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BEVEZETES

1. Kis moéltémegi antifungélis fehérjék

Az 1970-es évek oOta egyre inkabb ndvekszik az emberi mikrobidlis fertézések szdma.
Ez egyrészrol tulajdonithatd az immunszuppressziv terapidknak, betegségeknek (pl. leukémia)
vagy fertdzéseknek, amelyek legyengitik a szervezet védekezd képességét (pl. AIDS),
valamint egyre nagyobb azoknak a mikroorganizmusoknak a szdma, amelyek eredendd
rezisztenciaval rendelkeznek vagy a hosszantartd kezelések miatt rezisztenssé¢ valtak az
antibiotikumokkal szemben. Ezért mindenképpen sziikséges olyan 1) antimikrobialis hatasu
anyagok fejlesztése, amelyek megfelelnek az 0j kihivasoknak. Ezt a lehetdséget jelenthetik
azok a kis moltomegli, bazikus, széles hatasspektrumu fehérjék, amelyeket széles korben
termelnek human, emlds, gomba és novényi sejtek, illetve megtalalhatdéak baktériumokban is
(Pocsi €s munkatarsai, 2001; Marx, 2004).
A Penicillium chrysogenum fonalas gombabol tisztitott antifungalis hatasu fehérje (PAF)
55 aminosavbol all, 6500 Da moéltdmegihi és 6 ciszteint tartalmaz. A paf gén 3 exonbol és 2
intronbol épiil fel és expresszidja karbon katabolikus (CreA kotohelyekkel) és nitrogén
metabolikus represszidé (GATA motivumok a promoterben, NRE kd&tohelyekkel) alatt all
(Marx és munkatarsai, 1995). gy a PAF termelédése szacharoz szénforrison és nitrat
nitrogénforrason figyelheté meg. A PAF hatédsa fonalas gombékon jelentkezik (pl. Aspergillus
Sfumigatus, Aspergillus nidulans, Aspergillus niger, Botrytis cinerea, Trichoderma koningii),
gatolja a csirazast és torzult morfologiai formakat: a hifacsucsok megduzzadasat, illetve rovid
hifa elagazasokat okoz (Kaiserer és munkatarsai, 2003). A PAF az érzékeny gombakban K'-
effluxot, reaktiv oxigénformak (ROS) akkumulalodasat és csokkent metabolikus aktivitast
eredményez. Ugyanakkor hasonléan mds antimikrobidlis fehérjékhez a PAF kéros hatasa
latvanyosan kivédhet$ kationok jelenlétében (pl. Mg®", K™ és Na"). Immunfluoreszcens
festéssel kimutattak, hogy a PAF bejutasa aktiv transzporttal, endocitozissal torténik, amely
megakadalyozhatd a 1égzési lanc gatldsaval, konkrétan KCN ¢és NaNj; alkalmazaséaval

(Oberparleiter és munkatarsai, 2003).



2. Gliukoz oxidazok

A gliikéz oxidazok (GOX-ok) H,O, és D-gliikono-d-lakton képzddését katalizaljak D-
gliik6dzbol oxigén jelenlétében (Fogarty és Kelly, 1990):

D-glikéz+ % 0O, —* D-glikono-é-lakton + H,O,

A GOX flavoprotein, 2 FAD koenzimmel rendelkezik, a reakcié soran két hidrogént
von el a glikozrdl, mikdzben sajat maga redukalddik, majd a redukdlt forma molekularis
oxigénnel yjra oxidalodik. A d-lakton spontan hidrolizalodik D-gliikonsavva.

A GOX elterjedt a gombak korében, pl. Aspergillus niger, Penicillium amagasakiense,
P. notatum, P. glaucum, P. vitale termelik.

