2.2. Tenyésztési koriilmények

A nativ NFAP2-termeld N. fischeri NRRL 181 torzset CM, az rNFAP2-termel6 P.
chrysogenum-ot PCMM, mig a mikrodilicios tesztek sordan alkalmazott élesztdgomba
torzseket YEGK, a fonalasgomba torzseket pedig MEA taptalajon tartottuk fenn 4 °C-on.

A sejt- és sporaszuszpenziok készitéséhez a gombdk fenntartasara alkalmazott
taptalajon nevelt tenyészeteket hasznaltuk. Az inkubacios homérséklet az egyes torzsek
igényeinek megfeleléen 25 °C (4. nidulans FGSC A4, A. niger SZMC 601, N. fischeri
NRRL 181), 30 °C (C. albicans ATCC 10231, C. glabrata CBS 138, C. guilliermondii CBS
566, C. krusei CBS 573, C. lusitaniae CBS 6936, C. parapsilosis CBS 604, C. tropicalis
CBS 94, S. cerevisiae SZMC 0644, S. pombe SZMC 0142) ¢s 37 °C (R. miehei CBS 360.92)
volt. A mikrodilticios tesztek soran alkalmazott izoldtumok sejt-, illetve
sporaszuszpenzidihoz az €lesztdgombakat 16 oran at, 30 °C-on, 160 rpm-en razatva YPD
tapoldatban novesztettiik, a fonalasgombak esetében pedig 4 napos tenyészetek feliiletérdl
sporapufterrel (SP) lemosott és vattas tolcséren atsziirt konidiumokat hasznaltunk.

Nativ NFAP2 termeléséhez a N. fischeri NRRL 181 torzset PCMM tapoldatban 25
°C-on, 7 napon at, 210 rpm-en rézatva, mig a heterolog expresszié soran a P. chrysogenum
Apaf/nfap? torzset PCMM tépoldatban 25 °C-on, 4 napon at, 210 rpm-en razatva

novesztettik.
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Az antifungalis hatasvizsgalatokhoz LCM és RPMI 1640 tapoldatot hasznaltunk. Az
LCM téboldatban végzett tesztek soran az inkubacios hdmérséklet fajtol fiiggden 25 °C (4.
nidulans FGSC A4, A. niger SZMC 601, N. fischeri NRRL 181), 30 °C (C. albicans ATCC
10231, C. glabrata CBS 138, C. guilliermondii CBS 566, C. krusei CBS 573, C. lusitaniae
CBS 6936, C. parapsilosis CBS 604, C. tropicalis CBS 94, S. cerevisiae SZMC 0644, S.
pombe SZMC 0142), vagy 37 °C (R. miehei CBS 360.92) volt, RPMI 1640 esetében 35 °C.

5.3. Alkalmazott pufferek és oldatok

Sporapuffer (SP):
e 0,9% (m/V%) NaCl
e 0,01% (V/V%) Tween 80

A DNS-tisztitas soran hasznalt oldatok:
e 10% (m/V%) natrium-lauril-szarkozinat
e 5 M Na-acetat (pH 5,5)
o 70% (V/V%) etil-alkohol

Nukleinsav-gélelektroforézishez hasznalt oldatok:
e TAE puffer: 40 mM Tris-HCl (pH 7,6), 1 mM Na;EDTA
o Agardz gél: 0,7 vagy 1,5% (m/V%) agaréz, TAE pufferben
e 1xSYBR Safe (Life Technologies) DNS festék torzsoldat agardz gélben
e Mintapuffer: 6xDNS mintapuffer (Thermo Scientific)
e Molekulastilymarker: GeneRuler 50 bp DNA Ladder (Thermo Fisher
Scientific/Fermentas); pUC Mix Marker (Thermo Fisher Scientific): steril desztillalt

viz: 6xDNS mintapuffer: molekulasulymarker 4:1:1 ardnyt elegye

Fehérjetisztitashoz hasznalt oldatok:

e Ekvilibrald puffer (1% (V/V%) 1 M NaHPO4/NaH>PO4 puffer (pH 6,6)*, 0,5%
(V/IV%) 5 M NaCl, 0,01% (V/V%) 0,5 M etilén-diamin-tetraccetsav (EDTA),
*Na,HPO4/NaH2PO4 puffer (pH 6,6): 37,5% (V/V%)1 M NaaHPOs, 62,5% (V/V%)1
M NaH;PO4)

e 20 mM NaH;PO4 puffer

e 20 mM Na;HPOyq pufter

e 4 M NaCl oldat
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Fehérje-gélelektroforézishez hasznalt anyagok:

Elbre elkészitett 4-12%-o0s fehérjegél (NuPAGE™ Novex™ 4-12% Bis-Tris Protein
Gels, 1.5 mm, 10-well; Thermo Fisher Scientific)

Ix futtatopufter: NuPAGE® MES Running Buffer (pH 7,3) (Thermo Fisher
Scientific)

Fehérje-molekulastilymarker: SeeBlue™ Plus2 Pre-stained Protein Standard
(Thermo Fisher Scientific)

Low-range Amersham Rainbow Marker (GE Healthcare Life Sciences)

Poliakrilamid gél festés¢hez hasznalt oldatok:

Coomassie Brilliant Blue R-250) festés:

Coomassie-kék festdoldat: 0,63% (m/V%) Coomassie Brilliant Blue R-250, 45%
(V/V%) metanol, 10% (V/V%) ecetsav

Moso oldat 1: 40% (V/V%) metanol, 7% (V/V%) ecetsav

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

Eziist-festés:

Fixalo oldat: 50% (V/V%) metanol, 12% (V/V%) ecetsav, 0,05% (V/V%)
formaldehid

Szenzitizalo oldat: 0,02% (m/V%) NazS20;3

Eziist-nitrat oldat: 0,2 % (m/V%) AgNOs oldat

El6hivé oldat: 0,0004% (m/V%) NaxS:03, 6% (m/V%) NaCOs, 0,05% (V/V%)
formaldehid

Tomegspektrometrias méréseknél hasznalt oldatok:

25 mM NH4HCO:s (pH 8,0)

10 mM DTT

55 mM joédacetamid

25 mM NH4HCO; + 0,1 pg tripszin (Promega)

,A” eluens: desztillalt viz, 0,1 % (V/V%) hangyasav
,,B” eluens: acetonitril (ACN), 0,1% (V/V%) hangyasav

RP-HPLC méréseknél hasznalt oldatok:

,A” eluens: desztillalt viz, 0,1 % (V/V%) trifluorecetsav (TFA)
,B” eluens: desztillalt viz, 80% (V/V%) ACN, 0,1% (V/V%) TFA
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A P. chrysogenum Apaf transzformalasa soran hasznalt pufferek és oldatok:

Lizis puffer (pH 5,8): 5,22% (m/V%) KCI; 80% (V/V%) 50 mM KH>PO4; 20%
(V/V%) 50 mM K>HPO4

0,7 M KCl

KCM (pH 5,8): 5,22% (m/V%) KCI; 0,8% (m/V%) CaCl; 0,2% (m/V%) MOPS; pH
beallitas 0,1 M KOH-val

PCM (pH 5,8): 0,8% (m/V%) CaClz; 0,2% (m/V%) MOPS; 50% (m/V%) Polietilén-
glikol (PEG) 6000 vagy 8000; pH beallitdas 1 M NaOH-val

TE puffer (pH 8,8): 50 mM Tris-HCI (pH 8,8), 10 mM Na,EDTA (pH 8,8); pH
beallitas NaOH-val

A transzformansok NFAP2 termelésének vizsgalata soran végzett fehérje

gélelektroforézishez hasznalt oldatok (18% fehérjegél):

Gytjtégeél: 0,1% ProSieve 50 Gel Solution (Lonza); 0,13% (V/V%) 1 M Tris-HCI
(pH 6,8); 0,005% (V/V%) 10%-0s ammoénium-peroxo-diszulfat (APS); 0,005%
(V/V%) 10%-0s SDS; 0,0008% (V/V%) tetrametil-etilén-diamin (TEMED)
Szeparalogél: 0,36% ProSieve 50 Gel Solution (Lonza); 0,25% (V/V%) 1,5 M Tris-
HCI (pH 8,8); 0,01% (V/V%) 10%-0s APS; 0,01% (V/V%) 10%-os SDS; 0,0004%
(V/V%) TEMED

I xfuttatopufter: NuPAGE® MES Running Buffer (pH 7,3) vagy Novex™ Tris-
Glycine SDS Running Buffer (Life Technologies)

Fehérje-molekulastilymarker: SeeBlue™ Plus2 Pre-stained Protein Standard

(Thermo Fisher Scientific)

A kémiai peptidszintézisnél hasznalt oldatok:

Nativ kémiai ligélas:

0,1 M ammoénium-acetat (NH4OAc) pufter + 3% (V/V%) tiofenol
6 M guanidin-hidroklorid
10-15% (V/V%) ACN

Oxidativ feltekeredés:

0,1 M ammonium-acetat (NH4OAc) puffer + 1 mM glutation (GSH) + 1 mM
glutation-diszulfid (GSSG) (pH 7,5)
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Mikroszkopos vizsgalatoknal hasznalt oldatok:

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

Apoptozis detektalasa:

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

Membranintegritas vizsgalata:
e 5 ug/ml propidium-jodid (PI, Sigma-Aldrich) LCM-ben oldva
e 70% (V/V%) etanol LCM-ben oldva

5.4. Alkalmazott inditoszekvenciak

Az nfap2 cDNS felszaporitasahoz hasznalt inditészekvenciak
NFAP2F: 5°-GGCCGCTGAGGCCGGTGT-3’ (Tm: 64,1 °C)
NFAP2R: 5’-GGCCAAGCTTCGAGAATCACAGG-3’ (Tm: 61,5 °C)

A paf 5°- és 3’>-UTR végii konstrukcio felszaporitasahoz hasznalt inditoszekvenciak
IstF: 5°~-GGCCCCATGGTGGTAAACAAGTAGTG-3’ (Tm: 62,8 °C)
IstR: 5’-GGTGGCGGCCGCTCTAGAACTAG-3’ (Tm: 64,8 °C)

5.5. Alkalmazott modszerek
5.5.1. NFAP2 izolalasa és azonositasa

5.5.1.1. Fehérjetermelés

A nativ NFAP2 termeléséhez 2x107 N. fischeri NRRL 181 konidiumot 10 db, 200
ml MM tapoldatot tartalmazo, egy literes Erlenmeyer-lombikba oltottunk, majd 25 °C-on,
210 rpm-en folyamatos razatva 7 napig novesztettiik.

Az NFAP2 heterolog expresszidja soran 2x10% P. chrysogenum Apafinfap2
konidiumot 10 db, 200 ml PCMM tapoldatot tartalmaz6 500 ml-es Erlenmeyer-lombikba
oltottunk, majd 25 °C-on, 210 rpm-en folyamatosan razatva 4 napig novesztettiik. A *C/">N-
jelolt NFAP2 termelése, a tapoldat kivételével (1*C/'°N-jelolt PCMM), az rINFAP2 esetében

leirt kdriilmények kozott tortént.
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5.5.1.2. Az NFAP2 tisztitasa

A tisztitas sordn a fermentlébdl papirfilteren (Rotilabo-round filters, type 111A4, Carl
Roth) keresztiil torténd vakuum-sziiréssel tavolitottuk el a micéliumot. A fermentlevet
centrifugaltuk (10000xg, 30 perc, 17 °C) majd redds papirfilteren (Fisherbrand QLI115
folded filter paper, Fisher Scientific) keresztiil ismét atsziirtiik. A feliiluszot ultrasziiréssél
30 kDa alatti és 30 kDa feletti frakciokra kiilonitettiik el (Amicon Stirred Cell, 400ml és
Ultracell 30 kDa Ultrafiltartion Discs, regenerated cellulose, Millipore). Az NFAP2-t
tartalmazé 30 kDa alatti frakciot kationcserés oszlopon, (Bio-Scale™ Mini Macro-Prep®
High S column, Bio-Rad) DuoFlow folyadékkromatografias késziilék segitségével (Duoflow
Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC) System, Bio-Rad) tisztitottuk. Az oszlopot 25
mM NaCl-ot és 0,15 mM EDTA-t tartalmaz6é 10 mM Na,HPO4/NaH,POj4 pufferrel (pH 6,6)
ekvilibraltuk. A felkotott fehérjéket 10 mM Na,HPO4/NaH2PO4 (pH 6,6) pufferben készitett
NaCl gradienssel (0,0-2 M) elualtuk 1,2 ml/perc atfolyési sebességgel.

5.5.1.3. NFAP?2 tisztitas ellenorzése

A tisztitas eredményeként nyert, fehérjét tartalmazo frakciokat poliakrilamid
gélelektroforézissel (SDS-PAGE) ellendriztiik. A fehérje-gélelektroforézist 4-12%-os Bis-
Tris gélen (NuPAGE®, Novex®, 4.12% Bis-Tris Protein Gel, 1.0 mm, 10 well, Life
Technologies) végeztiik el, 1xMES (2-(N-morfolino)etanszulfonsav, Thermo Fisher
Scientific) futtatopufferben. Az elvalasztast 150 V fesziiltségen 45 percig végeztik. A
protein savok megjelenitésére Coomassie Brilliant Blue R-250- ¢és eziist-festést

alkalmaztunk.

Coomassie Brilliant Blue R-250 festés

A fehérje géleket 1 o6ran at Coomassie-kék festdoldatban razattuk 45 rpm
sebességgel. A festdoldat eltavolitasat kovetden a géleket 2 6ran at kétszer cserélve az 1.

mosooldatban, majd 1 6ran at kétszer cserélve a 2. mosooldatban lassan razattuk (45 rpm).

Eziist-festés

A géleket 2 6ran keresztiil fix4lo oldatban razattuk (45 rpm). A fixal6 oldat ledntését
kovetden haromszor 20 percig 20% (V/V%) etanollal, majd 2 percen at szenzitizalo oldattal
kezeltiik. Kétszer egy perces desztillalt vizzel torténd moséas utan 20 percig, 0,2% (m/V%)
AgNO; oldatban razattuk (45 rpm), majd Gjabb desztillalt vizes mosast kovetden

eléhivooldatban kevertettiik (45 rpm) a géleket a fehérjesavok megjelenéséig. A savok
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megjelenése utan 5 %-os (V/V%) ecetsavval allitottuk le a reakciot (10 perc, 45 rpm razatas

mellett). Végiil a géleket desztillalt vizzel oblitettiik.

5.5.1.4. NFAP2 somentesitése és liofilezése

A tisztitds soran gyljtott, fehérjét tartalmazd frakciokat egyesitettiik, és
dializismembranban (Snake Skin™ dialysis tubing, 3,5 K MWCO, Thermo Fisher Scientific)
1:400 aranyban bidesztillalt vizzel szemben 8 oran keresztiil, 4 °C-on sémentesitettiik. A
dializalt mintat liofilizaltuk, majd a fehérjét 5 ml bidesztillalt vizben feloldottuk. Ujabb
dializist kdvetéen (1:2000 aranyban bidesztillalt vizzel szemben; Snake Skin™ dialysis
tubing, 3,5 K MWCO, Thermo Fisher Scientific) a fehérjeoldatot fecskenddsziird (Millex-
GV, PVDF, pore size: (.22 um; low protein binding, Millipore) segitségével sterilre sziirtiik.

5.5.1.5. Az NFAP2 koncentraciojanak meghatarozasa

Az NFAP2 vizes oldatanak koncentraciojat spektrofotometrias méréssel 280 nm-en
(OD2go), az NFAP2 molaris extinkcios koefficiensének (e=1,842) figyelembevételével

hataroztuk meg a kovetkezd képlet segitségével:
ODa2go / € = fehérje (mg/ml)

5.5.1.6. Az NFAP2 azonositasa tomegspektrometriaval

Az NFAP2 tomegspektrometrids azonositasa enzimatikus emésztéses modszeren
alapult, és egy nanoelektrospray ionforréssal felszerelt O-TOF Premier tomegspektrométer
(kvadrupol-repiilési id6 tomegspektrométer, Micromass® Q-TOF, Waters) segitségével
tortént. 10 pl, 1 pg/ul fehérjét tartalmazo, protein oldathoz hozzdmértiik 25 mM NH4HCO:s-
t (pH 8) tartalmazé puffert, 10 mM DTT a diszulfid-hidak redukéldsdhoz és 55 mM
jodacetamidot a minta alkilalasdhoz. A redukalt és alkilalt fehérjét C184-et tartalmazo
ZipTip pipettaheggyel (Millipore) tisztitottuk és 25 mM NH4HCO3-ban oldott 0,1 pg tripszin
(Promega) oldattal emésztettiik 16 oran at, 37 °C-on. Az emésztett mintadk analizise egy
ultra-nagyhatékonysagu folyadékkromatograftal (Nano Aquity Ultraperformance Liquid
Chromatography System, UPLC, Waters) 6sszekapcsolt O-TOF MS késziilék segitségével
tortént BEH130 C18 oszlopon (Waters, oszlophossz 250 mm, oszlopatmérd: 75 um,
részecskeméret: 1,7 um). A mozgo6 fazis kiinduldsi 6sszetétele 3% (V/V%) ,,.B eluens” volt,
amelyet 40 perc alatt 40%-ra (V/V%) noveltiink 350 nl/perc aramlasi sebesség mellett. Az

enzimatikus hasitdsbol szarmaz6 adatokat a ProteinLynx Global Server (Waters)
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segitségével dolgoztuk fel. Az adatfeldolgozds eredményeként egy olyan tomeglistat
kaptunk, amely tartalmazta az enzimatikus emésztés soran nyert peptidek tomegének listdjat,
valamint azok tandem tomegspektrometrids (MS/MS) fragmentalasaval kapott, az egyes
peptidekhez tartoz6 fragmenslistat is. Ez utobbi felhasznaldsaval meghataroztuk a peptidek
rész- vagy szerencsés esetben teljes szekvenciajat. Az adathalmazt egy keresé szoftverrel
elemeztikk (Mascot Search Engine, NCBInr database). Ez a szoftver az adatbéazisban
talalhat6 fehérje szekvencidk kozott oly modon képes keresni, hogy a mért tomegeket €s az
MS/MS mérésekbd]l meghatarozott szekvencidkat Gsszeveti az adatbazisbdl a (elméleti)
tripszinhasitas eredményeként valdszintisitett szekvencidkkal.

A tomegspektrometrids méréseket és az adatok kiértékelését Dr. Kele Zoltan, a
Szegedi Tudoméanyegyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Orvosi Vegytani Intézetének

munkatarsa végezte el.

5.5.2. In silico vizsgalatok

Az érett NFAP2 molekulatomegének, izoelektromos pontjanak, toltésének és peptid
fragmenseinek in silico meghatarozéasat az ExPAsy ProtParam tool (Gasteiger és mtsi.,
2005) és a Protein Calculator (v3.4) szerver (The Scripps Research Institute;
http://www.scripps.edu/~cdputnam/protcalc.html) segitségével végeztiik el. Az NFAP2

masodlagos szerkezetét a PSIPRED (v3.3) Protein Analysis Workbench szoftver (Buchan és
mtsi., 2013), diszulfid-hid mintazatat a DISULFIND Cysteines Disulfide Bonding State and
Connectivity Predictor szerver (Ceroni és mtsi., 2006), a szignalszekvencia hasitohelyét
pedig a SignalP1 4.1 szerver segitségével hataroztuk meg (Petersen és mtsi., 2011). A 2-es
¢s 4-es szNFAP2 peptidfragmensek kevert aminosavsorrendii valtozatait a Sequence

Manipulation Suite random shuffle protein generatoraval készitettiik el (Stothard, 2000).

5.5.3. Az NFAP2 és homolog proteinek filogenetikai analizise

Az antifungélis fehérjeszekvencidk vizsgélata soran a MEGA v7.0 és BioEdit
programokat hasznaltuk (Hall, 1999; Kumar és mtsi., 2016). Az NFAP2 homolégok
keresését a Basic Local Alingment Search Tool (BLAST; Pevsner, 2009) segitségével a
National Center for Biotechnology Information (NCBI), az Expert Protein Analysis System
(ExPASy) és a Joint Genome Institute (JGI) adatbazisokban végeztiik el. A filogenetikai
analizisbe az §sszes kordbban izolalt és jellemzett cgAFP-t és azok feltételezett homologjait

vontuk be. A szekvencidk igazitdsat a PRANK v. 140110 szoftver segitségével végeztiik el
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(Loytynoja és Goldman, 2008). A hidnyos pozicidkat a FastGap v 1.2 -vel binaris kodda
alakitottuk 4t (Borchsenius, 2009). A maximalis valoszinliség-elemzést (Maximum-
Likelihood, ML) a RAxML v8.2.10 verzidjaval készitettiik (Stamatakis, 2014). Az analizist
a protein evoluci6 WAG-modellje alapjan végeztiik el gamma-eloszlasu rataheterogenitas
¢s 1000 bootstrap-replikatum alkalmazasdval. A szdmitasokat particionalt adatsorokon
hajtottuk végre, melyben az els6 particié a fehérje szekvencia, a masodik pedig a FastGap
v 1.2 szoftverrel létrehozott bindris kod volt.

A filogenetikai analizisben Dr. Kocsubé Sandor, a Szegedi Tudomanyegyetem,
Természettudomanyi és Informatikai Kar, Mikrobiologiai Tanszékének munkatarsa volt

segitségiinkre.

5.5.4. Az rNFAP2-termel6 P. chrysogenum-alapu heterolog expresszios rendszer

létrehozasa
5.5.4.1. Az érett NFAP2-t kodolo gén pSK275paf vektorba torténé klonozasa

Az nfap2 cDNS felszaporitasa

Az nfap2, a paf proszekvenciaval és a paf 3’-UTR-rel részben atfedd cDNS-ét a
BbvCl és Hindlll restrikcios endonukleazok hasitohelyeit tartalmazd NFAP2F és NFAP2R
inditoszekvencidk és Q5 High Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs)
segitségével szaporitottuk fel a pUCS57 plazmid EcoRV restrikcids helyére beagyazott
szintetikus konstrukciobol (GenScript USA Inc.). A szintetikus konstrukciéo nukleotid

sorrendje (5°-3) a 4. abran lathato.

4 BbCl nfap2
GGCCGCTGAGGCCGGTGTCCTGATCGCCACCTCCCCCTACTACGCCTGCAACTGCC
CCAACAACTGCAAGCACAAGAAGGGCTCCGGCTGCAAGTACCACTCCGGCCCCCT
CCGACAAGTCCAAGGTCATCTCCGGCAAGTGCGAGTGGCAGGGCGGLCCAGCTCA
ACTGCATCGCCACCTAAATGGTCTCTGCGATCACCAGGGCATTTAATGGTTTTTGGTT
CCCTTCTTGTTGGTGATATGCGAGATGCCCTGTGATTCTCGAAGCTTGGCC

*Hina1nt
4. abra. A pUCS57 plazmid EcoRV restrikcios helyére beagyazott szintetikus konstrukcié nukleotid
sorrendje. DAlt piros betlikkel jeloltik a paf proszekvenciaval és kékkel a paf 3’-UTR-rel részben atfedo
nukleotidokat. Sziirkével emeltiik ki az érett NFAP2-t kodold6 cDNS-t. A BbvCl és a Hindlll restrikcios

endonukledzok hasitohelyeit aldhtizassal jeloltiik.
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A polimerdz lancreakciot MJ Mini™ Personal Thermal Cycler (Bio-Rad) késziilékkel
végeztik az 5. tablazatban lathatd reakciokoriilmények kozott. A reakciot 25 pul

végtérfogatban mértiik 6ssze a kovetkezok szerint:

= 1xQ5 High Fidelity DNA Polymerase puffer (New England Biolabs)
= (0,5 mM dNTP mix (New England Biolabs)

= 0,4 uM NFAP2F és NFAP2R inditészekvencia

= 2,5mM MgCR2

* 10 ng plazmid DNS

= 2 U Q5 High Fidelity DNS Polymerase (New England Biolabs)

A PCR-terméket gélelektroforézissel ellendriztik 1,5%-0s (m/V%), SYBR Safe-fel

(Invitrogen) festett agardz gélen.

Az érett NFAP2-t kddold ¢cDNS klonozdsa pGEM-Trfap vektorba

Az érett NFAP2-t k6doldo cDNS-t tartalmaz6 felszaporitott 273 bp amplikont, egy
korabban elkészitett, pGEM-Tnfap vektorba klonoztuk (Sonderegger és mtsi., 2016). A
pGEM-Tnfap vektorban jelenlévd, a paf részleges 5°- és 3’-UTR régioval hatarolt, a paf
preproszekvencidhoz fuzionalt nfap cDNS-t BbvCl és Hindlll restrikcios endonukledzokkal
(New England Biolabs) kihasitottuk, majd a helyére az nfap2 cDNS-t klonoztuk. Az igy
létrehozott vektor a paf részleges 5°- és 3’-UTR hatérolt, a paf preproszekvencidhoz
fuzionalt nfap2 cDNS-t tartalmazta (pGEM-Tnfap2 vektor).

A paf'5°- és 3’-UTR régidkkal szegélyezett konstrukcid felszaporitasa

A pafrészleges 5°- és 3’-UTR régiokkal szegélyezett konstrukciot a BspMI és Notl
restrikcios endonukledzok hasitohelyeit tartalmazd 1stF ¢és 1stR inditdszekvencidk
segitségével amplifikaltuk a pGEM-Tnfap2 vektorbol. A felszaporitott DNS szakasz
nukleotid sorrendje (5>-3’) az 5. Abran lathat6. A polimeraz lancreakciot MJ Mini™
Personal Thermal Cycler (Bio-Rad) késziilékkel végeztik az 5. tablazatban lathato
reakciokoriilmények kozott és a reakciot 25 ul végtérfogatban, Q5 High Fidelity DNA
Polymerase segitségével (New England Biolabs) mértiik 6ssze a fent leirtak szerint. Az 1033
bp méretii PCR-terméket gélelektroforézissel ellendriztiik 1,5%-os (m/V%), SYBR Safe-fel

(Invitrogen) festett agardz gélen.
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v BspMI
GGCCCCATGGTGGTAAACAAGTAGTGCATCTTACCCCGGAGGCTGAAGCAGGTAAGG

GATTTTGGAGAGACCCCACCCGTAAGAATATACCAGCCAAGAGGTCCAGTATCCTGAA
GTATGTGAGGCATTAATGTCATTGGAGAAGTCATGCAATCCATAAGCTGCCACCCCCA
AGATGACTGCATTGGACCTGAGCATTGTATGTGTCACCTTTCACACAGAGCTCATGAT
CTGGTTTATAAAGGCGGCTTCATGACCCTCAATTCCATATAGTATCACTCCCATCACAG
CATTTCGATATCTTCAACCACTTTAACCTTCTCCAGAGGATCATCATCTCAAGCCCTTC
ATAATGCAAATCACCACAGTTGCCCTTTTTCTCTTCGCTGCAATGGGCGGGGTAGCCAC
CCCCATTGAGTCTGTATCAAACGACCTCGATGCCAGGGCTGAGGCCGGTGTCCTGATCG
CCACCTCCCCCTACTACGCCTGCAACTGCCCCAACAACTGCAAGCACAAGAAGGG
CTCCGGCTGCAAGTACCACTCCGGCCCCTCCGACAAGTCCAAGGTCATCTCCGGC
AAGTGCGAGTGGCAGGGCGGCCAGCTCAACTGCATCGCCACCTAAATGGTCTCTG
CGATCACCAGGGCATTTAATGGTTTTTGGTTCCCTTCTTGTTGGTGATATGCGAGATGC
CCTGTGATTCTCGAAGCTTACTACCCTACACCCACAAGGACTCGAACCAAGGACTGCT
CGGTGGGTGATACATATACACCCAGTATCTATCCAGCTTCAATTTTCGGCGAATTTTGT
TTCTTATTTCATAAAGACACTCGTTTGATATCTAGCTAGATATTGTTGCTCATCAACGA
AATGGTTGTAGATTATCGAATATATCCAGCATCTTTTGATCGTAGTCGGAAGTGAAAT
GGAGTACTATGATACGACACATGTACATTGTAAGCAGAAATAGGCTAGAGGGATAAC
TATCAAACTGCTGCAGCCCGGGGGATCCACTAGTTCTAGAGCGGCCGCACC

4 Notl
5. abra. A pGEM-Tnfap2 vektorbdl amplifikalt, paf részleges 5’- és 3’-UTR régiokkal szegélyezett

konstrukcié nukleotid sorrendje. Lila szinnel jeloltiik a pafrészleges 5’-UTR és kékkel a 3°-UTR régioit,
dolt piros betiikkel a paf preproszekvenciat és sziirkével az érett NFAP2-t kodold cDNS-t. A BspMI és a Notl

restrikcios endonukledzok hasitohelyeit alahtizassal emeltiik ki.