A GOX legtobb esetben két alegységbdl felépiildo homodimer, 150000-192000 Da
moltomeggel (Fogarty és Kelly, 1990). Az enzim pH optimuma 4,5-7,0 k6zotti Penicillium és
Aspergillus fajokban. A GOX specifikus a B-D-gliikkdzra, 157-szer gyorsabban jatszodik le a
reakcid, mint az a-D-glikéz esetében, a K, értek P-D-glikézra 11 mM Penicillium
amagasakiensében és 30 mM Aspergillus nigerben, mig a Vm 15,35 katkg' P.
amagasakiensében és 7,6 katkg™ A. nigerben (Witt és munkatarsai, 1998).

A GOX enzimatikus aktivitdsa soran termelédott H,O, ugyanakkor antimikrobidlis
hatassal rendelkezik. A méz antimikrobialis hatasa a GOX altal termelt H,O,-bdl szarmazik
(Taormina és munkatarsai, 2001). Helicoverpa zeaban antibakterialis hatast okoz, raadasul a
GOX inaktivalja a ndvényi oxidativ enzimeket (pl. peroxidaz, polifenol oxidaz) (Eichenseer
¢s munkatarsai, 1999).

Az ¢élelmiszeriparban tobb esetben is torténtek kisérletek arra, hogy a glik6oz/GOX
rendszert, mint antimikrobidlis hatdsi anyagot hasznositsdk ¢€s ezzel noveljék a tarolt
¢lelmiszerek felhasznalhatosaganak élettartamat, pl. szarnyasok (Jeong és munkatarsai, 1992)
esetében. Természetesen a glikoz/GOX rendszerrel szembeni érzékenységet az is
meghatarozza, hogy a mikroorganizmusok rendelkeznek-e antioxidansokkal, pl. katalazzal,
glutationnal (Fuglsang ¢s munkatarsai, 1995). A gliikoz/GOX/katalaz rendszert szintén az
oxigén eltavolitisa miatt alkalmazzdk széleskdrben az élelmiszeriparban (Kantt &s

munkatarsai, 1993; Dondero és munkatarsai, 1993), rdadéasul a képzddott H,O; is teljesen



elbomlik, ami esetleg savasodast okozhatna a lipidek oxidacidja miatt (Fuglsang ¢és

munkatarsai, 1995), ezért tartositasra inkabb ez utobbi rendszer alkalmasabb.



CELKITUZESEK

Mint ahogy a bevezet6ben emlitettem, egyre tobb azoknak a mikroorganizmusoknak a
szama, amelyek rezisztenciat fejlesztettek ki kiilonféle antibiotikumokkal, sét sok esetben a
kombindlt antibiotikumos kezelésekkel szemben is. Ezért sziikséges 11j antimikrobidlis szerek
eldallitasa, pl. a kiillonbozd szervezetek genetikailag kodolt védekezd képességét biztositd
fehérjék kiaknazasa révén. Valasztdsunk a Penicillium chrysogenum altal termelt kis
moltomegli fehérjére (PAF) esett, amelyet mar kordbban leirtak Dr. Florentine Marx és

munkatarsai (1995), azonban hatasspektrumat és hatasmechanizmusat még nem tartak fel.

Kisérleteink kezdetén a Penicillium chrysogenum NCAIM 00237 ipari penicillin-
termeld torzs fermentlevével Candida albicans-ellenes vizsgalatokat végeztiink. A fehérje
tisztitasok soran kideriilt, hogy ez a hatas egy enzimnek, a gliikoz oxidaznak tulajdonithatd,
mig a fermentlébdl sikeresen izolaltuk a PAF-t is, amely hatastalan volt a Candida
teszttOrzsre.

A PAF-nek 2003-ban sok tulajdonsaga valt ismertté. Ezeket az eredményeket szoros
egyiittmiikodésben értem el Dr. Florentine Marx munkacsoportjaval (Department of
Molecular Biology, Medical University of Innsbruck, Innsbruck, Austria). fgy sikeriilt
igazolnunk, hogy antimikrobialis hatasa csak fonalas gombékon jelentkezik, rovid elagazasok
képzodését okozza a hifacsucsokban. Aspergillus nigerben oxidativ stresszt, Aspergillus
nidulansban K -effluxot indukal (Kaiserer és munkatarsai, 2003). Egy tovabbi kdzleményben
Dr. Florentine Marx ¢és munkatarsai leirtdk, hogy a PAF aktiv transzporttal 1ép be a
gombasejtekbe €s a citoplazmaban lokalizalodik (Oberparleiter ¢s munkatarsai, 2003).