5. tablazat. A PCR soran alkalmazott reakciokoriilmények.

Lépések nfap2 cDNS felszaporitas Konstrukcio felszaporitas
pUC57 plazmidbél pGEM-Tnfap2 vektorbol
1. El6denaturacié 1 perc 30 mp, 94 °C 1 perc 30 mp, 94 °C
2. Denaturécid 10 mp, 94 °C 30 mp, 94 °C
3. Inditészekvencia kdtodés 15 mp, 60 °C 21 mp, 60 °C
4. Lancszintézis 15 mp, 72 °C — >4 mp, 72 °C —
' 2. Iépés 30x 2. Iépés 30x
5. Végso lancszintézis 5 perc, 72 °C 7 perc, 72 °C

A pSK275nfap2 vektor 1étrehozasa

A rendelkezésiinkre all6 pSK275paf vektort (Sonderegger és mtsi., 2016), amely az
1280 bp paf 5°- és 373 bp 3’- UTR hatarolt paf gént tartalmazza, BspMI és NotI restrikcios
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endonukledzokkal (New England Biolabs) hasitottuk és a korabban felszaporitott 1033 bp
hossziisagu, az érett NFAP2-t kddold, a paf részleges 5°- és 3°-UTR régiokkal hatérolt
cDNS-t az emésztési helyekre klonoztuk, igy 1étrehozva a pSK275nfap2 expresszios vektort.
Az elkésziilt vektor az 1280 bp paf 5’- és 373 bp 3°-UTR hatéarolt, a paf gén
preproszekvenciajaval fizionalt nfap2 cDNS-t tartalmazta. A pSK275nfap2 expresszios
vektor (6. abra) tartalmazta tovabba a piritiamin €s ampicillin rezisztencia gén kazettakat,
replikécios origdkat és a vektor linearizdlasdhoz sziikséges Notl restrikcidés endonukledz

felismerdhelyet. A pSK275nfap2 expresszids vektor létrehozésdnak egyes Iépéseit a 1.

szamu melléklet foglalja 6ssze.

3’ paf ColE1 origo

6. abra. A pSK275nfap2 expressziés vektor. Lila szinii nyillal jeloltik az 5°-UTR és kékkel a 3’-UTR
régiokat, valamint sargaval a paf gén preproszekvencidjaval fuzionalt nfap2 cDNS-t. PtrA jeldli a piritiamin és
ampR az ampicillin rezisztencia génkazettat. Rozsaszin nyilak jeldlik a replikacios origokat: ColEl origod és

Flori egyszali fagemid origd. Notl: a Notl restrikcids endonukleaz felismerohelye.

Emésztési és ligdlasi reakciok

A plazmid DNS és PCR amplikonok emésztési reakcioit és a ligalasi reakciokat a 6.

tablazat foglalja 0ssze.

6. tablazat. Az emésztési és ligalasi reakciokoriilmények.

Emésztési reakciok Ligalasi reakciok
Osszetétel: -5 png plazmid DNS vagy PCR amplikon  -300 ng inszert DNS
-50 U restrikciés endonukleaz* -100 ng linearizalt plazmid DNS
-1xenzimpuffer* -40 U T4 DNS ligaz*
-1xT4 DNS ligaz puffer*
Reakcio 16 ora, 37 °C 3 ora, 25 °C
Leallitas 10 perc, 65 °C 10 perc, 65 °C

*New England Biolabs

5.5.4.2. A P. chrysogenum Apaf torzs transzformacioja a pSK275nfap2 plazmiddal

A transzforméciohoz 2 x 200 ml ACM-et (egy literes Erlenmeyer-lombikban) 2x10®
P. chrysogenum Apaf’konidiummal oltottunk be, majd 40 6rén keresztiil 25 °C-on inkubaltuk

45



folyamatos razatas mellett (210 rpm). A micéliumokat vakuum-sziiréssel gézlapon
Osszegyljtottiik, desztillalt vizzel mostuk, majd 20 g-ot 90 ml 0,1 mg/ml Vinotaste
(Novozyme) koncentracioju lizis pufferben feloldottunk. A micéliumok pipettaval torténd
Ovatos szétmaceraldsa utan az oldatot 60 percig 25 °C-on dvatosan razattuk (60 rpm). Ezutan
az oldatot papirsziirdn atszirtiik (Fisherbrand QL115 folded filter paper, Fisher Scientific),
majd a szlirletet 10 percig 4 °C-on alacsony fokozatu gyorsulds és fékezés nélkiil 500xg-n
centrifugaltuk. A letilepedett protoplasztokat 40 ml hideg 0,7 M KCI oldatban 6vatosan
felszuszpendaltuk, majd az elobbiek szerint ismét centrifugaltuk. A lelilepedett
protoplasztokat 5 ml hideg 0,7 M KCl-ban O¢vatosan felszuszpendaltuk ¢és ismét
centrifugaltuk az elébbiek szerint. Ezutan az 6sszegytilt protoplasztokat 150 pl KCM oldatba
Ovatosan, pipettazas nélkiil felvettiik és Biirker-kamra segitségével meghataroztuk a
protoplasztok szamat, amit a transzformaciohoz 1x10® protoplaszt/ml-re llitottunk be. A

transzformacié soran az alabbi reakcidelegyeket mértiik dssze:

- 100 pl 10® protoplaszt/ml KCM-ben
- 5 ul 5 pg/ml Notl emésztett linearis pSK275nfap2 vagy 5 pl ddH2O a negativ
kontroll esetén

- 25ulPCM

Az elegyet 30 percig jégen inkubaltuk, majd 250 ul PCM-et adtunk hozza és 25 °C-
on, 20 percig inkubaltuk. Az inkubaciés id6 letelte utan 1 ml 0,7 M KCl oldatot adtunk az
elegyhez. Ezt kovetden 172 ul elegyhez 50 °C-ra melegitett 4 ml feddagart mértiink, majd
0,6 pg/ml piritiaminnal kiegészitett alapagart tartalmazo, 37 °C-ra eldmelegitett Petri-
csészébe Ontottiik és egyenletesen eloszlattuk. A regeneracids rata szamoldsdhoz a
protoplasztokat 10-es léptékben higitottuk (102 - 10°), az eléz6ekhez hasonldan, piritiamint
nem tartalmazd alapagarra szélesztettiik. A csészéket maximum 10 napig 25 °C-on

inkubdltuk a transzformans telepek megjelenéséig.

A transzformansok szelektdlasa

A stabil transzformédnsok szelektalasa 3 Iépésben, piritiamin (1 vagy 2 pg/ml)
tartalmi PCMM tapkdzegen tortént. El6szor a transzformacio utan megjelent klonok 10
telepérdl konidiumot gytijtottiink, és szilard, 1 pg/ml piritiaminnal kiegészitett PCMM
tapkozegre pontban leoltottuk, majd 7 napon keresztiil 25 °C-on inkubaltuk. Ezutdn spora
polimeraz lancreakcio segitségével igazoltuk az nfap2 genomi jelenlétét. Ennek sordn az elsd

szelekcids 1épés utan felndtt klonok felszinérdl ismét konidiumokat gytijtottiink, amik DNS-
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tartalmat mikrohullamu siitében torténd melegitéssel kinyertiik (8000 W, 5 perc) és 30 ul
TE pufterben (pH 8,8) felszuszpendaltuk. Centrifugalas utan (14.000xg, 5 perc) a feliiliszot
a konidiumokrol eltavolitottuk, aminek 1 pl-ét alkalmaztuk a polimeraz lancreakcidoban az
5.5.4.1. fejezetben ismertetett, az nfap2 cDNS felszaporitdsa soran alkalmazott
reakciokoriilményekkel. 1,5% (m/V%) agardz gélen vizsgaltuk a 273 bp méretii amplikonok
megjelenését.

Az elsd szelekcids 1épés utan a transzforméansnak bizonyult klonok konidium
szuszpenzidjabol 10-es Iéptékli higitasi sort készitettlink SP-ben, majd a higitasi sor
negyedik, 6todik és hatodik tagjabol 10-10 pl-t 10 ml, 2 pg/ml piritiaminnal kiegészitett
PCMM tapkozegre szélesztettiink. A tenyészeteket 7 napon keresztiil 25 °C-on inkubaltuk.
A telepek megjelenése utan ezt a Iépést még egyszer megismételtiik, majd az NFAP2

termelési vizsgalatokhoz tovabbi 10 klont valasztottunk ki.

5.5.4.3. Az NFAP2 termelésre legalkalmasabb torzs kivalasztasa

Az NFAP2 termelési kisérletekhez kivalasztott 10 klonbol konidium szuszpenziot
készitettiink SP-ben, majd egyenként 200 ml PCMM-et tartalmaz6 500 ml-es Erlenmeyer-
lombikba 2x10% konidiumot oltottunk. A 10 eltérd transzforménssal leoltott lombikot 4
napig, 25 °C-on, 210 rpm razatds mellett inkubaltuk. A rézatott tenyészetek feliilusz6jabol
48, 72 és 96 ora utan mintat vettiink, centrifugaltuk (10000xg, 15 perc), majd az igy nyert
sejtmentes feliiliszok fehérjetartalmat 18%-os poliakrilamid, bis-poliakrilamid fehérjegélen
vizsgaltuk, Ixtris-glicin futtatopuffer (Thermo Fisher Scientific) hasznalatdval. Az
elvalasztast 150 V fesziiltségen 90 percig végeztiik. A gélek fehérjetartalmat Coomassie

Brilliant Blue-R250 festéssel tettiik lathatova.

5.5.4.4. Az nfap2 genomi jelenlétének bizonyitasa az NFAP2 termel6 torzs

Kivalasztasahoz

A fermentlevek szlirése utdn genomi DNS-t tisztitottunk a visszamaradd
micéliumbol és az 5.5.4.1. fejezetben ismertetett, az nfap2 cDNS felszaporitdsa soran
alkalmazott PCR-rel megegyez6 reakcioval bizonyitottuk az nfap2 genomi jelenlétét. A 273
bp méretii PCR-termékeket gélelektroforézissel ellendriztiik 1,5% (m/V%) agar6z gélen. Az
nfap2 genomi jelenlétét mutatd és a fehérjegél alapjan a legjobban termeld torzset hasznaltuk

fel az INFAP2 nagy mennyiségben torténd eldallitasara.

47



A genomi DNS tisztitdsa

A micéliumokat folyékony nitrogénben tortént fagyasztds utan dorzsmozsarban
tartuk fel, majd 300 pl 10%-o0os (M/V%) natrium-lauril-szarkozinat oldatot adtunk a
mintakhoz és azokat 1 percig vortexeltiik. Kovetkezd 1épésben a mintakhoz 1-1 pl RNaseA-
t (10 mg/ml) adtunk, és 1 percig vortexeltiik. Ezt kovetden a mintdkat 10 percig 65 °C-on
inkubaltuk, és 4 °C-on 10 percig hiitottiik. A hiités utan 300 pl 5 M natrium-acetatot mértiink
a mintdkhoz, 1 percig vortexeltik, majd 15 percig 1400xg-n, szobahdmérsékleten
centrifugaltuk. A feliiluszo6t Eppendorf-csdvekbe mértiik at, majd 500 ul hideg izopropanol
hozzamérését kovetden elkevertiik és 10 perc szobahdmérsékleten torténd inkubacioé utan 20
percig 1400xg-n, szobahdmérsékleten centrifugaltuk. A centrifugdlds utdan a feliiluszot
eltavolitottuk, a kicsapodott DNS-t 500 ul 70%-os (V/V%) hideg etanollal mostuk és 5
percig 1400xg-n, szobahdmérsékleten centrifugaltuk. A feliiliszo eltavolitasat kdvetden a
csapadékot beszaritottuk majd 30 pl desztillalt vizben visszaoldottuk. A genomi DNS

kivonasanak sikerességét gélelektroforézissel ellendriztiik 0,7% (m/V%) agardz gélen.

5.5.5. Az NFAP2 és peptidfragmenseinek kémiai szintézise

Az szNFAP2-t ¢és peptidfragmenseit, valamint ezek aminosavsorrend kevert
valtozatait szilard fazisi peptidszintézissel allitottuk eld Boc vagy Fmoc kémidval N,N’-
diciklohexil-karbodiimid (DCC)/benzotriazol-1-ol-hidrat (HOBt) kapcsolés alkalmazasaval.
A tioészter-részt (Fr-2 fragmens) Cys-SH gyantan szintetizaltuk (Varadi és mtsi., 2013).

Nativ kémiai ligdlas

A peptid fragmentek nativ kémiai ligalasat 6-8 mg/ml peptid koncentracidju, 3%
(V/V%) tiofenolt tartalmaz6é 0,1 M ammonium-acetat (NHsOAc) pufferben (pH 7,5)
hajtottuk végre 25 °C-on. A reakciot analitikai RP-HPLC-vel kovettiikk nyomon. A ligacio
minden esetben 3-4 oOra alatt befejez6dott. A csapadékot 10-15% (V/V%) ACN és 6 M
végkoncentracioji guanidin-hidroklorid hozzédadasaval oldottuk fel. Ezutan a reakcioelegyet

szlrtiik és félpreparativ RP-HPLC-vel tisztitottuk.

A proteinek és peptidek oxidativ feltekeredése

A tisztitott ligacios termékek tiol-csoportjainak oxidéacidjat 0,1 M-os, 1 mM
glutationt (GSH) és 1 mM glutation-diszulfidot (GSSG) tartalmazé NH4OAc pufferben (pH
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7,5, 0,2 mg/ml peptid koncentracio) végeztiik el. 24 o6ra reakcidoidé utan az elegyet

félpreparativ RP-HPLC segitségével tisztitottuk.

A peptidek tisztitdsa RP-HPLC-vel

Az éretlen peptideket félpreparativ RP-HPLC-vel tisztitottuk, Shimadzu-Knauer
késziiléken, a kovetkezo oldoszerek alkalmazasaval: (,,A” eluens) 0,1% (V/V%) TFA, (,,B”
eluens) 80% (V/V%) ACN, 0,1% (V/V%) TFA. A peptidek Osszetételén alapuld lineéris
gradienseket 4 ml/perc aramlasi sebesség mellett alkalmaztuk. A csucsokat 220 nm-en
detektaltuk. A peptidek tisztasagat analitikai RP-HPLC-vel ellendriztiik egy Agilent 1200
Series folyadékkromatograf segitségével, ugyanazt az oldoszerrendszert hasznalva, mint a
tisztitas soran. A mozg6 fazis kiindulasi 6sszetétele 5% (V/V%) ,,B eluens” volt, amelyet 35
perc alatt 40%-ra (V/V%) noveltiink 1 ml/perc dramlési sebesség mellett.

A kémiai peptidszintézist és az RP-HPLC-s tisztitasokat Dr. Varadi Gyorgyi, a
Szegedi Tudoméanyegyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Orvosi Vegytani Intézetének

munkatarsa végezte el.

5.5.6. Az rNFAP2, az szZNFAP2 és peptid fragmenseinek azonositasa

A rekombinans ¢és szintetikus NFAP2 valamint a szintetikus peptidfragmensek
azonositdsa és analizise pontos tomegméréssel tortént O-TOF MS (kvadrupdl-repiilési id6
tomegspektrométer, Micromass® Q-TOF, Waters) késziilékkel Osszekapcsolt ultra
nagyhatékonysadgu  folyadékkromatograf (Nano Aquity Ultraperformance Liquid
Chromatography System, UPLC, Waters) segitségével BEH130 C18 oszlopon (Waters,
oszlophossz: 250 mm, oszlopatmérd: 75 um, részecskeméret: 1,7 um). A mozgd fazis
kiindulasi osszetétele 3% (V/V%) ,,B eluens” volt (ACN ¢és 0,1 % (V/V%) hangyasav
elegye), amit 40 perc alatt 40%-ra (V/V%) noveltiink 350 ml/perc aramlési sebesség mellett
(oszloptermosztat hdmérséklete: 40 °C). A tomegspektrométert MSE modban alkalmaztuk
elektrospray ionizacids forrassal, pozitiv polaritdssal. Az adatok kiértékelésére a WATER
Biopharmalynx szoftvert (Waters) hasznaltuk.

A tomegspektrometrids méréseket és az adatok kiértékelését Dr. Kele Zoltan, a
Szegedi Tudoméanyegyetem, Altalanos Orvostudomanyi Kar, Orvosi Vegytani Intézetének

munkatarsa végezte el.
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5.5.7. Antifungalis érzékenységi tesztek LCM és RPMI 1640 tapoldatban

5.5.7.1. Minimalis gatlo koncentraciéo meghatarozasa LCM tapoldatban

A nativ, rekombinans és szintetikus NFAP2 antifungélis hatékonysagat in vitro
mikrodiluciés tesztben hasonlitottuk Ossze. A nativ és rekombindns NFAP2-t 9
¢lesztégomba izoldtummal szemben (4. tablazat), mig a szNFAP2-t C. albicans ATCC
10231, C. krusei CBS 573, C. parapsilosis CBS 604, és S. cerevisiae SZMC 0644
izolatumokkal szemben teszteltiik. A nativ NFAP2 antifungalis hatdsat 3 fonalasgomba

izolatummal szemben is vizsgaltuk.

Inokulumkészités

Az egyes ¢élesztogomba izolatumok sejtszuszpenzidinak elkészitéséhez a Pasteur-
flaskakban, YEGK téptalajra leoltott telepekbdl 1-1 kacsnyit 10-10 ml YPD tapoldatot
tartalmazo lombikokba oltottunk. A lombikokba oltott élesztégomba izolatumokat 30 °C-on
folyamatos razatas (210 rpm) mellett 16 6ran 4t novesztettiik. Ezutén a sejtszamot Biirker-
kamra segitségével meghataroztuk, majd a szuszpenziébol 2x10° sejt/ml koncentracioju
higitast készitettiink LCM tapoldatban.

A fonalasgombdék esetében a Pasteur-flaskdkban, MEA téptalajra masszivan oltott 4
napos tenyészetekre 3-3 ml SP-t mértiink. A telepekrdl a konidiumokat oltokacs segitségével
lemostuk, a szuszpenziot steril vattan atsziirtiik, majd a Biirker-kamraval torténdé szdmolast

kdvetéen 2x10° spora/ml koncentracioji higitast készitettiink LCM tapoldatban.

Mikrodiltcids teszt

Elészor a tesztelendd fehérjék torzsoldatabdl 11 1épcsés felezd higitasi sort
készitettlink  (nativ, rekombinans ¢és szintetikus NFAP2-b6l 50-0,048 pg/ml
koncentracidban). A proteinek in vitro antifungélis hatdsat 96 lyuku mikrotiterlemezen (96
wells, flat-bottom Tissue Culture Plates, VWR) vizsgaltuk. Minden mintahely 100 ul 2x10°
sejt/ml vagy konidium/ml szuszpenziot és 100 pul LCM tépoldatban oldott, adott
koncentracioju fehérjét tartalmazott. Novekedési kontrollként 100 pl tapoldatot és 100 pl
2x10° sejt/ml vagy konidium/ml szuszpenzié elegyét hasznaltuk. Steril kontrollként 100 ul
tapoldatot és 100 pl adott koncentracidju fehérjeoldat keverékét alkalmaztuk. A
mikrotiterlapokat 25 °C-on (Aspergillus spp.), 30 °C-on (élesztgombak), vagy 37 °C-on (R.
miehei), razatas nélkiil, nedves papirtorlét tartalmaz6 milanyag dobozban inkubaltuk. Az

egyes mintahelyek fényelnyelését (ODe20) 0, 24 és 48 ora elteltével, pipettaval torténd
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Osszeszuszpendalas és a lemezek 5 mp-es rézatasat kovetéen SPECTROstar Nano
mikrotiterlemez-leolvasod késziilékkel (BMG Labtech), a fonalasgombak esetében ,,well
scanning” moédban mértiik meg. A spektrometriai kalibraciéhoz 200 pl steril LCM tapoldatot
hasznaltunk. Az érzékenységi teszteket harom alkalommal ismételtik meg ¢és minden

esetben harom parhuzamos leoltast alkalmaztunk.
Kiértékelés

Az egyes fehérjék antifungdlis hatdsat a tesztekben torténd alkalmazésuk soran
bekovetkezett novekedésgatlas mértékével jellemeztiik. A ndvekedési kontrollhoz tartozo
fényelnyelés mértékét vettiik 100%-0s novekedésnek minden izolatum esetében, és ehhez
viszonyitottuk a fehérjét tartalmazé minta fényelnyelését, ami alapjan novekedési szazalékot
szamitottunk. Végiil meghataroztuk a MIC (minimal inhibitory concentration, minimalis
gatld koncentracid) értékeket. MIC-értéknek az alkalmazott protein (vagy késdbbiekben
peptid) azon legalacsonyabb koncentraciojat vettiik, amely esetében, az ODg2o értékek

alapjan, 48 ora elteltével sem volt megfigyelheté ndvekedés (ndvekedés < 5% a kezeletlen

kontrollhoz képest).

5.5.7.2. AzrNFAP2 és az FLK MIC értékének meghatarozasa RPMI 1640 tapoldatban

Az tNFAP2 és az FLK (Sigma-Aldrich) Candida izoldtumokkal szembeni MIC
értékeit a CLSI-M27A3 szabvany eldirasainak megfelelden, in vitro mikrodiliciods teszttel
hataroztuk meg (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2008). A tesztekhez sziikséges
rNFAP2 torzsoldatot bidesztillalt vizben, az FLK-t pedig dimetil-szulfoxidban (DMSO)
oldottuk fel. A spdraszuszpenziok és higitasok elkészitéséhez RPMI 1640 tapoldatot
hasznaltunk. Az rNFAP2 esetében a vizsgalt koncentracidtartomany 100-0,39 pug/ml, mig
FLK esetében 64-0,0625 pug/ml volt. A szuszpenziobol 2x10° sejt/ml koncentracioju higitast
készitettliink. A mikrotiterlemezek 0sszemérése és kiértékelése az eldzdekben leirt médon

tortént, azonban a mikrotiterlapokat ebben az esetben 35 °C-on inkubaltuk.

5.5.7.3. Az rNFAP2 és FLK kombinacio élesztogombak novekedésére gyakorolt

hatasanak vizsgalata

Az rtNFAP2 ¢és FLK kozotti szerkdlcsonhatast Un. checkerboard titralassal
(Eliopoulos ¢és Moellering, 1996) vizsgaltuk, amely soran RPMI 1640 tapoldatot

alkalmaztunk az INFAP2 ¢és az FLK higitdsainak és a sejtszuszpenziok elkészitése soran, a
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CLSI-M27A3 dokumentumban leirtaknak megfeleléen (Clinical and Laboratory Standards
Institute, 2008). A kombindciés tesztekben C. albicans, C. parapsilosis és C. krusei
izolatumok érzékenységét vizsgaltuk. A tesztekhez az rNFAP2 ¢és az FLK torzsoldatabol
RPMI 1640 tapoldatban 5 Iépcsds, felezd higitasi sort készitettiink. A mikrotiterlapon elért
végso koncentracidtartomany az INFAP2 esetében 100-6,25 pg/ml volt felezd higitasban, az
FLK esetében pedig izolatumonként, az egyes MIC értékek alapjan valtozott, felezd
higitasban (C. albicans esetében 1-0,0625 pg/ml, C. parapsilosis esetében 8-0,5 pg/ml, C.
krusei esetében 64-4 pg/ml). Az el6zéekben leirtaknak megfeleléen, ebben az esetben is
mintahelyenként 200 pl végtérfogatban végeztiik el a kisérleteket, a korabbiakhoz képest
azonban ezuttal egy mintahely 50 pl tdpoldatban oldott, adott koncentracioja rINFAP2-t, 50
ul tapoldatban oldott, adott koncentraciéju FLK-t, valamint 100 pl 2x10° sejt/ml
koncentréacioju sejtszuszpenziot tartalmazott. Az alkalmazott médszernek kdszonhetden az
egyes mintahelyek a vizsgalt hatoanyagok kiilonbozd higitdsainak més-mas kombinacioit
tartalmaztak. A mikrotiterlapokat (96 wells, flat-bottom Tissue Culture Plates, VWR) 35 °C-
on, 48 6ran keresztill, rdzatds nélkiil, nedves papirtorlot tartalmazd milanyag dobozban

inkubaltuk.
Kiértékelés
Ahhoz, hogy a két hatéanyag kozotti kdlesonhatas tipusat megéllapithassuk, Gn.

frakcionalis gatld koncentracid index (fractional inhibitory concentration index, FICI)

értékeket szamitottunk az alabbi képlet alapjan (Johnson és mtsi., 2004):

MICa_kombinaciéban MICs_kombinaciéban

FICI=FICA+FICs= e MICa_cgyedil

ahol MICa_egyediil és MICg_egyediil az A és B anyag MIC-értéke az adott szer egyediili
alkalmazasa esetén, MICa_kombinacioban ¢és MICp kombindcidban az A és B szer
kombinalt alkalmazasakor megfigyelt MIC-értéket jeloli, mig a FICa és FICg az A és B
anyag kombinalt alkalmazasakor megfigyelt MIC-értékek és az egyediili alkalmazéaskor
megfigyelt MIC-értékek hanyadosa. A két szer kozott fellépd kolcsonhatas szinergizmusnak
tekinthetd, ha FICI<0,5, antagonizmusnak, ha FICI>4, illetve nincs kolcsonhatds a két

hatéanyag kozott, ha 0,5<FICI<4 (Odds, 2003).
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5.5.7.4. Az NFAP2 héstabilitasanak vizsgalata

Az NFAP2 hdstabilitasat S. cerevisiae-vel szemben mikrodiliicids tesztben
vizsgaltuk. Az LCM tépoldatban higitott NFAP2 (0,78-0,049 pg/ml koncentracidtartomany,
felez6 higitasi sor) mintak homérsékletét 25 °C-rdl folyamatosan 95 °C-ra emeltiik, majd 95
°C-on 5 percen at inkubaltuk. Szobahdmérsékletre torténd lehiités utan (30 perc) 100 pl adott
koncentracioju kezelt fehérje oldatot az 5.5.7.1. alfejezetben ismertettek alapjan elkészitett
100 pl 10° sejt/ml sporaszuszpenzidval elegyitettiink. A mikrotiterlemezeket (96 wells, flat-
bottom Tissue Culture Plates, VWR) 30 °C-on, 24 6ran at, razatas nélkiil inkubaltuk. A S.
cerevisiae novekedési képességét az antifungilis érzékenységi tesztek esetében (5.5.7.1.
alfejezet) leirtak alapjan hataroztuk meg. A hdvel nem kezelt NFAP2-t és a kezeletlen S.
cerevisiae-t (100 ul LCM tapoldattal 100 pl 10° sejt/ml szuszpenziot elegyitettiink) aktivitasi
¢és novekedési kontrollként alkalmaztuk. A teszteket harom alkalommal ismételtiik meg és

minden esetben két parhuzamos leoltast hasznaltunk.

5.5.8. A hatasmechanizmus tanulmanyozasa mikroszkopos vizsgalati modszerekkel

A mikroszkopos vizsgalatok soran az NFAP2 antifungalis hatdsat LCM tapoldatban,
30 °C-on torténd folyamatos razatds mellett felndvesztett mid-log fazisu S. cerevisiae
sejtekkel szemben vizsgaltuk. Az NFAP2 rovid- €s hosszutdva antifungalis hatdsanak
kimutatasahoz 10° sejt/ml-t (24 6ran 4t tartd inkubdci6 utdn megallapitott sejtszam) letalis
(0,195 ng/ml) vagy szubletalis (0,098 pg/ml) koncentracioja NFAP2-vel kiegészitett friss
LCM tépoldatban razatva (210 rpm) tenyésztettiik 10, 30, 60 percen, illetve 4, 6 és 16 6ran
at 30 °C-on. Kontrollként NFAP2-mentes LCM tépoldatban felndvesztett sejteket
hasznaltuk.

Az NFAP2-vel kezelt ¢és kezeletlen sejtek metabolikus —aktivitdsanak
Osszehasonlitasat FUNI viability stain (Thermo Fisher Scientific) festék segitségével
vizsgaltuk. Az apoptdtikus és nekrotikus sejtek ardnyanak meghatdrozasat pedig Annexin V-
FITC (fluorescein isothiocyanate) Apoptosis Detection Kit (Sigma-Aldrich) hasznalataval
végeztiik el a gyarto utasitasait kovetve. Az NFAP2 plazmamembréan roncsolo aktivitasat a
membran impermedabilis, vordsen fluoreszkalo és a kromoszoémat festd propidium-jodid (PI)
alkalmazasaval vizsgaltuk. A sejteket LCM tapoldattal mostuk, majd 5 pg/ml PI-dal 10
percig festettiik sotétben €s szobahdmérsékleten. Ezutan ismét LCM tapoldattal mostuk. A
30 percig, 4 °C-on, 70%-os etanollal (V/V%) kezelt sejteket pozitiv festési kontrollként, mig

a kezeletlen sejteket negativ festési kontrollként alkalmaztuk.
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Az Osszes €s Annexin- vagy Pl-pozitiv sejtek szamat Biirker-kamra segitségével
hataroztuk meg. A mintékat festés utan fény- és fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk,
amihez AxioCam ERc 5s kameraval (Carl Zeiss) felszerelt Axiolab (Carl Zeiss) fluoreszcens
mikroszkopot hasznaltunk. A felvételeket a ZEN 2011 (Carl Zeiss) szoftver segitségével
készitettiik el és értékeltiik ki.

Minden vizsgalatot harom bioldgiai parhuzamosban végeztiink el.

5.5.9. Az NFAP2 funkcionalis térképezése

A teljes hosszusagt antifungalis fehérjékbdl szarmazé peptidfragmensek
gombaellenes hatékonysaganak vizsgalata lehetdvé teszi a lehetséges, antifungélisan aktiv
fehérjemotivumok azonositasat (Garrigues és mtsi., 2017). Figyelembe véve ezt a modszert,
az NFAP2 hat szintetikus peptidfragmensének (7. dbra) és két, vélhetéen az antifungalis
aktivitasaért felelés fragmens (Fragmens-2, Fr-2 ¢és Fragmens-4, Fr-4), kevert
aminosavsorrendli valtozatanak gombaellenes hatdsat in vitro mikrodiliicios tesztben
vizsgaltuk annak érdekében, hogy felfedjiik a fehérje funkciondlisan aktiv helyeit és azt,
hogy az antifungélis hatds vajon az adott fehérjeszakasz elsddleges szerkezetétdl vagy csak
a fizikai-kémiai tulajdonsédgaitol fligg-e. A peptidfragmensek novekedésgatld hatasat C.
albicans ATCC 10231, C. krusei CBS 573, C. parapsilosis CBS 604 ¢és S. cerevisiae SZMC
0644 izoldtumokkal szemben vizsgaltuk. A tesztelendd szNFAP2 peptidfragmensek
torzsoldatabol 11 1épcsds felez6 higitdsi sort készitettiink 100-0,098 pg/ml
koncentraciotartomanyban. A mikrodilcios tesztek dsszemérését és kiértékelését az 5.5.7.1

fejezetben leirtak alapjan hajtottuk végre.

NFAP2
NFAP2 - Fragmens 2 NFAP2 - Fragmens 1
NFAP2 — Fragmens 6 NFAP2 - Fragmens 4 NFAP2 - Fragmens 5 NFAP2 — Fragmens 3
N- I‘A|T|S|P|Y|Y|A|C‘N|C‘P N‘N|C‘K‘H|K‘K|G|S|G‘C K|Y‘H|S|G‘P‘S|D‘K‘S|K‘V‘ | ‘s G‘K‘C’E.W‘Q‘G’G.Q‘L‘N’C|I|A‘T ,

7. abra. Az érett NFAP2 és szintetizalt peptidfragmenseinek szekvencidja. Piros betiik jelolik a protein y-

core motivumat.
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Az NFAP2 funkcionalis térképezése soran mikroszkopos vizsgalatokat is végeztiink
annak igazoldsara, hogy az antifungalis aktivitasért vélhetéen felelés NFAP2
peptidfragmensek ugyanolyan modon gatoljdk-e a gomba ndvekedését, mint a teljes
hossziisagu fehérje. Ezért az NFAP2 ¢és peptidfragmenseinek plazmamembran roncsold
aktivitasat C. albicans ATCC 10231 sejtekkel szemben vizsgaltuk, PI-festés alkalmazasaval.
A mid-log fazist C. albicans sejteket (2x107 sejt/ml) MIC koncentraciojo NFAP2, Fr-2 és
Fr-4 peptidfragmenssel és ezek kevert aminosavsorrendli valtozataval LCM tapoldatban
razatva (210 rpm) kezeltiink 10 percig, 30 °C-on. A kezelés utdn a sejteket az 5.5.8.
fejezetben, a S. cerevisiae esetében leirtak alapjan Pl-vel festettiik és végiil 100 pl LCM
tapoldatban vettiik fel. C. albicans esetében is a pozitiv és negativ festési kontrollt az emlitett
fejezetben leirtak szerint készitettiik el. A sejtszdmok meghatarozasara és a mintak
vizsgalatara az 5.5.8. fejezetben leirt eszkozoket alkalmaztuk. Az elébbiekben leirt médon
megvizsgaltuk a szakirodalmi adatok alapjan az antimikrobidlis aktivitasban feltételezhetéen

szerepet jatszo, un. y-core motivum (Fragmens-3, Fr-3) antifungalis aktivitasat is.

5.5.10. A fehérjék szerkezetvizsgalata (RP-HPLC, ECD, NMR)

5.5.10.1. A fehérjék RP-HPLC-vel torténo szerkezetvizsgalata

A fehérjék feltekeredett szerkezetének (igy a valdsziniisithetd diszulfid-hidak
kialakuldsanak igazolasara) és azok azonossaganak megéllapitasdhoz RP-HPLC méréseket
végeztiink Phenomenex Jupiter C18 oszlopon (250 x 4,6 mm, 10 um részecskeméret, 300 A
poérusméret, Phenomenex) Agilent 1100 Series folyadékkromatograf késziilékkel (Agilent
Technologies). A mozgé fazis kiindulasi 6sszetétele 5% ,,B eluens” (V/V%) volt, amelyet
35 perc alatt 40%-ra (V/V%) noveltiink 1 ml/perc aramlési sebesség mellett.

Az RP-HPLC méréseket Dr. Viaradi Gyorgyi, a Szegedi Tudomanyegyetem,

Altalanos Orvostudoményi Kar, Orvosi Vegytani Intézetének munkatarsa végezte el.

5.5.10.2. A fehérjék masodlagos szerkezetének vizsgalata ECD spektroszkopiaval

A N. fischeri NRRL 181 altal termelt protein masodlagos szerkezetét ECD
spektroszkopiaval vizsgaltuk. Az ECD mérést Jasco-815 tipusu ECD spektrofotométerrel
(Jasco) végeztiik 25-95 °C-on, 195-260 nm hullimhossz tartomanyban. A vizsgélat
alkalméaval a liofilizalt fehérjét desztillalt vizben oldottuk fel, a fehérjére nézve
hozzavetdlegesen 0,1 mg/ml koncentracioban. A mérés soran 0,1 cm tithosszu kvarc kiivettat

alkalmaztunk. Termalis letekeredés vizsgalatot is végeztiink 25-95 °C hdémérséklet
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tartomanyban, amely sordn a hdmérsékletet Peltier tipusu termoelektronikus kontroller (TE
Technology) segitségével valtoztattuk. A vizsgalatok el6tt megmértiik a tiszta desztillalt viz
spektrumat és ezt késdbb kivontuk a fehérjét tartalmazé minta spektrumabol. A fehérjeminta
ECD spektrumat elészor 25 °C-nal vettiik fel 100 nm/masodperc szkennelési sebesség
mellett. Ezt kdvetden a hdmérsékletet folyamatosan emeltiik 95 °C-ig a termoelektronikus
kontroller segitségével. Ezalatt a 25 °C-on mért spektrumon azonositott extremumokhoz
tartozé hullimhosszokon rogzitettiik a jelintenzitas hdmérséklet fliggvényében fokozatosan
bekovetkezd valtozasait. A végsd homérsékleten (95 °C) ismét felvettiik a minta ECD
spektrumat (195-260 nm tartomanyban) majd hagytuk, hogy visszahiljon 25 °C-ra. Tovabbi
spektrumfelvételeket készitettiink 25 °C-on egy perccel hiités utan, majd 72 éra mulva és
még négy héttel késobb is. Az ellipticitasi adatokat mdeg egységekben adtuk meg.

Az RP-HPLC tisztitott NFAP2 mintdk ¢és peptidfragmensek masodlagos
szerkezetének vizsgélatat a nativ termeld 4ltal termelt NFAP2 esetében leirt koriilmények
kozott végeztiik el, azonban a vizsgalatok soran csak 228 nm-en rogzitettiik a jelintenzitas
homérséklet figgvényében fokozatosan bekovetkezd valtozasait.

A cirkularis dikroizmus méréseket és az adatok kiértékelését Dr. Borics Attila, a
Magyar Tudoméanyos Akadémia, Szegedi Biologiai Kutatokdzpont, Biokémiai Intézetének

munkatarsa végezte el.

5.5.10.3. A fehérjék harmadlagos szerkezetének elozetes vizsgalata NMR

spektroszkopiaval

Az NMR mérések soran egy 5 mm-es inverz gradiens "txi" szondafejjel felszerelt
Bruker Avance II. 500 MHz spektrométert hasznaltunk a spektrumok felvételéhez
(Billerica). Az 'H 90°-0s impulzusa tipikusan 9-12 us, a '*C 90°-o0s impulzusa 15,7 us, és a
SN 90°-0s impulzusa 37 ps. A 4,5 mg, 275 ul acetat pufferben feloldott, jeldletlen szZNFAP2
minta '*C-HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence) spektrumit a gyartd
szabvanyos "hsqcetgpsi2" impulzus programjanak alkalmazasaval kaptuk meg (2024 x 700
pont id6beli eloszlasabol és a 64 vizsgalatbol). A '>C/'’N-jelolt NFAP2 esetében
“hsqcctetgpsp” impulzus programot hasznaltuk az idéallandé kisérletekhez (Vuister és Bax,
1992), amihez a 'C/'"N-jelslt, 1,1 mg NFAP2-t 275 ul acetat pufferben oldottuk fel. A
protein HSQC spektrumanak felvételéhez 2024 x 400 pontot hasznaltunk és a vizsgalatok
szama 8 volt minden egyes lépésben. Mindkét fehérje esetében az amid-deuteracios

elérehaladast 298 K-en és 4,5 pH-értéken figyeltiik.
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A magneses magrezonancia spektroszkdpia méréseket és az adatok kiértékelését
Prof. Dr. Batta Gyula, a Debreceni Egyetem, Szerves Kémiai Tanszékének munkatarsa

végezte el.

5.5.11. Statisztikai analizis

A statisztikai analizishez a Microsoft Excel 2010 programot hasznaltuk. A
hipotézisvizsgdlathoz, illetve a szignifikancia megallapitdsahoz kétmintds t-probat

alkalmaztunk, statisztikailag p < 0,05 esetén tekintettiik szignifikansnak a kiillonbségeket.
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6. EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

6.1. Az NFAP2 izolalasa és azonositasa

Korabbi, eldzetes kisérleteinkben megfigyeltik, hogy a PCMM tapoldatban
tenyésztett N. fischeri NRRL 181 fermentleve ¢élesztdellenes hatast mutat. Az antifungélis
hatasért felelds fehérje izoladldsdhoz nagyobb mennyiségli tapoldatban megismételtiik a
tenyésztést €és a sejtmentes feliiliszot kationcserés oszlopon tisztitottuk. A tisztitasa soran
gyljtott majd egyesitett, antifungalisan aktiv frakciokbol egy ~ 5,6 kDa méretii fehérje
jelenlétét mutattuk ki (8. abra). Egyéb fehérje, igy pl. NFAP, még eziist-festéssel sem volt
kimutathat6 (8. abra). Az 6t parhuzamos fehérjetermelés NFAP2-kihozatalanak étlaga
368+19 ng/l volt.

A 1 2 B 1 2
L
- 38kDa . 38 kDa
— 31kDa 31 kDo
— & 24 kDa ‘e 24 kDa
# <& 17kDa < 17kDa
N & 12kDa €— 12kDa
-
~5.6kDa =3 €= 8550 ~5.6 kDa =3 W <€— 8.5kDa
€— 3.1kDa € 3.1kDa

8. abra. A N. fischeri NRRL 181 sejtmentes fermentlevéb6l szarmazé, a kationcserés
oszlopkromatografias tisztitdis utin élesztéellenes aktivitist mutaté, egyesitett frakciok
elektroforetogramja 18% tris-glicin SDS-PAGE-en Commassie-kék festést (A) és eziist-festést (B)
kovetden. 1: a fermentlé kationcserés kromatografias tisztitasabol szarmazo, élesztéellenes aktivitast mutato,
egyesitett frakciokbol 1,5 ug tisztitott fehérjekivonat, 2: molekulasuly marker (Low-range Amersham Rainbow

Marker, GE Healthcare Life Sciences).

A fehérje azonositasat enzimatikus emésztésen alapuld Q-TOF tomegspektrometrids
analizissel végeztik el. A moéltomeg-mérés alapjan az érett, szekretalt fehérje pontos
monoizotopos molekulatomege 5555,4380 Da (9. abra), ami azonos a fehérjegélen

azonositott sav méretével.
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9. abra. A tisztitott NFAP2 ESI-MS monoizotépos tomegspektruma.

Az enzimatikusan emésztett NFAP2 MS analizisébdl szarmazo tomegadatok, Mascot
search engine szoftver segitségével, adatbazisban torténd keresése alapjan, a vizsgalt fehérje
részleges szekvencidjat hataroztuk meg, ami egy N. fischeri NRRL 181 hipotetikus fehérje
IATSPYYACNCPNNCK peptidfragmensének felelt meg (10. abra). A N. fischeri NRRL
181 genom UniProt és NCBI adatbazisokban a IATSPYYACNCPNNCK peptidfragmenssel
végzett BLAST-vizsgalat sordan egy nem-jellemzett, hipotetikus fehérjét azonositottunk
(azonositészamok: AIDBL3 (UniProt) és XP_001262150.1 (NCBI)). A hipotetikus fehérje
N-termindlis fragmensének (IATSPYYACNCPNNCKHKKGSGCKYHSGPSDKSKVISG
KCEWQGGQLNCIAT) kiszdmitott monoizotopos molekulatomege 5560.556 Da, ami
megegyezik az altalunk tisztitott fehérje mért molekulatomegével abban az esetben, ha a
ciszteinek oxidalt allapotban vannak, vagyis a diszulfid-hidak kialakultak (10. abra). Az
azonositott 5,6 kDa tomegt fehérjét V. fischeri antifungalis protein 2-nek (NFAP2) neveztiik
el, és a kddoldo cDNS-szekvencidjat az EMBL-EBI ENA nukleotidszekvencia-adatbazisban

az LT160067 azonositoszammal annotaltuk.
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10. abra. A tisztitott NFAP2 N-terminalis IATSPYYACNCPNNCK peptidfragmensének MS/MS
spektruma (A) és az NFAP2 aminosav-szekvencidja (B). A nyil a szignalszekvencia lehasadasi helyét, a
csillag pedig az érett NFAP2 els6 aminosavat jeloli. Az enzimatikusan emésztett NFAP2 MS analizisével

azonositott peptidet aldhuzzésal emeltiik ki. A vonallal dsszekapcsolt ciszteinek az eldrejelzett diszulfid-

hidakat jelolik.

Vizsgéalataink eredményeként elmondhatjuk, hogy a N. fischeri NRRL 181 az
intenziven tanulmanyozott és fonalasgombékkal szemben hatékony NFAP (Kovacs és mtsi.,
2011; Galgbezy és mtsi., 2013B; Virdgh és mtsi., 2014, 2015) mellett egy 5,6 kDa tomegii,
¢lesztéellenes fehérje (NFAP2) termelésére is képes. A N. fischeri NRRL 181 PCMM
tapkozegben torténd tenyésztését kdvetden az NFAP2, az NFAP esetében is alkalmazott
kationcserélé kromatografias modszerrel (Virdgh és mtsi., 2014) egy lépésben tisztithatd
volt a feliiluszobol. A tisztitds sordn NFAP jelenléte nem volt megfigyelhet. Ezzel
ellentétben a CM tapkdzegben tenyésztett N. fischeri NRRL 181 esetében csak az NFAP
volt jelen a feliiliszéban (Kovacs és mtsi., 2011). Mindezek azt mutatjak, hogy a N. fischeri
NRRL 181 torzs antifungalis protein szekrécios profilja nagymértékben fligg az alkalmazott
tapkozegtdl.
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6.2. In silico vizsgalatok

Az érett NFAP2 fizikai és kémiai tulajdonsagainak meghatdrozasahoz, valamint a
szignalszekvencia elOrejelzéséhez in silico vizsgalatokat végeztiink. Ezek alapjan
kimutattuk, hogy az NFAP2 egy 86 aminosav hosszisagu preproproteinként expresszalodik,
amir6l az N-termindlis végen elhelyezkedd 21 aminosav hosszisdgu extracellularis
szignalszekvencia és az azt kovetkezd 13 aminosav az érés soran lehasad (10/B dbra). Az
NFAP2 érett formédja 52 aminosav hosszisdgti (10/B abra), a szamitott atlagos
molekulatomege 5564,3 Da ¢és izoelektromos pontja 9,02. Az NFAP2 hidrofil (atlagos
hidrofobicités érték; GRAVY = -0,731) és pozitivan toltott molekula (nett6 toltés pH 7,0 =
+5,2) a 0/7/1/1 aranyban jelenlévd arginin, lizin, aszparaginsav és glutamin kovetkeztében.
Az NFAP2 aminosav-szekvencidjanak 9., 11., 15.,23., 40. és 49. poziciojaban elhelyezkedd
ciszteinek kozott kialakulod diszulfid-hidak ,,abcabc” mintazatba rendezodnek (a kialakult

cisztein parok a 9-23., 11-40. és 15-49. aminosav parok kozott jonnek Iétre) (10/B abra).

Osszefoglalva, az NFAP2 egy 5,6 kDa tomegii, pozitivan toltétt, bazikus molekula,
amit harom diszulfid-hid stabilizal. Az AFP-hez, a PAF-hoz, a PgAFP-hez, az FPAP-hez, a
MAFP1-hez és az NFAP-hoz hasonléan az NFAP2 is preproprotein formajaban
gatlasaért felelds szekvencidk (Wnendt és mtsi.,, 1994; Marx és mtsi., 1995; Rodriguez-

Martin ¢és mtsi., 2010; Kovacs és mtsi., 2011; Galgoczy és mtsi., 2013; Tu és mtsi., 2016).

6.3. Az NFAP2 és homolog proteinek filogenetikai analizise

Az érett NFAP2 aminosav-szekvencidja 11-23%-0s azonossdgot mutat a mar izolalt
¢s jellemzett PAF- ¢s BP-klasztert tartalmazo cgAFP-kel (11. abra). Jellegzetes aminosav-
szekvenciamotivumai alapjan az NFAP2 jol elkiiloniil a PAF- és BP-klasztert tartalmazo
proteinektdl, ami azt mutatja, hogy valosziniileg egy 1j, eddig nem jellemzett antifungalis
fehérjecsoporttal van dolgunk. Ennek bizonyitdsdra genomi adatbazisokban NFAP2
homologokat kerestiink, ¢s a PAF- és BP-klasztert tartalmazd, mar izolalt, illetve
feltételezett homolog fehérjék bevonasaval filogenetikai analizist hajtottunk végre.

Az NFAP2 homologok keresését a BLAST (Pevsner, 2009) segitségével az NCBI,
ExPASy ¢és JGI adatbazisokban végeztiik el. A BLAST-vizsgalatok soran, a publikalt fonalas
tomlésgomba genomok kozott 32 olyan fehérjeszekvenciat talaltunk, amelyek nagymértékii

hasonlosagot mutatnak az NFAP2-vel (2. szamu melléklet).
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11. abra. Az eddig izolalt cgAFP-k és az NFAP2 aminosav-szekvenciainak illesztése. AcAFP: Aspergillus clavatus VR1 antifungalis ptotein (azonosité: ABR1039), AcAMP:

A. clavatus ES1 antimikrobialis protein (azonosité: ABR10398), AFP: Aspergillus giganteus MDH 18894 antifungalis protein (azonositd: X60771), AFPnns3ss: A. giganteus

A3274 antifungalis protein (Binder és mtsi., 2011), AnAFP: 4. niger KCTC 2025 antifungalis protein, BP: Penicillium brevicompactum DierckX bubble protein (azonosito:

P83799), FPAP: Fusarium polyphialidicum SZMC 11042 antifungalis protein (azonositdo: CAR79015), MAFP1: Monascus pilosus BCRC 38072 antifungalis protein 1

(azonositdo: AHA86567), NAF: Penicillium nalgiovense BFE 66, 67, 474 antifungalis protein (Gaisen, 2000), NFAP: Neosartorya fischeri NRRL 181 antifungalis protein

(azonositd: CAQ42994), NFAP2: Neosartorya fischeri NRRL 181 antifungalis protein2 (azonositdo: AOAIDOCRT2), PAF: Penicillium chrysogenum Q176 antifungalis protein

(azonositdo AAA92718), Pc-Arctin: P. chrysogenum A096 antifungalis protein (azonosito: CAP96194), PgAFP: P. chrysogenum RP42C antifungalis protein (azonosito:

ACX54052). MDH: Michigan Department of Health, Michigan, USA; KCTC: Korean Collection for Type Cultures, Daejeon, Koreai Koztarsasag; SZMC: Szeged Microbiology

Collection, Szeged, Magyarorszag; BCRC: Bioresource Collection and Research Center, Tajvan, NRRL: Northern Regional Research Laboratory Agricultural Research

Service Culture Collection, Peoria, USA. cgAFP: fonala tdmlosgomba-eredetli ciszteinben gazdag antifungalis protein.
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A homolog fehérjék feltételezett érett formai 35-98%-0s azonossagot mutatnak az NFAP2
aminosav-szekvenciajaval (2. szami melléklet). Mind ez idaig egyetlen NFAP2 homolégot
sem izolaltak vagy irtak le a szakirodalomban, vagyis az NFAP2 az els6 ilyen izolalt fehérje.
Megvizsgaltuk az NFAP2, a PAF- és a BP-klasztert tartalmazo fehérjék filogenetikai
kapcsolatait is. Az analizisbe az Osszes kordbban izolalt és jellemzett cgAFP-t és azok
feltételezett homoldgjait vontuk be (3. szamu melléklet). A filogenetikai analizis
eredményeként megallapitottuk, hogy az elemzésbe bevont fehérjék harom f6 csoportra
kiilonithetdk el (12. abra). Az elsd csoport tartalmazza a PAF-klasztert hordoz6 fehérjéket
(12. abra, kék kiemeléssel), a masodik a BP-klasztert hordozd proteineket (12. abra,
narancssarga kiemeléssel) és a harmadik az NFAP2-t és feltételezett homologjait (12. dbra,
z06ld kiemeléssel). A harom klad statisztikai tdmogatottsdga mérsékelt, ami nem meglepd,
tekintettel a fehérjék roviden illeszthetd szekvencidira. Azonban ez a csoportositas
Osszhangban van tobb, kordbbi filogenetikai elemzés eredményével (Seibold és mtsi., 2011;
Galgoczy és mtsi., 2013a; Garrigues és mtsi.,, 2016). Analizisiink eredményeként
megallapithatjuk, hogy az NFAP2 és feltételezett homologjai (az Acremonium, Alternaria,
Aspergillus, Byssothecium, Claviceps, Coniochaeta, Daldinia, Eutypa, Fusarium,
Hypoxylon, Karstenula, Massarina, Melanomma, Myriangium, Neosartorya, Niesslia,
Penicillium, Paraconiothyrium, Pseudogymnoascus, Pyrenophora, Sordaria és Thozetella
nemzetséghez tartoz6 fajokban talalhatd proteinek) a PAF- és BP-klaszter proteinektdl
filogenetikailag jol elkiiloniilnek és a cgAFP-k egy 11, eddig le nem irt csoportjat alkotjak.

Erdemes megjegyezni, hogy a N. fischeri NRRL 181 genomjaban egy feltételezett
BP-klasztert tartalmazo fehérjét kodold gén is azonosithatd, amit N. fischeri "bubble
protein"-nek neveztlink el (NFBP, azonosité szam: A1DKX1). A SignalP1 4.1 szerver
(Petersen ¢s mtsi.,, 2011) segitségével elvégzett in silico vizsgalat eredményeként
megallapitottuk, hogy az NFBP is egy szekretalt protein. Mindezek alapjan feltételezhetjiik,
hogy a N. fischeri NRRL 181 kiilonbozé evolicids eredetli és valdszintileg eltérd
antifungalis spektrummal rendelkez0 extracellularis antifungélis fehérjék termelésére képes,
amik fontos szerepet jatszhatnak mas gombdkkal szemben, az azonos él6helyért folytatott

kiizdelemben (Kovacs, 2014).

63



NFAP2-klaszter

Melanomma pulvis-pyrius jgi327945 i j
L Myriangium duriaei gi293795 1

Y
BP-klaszter

8 Aspergillus tubingensis jgi202739 \
Aspergillus luchuensis jgi214633
Aspergillus kawachii G7XGG7

ga[ |~ Penicillum chrysogenum jgi5484
Penicillium chrysogenum DOEXD3
Mon:

Neosartorya
Penicillium oxalicum S7ZGG3
10i376451 B :
i

PAF-klaszter

68 Aspergillus clavatus D3Y2M3
990l Aspergillus clavatus A1CSS4
9 Aspergillus clavatus AGN2V2
Aspergillus giganteus P17737
73 Monascus ruber jgi472164

Aspergil jgi329071
Aspergilus steynii jgi368051
XP_ 1 defensin-iike_protein_2 Raphanus_sativus

0.3

srer

12. abra. Az izolalt és feltételezett cgAFP-k aminosav-szekvencidjan alapulé filogenetikai fa. Kék

kiemelés: a PAF-klaszter proteinek, narancssarga kiemelés: a BP-klaszter proteinek és a zold kiemelés: az
NFAP2 és feltételezett homoldgjai. A fajnév utan a fehérje azonositészamat (3. szami melléklet) vagy a
termeld izolatum torzsgylijteményi azonositojat tiintettiik fel (abban az esetben, ha a fehérje szekvencidja

adatbazisokban nem elérhetd). cgAFP: fonalas tomlésgomba-eredetii ciszteinben gazdag antifungalis protein.
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6.4. Az NFAP2 antifungalis hatasmechanizmusanak tanulmanyozasa

6.4.1. Antifungalis érzékenységi tesztek

Az NFAP2 antifungélis hatékonysagat LCM tapkozegben, in vitro mikrodilucios
tesztben vizsgaltuk. A vizsgalatba kilenc élesztd- és harom fonalasgomba izolatumot
vontunk be (4. tablazat). Az NFAP2 az alkalmazott koncentraciétartomanyban (50-0,048
pg/ml) hatékonyan gatolta az élesztégombak ndvekedését dozisfiiggd mddon, azonban a
fonalasgombak vele szemben rezisztensnek bizonyultak (7. tablazat). 24 6ra inkubaciot
kovetéen az NFAP2 élesztokkel szemben megfigyelt MIC értékei a 0,195-1,56 pg/ml
tartomanyba estek. A kisérlet soran a S. cerevisiae mutatkozott a legérzékenyebbnek, a

legnagyobb MIC értéket pedig a C. krusei esetében hataroztuk meg.