Ezekre az eredményekre alapozva doktori munkdmban a kovetkezoket vizsgaltam meg a

PAF-vel kapcsolatban:

(1) Okoz-e a PAF membranpotencial valtozast a hifacsticsokban, amely a kivaltoja lehet a
torzult morfologiai formak megjelenésének?

(2) Mivel a PAF aktiv transzporttal 1ép be a sejtekbe, elképzelhetd, hogy receptorhoz
kotddik a célsejteken és G-proteinnel kapcesolt jelatviteli utvonalon fejti ki hatasat. Ez
utdbbi igazolasdra G-proteinben sériilt Aspergillus nidulans mutansokat hasznéltunk

és G-protein inhibicios vizsgalatokat végeztiink.



(3) Mivel a PAF reaktiv oxigénformak (ROS) megjelenését indukalja, lehetséges-e, hogy
ezek foleg a mitokondriumokban akkumulalédnak kérositva azokat?

(4) Az oxidativ stressz kivalthat-e programozott sejthalalt?

(5) Végezetiil, mivel reményeink szerint a PAF-t a gydgyaszatban is lehet majd
alkalmazni, ezért tobb emlds és human sejttenyészeten citotoxicitasi vizsgalatokat

végeztiink.

Fontosnak tartottuk a Candida-ellenes hatast mutaté gliikkoz oxidaz jellemzését is. Errdl az
enzimrdl ismert, hogy az 4ltala katalizalt reakcioban termel6d6 hidrogén-peroxid
antimikrobialis hatdst. Ezért doktori munkamban a glikéz oxidazzal kapcsolatban a
kovetkezdket vizsgaltam meg:

(1) A Penicillium chrysogenum altal termelt gliilkdz oxidaz moéltdmege, enzimkinetikai

paraméterei mennyiben térnek el mas fajokétdl (pl. Aspergillus nigeréétol)?

(2) Mennyire tér el a kiilonb6z6 mikroorganizmusok oxidativ stresszel szembeni

érzékenysége, igy a gliik6z oxiddzzal szembeni szenzitivitidsa?

(3) Kivédheté-e a glikéz oxidaz hatdsa antioxidansok, pl. C-vitamin, kataldz

alkalmazéséaval?

(4) Milyen gyakorlati alkalmazasai lehetnek a gliik6z oxidaznak, pl. az élelmiszeriparban?

(Citotoxicitasa miatt nem alkalmazhat6 a gyogyészatban.)



ANYAGOK ES MODSZEREK

1. A fehérjék tisztitasa, jellemzése

Kisérleteinkben egy ipari penicillin-termelésben felhasznalt, Penicillium chrysogenum
(NCAIM 00237) torzs folyékony, razatott, minimal taptalajon (2 % szachardz és 0,3 % nitrat)
felndvesztett tenyészeteit hasznaltuk. A fehérjék tisztitasa 72 O6rds tenyészetbdl tortént
ultrasziliréssel, ioncserés kromatografiaval vagy kromatofokuszaldssal, és gélsziiréssel. A
fehérjék tisztasdgat SDS-PAGE gélen ellendriztem (Laemmli, 1970). A GOX szekvenalasat
Edman-lebontassal, a fehérje identifikdlasat az elsé 14 aminosav alapjan protein-protein
homologia-keresé program (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) segitségével végeztik. A
gliik6z-oxidaz aktivitdsanak meghatarozasa modositott gliikoz ,rate assay”-vel tortént (Leary
és munkatarsai, 1992). A K, és Vmax €rtékeket 5-7 kiillonbozo szubsztrat koncentracional (0,5-
5 K;) mért enzimaktivitasokbol, a klasszikus Michaelis-Menten sebességi egyenlet alapjan
(GraFit 2.1 program, Erithacus Software LTD., Horley, UK) hataroztuk meg. Szubsztratként
D-gliikézt, D-xilozt, D-fruktdzt, D-galaktozt és D-arabindzt hasznéltunk.