7. tablazat. Az NFAP2 minimalis gatlo koncentracioja LCM tapoldatban 24 dran
(Candida spp.) és 48 oran (Aspregillus spp., Rhizomucor miehei) at tarto, 25 °C
(Aspergillus spp.), 30 °C (Candida spp.) és 37 °C-on (R. miehei) torténé inkubaciot

kovetoen.
Izolatum MIC (pg/ml)
Elesztégombak
Candida albicans ATCC 10231 0,78
Candida glabrata CBS 138 0,39
Candida guilliermondii CBS 566 0,39
Candida krusei CBS 573 1,56
Candida lusitaniae CBS 6936 0,78
Candida parapsilosis CBS 604 0,39
Candida tropicalis CBS 94 0,39
Saccharomyces cerevisiae SZMC 0644 0,195
Schizosaccharomyces pombe SZMC 0142 0,39
Fonalasgombak
Aspergillus nidulans FGSC A4 >50
Aspergillus niger SZMC 601 >50
Rhizomucor miehei CBS 360.92 >50

MIC: minimalis gatlo koncentracio

Korabbi tanulmanyokban mar kimutattdk, hogy a PAF- és BP-klasztert hordozd
fehérjék eltéré antifungalis spektrummal rendelkeznek (Marx, 2004; Galgoczy és mitsi.,
2010; Seibold ¢és mtsi, 2011; Chen ¢és mtsi, 2013). A PAF-klaszter tagjai a
fonalasgombakkal szemben mar kis koncentracioban hatékony antifungalis aktivitast

mutatnak, azonban élesztékkel szemben egyaltalin nem (Marx, 2004; Galgoczy €s mtsi.,
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2010) vagy csak nagy koncentracidban alkalmazva (Lee és mtsi., 1999; Seibold mtsi., 2011;
Galgoczy és mtsi., 2013a) aktivak. A BP-klaszter tagjai mérsékelt antifungalis hatdssal
birnak fonalas- és élesztégombdakkal szemben egyarant (Seibold €s mtsi., 2011; Chen és

mtsi., 2013).

6.4.2. Az NFAP2 hatasmechanizmusanak mikroszkopos vizsgalata

Az NFAP2 antifungalis hatdsat mid-log tazisa S. cerevisiae SZMC 0644 sejtekkel
szemben mikroszkopos technikékkal vizsgaltuk, 24 ora inkubaci6é utdn, a fehérje letalis
(0,195 pg/ml) és szubletélis (0,098 pg/ml) koncentracidban térténd alkalmazasaval. Az
¢lesztdsejtekben az antifungalis protein jelenlétében végbemend fizioldgiai valtozésokat
FUNI ¢és PI festéssel (Thermo Fisher Scientific) és Annexin V-FITC Apoptosis Detection
Kit-tel (Sigma-Aldrich) kovettiik nyomon.

Az NFAP2 a §. cerevisiae SZMC 0644 metabolikus aktivitasara kifejtett hatasat
FUN-1 fluoreszcens festékkel vizsgaltuk a fehérje szubletalis koncentracioban torténd
alkalmazasa sordn. Ez a festék passziv diffuzidoval képes bejutni a citoplazmaba ¢és ott a
metabolikusan aktiv vakuolumokat pirosra, mig a metabolikusan inaktivakat zoldre festeni.
A S. cerevisiae SZMC 0644 metabolikus aktivitdsdban, a piros ¢és zold vakudlumok aranya
alapjan, a kezelt és kezeletlen mintak kozott nem volt megfigyelhetd valtozas még 16 6ras
NFAP2 kezelést kovetden sem (nem kozolt adatok).

A S. cerevisiae SZMC 0644 torzs esetében a szubletalis koncentracidban alkalmazott
NFAP2 hatasara bekovetkezd apoptotikus és nekrotikus eseményeket Annexin V-FITC
Apoptosis Detection Kit-tel vizsgaltuk. Ez a kit két festéket tartalmaz: a fluoreszcein-
izotiocianat (FITC) kromoforral konjugaltatott Annexin V-6t és a PI-t. Az Annexin V-FITC
az apoptozis korai szakaszdban a sejtmembran intracellularis oldalar6l az extracelluldris
felszinére transzlokalodott foszfatidil-szerinhez kotddik és a sejtet zoldre festi. A PI nem jut
at az intakt sejtmembranon, azonban a membran integritdsanak megsziinése utan bejut a
sejtbe és a DNS-hez kotddve azokat pirosra festi. Vizsgalatunk sordn a szubletalis
koncentracioja NFAP2-vel kezelt és kezeletlen mintdkban nem volt szignifikans kiilonbség
a zOlden festddott sejtek aranya (az dsszes sejtszam kb. 1%-a) kdzott még 16 6ra inkubacio
utan sem. Ehhez hasonldan a rovid ideji (10, 30 és 60 perces) NFAP2 kezelést kovetden a
PI-dal festddott sejtek aranya (az Osszes sejtszam kb. 1%-a) is megegyezett a kezelt €s a
kezeletlen mintakban. Tizenhat 6ra inkubacidét kdvetden azonban, a kontrollhoz képest

haromszor tobb piros festddést mutatd sejt volt megfigyelhetd a fehérje-kezelt mintdban, ami
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statisztikailag szignifikans kiilonbséget jelent (p = 0,00004). Ezek a megfigyelések arra
engedtek kovetkeztetni, hogy az NFAP2 nem valtoztatja meg az €l6 sejtek metabolikus
aktivitasat és apoptozist sem indukal, viszont plazmamembran roncsold hatésa lehet.

Az NFAP2 plazmamembran roncsold hatasat PI festés alkalmazasaval vizsgaltuk a
fehérje szubletalis és letalis koncentracidban torténd haszndlata soran. Hat oran at tartd
inkubéciot kovetden, az eddig tapasztalt megfigyelésekhez hasonldan, a pirosan festodott
sejtek szdma megegyezett a kezeletlen és a szubletalis koncentracioji NFAP2-vel kezelt
mintadkban. Ugyanakkor, 16 ora inkubéciot kovetden a kezeletlen kontrollban a teljes
sejtszam 6%-a, mig az NFAP2-kezelt mintaban a sejtek 18%-a volt PI-pozitiv (13/A és C
abrak). A letalis koncentracioji NFAP2 esetében mar 10 perces inkubaciot kdvetden
szignifikans kiilonbség volt megfigyelhetd a kontroll és a kezelt mintdkban jelenlévé piros
fluoreszcenciat mutat6 élesztdsejtek szama kozott (13/B és C abrak). Tizenhat ora elteltével
pedig a kezelt mintaban mar nem volt megfigyelhetd ¢életképes sejt (13/C abra).
Eredményeink azt jelzik, hogy az NFAP2 antifungalis hatdsmechanizmusénak hatterében

plazmamembran roncsold hatas allhat, ami dozis és id6fiiggo.

Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy a cgAFP-khez hasonloan az NFAP2 is dozisfliggd
modon fejtette ki antifungalis hatasat az érzékeny gombaizolatumokkal szemben (Kaiserer
¢s mtsi, 2003; Marx, 2004). Szubletalis koncentracioban alkalmazva az NFAP2
novekedésgatlo hatasu volt, azonban magasabb koncentracidban ez a hatas mar fungicid
jellegtivé valt.

A szakirodalomban leirt cgAFP-k fajspecifikus hatdst mutatnak és antifungalis
spektrumuk nagyon eltérd lehet (Marx, 2004). Ezek a fehérjék elsésorban mezdgazdasagi és
egészségligyi szempontbol jelentds patogén fonalasgombédkkal szemben mutatnak
novekedésgatld hatast (Lacadena €s mtsi., 1995; Lee és mtsi., 1999; Geisen, 2000; Theis és
mtsi., 2003; Kaiserer és mtsi., 2003; Marx, 2004; Moreno és mtsi., 2003, 2006; Meyer, 2008;
Barna ¢és mtsi., 2008; Galgoczy és mtsi., 2005, 2007, 2008; Kovacs és mtsi., 2011; Viragh
¢és mtsi., 2014). Az AnAFP, az FPAP ¢és a BP viszonylag magas koncentracidtartomanyban
fejtettek ki antifungalis hatast Candida fajokkal és S. cerevisiae-vel szemben (Lee ¢és mtsi.,
1999; Seibold és mtsi., 2011; Galgdezy €s mtsi, 2013). Kisérleteink soran mar az alacsony
koncentracioban alkalmazott NFAP2 is teljes ndovekedésgatlast eredményezett a vizsgalt,
stlyos bor-, nyalkahartya- vagy szisztémas fert6zés kialakuldsaért felelds C. albicans és

mas, NAC klinikai izolatumok esetében, ugyanakkor az NFAP-val ellentétben, a
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fonalasgombak rezisztensnek bizonyultak a fehérjével szemben (Kovacs és mtsi., 2011) (7.
tablazat).
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13. abra. A 8. cerevisiae SZMC 0644 PI-vel torténoé festése 16 oran at tartd, 30 °C-on torténd, szubletalis
koncentracioban (0,098 pg/ml) (A) és 10 perces, 30 °C-on torténd, letalis koncentraciéban (0,195 pg/ml)
alkalmazott NFAP2-kezelés utan (B). A piros festdédés membrankarosodast jelez. K: kezeletlen kontroll,
NFAP2: NFAP2-kezelt sejtek. Méretskala: 20 um. A PI-pozitiv S. cerevisiae sejtek aranya szubletailis és
letalis koncentracioban alkalmazott NFAP2-kezelt és kezeletlen mintakban eltéro idotartami, 30 °C-on
torténé inkubaciot kovetéen (C). A szignifikancia-értékeket (p-érték) a kezeletlen kontrollokhoz viszonyitva

hataroztuk meg. ***p<0,0001, **p<0,005, *p<0,05, ns: nincs szignifikans kiillonbség.
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A mikroszképos vizsgélatainkat a fonalasgombakkal szemben hatékony NFAP
kapcsan a szakirodalomban leirt hatdsmechanizmussal 0sszevetve elmondhatjuk, hogy a
rovid idétartami NFAP-kezelés csokkent metabolikus aktivitast és apoptozis indukciot valt
ki az arra érzékeny A. nidulans-ban, a plazmamembrant viszont nem karositja (Viragh és
mtsi., 2015). Ezzel szemben az élesztdgomba-ellenes NFAP2 rovid idtartamon beliil nem
indukal apoptdzist és nem okoz valtozast a metabolikus aktivitdsban, viszont roncsolja a
plazmamembrant, ami a hatdsmechanizmusanak {6 eleme lehet. Ez utdbbi igazolasara és a
pontos hatdsmechanizmus feltdrasara azonban tovabbi kisérletek sziikségesek. A
szakirodalomban szdmos ndvényi és human kationos antimikrobialis peptid esetében mar
leirtak C. albicans és nem-albicans sejteken kifejtett plazmamembran roncsold aktivitast
(Nawrot és mtsi., 2013; Swidergall és Ernst, 2014). Tovabba megfigyelték, hogy az
antimikrobidlis proteinek plazmamembran roncsold képessége szorosan Osszefligg a
fehérjében jelenlévd arginin és lizin aminosavak szdmaval, amik a molekuldt pozitivan
toltotte teszik (Lee és Lee 2015; Tam és mtsi., 2015). Ezek alapjan feltételezhetjiik, hogy az
NFAP2 plazmamembran roncsol6 hatasaért is a hét lizin aminosav jelenléte miatt kialakulo

nagymértékii pozitiv toltés (nettd toltés pH 7,0 = +5,2) tehetd feleldssé.

6.5. Az NFAP2 hostabilitasanak és szerkezetének vizsgalata

A diszulfid-hidakat tartalmaz6, feltételezett kompakt szerkezete kovetkeztében az
NFAP2 is nagymértékii stabilitast mutathat tdg hdmérsékleti tartomanyon beliil az NFAP-
hoz és egyéb cgAFP-khez hasonldan (Kovécs és mtsi., 2011). Az LCM-ben higitott NFAP2
oldat (0,78-0,05 pg/ml koncentracidtartomanyban, felezd higitasi sorban) hdmérsékletét 25
°C-r6l folyamatosan 95 °C-ra emeltiik, majd 95 °C-on 5 percen at inkubéltuk. Az NFAP2
hdstabilitdsat ezutdn S. cerevisiae-vel szemben mikrodilicidés tesztben vizsgaltuk. A
hdkezelés utan az NFAP2 megorizte a S. cerevisiae-vel szemben mutatott antifungalis
aktivitasat, habar a MIC érték egy felezd higitasi 1éptékkel 0,195 pg/ml-rél 0,39 pg/ml-re
novekedett.

Az NFAP2 diszulfid-hidakkal stabilizalt, kompakt szerkezetét RP-HPLC analizissel,
mig masodlagos szerkezeti elemeit és a diszulfid-hidak altal biztositott hdstabil
tulajdonsagot ECD spektroszkopiaval és az ezzel nyomon kovethetd termalis letekeredési
vizsgalatokkal bizonyitottuk. Az MS-adatok alapjan, a ciszteinek oxidalt 4llapotban vannak
jelen a molekuldban, ami a diszulfid-hidak kialakulasat és igy egy kompakt harmadlagos

szerkezet 1étrejottét feltételezi. Az RP-HPLC képes a peptidek és fehérjék retencios
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viselkedése és konformacidja kozotti korrelacié vizsgalatara. Az emlitett képesség, valamint
a PAF feltekeredésére vonatkozd korabbi tapasztalatok alapjan (Varadi és mtsi., 2013), az
NFAP2 diszulfid-kotésekkel stabilizalt kompakt harmadlagos szerkezete bizonyithatova
valt. A 14. abra a feltekeredett NFAP2 és a PAF RP-HPLC elucios profiljat mutatja,

ugyanazon koriilmények kozott.
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14. abra. Az NFAP2 RP-HPLC kromatogramja és annak dsszehasonlitisa a feltekeredett és nem
feltekeredett PAF-éval.

Az NFAP2 és a PAF szerkezeti hasonlosagokat mutatnak a kationos jellegiik és
aminosav-szekvencidjuk hosszaval kapcsolatban, tovabba mindkét fehérjét harom diszulfid-
hid stabilizalja. A PAF esetében mar bebizonyitottak, hogy a ciszteinek kozott kialakult
kotések ,,abcabc” mintazatot mutatnak és a természetes allapota feltekeredett PAF-nak az
RP-HPLC-s vizsgalat sordn sokkal rovidebb a retencids ideje, mint barmely mas, nem
természetes diszulfid-hid mintazattal rendelkez6 valtozataé (Batta és mtsi., 2009; Varadi és
mtsi., 2013). Figyelembe véve, hogy a természetes modon feltekeredett PAF-hoz hasonloan
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az NFAP2 is hamar lemosodik a forditott fazisu oszloprdl, a kompakt PAF-éval megegyez6
diszulfid-hid mintazat (,,abcabc”) valdsziniisithetd, mint ahogy azt az in silico vizsgélatok

soran is eldre jeleztiik (10/B abra).

Az NFAP2 25 °C-on mért ECD spektruma 200 nm-en és 228 nm-en két
maximummal, 212 nm-en pedig egy alacsony intenzitdsu minimummal rendelkezik (15/A
abra, fekete gorbe). Ezek a tulajdonsagok megegyeznek a PAF és mas, diszulfid-hidakkal
stabilizalt, B-szerkezetli fehérjék ECD spektrumaval (Lees és mtsi., 2006; Fizil és mtsi.,
2015). A 200 nm-en mérhetd maximum a B-reddzott szerkezet és a diszulfid-hidak
jelenlétére utal, a 228 nm-es maximum leginkdbb a ciszteinek kozotti kotéseknek
tulajdonithato, mig a 212 nm-en megfigyelt minimum ismét a B-konformaciot jeloli. Magas
homérsékleten a 228 nm-nél rogzitett intenziv pozitiv csucs eltlinése vagy a konformacio
megvaltozasat (Hider és mtsi., 1988) vagy a diszulfid-hidak UV-fény okozta felszakadasat
jelzi. Korabbi tanulméanyok bizonyitottak, hogy az aromas aminosavak UV altal torténd
gerjesztése elektron vagy hidrogénatom vesztéssel jarhat, ami a diszulfid-kotéseket
redukalhatja (Neves-Petersen ¢és mitsi, 2002). Az NFAP2 hdstabilitdsit a termalis
letekeredési gorbék mutatjak (15/B dbra), amik alapjan a protein feltekeredett szerkezete 70
°C-ig valtozatlan marad, azonban az ezutdn kovetkezd termalis denaturacio irreverzibilis.
Az NFAP2 oldat 25 °C-ra torténd visszahiitése utdn a protein mérsékelt szerkezeti
visszarendezddése torténik, azonban ez a visszarendez0dés még négy héttel a hkezelés utan

sem teljes.

A vizsgalatok soran nyert eredmények alapjan elmondhatjuk, hogy az NFAP2 az
NFAP-hoz hasonléan (Kovéacs és mtsi, 2011) hdstabil tulajdonsidggal rendelkezik a
feltekeredett és diszulfid-kotésekkel stabilizalt harmadlagos szerkezetének koszonhetden.
Ez a szerkezet a cgAFP-k csoportjara altalanosan jellemzd, és az AFP (Campos-Olivas és
mtsi., 1995; Lacadena és mtsi., 1995), a PAF (Batta és mtsi., 2009), illetve a BP (Olsen és

mtsi., 2004) esetében mar kisérletesen is bizonyitott.

6.6. Az NFAP2 heterolog expresszidja

Eddigi eredményeink alapjan a N. fischeri NRRL 181 altal termelt NFAP2 igéretes
jelolt lehet 1y, fehérjén alapuld antifungalis stratégiak kifejlesztésére a gydgyaszatban, mivel
hatékonyan gatolja a gombafertézések nagy hanyadaért felelds Candida fajok vizsgalt
izolatumainak novekedését. Az NFAP2 szerkezetének pontos meghatarozasa,

hatdsmechanizmuséanak és toxicitdsdnak megismerése, tovabba az antifungalis aktivitas és
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szerkezet kozotti kapcsolat feltarasa elengedhetetlen a klinikumban torténd felhasznalashoz.
Mivela N. fischeri NRRL 181 csak kis mennyiségben valasztja kiaz NFAP2-t a fermentlébe,
igy a tovabbi gyakorlati célu vizsgalatdhoz sziikségessé valt a fehérje nagy mennyiségben
torténd eldallitdsa egy biztonsdgosan alkalmazhatd és nagy fehérjekihozatalt biztosito

heterolog expresszios rendszer segitségével.
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15. abra. Az NFAP2 25 °C-on (fekete), 95 °C-on (piros) és a hokezelést kovetoen, 25 °C-on, kozvetleniil
(kék), 72 ora (zold) és 4 hét (citromsarga) utan rogzitett ECD spektruma (A). Az NFAP2 200 nm-en
(fekete, R?=0,9899, Tn=76,60 °C), 212 nm-en (piros, R*=0,9770, Tm=72,49 °C) és 228 nm-en (kék,
R?=0,9910, Tn=74,00 °C) mért termalis letekeredési gorbéi (B).
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6.6.1. Az NFAP2 heterolog termelésére alkalmas expresszios vektor létrehozasa és

bejuttatasa a P. chrysogenum Apaf torzsbe

A paf proszekvenciaval és a paf 3’-UTR-rel részben atfedd nfap2 cDNS-ét a pUCS7
plazmid EcoRV restrikcios helyére bedgyazott szintetikus konstrukciobol amplifikaltuk. Az
igy felszaporitott 273 bp amplikont a pGEM-T vektorba klénoztuk. A paf részleges 5°- és
3’-UTR hatarolt, a paf preproszekvenciahoz fuzionalt nfap2 cDNS pGEM-Tnfap?2 vektorbdl
torténd felszaporitasat kovetden a pSK275paf plazmidba klonoztuk. Az igy elkésziilt
pSK275nfap?2 expresszios vektor az 1280 bp paf 5’- és 373 bp 3’-UTR hatarolt, a paf gén
preproszekvenciajaval fuzionalt nfap2 cDNS-t tartalmazta (1. szamu melléklet). Az nfap2-
t hordoz6 vektor P. chrysogenum Apaf sejtekbe torténd bejuttatdsdt kdvetden a nagy
mennyiségli INFAP2 termelésére legalkalmasabb transzformans kivalasztasahoz 10 klont
PCMM téapoldatban novesztettiink. A vektoron talalhatd paf gén szignalszekvencia lehetdvé
teszi a fehérje extracellularis szekréciojat és ezaltal a fermentlébdl torténd kimutatasat. A
legalkalmasabb termeld kivalasztasahoz a 10 klon feliillusz6jabol 48, 72 és 96 ora utan vett
mintdk fehérjetartalmat, centrifugalast kdvetden, 18%-os poliakrilamid, bis-poliakrilamid
fehérjegélen vizsgaltuk (16. abra). A fehérjegélen lathato eredmények alapjan az 5. szdmu

klont valasztottuk ki az INFAP2 nagymennyiségli termeléséhez.

6.6.2. Az rNFAP2 termelése, tisztitasa és azonositasa

Az emelt hozamii INFAP2 termelésére képes P. chrysogenum Apafinfap2 torzs
PCMM tapoldatban torténd tenyésztését (25 °C-on, 4 napon at, 210 rpm razatas mellett)
kovetden a feliiluszobol kationcserés oszlopon tisztitottuk a fehérjét. A fehérjét tartalmazo
egyesitett frakciokkal elvégzett fehérje-gélelektroforézis soran csak egy sav jelent meg az
NFAP2 molekulatomegével megegyezd méretben (17. abra).

Az elektrospray ionizaciés tomegspektrométerrel (ESI-MS) végzett analizis
megerdsitette, hogy a tisztitott fehérje monoizotdpos molekulatomege 5555,4346 Da, ami
megfelel az NFAP2 kordbban mért monoizotdpos molaris tomegének (5555,4380 Da) (18.
és 9. abrak). Ez az eredmény bizonyitja azt, hogy a P. chrysogenum Apaf/nfap2 torzs képes
megfelelden érett, 3 intramolekularis diszulfid-hiddal stabilizalt NFAP2 termelésére. Az
altalunk alkalmazott kromatografids modszerrel 1000 ml fermentlébdl 15+1,2 mg rINFAP2-

t sikeriilt tisztitanunk. Az atlagérték 2 parhuzamos fehérjetermelésbdl szarmazik.
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16. abra. Eltéré P. chrysogenum Apaf/nfap2 klénok extracellularis fehérjeexpresszios mintazata 48, 72 és
96 o6ran at 25 °C-on, 210 rpm razatis mellett torténdé tenyésztés utin PCMM tapkézegben (18% tris-
glicin SDS-PAGE, Commassie-kék festés). 1-10: P. chrysogenum Apaf/nfap2 1-10 transzformans klonok,
11: P. chrysogenum Apaf, 12: nativ NFAP2 (15 ng). Piros keret jeloli a termelésre kivalasztott klon szamat, a
fekete nyil pedig az INFAP2 jelenlétét.

A szakirodalom mar kordbban beszamolt az altalunk alkalmazott P. chrysogenum-
alapu expresszios rendszerrel torténd rekombinans NFAP termelésérdl. A N. fischeri NRRL
181 nativ termel6hoz képest azonban csak hdromszor nagyobb mennyiségii NFAP hozam
volt elérheté (Sonderegger és mtsi, 2016). A munkank soran létrehozott, rNFAP2
termelésére képes P. chrysogenum expresszios torzs 40-szer tobb proteint termel, mint a N.
fischeri NRRL 181. Az NFAP2 antifungalis hatdsvizsgdlata soran megallapitott MIC

értékekhez viszonyitva ez a mennyiség rendkiviil magas (7. tablazat).
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17. abra. A nativ, rekombinans és szintetikus NFAP2 elektroforetogramja 4-12% Bis-Tris SDS-PAGE-
en Commassie-kék festés (A) és eziist-festés (B) utan. 1: NFAP2 (2 pg), 2: molekulasuly marker (SeeBlue ™
Plus2 Pre-stained Protein Standard, Thermo Fisher Scientific), 3: INFAP2 (10 ng), 4: szNFAP2 (10 pg), 5:
NFAP2 (2 pg), 6: INFAP2 (10 pg), 7: szNFAP2 (10 pg), 8: molekulastily marker (SeeBlue™ Plus2 Pre-stained
Protein Standard, Thermo Fisher Scientific). NFAP2, INFAP2, szZNFAP2: nativ, rekombinans és szintetikus
Neosartorya fischeri antifungalis protein 2.
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18. abra. A rekombinans (A) és szintetikus (B) NFAP2 monoizotopos tomegspektruma. rNFAP2 ¢és

szNFAP2: rekombinans és szintetikus Neosartorya fischeri antifungalis protein 2.
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6.7. Az NFAP2 kémiai szintézise

A vizsgélatokhoz sziikséges nagy mennyiségli NFAP2 eldallitasara szilard fazisa
peptidszintézissel 1étrehozott NFAP2 fragmensek nativ kémiai ligacioval torténd
Osszekapcsolasa is alkalmas modszer lehet. Az NFAP2 kémiai szintéziséhez az NFAP2 C-
termindlis felét (Fr-1 fragmens) a C-termindlison karboxil-csoportot hordozva, az N-
termindlis felét pedig tioészter formaban szintetizaltuk (Fr-2t fragmens), hogy lehetéve
tegyiik az utdbbi nativ kémiai ligaciojat az Fr-1 fragmenssel (Varadi és mtsi., 2013). A
tisztitott ligdcids termék cisztein-tiol-csoportjainak diszulfid-hidakka torténd oxidaciodjat
GSH-t és GSSG-t 1:1 aranyban tartalmazd glutation-redox pufferben végeztik el. Az
alkalmazott oxidativ koriilmények kozott kialakulhat a feltételezett nativ NFAP2-re jellemz6
,abcabc” duszilfid-hid mintazat, amit a 6.10.1. fejezetben targyalasra keriild6 RP-HPLC
eredmények is megerdsitettek. Az alkalmazott szintézis modszer 1épéseit a 19. dbra foglalja

0ssze.

NFAP2 - Fragmens 2t + NFAP2 - Fragmens 1

IATSPYYACNCPNNCKHKKGSGC KYHSGPSDKSKVISGKCEWQGGQLNCIAT

l Nativ kémiai ligdcio

l Oxidacio

Szintetikus NFAP2
IATSPYYA(IZN(IZPNN(IZKH KKGSG(}KYHSGPSDKSKVISGK(IZEWQGGQLNCIAT

19. abra. Az szNFAP2 eléallitasanak folyamata. A kialakult diszulfid-hidakat barna vonalakkal jeldltiik.
szNFAP2: szintetikus Neosartorya fischeri antifungalis protein 2.

Az szNFAP2 létrejottét ESI-MS analizissel ellendriztiik, ami kimutatta, hogy a
ligdcié soran nyert termék monoizotopos molekulatomege 5555,4731 Da (18. abra), ami
megfelel a hiarom diszulfid-hidat tartalmaz6 nativ.z. NFAP2 monoizotdpos
molekulatomegének (9. abra). Ez az eredmény egyértelmiien bizonyitja, hogy a szintetikus
protein harom intramolekularis diszulfid-hiddal rendelkezik. Az szZNFAP2 tisztasagat és
migracios profiljat fehérje-gélelektroforézissel ellendriztiik, ami az NFAP2 méretével
megegyez0 proteint mutatott ki (17. abra). A nativ kémiai ligalds soran a redukalt szZNFAP2

mennyisége 40-42%, az oxidalté pedig 23-25% volt. A szNFAP2 6sszhozama négy HPLC
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tisztitasi lépést kovetden 2-3% -ra csokkent, igy 280 mg Fr-1 és Fr-2t-bol atlagosan 5-6 mg
tiszta szZNFAP2-t lehetett eldallitani.

A cgAFP-k kémiai szintézisérél mar kordbban beszamoltak a szakirodalomban.
Véradi ¢és mtsi. (2013) az szNFAP2 eléallitdsa soran alkalmazott moddszerrel mar
antifungalisan aktiv PAF-ot is 1étrehoztak. A két protein szintézise sordn elért eredmények
ramutatnak arra, hogy ez a modszer mas ¢éldlényekbdl szarmazo, cisztein-gazdag

antimikrobialis fehérjék eldallitasara is alkalmas lehet.

6.8. A rekombinans és szintetikus NFAP2 antifungalis hatasanak vizsgalata

6.8.1. A rekombinans és szintetikus NFAP2 MIC értékének meghatarozasa LCM
tapoldatban

A rekombinans ¢és szintetikus NFAP2 antifungélis hatékonysagéanak vizsgélatara in
vitro mikrodilucids tesztet alkalmaztunk. Az rNFAP2 MIC értékeinek LCM tapoldatban
torténd meghatarozasahoz az NFAP2 vizsgalata soran alkalmazott kilenc, mig az szZNFAP2

esetében négy ¢lesztégomba izolatumot vontuk be (8. tablazat).

8. tablazat. A nativ, rekombinans és szintetikus NFAP2 minimalis gatlo koncentracioja

LCM tapoldatban 48 ora, 30 °C-on torténd inkubaciot kovetéen.

MIC (pg/ml)

Protein, peptid / Izolatum NFAP2 rNFAP2 szZNFAP2
Candida albicans ATCC 10231 6,25 6,25 6,25
Candida glabrata CBS 138 1,56 1,56 n.a.
Candida guilliermondii CBS 566 1,56 1,56 n.a.
Candida krusei CBS 573 12,5 12,5 12,5
Candida lusitaniae CBS 6936 3,125 3,125 n.a.
Candida parapsilosis CBS 604 1,56 1,56 1,56
Candida tropicalis CBS 94 1,56 1,56 n.a.
Saccharomyces cerevisiae SZMC 0644 3,125 3,125 3,125
Schizosaccharomyces pombe SZMC 0142 1,56 1,56 n.a.

MIC: minimalis gatldé koncentracio, NFAP2, rNFAP2, szNFAP2: nativ, rekombinans és szintetikus

Neosartorya fischeri antifungalis protein 2.

Mind a két protein teljes novekedésgatlast eredményezett az élesztdgombak esetében a
vizsgalt koncentracidtartomanyon beliil. Nem volt kiilonbség a rekombinéns, szintetikus és
nativ fehérje ugyanazon gomba izolatummal szemben mutatott MIC értéke kozott. A vizsgalt

fajtol fliggden a MIC értékek 1,56 és 12,5 pg/ml kozott valtoztak 48 ora inkubaciot kovetden
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(8. tablazat). Az rNFAP2 az NFAP2-h6z hasonldéan dozisfliggd modon fejtette ki
antifungalis hatdsat (20. abra). Az szZNFAP2-t alacsony hozama miatt csak négy fajjal
szemben teszteltiik, azonban az eredmények alapjan a tobbi, nem vizsgalt faj esetében is
ugyanazokat a MIC értékeket feltételezziik, mint a nativ és rekombindns NFAP2 esetében.
Az érzékenységi tesztek, a heterolog expresszids rendszer termelési eredményeivel egylitt a
P. chrysogenum-mal magas hozamban, gazdasagosan eldallithatdé rNFAP2 potencidlis

klinikai alkalmazhat6sagat vetik fel.
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20. abra. A rekombinans (A) és szintetikus (B) NFAP2 névekedésgiatlé hatékonysaga LCM tapoldatban
48 oran at tarto, 30 °C-on torténé inkubaciot kovetoen. rINFAP2, szZNFAP2: rekombinans és szintetikus
Neosartorya fischeri antifungalis protein 2. A kezeletlen kontrollhoz (0 png/ml) tartozoé fényelnyelés mértékét

vettiik 100%-os novekedésnek.
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6.8.2. Az rNFAP2 MIC értékének meghatarozasa RPMI 1640 tapoldatban

Az rNFAP2 MIC értékeit sztenderd, klinikai mikrobioldgiai koriilmények kozott is
meghataroztuk. A protein in vitro antifungélis aktivitdsat human patogén Candida fajokkal
szemben RPMI 1640 tapoldatban vizsgaltuk, a CLSI-M27A3 moddszer eldirasainak
megfeleléen (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2008). Az érzékenységi tesztek
eredményeként megfigyelt MIC értékek a 9. tablazatban talalhatok. A C. albicans ATCC
10231, a C. krusei CBS 573, a C. lusitaniae CBS 6936 és a C. tropicalis CBS 94 esetében
100 pg/ml-nél magasabb MIC értékeket mértiink, azonban ez a dozis, a C. krusei CBS 573
kivételével, mintegy 50-70%-kal csokkentette a gombak novekedését (21. abra). A C.
glabrata CBS 138, a C. guilliermondii CBS 566 ¢s a C. parapsilosis CBS 604 torzsekkel
szemben az rNFAP2 MIC értéke 12,5; 3,125 és 100 pg/ml-nek adodott (9. tablazat, 21.
abra). Mindezek alapjan az NFAP2 szisztémas, monoterapias antifungalis szerként vald
klinikai alkalmazhatosaga korlatozott lehet, ezért megvizsgaltuk a protein

szerkombinacidban torténd alkalmazasanak lehetdségét is.

9. tablazat. Az rNFAP2, az FLK ¢és a kombinaciojuk esetén mért minimalis gatlo
koncentraciok RPMI 1640 tiapoldatban 48 6ran at tart6, 35 °C-on torténé inkubaciot

kovetoen.

MIC (pg/ml)

Protein, antifungalis szer/ Kolcsonhatas
Izolatum rNFAP2 FLK  rNFAP2  FLK FICI tipusa
() (e) (k) (k)
Candida albicans ATCC 10231 200* 1 6,25 0,25 0,28 szinergista
Candida glabrata CBS 138 12,5 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
Candida guilliermondii CBS 566 3,125 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
Candida krusei CBS 573 400* 64 6,25 64 0,52 indifferens
Candida lusitaniae CBS 6936 >100 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
Candida parapsilosis CBS 604 100 8 6,25 1 0,19 szinergista
Candida tropicalis CBS 94 >100 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.

*Ennél a torzsnél a 100 pg/ml-nél nagyobb MIC értéket is meghataroztuk a FICI értékek kiszamitasahoz. FICI:
frakcionalis gatlé koncentracio index, FLK: flukonazol, MIC: minimalis gatlé koncentracio, rNFAP2:
rekombinans Neosartorya fischeri antifungélis protein 2 (e): az INFAP2 és az FLK MIC értéke egyediili
alkalmazas esetén, (k): az rNFAP2 ¢és az FLK MIC értéke kombinacioban torténd alkalmazas esetén. n.a.: nincs

adat.
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21. abra. Az rNFAP2 niovekedésgatlé hatékonysiaga RPMI 1640 tapoldatban 48 éran at tartd, 35 °C-on
torténo inkubaciot kovetéen. INFAP2: rekombinans Neosartorya fischeri antifungalis protein 2. A kezeletlen

kontrollhoz (0 pg/ml) tartozé fényelnyelés mértekét vettiik 100%-os novekedésnek.

6.8.3. Az rNFAP2 és az FLK kolcsonhatasanak vizsgalata

A szerkombinacios tesztekbe a C. albicans-t és C. parapsilosis-t, mint a feln6ttek,
illetve az Ujsziilottek korében legelterjedtebb szisztémas fertdzést okozd opportunista
humanpatogén ¢élesztdgombakat, valamint a leggyakoribb azol-rezisztens fajt, a C. krusei-t
vontuk be (Guinea, 2014). A kisérletet a CLSI-M27A3 dokumentumban leirt
tesztkoriilményeknek megfelelden hajtottunk végre (Clinical and Laboratory Standards
Institute, 2008). A tesztek soran az INFAP2 kolcsonhatasat FLK-val, a Candida fertdzések
kezelésére leggyakrabban ¢€s elsddlegesen alkalmazott terapias szerrel vizsgaltuk (Lockhart
¢s mtsi., 2014). A kolcsonhatas tipusdnak megallapitdsdhoz sziikséges frakciondlis gatld
koncentracié index (FICI) kiszdmitasdhoz meghataroztuk az INFAP2 és az FLK pontos MIC
értékeit a C. albicans ATCC 10231 és C. krusei CBS 573 esetében is (9. tablazat). A FICI
értékek alapjan az rNFAP2 FLK-val torténd egyiittes alkalmazéasa a C. albicans (ATCC
10231) és C. parapsilosis (CBS 604) esetében szinergista (FICI = 0,28 ¢és 0,19), mig a C.
krusei (CBS 573) esetében indifferens kolcsonhatast (FICI = 1,02) mutatott (9. tablazat).
Az tTNFAP2 ¢s a FLK kombinalt alkalmazésa esetén észlelt teljes novekedésgatlast okozd
vagy a novekedést hatékonyan visszaszoritani képes koncentraciokombinaciokat a 22. abra

foglalja Gssze.
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A

Candida albicans ATCC 10231

rNFAP2 /
FLK

100 50 25 12,5 6,25 0

9,11£0,35%

0,25 90,46:130%  10,55+1,42%  21,52+8,17%
0,125 20,8544,38%  31,4942,13%  292343,67%  2529+1,90%  50,92+6,40%  60,44+3,12%
0,0625 32,69+0,98%  54,0540,08%  58,59+0,88%  67,24£0,60%  71,47+0,01%  81,0243,48%
0 43,204450%  65,6642,37%  97,0449,78%  98,69+0,90%  104,56+1,85%  100,28+0,40%
B
Candida krusei CBS 573
NEA2/ 100 50 25 12,5 6,25 0
64
32 15,54£3.23%  19,1322,46%  27,83£0,61%  33,8:1,38%  66,96+4,30%
16 51,0942,46%  454842,83%  52,5£0,15%  59,6742,31%  67,04£1,41%  89,2442,00%
8 107,6144,92%  107,2840,15%  107,8342,46%  94,3549,84%  100,6541,38%  100,76+2,61%
105,96+4,18%  107,0740,15%  101,4141,38%  105,5443,54%  104,78+1,23%  97,1745,23%
100£15,99%  99,24+12,14%  100,1142,31% 1053343,23% 109,1342,15%  103,59+5,07%
C
Candida parapsilosis CBS 604
r N::I‘jll(’z / 100 50 25 12,5 6,25 0
8
4 7,941,02%
2 27,17+7,69%
1 6,23+1,64%  73,4142,77%
0,5 8,48+1,74%  14,86+4,61%  24,86+1,33%  78,26£3,07%  107,17+1,33%

6,52+2,05% 35,29+£2,36%  103,48+3,48%  101,52+0,10%  104,78+6,76%

22. abra. A C. albicans ATCC 10231 (A), a C. krusei CBS 573 (B) és a C. parapsilosis CBS 604 (C)
novekedési szazaléka az rNFAP2 és a FLK kombinalt alkalmazisa esetén RPMI 1640 tapoldatban 48
oran at tarto, 35 °C-on torténé inkubaciét kovetéen. A piros cellék a teljes novekedésgatlast (ndvekedés
<5%), a narancssarga cellak a csokkent ndvekedési képességet (ndvekedés 5% és 90% kozott), a zold cellak
pedig a teljes ndvekedést (novekedés 90% és 100% kozott) jelolik. A ndvekedést teljesen visszaszoritani képes,
a szerek onmagukban torténd alkalmazasa soran megallapitott MIC értéknél alacsonyabb koncentraciokat
fekete kerettel jeloltiik, a hozzajuk tartozé ndvekedés szazalékokat pedig félkovér betiivel emeltiik ki. FLK:
flukonazol, INFAP2: rekombinéns Neosartorya fischeri antifungalis protein 2.

Az antifungalis hatdsvizsgalatok soran megéllapitottuk, hogy az rNFAP2 ¢és az
szNFAP2 a nativ fehérjével megegyez6 antifungalis aktivitast mutat és 48 ora elteltével is

teljes novekedésgatlast eredményez a vizsgalt torzseknél. Mindezek mellett az a tény, hogy
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az tNFAP2 az iparban hasznalt penicillin-termeld torzsek ,.,generally recognized as safe”
statuszu sziiléi torzsével, a P. chrysogenum Q176-tal nagy mennyiségben és gazdasagosan
megtermeltethetd, lehetdséget adhat a protein antifungdlis szerként wvald klinikai
alkalmazasara antimikotikumokkal szemben rezisztens Candida torzsek altal okozott
fertézések kezelésében. Mig az rNFAP2 az alacsony kationtartalmu LCM tépoldatban
alacsony koncentracidban gatolta az élesztdgombak novekedését, addig a komplex, nagy
kationtartalmu RPMI 1640 tapoldatban az antifungalis hatdsa drasztikusan lecsokkent (8. és
9. tablazatok). Mivel az RPMI 1640 a human szérum Osszetételét imitdlja, az rNFAP2
szisztémds alkalmazasi lehetdsége megkérddjelezhetd, azonban feliileti szerként
alkalmazhato lehet gombafert6zések kezelésére, mint ahogy azt a PAF esetében mar
korabban felvetették (Galgdczy és mtsi., 2008). A PAF és az NFAP esetében is leirtdk, hogy
RPMI 1640 tapoldatban magas MIC értékeket mutatnak human patogén dermatofitakkal
(Galgoczy és mtsi., 2008), Aspergillus-okkal és Fusarium-okkal szemben (Viragh és mtsi.,
2014). Mindezek az eredmények, mas korabbi vizsgalatokkal egyiitt azt jelzik, hogy a
tapoldatban magas koncentracioban jelenlévd kationok csokkenthetik a cgAFP-k
hatékonysagat (Kaiserer és mtsi., 2003; Galgoczy és mtsi., 2017).

A kiilonboz6 hatasmechanizmussal rendelkezd antifungalis szerek kombindcidban
torténo alkalmazasara altalaban akkor keriil sor, ha a szerekkel szemben a fert6zést okozo
gomba kisfoku érzékenységet vagy rezisztenciat mutat, illetve, ha a hossza ideig tarto,
nagymennyiségli monoterdpids szerhasznalat sulyos mellékhatasokat okozhat a
gazdaszervezetben. Az antifungilis szerek kombindcidban torténd alkalmazésa
hatékonyabba teheti a kezelést, roviditheti annak idétartamat, tovabba lehetdvé teheti az
alkalmazott hatékony dozis csokkentését és mindezek altal csdkkentheti a rezisztencia és a
mellékhatasok kialakuldsanak kockazatat. Mivel az FLK olcsd és konnyen hozzaférhetd
antifungalis szer, ezért ez a leggyakrabban ¢és elsddlegesen alkalmazott antimikotikum a
Candida fajok altal okozott fertézések kezelésére (Gongalves és mtsi., 2016; Bailly és mtsi.,
2016). Az NFAP2 FLK-val torténd egyiittes alkalmazasa a C. albicans és C. parapsilosis
esetében szinergista kolcsonhatdsban csokkentette az antifungélis szer hatékony
novekedésgatlo in vitro dozisat. Hasonld eredményrél mar korabban beszamoltak, amikor is
a PAF FLK-val tortén6 egyiittes alkalmazasa jelentds mértékben gatolta a dermatofita fajok
novekedését (Galgdezy és mtsi., 2008).

Ezekre az igéretes eredményekre alapozva az FLK - cgAFP kombinécié 0j terdpias
stratégiat jelenthet a gombafert6zések kezelésében, azonban ennek bizonyitasara részletes in

vivo farmakoterapias ¢és klinikai vizsgalatokra van sziikség.
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6.9. Az NFAP2 funkcionalis térképezése

6.9.1. NFAP2 peptidfragmensek szintézise

Az NFAP2 funkcionalis térképezéséhez sziikséges peptidfragmensek eldallitasara
szilard fazisu peptidszintézist alkalmaztunk. A két fél (Fragmens 1 és 2 (Fr-1 és Fr-2), 10.
tablazat) és a négy negyed (Fragmens 3-6 (Fr-3-6), 10. tablazat) NFAP2 peptidfragmenst
szilard hordozon Boc vagy Fmoc kémidval szintetizdltuk meg (7. abra). A szintetizalt
peptidfragmensek teljes egészében lefedték az érett NFAP2 szekvenciajat. A peptideket
preparativ RP-HPLC-vel tisztitottuk és a termékeket ESI-MS analizissel ellendriztiik (nem
kozolt adatok). A szintetizalt peptidfragmensek fizikai-kémiai tulajdonsagait a 10. tablazat

foglalja Gssze.

10. tablazat. Az érett NFAP2 ¢és szintetikus peptidfragmenseinek aminosav-

szekvenciaja és in silico meghatarozott fizikai és kémiai tulajdonsagai.

] . N o A Becsiilt
Protein/peptid Amm'osavak Molekulatomeg Clszgelnek leln/a}rgmm pl toltés GRAVY
szima (kDa) szima szAm
(pH 7)
IATSPYYACNCPNNCKHKKGSGCKYHSGPSDKSKVISGKCEWQGGQLNCIAT
NFAP2 52 5,6 6 7/0/ 9,01 +5,2 -0,731
KYHSGPSDKSKVISGKC(-SH EWQGGQLNC(-SH)IAT
Fragmens 1 29 3,1 2 4/0 8,79 +2,1 -0,752
IATSPYYAC(-SH)NC(-SH)PNNC(-SH) KHKKGSGC(-SH)

kevert aminosavsorrendii valtozat: IAGAHKC(-SH)KPC(-SH)YGYKTNSC(-SH)C(-SH)NSPN

Fragmens 2 23 2,5 4 3/0 8,87 +3,0 -0,704
GKC(-SH EWQGGQLNC(-SH)IAT
Fragmens 3 15 1,6 2 1/0 5,99 -0,2 -0,373
NNC(-SH) KHKKGSGC(-SH)
kevert aminosavsorrendii valtozat: C(-SH)C(-SH)NKGKNKGSH
Fragmens 4 11 1,2 2 3/0 9,39 +3,1 -1,682
KYHSGPSDKSKVIS
Fragmens 5 14 1,5 0 3/0 9,53 +2,1 -1,157
IATSPYYAC(-SH)NC(-SH)P

Fragmens 6 12 1,3 2 0/0 5,51 -0,2 +0,192

GRAVY: atlagos hidrofobicitas értek, NFAP2: Neosartorya fischeri antifungalis protein 2.

6.9.2. Az szZNFAP2 peptidfragmensek antifungalis hatasamechanizmusanak vizsgalata

A teljes hosszusagt antifungdlis fehérjékbdl szarmazé peptidfragmensek
gombaellenes hatasdnak vizsgalata lehetdvé teszi a lehetséges, antifungdlisan aktiv
fehérjemotivumok azonositasat (Garrigues és mtsi., 2017). Az NFAP2 antifungalisan aktiv

helyének felderitésére a protein hat szintetikus peptidfragmensének (Fragmensek 1-6, Fr-1-
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6, 10. tablazat és 23. abra) gombaellenes hatasat LCM tapoldatban, in vitro mikrodilicios
tesztben vizsgaltuk. A tesztek soran csak az Fr-2 és az Fr-4 peptidfragmens mutatott
dozisfliggd, antifungalis hatdst a vizsgélatba bevont 4 élesztdgomba ellen (C. albicans
ATCC 10231, C. krusei CBS 573, C. parapsilosis CBS 604, S. cerevisiae SZMC 0644) (24.
abra). Azonban a peptidfragmensek MIC értékei (50 pg/ml minden esetben) magasabbak
voltak, mint az azonos kisérleti koriilmények kozott, a teljes hosszusdgit NFAP2-vel végzett
érzékenységi tesztek sordn meghatarozott értékek (12,5-1,56 upg/ml) (11. tablazat).
Figyelembe véve azt, hogy az Fr-4 az Fr-2 C-terminalis része, és az Fr-2 N-terminalis Fr-6
része nem mutatott antifungalis aktivitast (23. abra), azt feltételezziik, hogy az NFAP2 N-

terminalisanak kozépso része (vagyis az Fr-4, 23. abra) felelds az antifungalis aktivitasért.

NFAP2
NFAP2 - Fragmens 2 NFAP2 - Fragmens 1
NFAP2 —Fragmens 6 | NFAP2 — Fragmens 4 NFAP2 — Fragmens 5 NFAP2 - Fragmens 3
N\ TATS[P Y Y [A[CINC]e NNE A€ € ol ele YAl TolelsTo] KI5 V1[5 < ewalelolal /] [T

[

y-core

23. abra. Az NFAP2 funkcionalis térképezéséhez hasznalt peptidfragmensek aminosavsorrendje. A y-

core motivumot piros bettivel emeltiik ki. NFAP2: Neosartorya fischeri antifungalis protein 2.

Annak a kérdésnek a megvalaszolasara, hogy vajon az Fr-4 4ltal kifejtett antifungalis
hatés az adott szakasz elsddleges szerkezetétdl vagy annak fizikai-kémiai tulajdonsagaitol
fiigg, eléallitottuk az Fr-2 és az Fr-4 véletlenszertien kevert aminosavsorrendii véaltozatait is
(Kr-Fr-2 és Kr-Fr-4, 10. tablazat) ¢és megvizsgaltuk azok antifungalis hatékonysagat.
Mindkét valtozat az Fr-2 és Fr-4 esetében megfigyelt gatlo potencialt és MIC értéket mutatta
(25. abra, 11. tablazat). Ez az eredmény azt bizonyitja, hogy az NFAP2 antifungalis hatdsa
els6sorban az N-terminalis régido kozépsd részének nettd pozitiv toltésétdl és hidrofil
jellegétdl fiigg, nem pedig az adott proteinszakasz elsddleges szerkezetétol.

Erdemes megemliteniink, hogy az NFAP2 C-terminélis része tartalmazza az \in. y-
core motivumot ([GXC]-[X39]-[C], 23. abra), ami fontos szerepet jatszik az allati- és
humaén-eredetli antifungélis proteinek, illetve az antifungalis ndvényi defenzinek
antimikrobialis aktivitdsdban vagy szerkezetének kialakitasaban (Lacerda és mtsi., 2014).

Leirtak, hogy a szintetikus y-core peptidek, amik az N- vagy a C-termindlisukon harom extra
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aminosavat hordoznak, antimikrobidlisan aktivak lehetnek (Yount és Yeaman, 2004).
Erdekes modon az NFAP2 p-core motivumot (N-GKCEWQGGQLNC-C) 3 masik
aminosavval egyiitt tartalmazé Fr-3 peptidfragmens (23. abra ¢s 10. tablizat) nem gatolta
az ¢lesztok novekedését (11. tablazat). Ezt az eredményt figyelembe véve azt feltételezziik,
hogy ez a specifikus peptidmotivum 6nmagaban nem rendelkezik élesztéellenes funkcidval,

azonban szerkezetkialakito-szerkezetstabilizald szerepe lehetséges.
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24. abra. Az szNFAP2 Fr-2 (A) és Fr-4 (B) peptidfragmensek niovekedésgatlé hatékonysiga LCM
tapoldatban 48 éran at tarto, 30°C-os inkubaciot kovetéen. szZNFAP2: szintetikus Neosartorya fischeri

antifungalis protein 2. A kezeletlen kontrollhoz (0 pg/ml) tartozod fényelnyelés mértékét vettiik 100%-os

novekedésnek.
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11. tablazat. Az NFAP2 ¢és szintetikus peptidfragmenseinek minimalis gatlo

koncentracioja (MIC) LCM tapoldatban 48 oran at tarto, 30 °C-os inkubaciot

kovetden.
MIC (pg/ml)
Protein, peptid / Izolatum NFAP2 Fr-1 Fr-2 Kr-Fr-2 Fr3 Fr4 KrFrd4 Fr-5 Fr-6
Candida albicans ATCC 10231 6,25 >100 50 50 >100 50 50 >100 >100
Candida glabrata CBS 138 1,56 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a n.a
Candida guilliermondii CBS 566 1,56 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
Candida krusei CBS 573 12,5 100 50 50 >100 50 50 >100 >100
Candida lusitaniae CBS 6936 3,125 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
Candida parapsilosis CBS 604 1,56 >100 50 50 >100 50 50 >100 >100
Candida tropicalis CBS 94 1,56 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
Saccharomyces cerevisiae SZMC 0644 3,125 100 50 50 >100 50 50 >100 >100
Schizosaccharomyces pombe SZMC 0142 1,56 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.

Fr-1-6: szNFAP2 peptidfragmensei 1-6., Kr-Fr-2 és 4: szZNFAP2 2 ¢és 4 peptidfragmens kevert
aminosavsorrendll valtozatai. MIC: minimalis gatlé koncentracio, NFAP2 és szNFAP2: nativ és szintetikus

Neosartorya fischeri antifungalis protein 2. n.a.: nincs adat.

Korabbi tanulmanyok bebizonyitottdk, hogy az antifungalis fehérjék, azok
szintetikus peptidfragmensei €s célzottan tervezett valtozataik ndvekedésgatld hatést
mutatnak, illetve plazmamembran roncsold hatést fejthetnek ki abban az esetben, ha
hidrofilek és nagymértékii pozitiv 0ssztoltéssel rendelkeznek (Sagaram és mtsi., 2011;
Garrigues, ¢s mtsi., 2017). A 6.4.2. fejezet eredményei alapjan az NFAP2 roncsolja az
¢lesztésejtek plazmamembranjat. Feltételezéslink szerint ezért a hatasért az Fr-4, a protein
nagymértékben hidrofil és pozitivan toltott N-termindlis kdzéprégioja a felelds (23. abra és
10. tablazat). Ennek bizonyitdsara vizsgaltuk az Fr-2, Fr-4, a kevert aminosavsorrendii
valtozataik (Kr-Fr-2 és Kr-Fr-4) és az Fr-3 plazmamembran roncsold hatdsat PI-festéssel,
Osszehasonlitva a teljes hosszlisaghi proteinnel. A minimalis gatldé koncentracidban
alkalmazott Fr-2, Fr-4, illetve Kr-Fr-2 és Kr-Fr-4 10 percen beliil plazmamembran roncsolé
hatést fejtettek kia C. albicans ATCC 10231 sejteken, a nativ, szintén MIC koncentracioban
alkalmazott NFAP2-hoz hasonléan (26. abra). Ezzel szemben a y-core régiot tartalmazé Fr-
3 paptidfragmenssel kezelt sejtek nem muttattak PI festddést (26. abra). Ezek az
eredmények tovabb erdsitik a kordbban targyalt feltételezéslinket, miszerint az N-terminalis
kozépsd régio felelés az NFAP2 antifungalis hatdsaért, mig a yp-core motivum

feltételezhetOen szerkezetkialakitd-szerkezetstabilizalod szerepet tolt be.
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25. abra. Az szZNFAP2 Fr-2 és Fr-4 peptidfragmensek kevert aminosavsorrendii valtozatainak (Kr-Fr-2
(A), Kr-Fr-4 (B)) novekedésgatlo hatékonysaga LLCM tapoldatban 48 éran at tarté, 30°C-os inkubaciot
kovetéen. szZNFAP2: szintetikus Neosartorya fischeri antifungalis protein 2. A kezeletlen kontrollhoz (0
pg/ml) tartozo fényelnyelés mértékét vettiik 100%-os novekedésnek.

A fehérje funkcionalis térképezésével feltart peptidmotivumok megismerése
lehetdséget ad a fehérjék modositott aktivitdssal, hatékonysaggal és szelektivitassal
rendelkezd valtozatainak a kifejlesztésére. Az antifungéalis ndovényi defenzinekben a
konszenzus [GXC]-[X3.9]-[C] y-core motivum jelenléte meghatarozza az antimikrobialis

aktivitast vagy szerkezeti szempontbdl funkcionalis (Yount és Yeaman, 2004). Ha a y-core
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26. abra. C. albicans ATTC 10231 sejtek PI- festédése, 10 percig, 30 °C-on, minimalis gatlé
koncentracioban alkalmazott NFAP2 és szZNFAP2 peptidfragmensekkel torténo kezelés utan. A piros
festddés membrankarosodast ¢és sejthalalt jelez. K: kezeletlen, negativ kontroll, 70% Et-OH: pozitiv PI-festési
kontroll, NFAP2 ¢és szNFAP2: nativ és szintetikus Neosartorya fischeri antifungalis protein 2, Fr-2 és 4:
szNFAP2 2 és 4 peptidfragmens, Kr-Fr-2 és 4: szNFAP2 2 és 4 peptidfragmens kevert aminosavsorrendii
valtozatai (10. Tablazat). Méretskala: 20 pm.

motivum szamos hidrofil és pozitiv toltésti aminosavat tartalmaz, akkor a defenzin sejtolé
hatast mutat, mig a viszonylag nagy szdmban jelenlévd hidroféb és negativ toltésii
aminosavak a molekuldt a hifdkon kifejtett, morfogenetikus valtozast indukald hatassal
ruhazzak fel. Erdekes modon a szintetikus novényi defenzin y-core peptidek ugyanolyan
antimikrobialis hatast mutatnak, mint a teljes hossziisagl fehérje (Sagaram és mtsi., 2011).
A hidrofil és kationos antimikrobialis peptidek Candida fajokon kifejtett plazmamembran
roncsold aktivitdsa mar bizonyitott (Nawrot €s mtsi., 2013; Swidergall és Ernst, 2014). Az
NFAP2 funkciondlis térképezése az ¢élesztdellenes aktivitist a molekula N-
NNCKHKKGSGC-C N-terminalis k6zéps6 részéhez rendeli, nem pedig a C-terminalison
jelenlévd y-core motivumhoz (N-GKCEWQGGQLNC-C). A fehérje y-core motivumot
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tartalmazo része szinte semleges toltésii (nettd toltés pH 7,0 = -0,2) és enyhén hidrofil
(GRAVY = -0,993), ellentétben az N-terminalis kozépsd résszel, ami szamos pozitivan
toltott (nettd toltés pH 7,0 = +3,1) és hidrofil aminosavat (GRAVY = -1,682) tartalmaz. In
silico masodlagos szerkezetvizsgéalatok alapjan a fehérje N-termindlis kozépsd része
feltekeredett harmadlagos szerkezet esetén is egy, a molekula kiilsd részén elhelyezkedo,
konnyen hozzaférhetd hurokrégiot alkot (27. abra). Ez a régio képes lehet elektrosztatikusan
kapcsolddni a sejtmembran negativan toltott részeihez. Ez az eredmény is megerdsiti az N-
NNCKHKKGSGC-C régié valdszinlisithetd szerepét az NFAP2 plazmamembran roncsolo
képességében.  (27. 4abra). Feltételezésiink  bizonyitdsdra  tovabbi  kisérletes

szerkezetvizsgalatok sziikségesek.