2. A fehérjék hatasspektrumanak vizsgalata

Az antimikrobialis hatast Lee és munkatarsai (1999) moddszerét kovetve mikrotiter
lemezen hataroztuk meg. A tesztelt mikroorganizmusokat YPD tapkozegben 12-14 6ras korig
felnovesztve vagy a sporakat 10°-10*/ml koncentraciéban alkalmaztuk 100 pl térfogatban,
amelyekhez a vizsgalt fehérjemintakat 10-20 ul-es térfogatban adtuk. A tisztitdsoknal a
frakciokat 0,1-50 pg/ml (PAF és GOX esetén is) koncentracioban vizsgaltuk antimikrobialis
hatasra. A hatasspektrum vizsgalatoknal 0,1-40 pg/ml GOX-ot teszteltink. A
hatdsmechanizmus meghatdrozasira PAF esetében 0,1-50 pg/ml koncentracidkat
alkalmaztunk, a GOX-zal kapcsolatos vizsgalatokban 5-150 mM H,0,-ot, 0,004-1 U GOX-ot
¢s 4-200 U kataldzt (szarvasmarha majbol; 1 U katalaz egyenld azzal az enzimaktivitassal,
amelyben az enzim 1 pmol H;O;-ot bont el egy perc alatt pH 7,0-n és 25 °C-on, mialatt a
H,0, koncentracidja 10,3-r6l 9,2 mM-ra csokken.), illetve 1 mg/ml koncentracioban C-
vitamint hasznaltunk.

Az antimikrobidlis hatds meghatarozasakor a redukal6 erét mértiik 10 ul MTT [3-(4,5-
dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium  bromid] (5 mg/ml torzsoldatbol)



hozzdadasat kovetden. 5 Oras inkubacio utan (37 °C-on) a reakciot 30 pl 20 % (w/v) SDS/20
mM HCI oldattal allitottuk le. Majd 16 6ras inkubacio elteltével (37 °C-on) a képzddott
formazan mennyiségét 570 nm-en mikrotiter plate reader segitségével mértiik meg (BIO-TEK

EL 340 Microplate Biokinetics reader, BIO-TEK, Winooski, VT, USA).

3. A fehérjék hatdsmechanizmusanak vizsgalata

A PAF hiperpolarizaciés hatdsdt a  szenzitiv  torzsekre  di-8-ANEPPS
fesziiltségérzékeny festékkel mutattuk ki és konfokalis 1ézer pasztdzo mikroszkoppal (Zeiss,
LSM 510; Zeiss, Jena, Germany) tanulmanyoztuk. A PAF G-proteinnel kapcsolt hatasanak

G203R &3 A. nidulans

kimutatasara G-proteinben sériilt mutansokat (Aspergillus nidulans fadA
AflbA) és guanidin nukleotid analogokat (GTPyS, GDPBS és ATPyS) alkalmaztunk. A ROS
detektalasa Aspergillus nidulansban 2’°,7’-dikloro-dihidrofluoreszcein diacetat festéssel
(H.DCFDA, Molecular Probes, Eugene, USA), a mitokondriumok kimutatasa MitoTracker
Green FM (Molecular Probes, Eugene, USA) fluoreszcens festéssel tortént. A mintékat
konfokalis 1ézermikroszkoppal vizualizaltdk (Dr. Florentine Marx és munkacsoportja). Az
apoptozis vizsgalatokhoz Aspergillus nidulans protoplasztokat allitottunk eld (Vagvolgyi és
Ferenczy, 1991). Az apoptotikus markerek kimutatasara Alexa Fluor 488 annexin V festést (a
foszfatidil-szerin transzlokacidjanak kimutatisara), DAPI festést é&s TUNEL festést (a DNS
elektronmikroszkoppal is vizsgaltdk (Dr. Florentine Marx ¢és munkacsoportja). A PAF
citotoxicitdsanak vizsgalata ezenkiviil emldssejteken tortént.
A GOX esetleges lokalizaciojat Aspergillus nidulansban immunfestéssel vizsgaltuk.