NFAP2

NFAP2 — Fragmens 2 NFAP2 — Fragmens 1

NFAP2 — Fragmens 6 | NFAP2 - Fragmens 4 NFAP2 — Fragmens 5 NFAP2 — Fragmens 3

- JINNENEn-aRNRANRENRNRN N nn i NAN N nn AR N R

Szerk
Szerk : CCCCCCCCCCCC:CCCCCCCCCCCIEEEECCCCCCCCEEEEEECCCCEEEEEEC
AS : IATSPYYACNCPNNCKHKKGSGAKYHSGPSDKSKVI SGKCEWQGGQLNCIAT
1 [] 1 1 1
10 20 30 40 50

27. abra. Az NFAP2 PSIPRED (v3.3) Protein Analysis Workbench (Buchan és mtsi., 2013) segitségével
elore jelzett masodlagos szerkezete. Az antifungalisan aktiv Fr-4-et, az NFAP2 feltételezett funkcionalisan
aktiv részét piros kerettel emeltiik ki. A sarga nyil és az ,,E” a B-reddt, a fekete vonal és a ,,C” pedig a
hurokrégiot jeloli. AS: target szekvencia, CP: az adott régio analizisének a megbizhatosaga aminosavakra

lebontva, Szerk: feltételezett masodlagos szerkezet.

6.10. Az NFAP2 masodlagos és harmadlagos szerkezetének vizsgalata

6.10.1. A rekombinans és szintetikus NFAP2 RP-HPLC analizise

Az tNFAP2 ¢és szNFAP2 feltekeredett szerkezetének és az NFAP2-ével megegyezd
diszulfid-hid mintdzatdnak igazoldsdra RP-HPLC analizist alkalmaztunk. A 28. abra az
rNFAP2 és szNFAP2 RP-HPLC elucids profiljat mutatja az NFAP2-vel 6sszehasonlitva. Az
analizis eredményeként az rNFAP2 ¢és az szNFAP2 esetében ugyanazt a retencios idot

észleltiik, mint a nativ protein esetében, ami egyértelmiien igazolja, hogy a rekombinans és
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szintetikus NFAP2 is a nativéra jellemzd feltekeredett szerkezettel és diszulfid-hid

mintazattal rendelkezik (28. abra).
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28. abra. Az rNFAP2, szZNFAP2 és NFAP2 RP-HPLC kromatogramjanak dsszehasonlitisa. NFAP2,
rNFAP2 és szNFAP2: nativ, rekombinans és szintetikus Neosartorya fischeri antifungalis protein 2.

6.10.2. A rekombinans és szintetikus NFAP2 szerkezetének vizsgalata ECD

spektroszkopiaval

A rekombinans ¢és szintetikus NFAP2 mésodlagos szerkezeti elemeinek, diszulfid-
hid mintdzatanak és hdstabilitdsdnak meghatdrozasara, az NFAP2-hoz hasonléan, ECD
spektroszkopiat és termalis letekeredési vizsgalatokat alkalmaztunk. Az szZNFAP2-t a

szintézisét kovetden RP-HPLC-vel tisztitottuk, igy a hiteles és Osszehasonlithato
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eredmények elérés¢hez minden, a vizsgalatba bevont fehérjét (nativ NFAP2 ¢és rNFAP2)
szintén RP-HPLC-vel tovabb tisztitottunk.

Az NFAP2 mintdk ECD spektruma nagymértékli hasonldsdgot mutatott a kordbban
vizsgalt cgAFP-k spektrumaval (Fizil, és mtsi., 2015; Galgoczy €s mtsi., 2017; Garrigues és
mtsi., 2017) (29. abra). Minden esetben megfigyeltiik a B-konforméciora utald pozitiv és
negativ csucsot (200 nm-nél és 212 nm-nél) tovabba a diszulfid-kotésekre jellemzd 228 nm-
nél megjelend maximumot (29. abra). Az ECD spektrumok alapjan, az NFAP2 mintak

azonos masodlagos szerkezeti elemeket tartalmaznak eredettdl fliggetleniil.
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29. abra. Az rNFAP2 (A), az szNFAP2 (B) és az NFAP2 (C) 25 °C-on (kék), 95 °C-on (piros) és a
hokezelést kovetden ismét 25 °C-on, 5 perc utan (zold) rogzitett ECD spektruma. Az NFAP2 (kék),
rNFAP2 (piros) és szNFAP2 (zold) 25 °C-on rogzitett ECD spektrumainak illesztése (D). NFAP2,
rNFAP2 és szNFAP2: nativ, rekombinans és szintetikus Neosartorya fischeri antifungalis protein 2.

Az ECD spektroszkdpiaval nyomon kovetett termalis letekeredési vizsgalatok alapjan a
nativ, a rekombindns ¢és a szintetikus NFAP2 feltekeredett szerkezete 70 °C-ig intakt marad
¢s az ezutan kovetkezd termalis denaturacido reverzibilis (29. és 30. abra). Ezek a

megfigyelések ellentmondanak a korabbi, a nem RP-HPLC tiszta NFAP2 esetében

91



tapasztaltakkal, ahol a hékezelést kdvetden még 4 hét utan is csak mérsékelt szerkezeti
visszarendezddés volt megfigyelhetd (15. abra). Feltételezéseink alapjan ez az ellentmondas
az eltér6 modon tisztitott mintdk (dializis és RP-HPLC) kiilonboz6 tisztasdganak
tulajdonithato. Az NFAP2 mintdk mellett, a funkciondlis térképezés soran hasznalt
szintetikus peptidfragmensek ECD spektrumait is rogzitettiik (31. abra), amik alapjan
megallapitottuk, hogy ezek a peptidfragmensek nem rendelkeznek masodlagos szerkezeti

elemekkel.
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30. abra. Az rNFAP2 (piros, R?=0,9942, Tm= 75,79 °C), az szZNFAP2 (zold, R’= 0,9864, Tm= 74,94 °C)
és az NFAP2 (kék, R?>=0,9837, Tm=72,92 °C) 228 nm-en mért termalis letekeredési gorbéi. NFAP2,

rNFAP2 és szNFAP2: nativ, rekombinans és szintetikus Neosartorya fischeri antifungalis protein 2.
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31. abra. Az NFAP2 szintetikus peptidfragmenseinek 25 °C-on rogzitett ECD spektruma.
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6.10.3. A rekombinans és szintetikus NFAP2 NMR vizsgalata

Az NMR vizsgalatok soran a harmadlagos szerkezet és a szerkezeti dinamika
nagyfelbontédsu vizsgalatdhoz az izotoppal jelolt fehérjék milligrammjaira van sziikség, igy
a nativ termeld N. fischeri NRRL 181 altal termelt és izotoppal jelolt NFAP2 eléallitasa az
alacsony hozam miatt nehezen kivitelezhetd. Figyelembe véve az ESI-MS, RP-HPLC ¢és
ECD eredményeket, tovabba azt, hogy az szNFAP2 ¢és az rNFAP2 a nativ NFAP2-hoz
nagyon hasonlo szerkezetet mutat, megkezdtiik az elézetes NMR vizsgalatokat jeloletlen
szZNFAP2 és '3C/"N-jelolt rNFAP2 mintdkon. A két vegyiilet '*C-HSQC tipust
ujjlenyomat-spektruméanak vizsgéalatdval megerdsitettiik azt az eredményt, hogy az
szNFAP2 és az INFAP2 szerkezete azonos (32. abra). A 32. abra ,,A” paneljén az szNFAP2
(kék) és INFAP2 (piros és a jobb szemléltetés miatt a kék jelekhez képest elcsusztatva) metil
régioit tlintettiik fel, mig a ,,B” panel az alifas CH régiok nagyobb tartomanyat mutatja. Az
abrakon jol lathato, hogy szinte minden HSQC csucsnak van egy parja (32. abra). Ez a
megfigyelés azt bizonyitja, hogy a két fehérje azonos felépitéssel, és nagyon hasonld
feltekeredett  térszerkezettel rendelkezik. Az eredmények figyelembevételével
megallapithatjuk, hogy a *C/'"’N-jelolt INFAP2 alkalmas lehet az NFAP2 feltekeredett

szerkezetének és szerkezeti dinamikéjanak a tovabbi vizsgalatara.

A harmadlagos szerkezet pontos meghatarozasa az NFAP2 esetében is fontos lehet,
mivel a cgAFP-k megfelelé feltekeredése elengedhetetlen a teljes antifungalis hatés
kivaltasahoz. Ez korabban az NFAP esetében mar bizonyitasra kertilt, ahol is a fehérje N-
terminalis és a hidrofob magot alkoté aminosavakban létrehozott mutaciok kovetkeztében a
fehérje feltekeredése nem volt megfeleld €s ezek a nem jol feltekeredett formdk nem vagy
csak csokkent antifungalis aktivitast mutattak (Galgoczy és mtsi., 2017). Az MS mérések,
az RP-HPLC analizis, az ECD és NMR spektroszkopias vizsgalatok igazoltdk a rekombindns
¢s a szintetikus NFAP2 megfeleld érését és a megfeleld antifungalisan aktiv feltekeredett

szerkezet kialakulésat.
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32. abra. Az szZNFAP2 (kék) és az rNFAP2 (piros) metil (A) és alifas (B) CH régio6i. INFAP2 és

szNFAP2: rekombinans és szintetikus Neosartorya fischeri antifungalis protein 2.
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7. TARTALMI OSSZEFOGLALO

Napjainkban a Candida fajok altal okozott fertézések egyre novekedd esetszdmarodl
szamolnak be vilagszerte. A fertdzések kezelése sulyos problémat jelent az egészségiigy
szamara, mivel a legtobb, jelenleg alkalmazott antifungalis szer sziik hatdspektrummal
rendelkezik és hosszan tarté alkalmazédsuk sulyos mellékhatasokkal jarhat. A problémat
tovabb noveli az elsOsorban azol, echinokandin rezisztens és multirezisztens Candida
torzsek megjelenése. Mindezek alapjan jelentdsen megnétt az igény uj antifungalis szerek
kifejlesztése irant. Az ilyen szerekkel szemben tamasztott legfontosabb kdvetelmények a
kovetkezOk: biztonsagos alkalmazhatosag, széles hatasspektrum ¢és gazdasagos
eléallithatosag. A fonalas tomlésgombak altal termelt ciszteinben gazdag fehérjék (cgAFP)
megfelelhetnek ezeknek a feltételeknek, igy 0 antifungalis szerek potencialis alapjaul
szolgalhatnak. Gyakorlatban valo alkalmazhatosaguk eléfeltétele a hatdsmechanizmusuk és
szerkezetiik megismerése, valamint a nagy mennyiségben valé gazdasagos eléallithatosaguk

biztositasa.

Mindezek alapjan a munkank soran a kovetkezo célokat tiiztiik ki:
1. A Neosartorya fischeri NRRL 181 jelii izolatum altal termelt €lesztdellenes protein
(NFAP2) izolalasa, azonositasa és in silico vizsgalata.
2. Az NFAP2 filogenetikai kapcsolatainak feltarasa.
3. Az NFAP2 hatékonysaganak ¢és hatdsmechanizmusanak tanulmanyozasa.
4. Az NFAP2 héstabilitasanak és szerkezetének vizsgalata.
5. Az NFAP2 nagy mennyiségben torténd eldallitdsa Penicillum chrysogenum-alapt
heterolog expresszios rendszerben.
6. Az NFAP2 kémia szintézise.
7. A rekombinans és szintetikus NFAP2 antifungalis hatdsdnak vizsgélata.
8. Az NFAP2 funkcionalis térképezése.

9. A rekombinans és szintetikus NFAP2 szerkezetének vizsgalata.

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

Munkank elsd 1épéseként a N. fischeri NRRL 181 fermentlevébdl egy, a korabbi
vizsgalatok soran élesztdellenes aktivitast mutato, 5,6 kDa méreti fehérjét izolaltunk. A Q-

TOF tomegspektrometria segitségével végzett moltdmeg-mérés alapjan a fehérje pontos
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monoizotopos molekulatomege 5555,4380 Da-nak adodott. Az enzimatikusan emésztett
protein MS analizisébdl szdrmazd tomegadatok felhaszndlasaval elvégzett vizsgalatok
eredményeként egy nem-jellemzett hipotetikus fehérjét azonositottunk, amit Neosartorya
fischeri antifungalis protein 2-nek (NFAP2) neveztiink el. Az in silico vizsgalatok soran
kimutattuk, hogy az érett NFAP2 52 aminosavbdl allo, 5564,3 Da éatlagos molekulatomegti,
ciszteinben gazdag bazikus (pI=9,02), hidrofil (GRAVY = -0,731) és pozitivan toltott
molekula (nettd toltése pH 7,0 = +5,2), amit harom, ,,abcabc” mintazatba rendez6do

diszulfid-hid stabilizal.

2. Az NFAP2 filogenetikai kapcsolatainak feltarasa

Az érett NFAP2 aminosav-szekvencidja 11-23%-0s azonossdgot mutat a mar izolalt
¢s jellemzett Penicillium chrysogenum antifungalis protein (PAF)- és Penicillium
brevicompactum DierckX bubble protein (BP)-klasztert tartalmazd cgAFP-kel. Az NFAP2
homolégok keresése soran a publikdlt Ascomycota genomokban 32 olyan
fehérjeszekvenciat talaltunk, amelyek nagymértékii hasonlosagot mutatnak az NFAP2-vel.
A homolog NFAP2 fehérjék feltételezett érett formai 35-98%-0s azonossadgot mutatnak az
NFAP2 aminosav-szekvenciajaval. Filogenetikai analizisiink alapjan a cgAFP-k és azok
feltételezett homoldgjai harom nagy csoportot alkotnak: a PAF-klasztert, a BP-klasztert,
illetve az NFAP2-klasztert hordozo fehérjék csoportjat.

3. Az NFAP2 hatékonysaganak és hataismechanizmusanak tanulmanyozasa
Antifungélis érzékenységi vizsgalataink soran az NFAP2 9 ¢élesztégomba ¢és 3
fonalasgomba izolatum koziil hatékonyan gatolta a 7 Candida izolatum (C. albicans ATCC
10231, C. glabrata CBS 138, C. guilliermondii CBS 566, C. krusei CBS 573, C. lusitaniae
CBS 6936, C. parapsilosis CBS 604, C. tropicalis CBS 94), a Saccharomyces cerevisiae
SZMC 0644 és a Schizosaccharomyces pombe SZMC 0142 novekedését dozisfliggd modon.
Ugyanakkor, a fonalasgombak (Aspergillus nidulans FGSC A4, Aspergillus niger SZMC
601, Rhizomucor miehei CBS 360.92) rezisztensnek bizonyultak vele szemben.
Legérzékenyebbnek a S. cerevisiae SZMC 0644 mutatkozott 24 dra inkubaciot kovetden.
A letalis és szubletalis koncentracidban alkalmazott NFAP2 mid-log fazist S.
cerevisiae SZMC 0644 sejteken kivaltott antifungélis hatasanak mikroszkopos vizsgéalata
soran a protein nem indukalt apoptdzist €s nem okozott valtozast a metabolikus aktivitdsban
rovid id6tartamon beliil, viszont roncsolta a plazmamembrant. A szubletélis koncentracioju

NFAP2-kezelt mintakban a Pl-pozitiv sejtek szama 16 orat kdvetden szignifikdnsan
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crer

NFAP2-vel torténd kezelése soran, a kontroll és a kezelt mintdkban jelenlévd piros
fluoreszcenciat mutaté sejtek szdma kozott mar 10 perces inkubéciot kovetden szignifikans

kiilonbség volt megfigyelhetd.

4. Az NFAP2 héstabilitasanak és szerkezetének vizsgalata

Az NFAP2 oldat hdmérsékletének 25 °C-rol folyamatosan 95 °C-ra torténd emelését
kovetden az NFAP2 megdrizte a S. cerevisiae-vel szemben mutatott antifungélis aktivitasat,
azonban a minimalis gatldé koncentracid6 (MIC) érték egy felezd higitasi léptékkel
novekedett.

A fehérje diszulfid-hidakkal stabilizalt, kompakt szerkezetét RP-HPLC analizissel
bizonyitottuk, amely soran az NFAP2 a PAF-hoz hasonloan hamar lemosddott a forditott
fazisu oszloprél, ami arra utal, hogy a kompakt PAF-éval megegyezd diszulfid-hid
mintézattal (,,abcabc”) rendelkezik. Az ECD spektroszképiaval végzett szerkezeti és
hdstabil tulajdonsagok vizsgalata sordn az NFAP2 25 °C-on mért ECD spektruma a PAF és
mas, diszulfid-hidakkal stabilizalt, B-szerkezetii fehérjék spektruméaval megegyezd
tulajdonsagokat mutatott. A fehérjeoldat 25 °C-ra torténd visszahiitését kdvetden a protein
mérsékelt szerkezeti visszarendezOdése volt megfigyelhetd, azonban ez a visszarendezddés
még négy héttel a hdkezelés utdn sem volt teljes. A termalis letekeredési gorbék alapjan a
protein feltekeredett szerkezete 70 °C-ig sértetlen marad, azonban a termalis denaturacié

irreverzibilis.

5. Az NFAP2 nagy mennyiségben torténé eloallitasa Penicillum chrysogenum-alapu
heterolog expresszios rendszerben

Munkank sordn létrehoztunk egy P. chrysogenum-alapi heteroldég expresszids
rendszert, amely lehetové tette a rekombinans NFAP2 (rNFAP2) nagy mennyiségben
torténd eldallitasat. Az rINFAP2-kihozatal atlaga 15+1,2 mg/l (n=2) volt, amely az eredeti
termeld N. fischeri NRRL 181-gyel elérhetd fehérjekihozatal negyvenszerese (368+19 pg/l,
n=5). Az NFAP2-termeld P. chrysogenum fermentlevébdl tisztitott rNFAP2 ESI-MS
analizise megerdsitette, hogy a tisztitott fehérje monoizotdopos molekulatomege 5555,5 Da,

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

6. Az NFAP2 kémiai szintézise
Az NFAP2 tovabbi vizsgélatdhoz szilard fazisu peptidszintézissel létrehozott NFAP2

fragmensek nativ kémiai ligacidoval torténd Osszekapcsoldsdval szintetikus NFAP2-t
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(szZNFAP2) allitottunk el6. Az szNFAP2 Iétrejottét ESI-MS analizissel ellendriztiik, ami
kimutatta, hogy a ligacié sordn kapott termék monoizotdpos molekulatomege 5554,7 Da,
ami megfelel a hiarom diszulfid-hidat tartalmazé nativ. NFAP2 monoizotdpos

molekulatomegének.

7. A rekombinans és szintetikus NFAP2 antifungalis hatasanak vizsgalata

Az rNFAP2 ¢és szNFAP2 antifungalis hatasanak vizsgalataba az el6bbi esetében 9,
mig az utdbbindl 4 élesztdgomba izolatumot vontuk be. Mind a két protein az élesztégombak
teljes novekedésgatlasat okozta alacsony ionerdsségili tapoldatban, és nem volt kiilonbség a
két fehérje azonos gomba izolatummal szemben meghatarozott MIC értéke kozott, ami
megegyezett a nativ NFAP2 esetében megfigyeltekkel. Az INFAP2 MIC értékeit sztenderd
klinikai mikrobiologiai koriilmények kozott (CLSI M27-A3 mddszer) is meghataroztuk
RPMI 1640 tapoldatban, ami soran a vizsgalt koncentracidtartomanyon beliil nem minden
izolatumnal figyeltiink meg teljes ndvekedésgatlast (C. glabrata CBS 138, C. guilliermondii
CBS 566, C. parapsilosis CBS 604), viszont jelentds 30-50%-0s csokkenést igen (C.
albicans ATCC 10231, C. lusitaniae CBS 6936, C. tropicalis CBS 94). Az rINFAP2 FLK-
val végzett kombinacids kisérlete soran C. albicans (ATCC 10231) és C. parapsilosis (CBS
604) esetében a két szer kozott szinergista, mig C. krusei (CBS 573) esetében indifferens
kolcsonhatast figyeltiink meg.

8. Az NFAP2 funkcionalis térképezése

Az NFAP2 funkcionalis térképezéséhez szilard fazisu peptidszintézis alkalmazasaval
szintetikus peptidfragmenseket allitottunk eld. A két fél (Fragmens 1 és 2, Fr-1 és Fr-2) és a
négy negyed (Fragmens 3-6, Fr-3-6) peptidfragmens teljes egészében lefedte az érett NFAP2
teljes szekvencidjat. A szintetikus peptidfragmensek gombaellenes hatdsdnak in vitro
mikrodilicids tesztben elvégzett vizsgalata soran csak az Fr-2 €s az Fr-4 peptidfragmensek
mutattak dozisfliggd, antifungélis aktivitast a vizsgalatba bevont 4 élesztégomba izolatum
ellen (C. albicans ATCC 10231, C. krusei CBS 573, C. parapsilosis CBS 604, S. cerevisiae
SZMC 0644), azonban magasabb MIC értékeket figyeltiink meg, mint a teljes hosszusagu
NFAP2 esetében. Tovabbi vizsgalatokhoz eléallitottuk az Fr-2 és az Fr-4 kevert
aminosavsorrendli valtozatait is (Kr-Fr-2 ¢és Kr-Fr-4) és vizsgaltuk az antifungalis
hatékonysagukat. Mindkét valtozat az Fr-2 és Fr-4 esetében megfigyelt gatlo potencialt és
MIC értéket mutatta.
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Az NFAP2 plazmamembran roncsol6 hatdsdnak bizonyitasara PI-festéssel vizsgaltuk
az Fr-2, Fr-4, kevert valtozataik (Kr-Fr-4 és Kr-Fr-2) és az Fr-3 (evolucidsan konzervalt y-
core 1égid, ami a ndvényi és allati antimikrobialis peptidekben és proteinekben funkcionalis
vagy szerkezeti szerepet jatszik) C. albicans ATCC 10231 sejtekre gyakorolt hatdsat,
Osszehasonlitva a teljes hossziisagu proteinnel. A MIC értéknél alkalmazott Fr-2, Fr-4 és
kevert aminosavsorrendli valtozataik 10 percen beliill plazmamembran roncsold hatést
fejtettek ki a sejteken, hasonléan a szintén MIC értéknél alkalmazott nativ NFAP2-hoz.
Ezzel szemben az NFAP2 y-core régiot tartalmazd Fr-3 peptidfragmens nem mutatott
plazmamembran roncsold hatast. Az eredmények alapjan feltételezhetéen az NFAP2 N-
terminalis kozépso régioja felelds az antifungélis hatds kivaltasaért. /n silico méasodlagos
szerkezetvizsgalatok alapjan ez a régio feltekeredett harmadlagos szerkezet esetén is egy, a
molekula kiilsé részén elhelyezkedd, konnyen hozzaférhetd hurkot hoz Iétre, ami képes lehet
elektrosztatikusan kapcsolodni az érzékeny gomba sejtmembranjdnak negativan toltott

részeihez.

9. A rekombinans és szintetikus NFAP2 szerkezetének vizsgalata

Az tNFAP2 ¢és szNFAP2 feltekeredett szerkezetének és az NFAP2-ével megegyezd
diszulfid-hid mintdzatanak igazoldsara alkalmazott RP-HPLC analizis eredményeként az
rNFAP2 ¢és az szNFAP2 esetében ugyanazt a retencios idot észleltiik, mint a nativ protein
esetében, ami egyértelmiien igazolja, hogy a rekombindns és szintetikus NFAP2 is a nativéra
jellemzo feltekeredett szerkezettel és diszulfid-hid mintézattal rendelkezik.

A rekombinans ¢és szintetikus NFAP2 masodlagos szerkezeti elemeinek, diszulfid-
hid mintazatanak ¢és hdstabilitdsanak ECD spektroszkdpia segitségével torténd
meghatarozasa soran az NFAP2 mintdk ECD spektruma nagymértékii hasonldésagot mutatott
a korabban vizsgalt cgAFP-k spektrumahoz, ami alapjan a fehérjék azonos masodlagos
szerkezeti elemeket tartalmaznak eredettdl fliggetleniil. Ezzel ellentétben a funkcionalis
térképezés soran haszndlt szintetikus peptidfragmensek ECD spektroszkopias vizsgalata
soran megallapitottuk, hogy a fragmensek nem rendelkeznek méasodlagos szerkezeti
elemekkel. A termalis letekeredési vizsgdlatok alapjan a nativ, a rekombinans és a
szintetikus NFAP2 nativ feltekeredett szerkezete 70 °C-ig intakt marad, és az ezutdn
kovetkez6 termalis denaturacio6 reverzibilis.

A harmadlagos szerkezet és a szerkezeti dinamika nagyfelbontasu vizsgalatahoz az

clézetes NMR analizis sordn jeloletlen szNFAP2 és '>C/'’N-jelolt rNFAP2 mintakat
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hasznaltunk. A két vegyiilet *C-HSQC tipust ujjlenyomat-spektrumanak vizsgalata alapjan

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

Munkank noveli boviti az izolalt és jellemzett cgAFP-k csoportjainak szamat. Az
altalunk megfigyelt tulajdonsagai alapjan az NFAP2 igéretes jelolt lehet gyakorlati célu
felhasznalasra, tovabba antifungalis spektrumanak, pontos hatdsmodjanak és a szerkezet-
hatas Osszefliggésének megismerése utan Uj szintetikus antifungalis protein-analdgok

alapjaul szolgalhat.
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8. ANGOL NYELVU OSSZEFOGLALO (SUMMARY)

In the last three decades, systemic fungal infections caused by different Candida spp.
have become one of the most frequent healthcare-associated infections showing an
increasing trend worldwide. The treatment is problematic because the currently used
antifungal agents have narrow spectrum and can cause serious side-effects. A trend in
resistance due to the misuse of antifungal drugs, especially azoles and echinocandins is
recently reported moreover multidrug resistant strains are also occurring. There is therefore
an urgent need to reduce the application of routinely administrated antifungal drugs by
introducing novel, alternative agents and therapeutic strategies (e.g. drug combinatory
therapy). Naturally occurring peptides, proteins and their synthetic derivatives with
antifungal activity have been proposed as a potential source and templates of novel drugs to
treat mycotic infections. The small, cysteine-rich and cationic antifungal proteins of
filametous ascomycetes have antifungal activity on several opportunistic human pathogenic
filamentous fungi. Based on in vitro and in vivo interaction and toxicological studies the
members of this protein group represent exceptionally suitable compounds of commercial
drugs against fungi and offer an alternative, safely applicable solution for recent antifungal

challenges in the human health.

The aims of the present study were the followings:
1. Isolation, identification and investigation of in silico structure of an anti-yeast protein
secreted by Neosartorya fischeri NRRL 181 isolate (NFAP2).

. Investigation of the phylogenetic relationships of NFAP2.

. Examination of the in vitro antifungal activity and antifungal mechanism of NFAP2.

. Investigation of heat stability and structure of NFAP2.

. Heterologous expression and bulk production of NFAP2 by Penicillum chrysogenum.

. Chemical synthesis of NFAP2.

. Investigation the antifungal activity of synthetic and recombinant NFAP2.

. Functional mapping of NFAP2.

o 0 N SN N A W N

. Structural investigation of recombinant and synthetic NFAP2.
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1. Isolation, identification and investigation of in silico structure of an anti-yeast
protein secreted by Neosartorya fischeri NRRL 181 isolate (NFAP2)

At first, we isolated and identified a ~5.6 kDa antifungal protein with high anti-yeast
activity from the supernatant of N. fischeri NRRL 181 cultivated in a minimal medium.
Based on mass spectrometric measurement, the monoisotopic molecular mass of this protein
was 5555.5513 Da. Using the processed data from MS analysis of enzymatic digested
NFAP2 we identified an uncharacterized, hypothetical protein that was termed as
Neosartorya fischeri antifungal protein 2 (NFAP2).

Based on in silico investigations, the low molecular mass (average: 5564.3 Da),
extracellular, cationic (pI=9.02), and cysteine-rich mature NFAP2 consists of 52 amino acid
residues. The six cysteines form three intramolecular disulfide bridges showing “abcabc”
bounding pattern. Furthermore, the NFAP2 is a hydrophilic (Grand Average of Hydropathy
Value, GRAVY =-0.731) and positively charged (net charge at pH 7.0 = +5.2) molecule.

2. Investigation of the phylogenetic relationships of NFAP2

The amino acid sequence of mature NFAP2 shows 11-23% identity to the isolated
Penicillium chrysogenum antifungal protein (PAF)- and Penicillium brevicompactum
DierckX bubble protein (BP)-cluster proteins from filamentous Ascomycetes. BLAST
searches yielded 32 protein sequences with significant similarity to NAFP2 in published
Ascomycota genomes. The predicted mature forms of these putative proteins show 35-98%
amino acid identity to NFAP2. Based on a phylogenetic analysis, NFAP2 and its putative
homologs represent a new group of ascomycetous cysteine-rich antifungal proteins beside

the described PAF- and BP-cluster proteins.

3. Examination of the in vitro antifungal activity and antifungal mechanism of NFAP2

The minimal inhibitory concentration (MIC) of NFAP2 for yeasts were in the range
0f 0.195-1.563 ng/ml, where Saccharomyces cerevisiae proved to be the most (MIC: 0.195
pg/ml), and Candida krusei the least (MIC: 1.563 pg/ml) susceptible in low cationic
medium. MIC values varied between 0.391-1.563 pg/ml for clinically relevant Candida
species, after 24 hours of incubation.

The manifestation of antifungal mechanism of NFAP2 on S. cerevisiae cells was
investigated at its sublethal (1.56 pg/ml) and lethal (0.195 pg/ml) concentrations measured
after 24 hours of incubation. Physiological changes in cells in the presence of an antifungal

can be investigated at its sublethal concentrations which do not kill the fungus.
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The two-colour fluorescent FUNI stains the cytoplasm and metabolically inactive
vacuoles green, while the metabolically active ones red. Based on the proportion of the red
and green vacuoles between the treated and untreated samples, change in the metabolic
activity of S. cerevisiae was not detected in the presence of sublethal NFAP2 concentration
even after 16 hours-long NFAP2 treatment.

Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit (Sigma-Aldrich) dyes the apoptotic cells
green, while the necrotic cells are counterstained red by the membrane impermeant, red-
fluorescent nuclear and chromosome stain propidium iodide (PI), and living cells do not
show any fluorescence. There was no significant difference between the proportion of green
cells in the NFAP2-treated and untreated samples even after 16 hours. In short exposure time
(10, 30 and 60 minutes) at sublethal NFAP2 concentration, same percent of the cells was
counterstained with PI in the treated and untreated samples (ca. one percent of the total cell
number), but after 16 hours of incubation though three times more red cells were counted in
the treated sample than in the untreated control reaching a statistically significant difference
(p=0.00004). Based on this last observation we suggested that NFAP2 cannot induce
apoptosis in the yeast cells, but can disrupt the plasma membrane that was verified with a
simple PI-staining.

After six hours of exposure to sublethal NFAP2 concentration, same percent of the
total cell number showed red fluorescence as in the untreated control. In contrast to this,
after 16 hours six percent of the total cell number were PI-positive in the untreated control
compared to the sample treated with sublethal concentration of NFAP2 where it was 18%.
When the cells were exposed to lethal concentration of NFAP2, significant differences were
observed in the number of Pl-positive cells between the NFAP2-treated sample and the
untreated control already after 10 minutes of incubation. After 16 hours, viable cells were

not observed in the NFAP2-treated sample.

4. Investigation of heat stability and structure of NFAP2

After continuous heating and five minutes exposure to 95 °C, NFAP2 maintained its
antifungal activity against S. cerevisiae with a one dilution step shift in the 24 hours MIC
from 0.195 pg/ml to 0.391 pg/ml.

To prove disulfide bond-stabilized compact tertiary structure of NFAP2 we applied
a reversed-phase high performance liquid chromatography (RP-HPLC) method. Considering
that NFAP2 eluted from the reversed-phase column as early as naturally folded PAF, the
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same interlocking disulfide bond pattern to it (“abcabc’) seems to be the most probable for
NFAP2.

Electronic circular dichroism (ECD) spectrum of NFAP2 at 25 °C shows features
similar to spectra of the homologous PAF protein and other disulfide bridged, B-structured
proteins. After the cooling of NFAP2 solution back to 25 °C moderate structural
reorganization takes place, but this reorganization is incomplete even four weeks after the
annealing. Based on thermal unfolding curves, the native fold remains intact up to 70 °C,

although thermal denaturation is irreversible.

5. Heterologous expression and bulk production of NFAP2 by Penicillum chrysogenum

The generated P. chrysogenum Apaf/nfap2 strain produced recombinant NFAP2
(rNFAP2). After purification to homogeneity, only one protein band was detected by SDS-
PAGE at the molecular weight of the native NFAP2 (nNFAP2). Electrospray ionization mass
spectrometry (ESI-MS) analysis confirmed that the monoisotopic molecular mass of this
protein (5555.5 Da) corresponds well to the previously detected monoisotopic molecular
mass (5555.6 Da) of nNFAP2 produced by N. fischeri NRRL 181. This result clearly
indicated the heterologous production of correctly processed NFAP2 with three
intramolecular disulfide bonds between the six cysteine residues. The final NFAP2 yield was
15+1.2 mg/l (n=2) compared to the native producer N. fischeri NRRL 181 where it was ony
368+19 ng/l.

6. Chemical synthesis of NFAP2

Peptide fragments of NFAP2 were prepared using manual solid-phase peptide
synthesis and either Boc or Fmoc chemistry applying N,N'-dicyclohexylcarbodiimide / 1H-
benzotriazol-1-ol hydrate (DCC/HOBt) coupling. For the chemical synthesis of NFAP2, the
C-terminal half of the protein (Fragment 1) was prepared, and in addition to this, the N-
terminal half of the protein was synthesized in thioester form (Fragment 2t, Fr-2t) to allow
native chemical ligation with Fragment 1. Cysteine thiols of the ligation products were
oxidized to disulfide bridges with glutathione redox buffer having the
glutathione:glutathione disulfide (GSH:GSSG) ratio of 1:1. ESI-MS analysis revealed the
expected molecular mass for synthetic NFAP2 (sNFAP2), having three intramolecular
disulfide bonds (5554.7 Da).
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7. Investigation of antifungal activity of synthetic and recombinant NFAP2

Native, recombinant and synthetic forms of NFAP2 totally inhibited the yeast growth
after 48 hours in their investigated concentration range in low cationic medium, and there
was no difference between their MICs. The MICs varied in the range of 1.56-12.5 pg/ml
depending on the investigated species. Both the recombinant and the native forms of NFAP2
showed dose-dependent antifungal activity. These results propose the potential clinical
applicability of the high-yield produced rNFAP2.

To determine MICs of rNFAP2 under standardized clinical microbiological
conditions, its in vitro antifungal activity was investigated against human pathogenic
Candida spp. in human serum mimicking RPMI 1640 medium based on the recommendation
of Clinical and Laboratory Standards Institute-M27A3 susceptibility test method. C.
albicans ATCC 10231, C. krusei CBS 573, C. lusitaniae CBS 6936, and C. tropicalis CBS
94 showed higher MICs than 100 pg/ml; however, this applied dosage could decrease the
fungal growth to 30% and 50% except of C. krusei CBS 573. The growth of C. glabrata
CBS 138, C. guilliermondii CBS 566, and C. parapsilosis CBS 604 was totally inhibited in
the investigated concentration range with MICs of 12.5, 3.125, and 100 pug/ml, respectively.
These results sign the limited clinical applicability of NFAP2 as systemic monotherapeutic
antifungal drug, thus its effectivity in combinatorial drug application was investigated.

C. albicans ATCC 10231, C. parapsilosis CBS 604, and C. krusei CBS 573 were
involved in the interaction tests of NFAP2 with fluconazole (FLC). To calculate the
fractional inhibitory concentration index (FICI) to reveal the type of interaction, exact MICs
of NFAP2 and FLC were determined a proved to be 200 pg/ml and 400 pg/ml for C. albicans
ATCC 10231 and C. krusei CBS 573, respectively. Co-administration of NFAP2 and FLC
showed synergistic interactions (FICI = 0.28 and 0.19) against C. albicans ATCC 10231 and
C. parapsilosis CBS 604, while it was indifferent (FICI = 0.52) to C. krusei CBS 573.

8. Functional mapping of NFAP2

Peptide motifs derived from a full-length antifungal protein allow the identification
of putative antimicrobially active motifs. Considering this approach, we involved six
synthetic peptide fragments of NFAP2 (Fragments 1-6; Fr 1-6) in antifungal activity assays
to reveal its functionally active site(s). Solid-phase peptide synthesis was applied to prepare
peptide fragments of NFAP2. Two halves (Fr-1 and Fr-2) and four quarters (Fr-3-6) were
synthesized on a solid support applying either Boc or Fmoc chemistry. Besides this, shuftle

variants of Fragments 2 and 4 (Sh-Fr-2 and Sh-Fr-4) were prepared using the same method.
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In LCM, only Fr-2 and Fr-4 showed dose-dependent antifungal activity, and their
MICs were higher than the full-length NFAP2. At their MICs they exerted the prompt plasma
membrane disruption effect on C. albicans what we already observed at NFAP2 by applying
PI staining. Taking into account that the Fr-4 is the C-terminal part of the Fr-2, and the N-
terminal Fr-6 part of Fr-2 did not show antifungal activity, we assume that the mid-N-
terminal part of the protein (Fr-4) influences the antifungal activity.

Previous studies demonstrated that synthetic peptide fragments of antifungal proteins
and their rational-designed variants show remarkable inhibitory potential on fungi if they are
hydrophilic and have high positive net-charge. Considering this, we were curious whether
the observed antifungal activity of Fr-2 and Fr-4 depends on these features or the primary
structure determines it. Hence, we also involved the shuffle variants of these two peptides
(Sh-Fr-2 and Sh-Fr-4) in antifungal activity assays. Both shuffle variants showed the same
inhibitory potential as Fr-2 and Fr-4, and the prompt plasma membrane disruption effect
resulting in the conclusion that the antifungal activity of NFAP2 rather depends on the net
charge and hydrophilicity of mid-N-terminal region than on its primary structure.

The C-terminal part of NFAP2 contains the consensus y-core motif [GXC]-[X3.9]-
[C], which is important for the activity or folding of antifungal proteins in animals, humans,
and antifungal plant defensins. Interestingly, the peptide fragment containing the y-core
motif of NFAP2 (N-GKCEWQGGQLNC-C) (Fr-3) was inactive against yeasts, and did not
have plasma membrane disruption ability assuming that this specific motif alone has no anti-
yeast function, but presumably needs the structural-functional support from other parts of

NFAP2.

9. Structural investigation of recombinant and synthetic NFAP2

Formation of interlocking disulfide bridges characteristic for small, cysteine-rich
antifungal proteins of filamentous ascomycetes results in decreased retention time on a
reversed-phase column. RP-HPLC revealed the same retention time for the INFAP2 and
sNFAP2 as for the native one confirming right pairing of cysteines and native fold of the
recombinant and synthetic proteins.

ECD spectra of all NFAP2 samples show features highly similar to that reported
earlier for this class of proteins, with contributions emerging from B-conformation (200 nm,
212 nm) and disulfide bridges (228 nm). In fact, all NFAP2 samples are demonstrated to
possess identical secondary structural elements regardless of their native, recombinant or

synthetic origin. Thermal unfolding experiments followed by ECD indicated, that the native
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folds of NFAP2, INFAP2 and sNFAP2 remain intact up to approximately 70 °C, and thermal
denaturation is reversible. This contradicts previous observations taken for nNFAP2 samples
purified by dialysis, where only partial structural reorganization was observed even four
weeks after the annealing. This discrepancy may be attributed to higher integrity of samples
purified by RP-HPLC as opposed to those purified by dialysis.

The preliminary nucleic magnetic resonance investigations were started with
unlabelled SNFAP2 and '*C/!*N-labelled INFAP2. First, we confirmed the structure identity
of SNFAP2 and rNFAP2 using the '*C-heteronuclear single quantum coherence (HSQC)
type fingerprint spectra of the two compounds. Though the signal intensities are diverse due
to different relaxation behaviour and the constant-time version of HSQC experiment
necessary to remove *C-'>C couplings in the INFAP2, it can be seen that nearly all HSQC
peaks have a pair, a closest neighbour in the map. This observation strongly suggests that
the two compounds have identical constitution and even more very similar, folded spatial

structure.

Summarizing, our results significantly contribute to the application of NFAP2 and
its peptide derivatives as economic and easily-producible antifungal agents in the therapy of
Candida infections; and they represent the first steps to reveal the tertiary structure and

functional active sites for rational design of novel NFAP2-based antimicrobial proteins.
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11. MELLEKLETEK

1. szamu melléklet. A pSK275nfap2 expresszios vektor létrehozasanak 1épései. Az érett
NFAP2-t kddolé cDNS-t sarga kiemeléssel jeldltiik, a paf preproszekvenciat piros, dolt
betiik, az 5'- és 3-UTR-t lila és kék betlik mutatjadk. A restrikcids endonukledzok

hasitohelyeit aldhuzassal és fliggdleges nyilakkal jeloltiik.

4 BbvCl

1.PCR GGCCGCTGAGGCCGGTGTCCTGATCGCCACCTCC
Ind.szek. pér: NFAP2F / NFAP2R CCCTACTACGCCTGCAACTGCCCCAACAACTGCA
; AGCACAAGAAGGGCTCCGGCTGCAAGTACCACT
pUC57nfap2 w CCGGCCCCTCCGACAAGTCCAAGGTCATCTCCGG
(2983 bp) CAAGTGCGAGTGGCAGGGCGGCCAGCTCAACTG
CATCGCCACCTAAATGGTCTCTGCGATCACCAGGG
CATTTAATGGTTTTTGGTTCCCTTCTTGTTGGTGAT
ATGCGAGATGCCCTGTGATTCTCGAAGCTTGGCC

M HindIll

BbvCl Hindlll
L

PGEM-Tnfap2

PGEM-Tnfap
(3994 bp)

(4009 bp)

1. PCR reakciékériilm.: | 2. PCR reakciokoriilm.:
1. 94°C-1p30mp 1. 94°C-1p30mp

2-'PCR 2. 94°C-10mp 2. 94°C-30mp
Ind.szek..par: 1stF / 1stR 3. 60°C—15mp 3. 60°C-21mp
2.amplikon: 1033 bp 4. 72°C-15mp 4. 72°C-54mp
5. 2.(30x) 5. = 2.(30x)
6. 72°C-5p 6. 72°C-7p
V BspMI Inditészekvenciak:

NFAP2F: 5’- GGCCGCTGAGGCCGGTGT -3’ - Tm.: 64,1 °C
NFAP2R: 5- GGCCAAGCTTCGAGAATCACAGG-3’’ - Tm.: 61,5 °C
1stF: 5'- GGCCCCATGGTGGTAAACAAGTAGTG-3'’ - Tm.: 62,8 °C
1stR 5'- GGTGGCGGCCGCTCTAGAACTAG -3’ ' - Tm.: 64,8 °C

GGCCCCATGGTGGTAAACAAGTAGTGCATCTTACC
CCGGAGGCTGAAGCAGGTAAGGGATTTTGGAGA
GACCCCACCCGTAAGAATATACCAGCCAAGAGGT
CCAGTATCCTGAAGTATGTGAGGCATTAATGTCATT
GGAGAAGTCATGCAATCCATAAGCTGCCACCCCCA
AGATGACTGCATTGGACCTGAGCATTGTATGTGTC
ACCTTTCACACAGAGCTCATGATCTGGTTTATAAA
GGCGGCTTCATGACCCTCAATTCCATATAGTATCAC
TCCCATCACAGCATTTCGATATCTTCAACCACTTTA
ACCTTCTCCAGAGGATCATCATCTCAAGCCCTTCAT
AATGCAAATCACCACAGTTGCCCTTTTTCTCTTCGC
TGCAATGGGCGGGGTAGCCACCCCCATTGAGTCT
GTATCAAACGACCTCGATGCCAGGGCTGAGGCCG
GTGTCCTGATCGCCACCTCCCCCTACTACGCCTGC
AACTGCCCCAACAACTGCAAGCACAAGAAGGGC
TCCGGCTGCAAGTACCACTCCGGCCCCTCCGACA
AGTCCAAGGTCATCTCCGGCAAGTGCGAGTGGC
AGGGCGGCCAGCTCAACTGCATCGCCACCTAAAT
GGTCTCTGCGATCACCAGGGCATTTAATGGTTTTT
GGTTCCCTTCTTGTTGGTGATATGCGAGATGCCCT
GTGATTCTCGAAGCTTACTACCCTACACCCACAAG
GACTCGAACCAAGGACTGCTCGGTGGGTGATACA
TATACACCCAGTATCTATCCAGCTTCAATTTTCGGC
GAATTTTGTTTCTTATTTCATAAAGACACTCGTTTG
ATATCTAGCTAGATATTGTTGCTCATCAACGAAATG
GTTGTAGATTATCGAATATATCCAGCATCTTTTGATC
GTAGTCGGAAGTGAAATGGAGTACTATGATACGAC
ACATGTACATTGTAAGCAGAAATAGGCTAGAGGG
ATAACTATCAAACTGCTGCAGCCCGGGGGATCCAC
TAGTTCTAGAGCGGCCGCACC

1 Notl

epuUanazs
oudaud fod

pSK275nfap2
(6898 bp)
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2. szamu melléklet. Fonalas tomlésgomba-eredetii feltételezett NFAP2 homolog proteinek aminosav-szekvencidinak illesztése. A piros vonal
a lehetséges szignalszekvencia hasitohelyét jeloli (SignalPl1 4.1 server; Petersen és mtsi., 2011). Az azonositdszam vagy a protein azonositdszama

az abran lathatd, a hozza tartozo termeld izolatum pedig a 3. szamu mellékletben keriilt feltiintetésre.

preszekvencia proszekvencia érett protein
Azonositészam/ l l l

Protein

azonosité 10 40 50 60 70 80 90 100

AOA086TFG1 ul ' Alnfela - : JCN EYsg NS i ‘NPMGAKECV
A : : | SINRFA Se(YA - -

1373459 AlH[ YCIN
1368193 - - F A AERVIEY A ; £ A B ssch
2612 LLATTTVALFK A { A f ESCKLM
KEY83917.1 A AlllA A A f; YA ﬁscxﬁ
489823 afll- Sl A : AcN sscky

M1WDS2 A Al : : JCN

M1W517 A A ‘ IMTDE Ao TICRLEEE I,H
M1WDS9 A A P 15T D Migic| ‘ SIS|C RIE GNHPVL
M1ws23 ANIA A ;VAWPGQDVTPRDEVS ARAE EAMlATDPYF[ ‘ S'S|C R ¥V

626667 A|T|A| A A A N - QMQERTAQ]\TDPVS[ SSCKWYSGPSDS§P|
970051 H A A £ NciNcPNNCcJH K 3 SSCRMstPsosspv S
24471 : ANJA 2 A A AN [CNCPNNCSHKENSSCKuWSdPSDlSKVVS
M7TZA9 | A A A

16636
26620
26620_1
528

492330
514471
327945
293795
AOA1DOCRT2
854608
864148
828052
1259469 A A G ! Ald N
AOA093YMA2 AlLIA A B A I :" SGWSDNSKVL
AOA094BSL2 AlF |2 A G A [ vja SG PSDNS[HTL
153706 I A p

F7WBG7
828875
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3. szamu melléklet. A fonalas tomlésgombak genomjaban azonositott NFAP2-, PAF- illetve BP-klaszter és homolog proteinek.

NFAP2-Klaszter

Acremonium chrysogenum

MFAKTFVYSVLALVAANQAMGAAVPAEDTKVGEAAILIATDAYYACNCPNN

nem jellemzett protein ACRE_009950 AO0AO086TFG1 n.a. UniProtKB
ATCC 11550 CGHKEGSSCKFYSGPSDNSGIISGHCHYPNGNPMGAKECVP
MYAKTFIYSVFALVAAHQTFAAAVPEDTKEASKDAAILIATDAYYACNCPNN
gml.11729_¢g 1373459
Acremonium strictum CGHSEGSSCKYYGGPSDTDDIISGTCNYPNGNRFASIECVA
n.a JGI
DS1bioAY4a MLFNAAAIVSVLSFSIAVEAAPAPQFGILIATDPFFACQCPNNCDHSSGSSCKF
gml.6463 g 1368193
YGGPSDSSNVVDGHCTDTADGLKCI
MFFKTLLATTTVALFAAQAVAAPSAMTGNEVKASSDNEARAALIAPDAINAC
Alternaria brassicicola AB02612.1 2612 n.a JGI
NCPNNCQHKLGDSCKFYKEGYVVTAICRATDDDGVLECR
. . Eredet: Brazilia
Aspergillus fumigatus . . MHLSTALFSAIALIAASQVIGASVEVPRDVAAIQIATSPYYACNCPNNCKHKK
nem jellemzett protein BA78 8705 KEY83917.1 Izolaci6: tropusi erdei talaj NCBI
var. RP-2014 GSSCKYHSGPSDKSKVISGKCEWQGGQLNCIAT
(2007)
Byssothecium circinans fgeneshl kg8 # 209 # Locus10000v1rpk - MHLSTALFSAIALIAASQVIGASVEVPRDVAAIQIATSPYYACNCPNNCKHKK | Eredet: USA, Dél-Dakota o
CBS 675.92 m3.04 GSSCKYHSGPSDKSKVISGKCEWQGGQLNCIAT [zolicio: rothads fakorona
Szubsztrat: Medicago sativa
MLVRVSTVLSAVAVLLANQAVAAPGQDVMPRDEVSARAEMAAMIATDPFF
nem jellemzett protein CPUR_03466 MI1WDS2
ACNCPNNCKHNEGTSCRYYSNYSDSGPVSRGKCGWKNGQLYCYA
MOQIKTALTAVLLMVSGATAIATDAYHACNCPNNCGHKSGTGCRFFAGPSSNS
nem jellemzett protein CPUR_03467 MI1W517
NVLTGKCESVGGYLSCIAGPAQ
Claviceps purpurea 20.1 n.a UniProtKB
MOQIKTALTAVLLMVSGATAIATDAYHACNCPNNCSYRSGSSCRFRGGPSGNA
nem jellemzett protein CPUR_03481 MI1WDS9
PVLKGKCEFVGGYLSCIAQ
MLVRVSTVLSAVAVLLANQAVAAPGQDVTPRDEVSARAEMAAMIATDPYFA
nem jellemzett protein CPUR_03482 M1W523

CNCPNNCSHKEGSSCRYYKNFSDSGPVAKGKCGWQNGHLNCYA
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Coniochaeta ligniaria

fgeneshl _kg.1_# 380 _# Locus11190vIirpk

MLFKSHHAPATALLFAGQAFAGAVEAGNQMQERTAQIATDPVSACNCPNNCS

626667 n.a. JGI
NRRL 30616 m0.72 HKSGSSCKYYSGPSDSSPIDSGKCAWRGSTLICVV
MLFKSIIAPVTAVLFVGQAIAAAVETGNQIQERAAQIATDPVSACNCPNNCSH
Coniochaeta sp. PMI_546 gml.7183_¢g 970051 Izolacié: Populus deltoides JGI
KKGSSCRYYSGPSDSSPVDSGHCEWRGSTLICIV
MYFKSAIVSAVALLFAGQAMGAALIATNSVAACNCPNNCSHKENSSCKFYSG
Daldinia eschscholzii EC12 gml.7079_g 24471 na JGI
PSDTSKVVSGRCHSQNGVLTCIP
MLENTSIVSTVALLMASQVMGAPTEATGNEARAVLIATDPGYACTCPNNCDH
Eutypa lata UCR-EL1 hipotetikus protein UCREL1_925 M7TZA9 n.a. UniProtKB
HAGSSCKYYSGPSDNSPIIEGTCVDRNGLTCVA
MQFTAAILSAATLLFANQAMGAAVDTRAVDPRAALIATDAFSACNCPNNCD
Hypoxylon sp. CI-4A gml.10063_g 16636 n.a. JGI
- HSAGSSCKYHAGPSDSSKTVSGKCNKPNGNPYASLECIVTS
MFVKSAIVSAFALLFANQAMGAALIAVDAVAACNCPNNCSHGNGSSCKYLA
Hypoxylon sp. CO27-5 gml.426_g 26620 n.a JGI
GPSTSSSVISGKCTPEADGTLICIPK
MLFKTAIISAVTLFCANGAMAAAVDPRMALIATTAFAACNCPNNCDHKAGSD
Hypoxylon sp. CO27-5 gml.7264_g 26620_1 (33458) n.a JGI
CKYYSGPSSKSDVLKGKCAKPNGNPYASIECIP
MFVKSAIVSAFALLFANQAMGAALIAVDAVAACNCPNNCSHGNGSSCKYLA
Hypoxylon sp. EC38 gml.528_¢g 528 n.a JGI
GPSTSSSVISGKCTPEADGTLICIPK
Eredet: Svédorszag
Karstenula rhodostoma MESKTIIAATFTSLFITSAIGAAIAPAPAARAALIAPDPDAACNCPNNCQHSNGE
gml.14118 ¢ 492330 Szubsztrat: Frangula alnus JGI
CBS 690.94 SCSFYRDGNHLDGICQHTGEGGRLLCVA
Izolalas: 25/02/1986
Massarina eburnea 19977 s1a41 MYSKTIVLAAISALFATQAIGASINVNARSVSVEERAALIAADPVAACNCPGN | Fredet: Svéje, Ziirich, .
ml. 5
CBS 473.64 £ £ CKHKNGDSCKFYENGNTLSGQCVTDGDHLKCVA Talstrasse, Rehalp erdd
Szubsztrat: Fagus sylvatica
fgeneshl_kg.370_# 2_# Locus74vlrpkml3 MFFKNIIAVATVALFAGQAMSAVMIAPDPISACNCPNNCQHKVGSSCKFYSQ
Melanomma pulvis-pyrius 327945 n.a. JGI
68.98 GNTLSGECQLNGNAGNLICIA
Eredet: Argentina, Delta del
Myriangium duriaei MQFKTALLSLTTLLLATGTMAAAVPEAGQGVSARATLIAPDPTSACNCPKNC
gml.4858_¢g 293795 Parana JGI
CBS 260.36 SHHAGSSCKFYRNGNVITGVCNDVGGHLICQD
Szubsztrat: Chrysomphalus
Neosartorya fischeri MHLSTALFSAIALLAATQVIGASVEVPRDVAAIQIATSPYYACNCPNNCKHKK
NFAP2 AOA1DOCRT2 n.a UniProtKB
NRRL 181 GSGCKYHSGPSDKSKVISGKCEWQGGQLNCIAT
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MLFKTAIFAAMALQFAGEASAASTFYGRSPAVAEVPNVLIATNPFYACNCPN

estExt_Genemark1.C_1_t10048 854608
NCDHGPGDSCKYYDGPSNTSPVVDGTCQSSGSATGWNCVPN
Eredet: Hollandia, Noord
MYAKTFFVSALALVFANGASAAPPKSLIATTSYAACNCPNNCSYTQGSSCKY Brabant, Kampina Heide.
Niesslia exilis CBS 358.70 estExt_Genemark1.C_190067 864148 JGI
FAGPSDTDTIISGTCQYPNGNQAAEITCIA Szubsztrat: Pteridium
aquilinum
MYAKSAIVSAVALFFANGAMSAAVTPPHELIATDAYSACNCPNNCSYSQGTG
gml.8228 g 828052
CRYYSTPSNSGPVASGTCDYPGGNHNSGLTCIPSS
Paraconiothyrium sporulosum MFSKTHAVAITTLFATSAIGAAVAPAPAARGILIAANPDAACNCPNNCQHNNG
estExt_Genemark1.C_5_t20273 1259469 n.a. JGI
AP3s5-JAC2a DSCSFYRDGNQLNGICQHTGEGGRLLCNA
Eredet: Oroszorszag,
Pseudogymnoascus pannorum MLFKTSFISAIALLAANQVIGAAVELPRGEAGILIATDPYYACNCPNNCSYKPG
hipotetikus protein 0988_03546 AO0A093YMA2 Tverskaya oblast. UniProtKB
VKM F-3808 TGCRFYSGPSDNSKVLKGKCQNKNGKLTCIPT
Izolacio: haj
Eredet: Oroszorszag, Kolyma
Pseudogymnoascus pannorum MQFTAPLISAFALLAATQVLGAAVELPRDVAGILVATDPYYACNCPNNCSYK
hipotetikus protein V494 01379 A0A094BSL2 Lowland. UniProtKB
VKM F-4513 EGSGCRFYSGPSDNSRILKGKCHRKDGKLTCVP
Izolacio: permafrost talaj
MFFKSLIATATVAFFAAQAAAAPSAMTGTEMEAPNNDVRGVLIAPDATNACN
Pyrenophora tritici-repentis PTRT_08027 153706 n.a JGI
CPNNCRHRVGDSCKFYQQGYVVTATCQQGGANGALICK
MQFMSAIISAFALCMASHALGAAIDSPVQDIEAADPLIATDPFYACNCPNNCS
Sordaria macrospora K-hell hipotetikus protein SMAC_09189 F7WBG7 Szovet tipus: mycelium UniProtKB
HKAGSGCKYHSGPSDKSSVVKGKCVVRGGGLTCVSG
MYIKTLFLAATAALLAGQAMGAVLIAPDPVAACNCPNNCKHHLGSSCKFYSN | Eredet: Ausztralia
Thozetella sp. PMI_491 gml.14407_¢g 828875 JGI
GNVLSGVCQHDGSGLKCAV Izolacio: fakéreg
PAF-Kklaszter
Apiospora montagnei MQFSTVALFLFAVVGAVANPVEGSADGIDARELQITYDGTCSRSKNECKYKG
MIX11387_2_52 719503 na JGI
NRRL 25634 QNGRTTIVKCPSFANKKCTRDGAKCSFDSHSRKVTCH
fgeneshl_kg.5_# 8 # Locus37vIrpkm4132. MGAIANPIAAEADDLLAREAQLSKYGGECSLEHNTCTYRKDGKNHVVACPT
Aspergillus brasiliensis 41941 n.a. JGI