A GOX/katalaz rendszerben a steady-state H,O, koncentraci6 meghatarozasa a konszekutiv

enzimreakciokra vonatkoz6 szamitasok alapjan tortént (Keleti, 1985).



EREDMENYEK

1. A Penicillium chrysogenum kis moltomegu fehérjéje (PAF)

A P. chrysogenum NCAIM 00237 ipari penicillin-termeld torzs szachar6z és nitrat
tapkozegben kis moltomegii antifungélis hatasa fehérjét (PAF) termel.

A PAF a szenzitiv gombdkon, igy az altalunk vizsgalt Aspergillus nidulanson
hiperpolarizaciot indukal, amely a PAF-vel torténd inkubacié 40. percében mar kimutathato.

A PAF minden bizonnyal G-proteinnel kapcsolt jelatviteli utvonalon fejti ki hatasat,
amelyet G-proteinben sériilt Aspergillus nidulans mutansokkal és guanidin nukleotid
analogok hasznalataval bizonyitottunk.

A PAF reaktiv oxigénformak akkumuldlodasat indukélja az Aspergillus nidulans
€s munkatarsai).

A PAF programozott sejthalalt okoz Aspergillus nidulansban, tobb apoptotikus
markert mutattunk ki PAF jelenlétében:

crer

crer

feliiletére,

- a sejtmembrdn fodrosodasat és mikrovezikuldk, vakuolumok megjelenését (Dr.

Florentine Marx ¢s munkatarsai).

A PAF nem valt ki gyulladast humén vérbdl szarmazo sejteken, sem a TNF-a, sem az
IL-6, illetve IL-8 szintje nem novekszik PAF kezelés hataséra.

Munkatarsaink megfigyelései szerint a PAF nem volt citotoxikus vaszkularis
endotélsejteken, ideg-¢és izomsejteken, ami valosziniileg lehetdvé teszi ennek a fehérjének a

biztonsagos felhasznalasat human terdpids €s mezdgazdasagi novényvédelmi célokra.
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2. A Penicillium chrysogenum gliikk6z oxidaza (GOX)

A Penicillum chrysogenum NCAIM 00237 torzs szachar6z és nitrat tapkdzegben egy
nagy moltdmegii, antimikrobidlis enzimet, gliikkoz oxidazt termel, amely legnagyobb
aktivitassal a fermentaci6 72. 6rdjaban figyelhetd meg.

A gliik6z oxiddz moltomege eltér mas Penicillium fajokbdl szarmazo enzimekétdl, de
kinetikai paraméterei nagy hasonldsdgot mutatnak azokéval.

Az altalunk izoladlt enzim mdar 40 pg/ml-es koncentracioban alkalmazva is
hatékonynak bizonyult az élesztdk és fonalas gombak széles spektrumaval szemben, de a
tesztelt gombak GOX-érzékenysége eltéré mértékii. A human patogén Candida fajok
novekvd szenzitivitdst mutatnak a kovetkezd sorrendben: C. albicans=C. dubliniensis<C.
parapsilosis<C. glabrata=C. krusei. Az Aspergillus fajok is eltéré mértékben érzékenyek a
GOX-ra a kovetkez6 sorrendnek megfelelden: A. giganteus<A. niger=A. terreus<A. nidulans.
A GOX-érzékenység egyértelmiien a kiilonbozé gombak fajspecifikus antioxidativ védekezd
képességének a fliggvénye.

A GOX nem tapad ki a célsejtek sejtfaldhoz és a GOX/katalaz rendszerben levd kis
mennyiségli steady-state H>O, koncentrdci6 sem magyarazza a GOX nagy mértéki
antimikrobialis hatasat. Minden bizonnyal a két enzim az oldott oxigén gyors eliminalasa

révén olyan anaerob miliét teremt, amely masodlagos antimikrobialis hatast eredményez.
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