66

AANLRCKTDRHHCEYDDHHKTVDCQTPV
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Aspergillus campestris

MQLISLASMGLVLFAAVGAVASPVDNNALDVNDNLEVHDEAATLITYNGSCS

estExt_Genemark1.C_10_t10236 329071 n.a. JGI
IBT 28561 KKNNSCKYKGQKGKTSFCHCKFKKCGKDGNKCHFDSYSRDCKCI
MKVVSLASLGFALVAALGVAASPVDADSLAAGGLDARDESAVQATYDGKC Eredet: Tunézia, Sfax
Aspergillus clavatus ES1 anitmikrobialis peptid D3Y2M3 UniProtKB
YKKDNICKYKAQSGKTAICKCYVKVCPRDGAKCEFDSYKGKCYC Izolacid: szennyviz
Aspergillus clavatus
NRRL 1 MKVVSLASLGFALVAALGVVASPVDADSLAAGGLDARDESAVQATYDGKC
antifungalis protein Afp A1CSS4 na UniProtKB
(ATCC 1007 / CBS 513.65 / YKKDNICKYKAQSGKTAICKCYVKVCPRDGAKCEFDSYKGKCYC
DSM 816 / NCTC 3887)
Aspergillus clavatus VR1 MKFVSLASLGFALVAALGVVASPVDADSLAAGGLDARDESAVQATYDGKCY | Eredet: Tunézia, Sfax
antifungalis protein A6N2V2 UniProtKB
(CTM 10.520) KKDNICKYKAQSGKTAICKCYVKVCPRDGAKCEFDSYKGKCYC Izolacid: szennyezett taptalaj
Aspergillus giganteus MKFVSLASLGFALVAALGAVATPVEADSLTAGGLDARDESAVLATYNGKCY | Eredet: USA, Michigan
antifungalis protein P17737 UniProtKB
MDH 18894 KKDNICKYKAQSGKTAICKCYVKKCPRDGAKCEFDSYKGKCYC Izolacié: talaj
Aspergillus kawachii IFO 4308 MQLTNIAIILFAAMGAIANPIAAESDDLLARDAQLSKYGGECSLEHNTCTYRK
nem jellemzett protein G7XGG7 Eredet: Japan UniProtKB
(NBRC 4308) DGKNHVVSCPSATNKRCKTDRHHCEYDDHHKTVDCQTPV
Aspergillus luchuensis MQLTSIAIILFAAMGAIANPIAAESDDLLARDAQLSKYGGECSLEHNTCTYRK
estExt_Genemark1.C_2_t10089 214633 Eredet: Svéjc, Basel JGI
CBS 106.47 DGKNHVVSCPSATNLRCKTDRHHCEYDDHHKTVDCQTPV
Aspergillus niger ATCC 1015
(ATCC 10582, CBS 113.46, IMI
MQLTSIAIILFAAMGAIATPITAEADNLAAREAELSKYGGECSVEHNTCTYLK
31821, LSHB Ac4, NCTC estExt_Genemark1.C_chr_401_t10108 1183897 n.a. JGI
GGKDHIVSCPSAANLRCKTERHHCEYDEHHKTVDCQTPV
3858a, NRRL 1278, NRRL 328,
NRRL 350, NRRL 511, TC 167)
A . . An07g01320m.01
spergillus niger CBS 513.88 A2QM98 MQLTSIAIILFAAMGAIANPIAAEADNLVAREAELSKYGGECSVEHNTCTYLK UniProtkB
i i i n.a niProt
(FGSC A1513) Aspergillus niger contig An07c0020, GGKDHIVSCPSAANLRCKTERHHCEYDEHHKTVDCQTPV
genomic contig
LSKYGGECSLEHNTCTYRKDGKNHVVSCPSAANLRCKTDRHHCEYDDHHKT
Aspergillus niger KCTC 2025 antifungalis protein A2QM98 VDCQTPV n.a UniProtKB

Full: n.a.
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Aspergillus phoenicis (Corda)

MQLTSIAIILFAAMGAIANPITAEANNLVAREEELSKYGGECSVEHNTCTYLK

estExt_Genemark1.C_230094 339122 n.a. JGI
Thom ATCC 13157 GGKDHIVSCPSAANLRCKTERHHCEYDEHHKTVDCQTPV
Aspergillus steynii IBT 23096 MKFLSIASLSLILFTAMGVLGSPIESEALASNDLDARDEAGILIKYPGTCSKKN | Fredet: Kamataka,
¢ gwl.9.1205.1 368051 Chamumdeshuran Estata IGI
(CBS 112812) NNCRYKSQNGRTAFCKCKFKKCAKDGNKCHFDSYNQDCQCI ?
Giris
MQLTSIAIILFAAMGAIANPIAAESDDLLARDAQLSKYGGECSLEHNTCTYRK
Aspergillus tubingensis estExt_Genemark1.C_6_t10079 202739 n.a JGI
DGKNHVVSCPSAANLRCKTDRHHCEYDDHHKTVDCQTPV
Beauveria bassiana MQIISIALSLLAATGAVAAATPEQFEARDGAGAMIKYHGICTKAKNECKFKGQ
antifungalis protein EJP62050 Eredet: Kina NCBI
ARSEF 2860 NGRDTFVKCPNFANKRCTKDYNECSYDSVSRAVVCH
Fusarium avenaceum MQFSTIIPLEVAAMGVVATPVNSPAQELDARGNLFPRLEYWGKCTKAENRCK
antifungalis protein CAR79018 na NCBI
SZMC 11044 YKNDKGRDVLQNCPKFDNKKCTKDGNSCKWDSATKALTCY
MQFSTIIPLEVAAMGVVATPVNSPAQELDARGNLFPRLEYWGKCTKAENRCK
Fusarium boothi SZMC 3855 antifungalis protein CAR79009 n.a. NCBI
YKNDKGKDVLQNCPKFDNKKCTKDGNSCKWDSASKALTCY
MQFSAIIPLEVAAMGVVATPVNSPAQELDARGNLFPRLEYWGKCTKAENRCK
Fusarium boothi SZMC 3856 antifungalis protein E1UGW9 n.a UniProtKB
YKNDKGKDVLQNCPKFDNKKCTKDGNSCKWDSASKALTCY
MQFSTIPLFLAVMGVVATPVNSPAQELDARGNLFPRLEY WGKCTKAENRCK
Fusarium cerealis SZMC 11048 antifungalis protein CAR79014 n.a NCBI
YKNDKGKDVLQNCPKFDNKKCTKDGNSCKWDSASKALTCY
ISR S - _— SOBLRS MQFSAITLLLVAAVGVAATPIDSPVMALDARGNLEKRLDYKGTCTKSSNTCR | Eredet: Taiwan S
antifungalis proteinnel kapcsolatos Aol niProt
(CBS195.34 /IMI 58289 / P P YKGPNGRTAFKKCGTFANQKDGAPCVWQSDKGVGGKITCK Tzolécio: Saccharum
NRRL A-6831) officinalum
MQFSTIPLFLAVMGVVATPVNSPAQELDARGNLFPRLEY WGKCTKAENRCK
Fusarium poae SZMC 11045 antifungalis protein CAR79017 n.a. NCBI
YKNDKGKDVLQNCPKFDNKKCTKDGNSCKWDSASKALPCY
Fusarium pseudograminearum MQFSTILPLFVAAMGIVATPVNSPAQELDARGNLLPRLEYWGKCTKAENRCK | Eredet: Ausztrilis, Moree,
nem jellemzett protein K3U8MS Northern New South Wales UniProtKB
CS3096 YKNDKGRDVLQNCPKFDNKKCTKDGNSCKWDSASKALTCY
Izol4cid: buzakalasz
Fusarium verticillioides 7600 MQFSTITLLLLASTGVAATPIYSPAMPLDARRNLEKRLEYKGTCTKSSNTCRY
nem jellemzett protein W7IMV04 na UniProtKB

(strain M3125 / FGSC 7600)

KGPNGRTTFKKCGTFANQKCTKDGAPCVWESEKGVGGKVTCK
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MQFTKIAIFLFAAMGAVANPIAAESGDLDVRDVQLSKYGGECSLQHNTCTYL

Monascus pilosus BCRC38072 MAFP1 V5NDL2 n.a. UniProtKB
KGGKNQVVHCGSAANQKCKSDRHHCEYDEHHKTVNCQTPV
MKLTSLGLLALAAIGAVATPIDPDSQSLGVRNEDSVLIKYDGTCSKKDNSCKY
Monascus ruber NRRL 1597 gml.5425_¢g 472164 n.a. JGI
KSQDGKTAFCHCKFKMCAKDGDKCHFDSYKSECICS
Neosartrorya fischeri NRRL 181
(strain ATCC 1020 / DSM 3700 / ,
MQITKISLFLFVGIGVVASPIHAESDGLNARAVNAADLEYKGECFTKDNTCKY | Izolacio: Etel, konzerv
CBS 544.65 / FGSC A1164 / Neosartorya fischeri antifungalis protein D4YWEI1 UniProtKB
KIDGKTYLAKCPSAANTKCEKDGNKCTYDSYNRKVKCDFRH gylimélcs (alma)
JCM 1740 / NRRL 181 / WB
181)
N P —— - MQITKISLFLFAGIGVVASPIHAESDGLNARAVNAADLEYKGECFTKDNTCKY | Eredet: Hait
eosartorya fischeri antifungalis protein - 50id i -
& e KIDGKTYLAKCPSAANTKCEKDGNKCTYDSYNRKVKCDFRH Izoldci6: babbal beilltetett
teriilet talaja
Neosartorya spathulate MQITKISLFLFVGVGVVASPIHAESDGLNARAVNAADLEYKGECFTKDNTCK
antifungalis protein - n.a. -
SZMC 1380 YKIDGKTYLAKCPSAANTKCEKDGNKCTYDSYNRKVKCDFRH
MHITSIAIVFFAAMGAVASPIATESDDLDARDVQLSKFGGECSLKHNTCTYLK
Penicillium chrysogenum gml.5472 ¢ 5484 n.a JGI
GGKNHVVNCGSAANKKCKSDRHHCEYDEHHKRVDCQTPV
MQITTVALFLFAAMGGVATPIESVSNDLDARAEAGVLAKYTGKCTKSKNECK
Penicillium chrysogenum Q176 antifungalis protein Q01701 na UniProtKB
YKNDAGKDTFIKCPKFDNKKCTKDNNKCTVDTYNNAVDCD
MQITSIAIVFFAAMGAVANPIARESDDLDARDVQLSKFGGECSLKHNTCTYLK
Penicillium chrysogenum RP42C antifungalis protein DOEXD3 Izolacio: szaraz-parolt sonka UniProtKB
GGKNHVVNCGSAANKKCKSDRHHCEYDEHHKRVDCQTPV
Penicillium digitatum MQITSIAIILETAMGAVANPIATASDDLDARDVQLSKYGGQCSLKHNTCTYLK | Eredet: Spanyolorszag,
antifungalis protein Afp K9FEL1 Valencia UniProtKB
CECT 20795 (Pdl) GGRNVIVNCGSAANKRCKSDRHHCEYDEHHRRVDCQTPV
Izolacio: fertdzott grapefruit
MQITRIAIFLFAAMGAVASPIVAESRDVDAQALSKYGGECSKEHNTCTYRKD
estExt_Genemark1.C_6_t10265 444546 n.a JGI
— GKDHIVKCPSADNKKCKTDRHHCEYDGHHKTVDCQTPV
Penicillium expansum
ATCC 24692
fgeneshl kg4 # 1163 _# Locus5213vIirpk 376451 MQITKIALFLFAAMGAVASPIEAEAESGINARAENGANVLYTGQCFKKDNICK Gl
n.a
m9.21 YKVNGKQNIAKCPSAANKRCEKDKNKCTFDSYDRKVTCDFRK
MQITRIAIFLFAAMGAVASPIVAESRDVDAQALSKYGGECSKEHNTCTYRKD
Penicillium expansum antifungalis protein AO0A0A2K0JO n.a UniProtKB

GKDHIVKCPSADNKKCKTDRHHCEYDDHHKTVDCQTPV

127



MQITRIAIFFFAAMGAVANPITNDLNAQALSKYGGECSKEHNTCTYRKDGKD

Penicillium italicum antifungalis protein AOA0A2KW66 n.a. UniProtKB
HKVKCPSADNLKCKTDRHHCEYDDHHKKVDCQTPV
Penicillium oxalicum 114 - 2 MQITKISLFLFAAMGAVASPIDAESDGLNARAVNAANIQYTEKCYTKDNNCK
nem jellemzett protein S72GG3 Eredet: Kina UniProtKB
(CGMCC 5302) YENDGKTHFVKCPSAANTKCEKDGNRCTHESYNGNVKCDFRH
Penicillium oxalicum (strain 114- MQFSSLSLVFLAVIGAIANPIAVDSELENRDVQLSKYGGECNLKTNACRYTKG
nem jellemzett protein S8AKE6 na UniProtKB
2 /CGMCC 5302) GKSVFVPCGTAANKRCKSDRHHCEYDEHHKRVDCQTPV
Penicillium raistrickii ATCC
10490
NRRL 2039 (CBS 261.33, FRR 110905 364170 MQITSIAIALFAAMVVVANPIATDSDSLGARDAQLSKYGGECSLQHNTCTYRK Gl
ml. n.a
1044, IBEM(MGU) F183, IFO £ £ DGKNHVVNCPTATNKKCKTDRHHCEYDDHHKTVDCQTPV
6104, IMI 40221, LSHB BB100,
MWi 477, NRRL 1044, QM
1936, VKM F-337)
MQFTTATLIFLTALNAVATPIDSASVPTEVRLKFTGTCTKSTDQCSFTRNGKTS
Pyrenophora teres f. teres 0-1 feltételezett, nem jellemzett protein E3RKDI1 na UniProtKB
ISKCSTATAVNYRCTKDKNSCTYDDVDGKTRCT
Pyrenophora tritici-repentis Pt- MQFTTATLLFLTAITVVASPVESVPGDIRIKFDGKCTKSTDQCSFTRNGKTSISK
nem jellemzett protein B2WOK7 na UniProtKB
1C-BFP CSTATAVNYRCTKDKNPCTYDDVDGKTRCT
BP-klaszter
Apiospora montagnei MQFSTVFTTLLAAVAVTASAVPDVEARAPEIESIPELQARDTCGAGY GGDQR
gml.11972_g 114284 n.a. JGI
NRRL 25634 RTNSPCKSSNGDRHFCGCDRTGIVECKRGKWTEIKDCRRASCHGTNQGAAVC
Aspergillus campestris MKLIAIVCTLMAAAAVSASTIEARDTCGAGY GGDQRRTNSPCAASNGDRHFC
gml.5151 g 318976 n.a JGI
IBT 28561 GCDRTGVVECKGGKWTEVKDCGRGTCHGGNQGAAQC
Aspergillus fumigatus A1163
MKFTALLCTLIAATAVSASTVPRDEFQIQDTCGSGYGGDQRRTNRLVWY VNP
(strain CEA10 / CBS 144.89 / CADAFUBTO00009588m.01 108562 n.a JGI
SQLEDETSFAHGYSFKKVECRNGRWTEIQDCHASTCHGTNDGAARC
FGSC A1163)
Aspergillus novofumigatus (MB MKFTALLCTLMAATAVSASTLPRGEFQVQDTCGAGYGGDQRRTNSPCNASN
fgeneshl _pm.3_# 1203 459645 n.a JGI

500297)

GDRHFCGCDRTGVVECRGGKWTEIQDCHASTCHGTNDGAARC
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MKFTSVILTLLAAAAVTAAPSPELEVRDTCGAGYGGDQRRTNSPCNASNGDR

Aspergillus sydowii gml.870_g 84187 n.a. JGI
HFCGCDRTGVDVVAD
MKFTSLILTLMAAAAVTAAPSPELEVRDTCGPGY GGDQRRTNSPCNASNGDR
Aspergillus versicolor gml.2374_¢g 79906 n.a. JGI
HFCGCDRTGVVECRGGRWTEIRDCGRGTCHGGNDGGAVC
Caetomium globosum
CBS 14851 Eredet: USA, Washington
MKVSAIVCTLMAAVAVTASAAPNVQARDTCGAGYGGDQRRTNSPCQSSNG
(strain ATCC 6205 / CBS 148.51 nem jellemzett protein Q2GQ49 DC, Columbia UniProtKB
DRHFCGCDRTGVVECRGGKWTEIRDCGSGTCHGGNDGGAVC
/ DSM 1962 / NBRC 6347 / Izolécio: tarolt pamut
NRRL 1970)
MKFTAILFTLAAAVAVNASATPQLETRDTCGAGYGGDQRRTNSPCESSNGDR
Eutypa lata UCREL1 UCREL1_11172m.01 6607 n.a. JGI
HFCGCDRTGVVQCIGGTWSEIQDCHSGTCHGGNDGGAVC
Myceli . Eredet: USA, Indiana,
lyceliophthora heterothallica MKVTAILCTLIAAVVVGASTIPEIQARDTCGAGYGGDQRRTNSPCQASNGDR
estExt_GenewiselPlus.C_8_t30252 736991 JGI

CBS 203.75

HFCGCDRTGVVECRNGRWTEIRDCGSSTCHGTNDGGAVC

Bloomington

Izolacio: talaj

Neosartorya botucatensis

SZMC 2035

antifungalis protein

MKLPALLCTLMAATAVSASTLPRGEFQVQDTCGAGYGGDQRRTNSPCNASN
GDRHFCGCDRTGVVECRGGRWTEIQDCHASTCHGTNDGAARC

Neosartorya fennelliae
SZMC 1378

antifungalis protein

MKFPALLCTLMAAAAVSASTVPRAVLDTCGAGYGGDQRRTNSPCEASNGDR
HFCGCDRTDVVECQGGYWREIQDCRAGTCHGTNDGAAGC

Neosartorya fennelliae
SZMC 1379

antifungalis protein

MKFPALLCTLMAAAAVSASTVPRAVLDTCGAGYGGDQRRTNSPCEASNGDR
HFCGCDRTDVVECQGGYWREIQDCGAGTCHGTNDGAAGC

Neosartorya fennelliae
SZMC 2044

antifungalis protein

MKFPALLCTLMAAAAVSALTVPRAVLDTCGAGY GGDQRRTNSPCEASNGDR
HFCGCDRTDVVECQGGYWREIQDCGAGTCHGTNDGAAGC

n.a.

Neosartorya fennelliae
SZMC 2045

antifungalis protein

MKFTALLCTLMAATAVSASTLPRGEFQVQDTCGAGYGGDQRRTNSPCNASN
GDRHFCGCDRTGVVECRGGRWTEIQDCHASTCHGTNDGAAGC

Neosartorya fennelliae
SZMC 22337

antifungalis protein

MKFPALLCTLMAAAAVSASTVPRAVLDTCGAGYGGDQRRTNSPCEASNGDR
HFCGCDRTDVVECQGGYWREIQDCGAATCHGTNDGARGC

Neosartorya fennelliae
SZMC 22338

antifungalis protein

MKFQALLCTLMAAAAVSASTVPRAVLDTCGAGYGGDQRRTNSPCEASNGDR
HFCGCDRTDVVECQGGYWREIQDCGAATCHGTNDGAAGC
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Neosartorya ferenczii

NRRL 4179

antifungalis protein

MKFSALLCTLMAATAVSASTLPRGEFQVQDTCGAGYGGDQRRTNSPCNASN
GDRHFCGCDRTGVVECRGGRWTEIQDCHASTCHGTNDGAAGC

Eredet: Ausztralia

Izolacio: talaj

Neosartorya fischeri NRRL 181
(strain ATCC 1020 / DSM 3700 /

MKFTALLCTLMAATAVSASTVPRDEFQIQDTCGAGYGGDQRRTNSPCNASN

Izolacio: Etel, konzerv

CBS 544.65 / FGSC A1164 / nem jellemzett protein A1DKX1 UniProtKB
GDRHFCGCDRTGVVECRGGRWTEIQDCRASTCHGTNDGAARC gylimolcs (alma)
JCM 1740 / NRRL 181 / WB
181)
MKFSALLCTLMAATAVSASTVPRDEFQIQDTCGAGYGGDQRRTNSPCNASNG
Neosartorya fischeri A-7223 antifungalis protein - n.a. -
DRHFCGCDRTGVVECRGGRWTEIQDCRASTCHGTNDGAARC
MKLSTLLCTLMAATAVSASTVPRDEFQIQDTCGAGYGGDQRRTNSPCNASNG | Eredet: Egyesiilt Kiralysag
Neosartorya fischeri NRRL 4075 antifungalis protein - -
DRHFCGCDRTGVVECRGGRWTEIQDCRASTCHGTNDGAAGC Izolacio: kerti talaj
MKFTALLCTLMAATAVSASTVPRDEFQIQDTCGAGY GGDQRRTNSPCNASN
Neosartorya fischeri NRRL 4161 antifungalis protein - na -
GDRHFCGCDRTGVVECRGGRWTEIQDCRASTCHGTNDGAAGC
Neosartorya spinosa MKFSALLCTLMAAAAVSASTVPRGEFQVQDTCGAGYGGDQRRTNSPCNASN
antifungalis protein - na -
NRRL 3435 GDRHFCGCDRTGVVECRGGRWTEIRDCHASTCHGTNDGAARC
Penicillium brevicompactum MKITALLYTLTAATAVSAAAVAERDTLGGLEARDTCGSGYNVDQRRTNSGC
gml.665 g 53502 n.a. JGI
1011305 KAGNGDRHFCGCDRTGVVECKGGKWTEVQDCGSSSCKGTSNGGATC
Penicillium brevicompactum MKITALLYTLMAATAVSAAAVAERDTLGGLEARDTCGSGYNVDQRRTNSGC
gml.2484 g 348372 n.a. JGI
AgRF18 KAGNGDRHFCGCDRTGVVECKGGKWTEVQDCGSSSCKGTSNGGATC
Penicillium brevicompactum MKITALFYTLMAATAVSAAAVAERDTLGGLEARDTCGSGYNVDQRRTNSGC
bubble protein G5DC88 n.a UniProtKB
Dierckx KAGNGDRHFCGCDRTGVVECKGGKWTEVQDCGSSSCKGTSNGGATC
Penicillium chrysogenum L .
Eredet: USA, Illinois, Peoria
(rubens) Wisconsin 54-1255 MKVTALLFTLMAATAVSASVLDTRDTCGGGYGVDQRRTNSPCQASNGDRHF
Pc21g12970 protein B6HMF2 Izolacid: étel, gytimolcs UniProtKB
(strain ATCC 28089 / DSM 1075 CGCDRTGIVECKGGKWTEIQDCGGASCRGVSQGGARC
(kantalup dinnye)
/NRRL 1951)
Penicillium expansum MKVTAILFTLMAATAVSASVLDKRDTCGAGYDPAQRRTNSPCQASNGDRHF
estExt_Genemark1.C_3_t40302 441362 n.a JGI

ATCC 24692

CGCDRTGIVECKGGKWTEIQDCGRNSCHGGTEGGAKC
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MKVTAILFTLMAATAVSASVLDKRDTCGAGYDPAQRRTNSPCQASNGDRHF
Penicillium expansum nem jellemzett protein AOAO0A2JECY9 n.a. UniProtKB
CGCDRTGIIMFANIYFRDKVECKGGKWTEIQDCGRNSCHGGTEGGAKC

Penicillium lanosocoeruleum
ATCC 48919 fgeneshl_kg.7_# 91 # Locus9265vIrpkml. 385694 MKVTSFFLTIMAATAATASVLNTRDTCGSGYAPEQRRTNSPCQASNGDRHFC Gl

n.a.
(Penicillium aurantiogriseum 74 GCDRTGVVQCKGGKWTEVQDCGKNSCHGGIEGGAKC

var. viridicatum (Westling))

MKVTAILFTLMAATAVNASVLDKRDTCGSGYDPAQRRTNSPCQASNGDRHF
Penicillium roqueforti bubble protein Wo6QPZ7 n.a. UniProtKB
CGCDRTGIVECKGGKWTEVQDCHTNSCHGGTEGGAKC

Thermothelomyces thermophila

ATCC 42464 MKVTAILCTLVAAAVVGASTIPEIPEIQARDTCGAGYGGDQRRTNSPCQASNG
nem jellemzett protein G2QMDg8 Izolacio: papir komposzt UniProtKB
(strain ATCC 42464 / BCRC DRHFCGCDRTGVVECRNGKWTEIRDCRSATCHGTNDGGAVC

31852 /DSM 1799)

Thielavia antarctica fgeneshl kg.1 # 824 # Locus1038vIrpkm MKFTAILFTLAAAVAVNASAVPGAEGIQARDTCGSGYGGDQRRTNSPCNASN | Lredet: Antarktisz

438289 . : A
CBS 123565 196.06 | GDRHFCGCDRTGVVECRRGKWTEIRDCGRGTCHGGNDGGAVC Izolacié: Usnea of. aurantio-

atra

JGI

Az adatbazisok roviditése: NCBI: National Center for Biotechnology Information; Bethesda, MD, USA; JGI: Joint Genome Institute; Walnut Creek, CA,
USA; UniProtKB: Universal Protein Knowledgebase. A torzsgyiijteményi azonositdszam €s a fehérjeazonosito a tdblazatban l1athato. Piros szinnel jeloltiik

a preproszekvenciat. n.a.: nincs adat.
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