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Roviditések
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1. Bevezetés

1.1 Kis moltomegii antifungalis fehérjék

Az 1970-es évek oOta egyre inkabb ndvekszik az emberi mikrobidlis fertdzések szama.
Ez egyrészr6l tulajdonithaté az immunszuppressziv terapiaknak, betegségeknek (pl.
leukémia) vagy fertézéseknek, 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 qj
antimikrobialis hatast anyagok fejlesztése, amelyek megfelelnek az 0 kihivasoknak. Ezt a
lehetdséget jelenthetik azok a kis moéltomegli, széles hatasspektrumtl fehérjék, amelyeket
széles korben termelnek human, emlds, gomba és ndvényi sejtek, illetve megtalalhatoak
baktériumokban is (Pocsi és munkatarsai, 2001; Marx, 2004). Ezekkel a fehérjékkel
szemben csak nagyon kevés esetben sikeriilt rezisztenciat kifejleszteni a
mikroorganizmusoknak.

Habar ezek az antimikrobidlis fehérjék valtozatos aminosav szekvenciat ¢és
masodlagos-harmadlagos szerkezetet mutatnak, jellemzé rajuk a kis molekulatomeg, a
bazikus jelleg és hogy nagy résziik a célsejtek membranjanak permeabilizaciojat okozza. A
gerincesekben talalt proteinek nagy része 3-6 kDa moltdmegii, bazikus, 3 diszulfid hiddal
rendelkezd defenzin, amely az el6bbiekben emlitett membrankérosito hatassal rendelkezik.
Egyes tipusaik porusokat képeznek a membranon, mig masok szOnyegszeriien befedik a
membran feliiletét (Ganz, 1999). Szerkezetiiket tekintve 3 nagy csoportba sorolhatoak: a-,
B- és O-defenzinek. Az a-defenzinek human €és emlds neutrofilokban és az intesztinalis
Paneth-sejtekben termelddnek, a B-defenzineket epitélsejtek termelik, mig a ciklikus -
defenzineket Rhesus majmokbdl izolaltadk. Antimikrobialis hatasukat in vivo fagocitdkban,
illetve a bor, valamint a nyalkahartya felszinén fejtik ki, mivel ezek a fehérjék hatasukat
elvesztik nagy ionerdsségli kornyezetben, kivéve a ciklikus 6-defenzineket. Mindamellett
ezek a proteinek rendkiviil fontos szerepet tdltenek be az immunrendszer miikodésében.
szovetekhez, novelik az inflammatorikus citokinek termelddését, gatoljak az anti-
inflammatorikus medidtorok képzddését, indukaljadk a komplement rendszert kemokin és
Toll-szerti receptorokon (TLR) keresztiil, ezzel hozzajarulnak a mikrobak gyors és

hatékony eliminaldsdhoz, igy aktiv szerepldi a cellularis adaptiv immunvalasznak is (Yang



¢s munkatarsai, 2002). Raadasul az a-defenzin-1,-2 és 3-rol, amelyeket CD8" effektor T-
sejtek termelnek, kimutattdk, hogy HIV ellenes hatassal rendelkeznek (Zhang és
munkatarsai, 2002). Egerekben a defenzineknek tumorellenes hatasat sikeriilt bizonyitani
(Biragyn és munkatarsai, 2002).

Az emldsokben talalhato antimikrobialis hatdsu fehérjék masik nagy csoportjat a
cathelicidinek alkotjak (Lehrer és Ganz, 2002). Szerkezetiiket tekintve egy N-terminalis
cathelin doménbdl és egy C-terminalis antimikrobidlis hatast részbdl allnak. Emberben ez
a fehérje a hCAP-18, amelynek érett formaja az LL-37 nevezetli peptid. Az érett forma egy
neutrofil elasztdz hatdsara alakul ki. A hCAP-18 neutrofil granulumokban tarolddik.
Hasonldan a defenzinekhez antimikrobialis hatasa mellett szintén fontos szerepet jatszik az

adaptiv immunvalaszban kemotaktikus anyagként is.

A ndvényekben tobbféle védekezési mechanizmus alakult ki a patogén mikrobdkkal
szemben, mint pl. a sejtfal mddositdsa, antimikrobialis hatdsu szekunder metabolitok
termelése (fitoalexinek), litikus enzimek (kitinazok, gliikanazok) termelése vagy kis
moltdmegli fehérjék, Un. defenzinek eldallitdsa (Thevissen és munkatarsai, 2000).
Novényekben 80 kiilonbozd defenzint sikeriilt mindezidaig izolalni és jellemezni. A
ndvényi defenzinek szintén bazikus fehérjék, szerkezetiiket meghatarozza a 8 cisztein altal
képzett 4 diszulfid hid (Thomma ¢és munkatarsai, 2002). Ezeket a fehérjéket nagy
mennyiségben a magvakbdl sikeriilt izolalni, de vegetativ ndvényi szovetekben is
termelddnek. Hatasukat tekintve kiilonboznek az emlés defenzinektdl és ez alapjan két
csoportra oszthatdéak. Egyes novényi defenzinek a fonalas gombakra hatva, a hifacsticsok
torzulasat, rovid eldgazasokat idéznek eld, pl. Rs-AFP2 (Raphanus sativusbdl izolalt;
Terras és munkatarsai, 1995), mig més fehérjék nem okoznak morfologiai valtozasokat, pl.
Dm-AMP1 (Dahlia merckiibdl izolalt; Osborn és munkatarsai, 1995). Ezek a novényi
defenzinek nagy valosziniiséggel receptorhoz kotddve, G-protein medialt jelatviteli
titvonalon keresztiil hatnak (Thevissen és munkatarsai, 1996) és a célsejtekben K -effluxot
és Ca’' felvételt okoznak, megvaltoztatva a membranpotencialt. Ugyanakkor nagyobb
mennyiségben alkalmazva membran permeabilizald hatist is mutatnak, valdszinilileg
kotohelytdl  fiiggetlen mdédon. A Dm-AMP1  a  Saccharomyces  cerevisiae
sejtmembranjaban taldlhaté mannoz-(inozitol-foszfat),-ceramidhoz kotédik, aminek a
hidnya rezisztencidhoz vezet (Thevissen ¢és munkatarsai, 2000). A dohanybol izolalt
ozmotin, amely a PR-5 (pathogenesis-related) csalddhoz tartozik in vivo és in vitro is

antifungalis hatdssal rendelkezik (Yun és munkatarsai, 1997; Garcia-Olmedo ¢és



munkatarsai, 1998). Saccharomyces cerevisiaeben programozott sejthalalt, apoptozist
indukal azaltal, hogy gatolja a RAS2/cAMP/PKA stresszvalasz utvonalat, illetve reaktiv
oxigénformak (ROS) képzését generdlja, valamint a redukalt glutation mennyiségét
csokkenti (Narasimhan és munkatarsai, 2001).

Aspergillus nidulansban az ozmotin hatasa G-proteinnel kapcsolt jelatviteli ttvonalon
keresztiil valosul meg. Ebben a fajban a ndvekedést és sterigmatocisztin szintézist egy G-
proteinnel mediélt szignaltranszdukcios Gtvonal szabalyozza, amelynek két fontos eleme az
FIbA ¢és FadA fehérjék (Adams €és munkatarsai, 1998; Rosén ¢€s munkatarsai, 1999). A
FadA egy G-protein a-alegységét kodolja, amely aktiv allapotban ndvekedési szignalt
kozvetit és gatolja a spordzast, mig az FIbA fehérje ennek az alegységnek a GTP-az
aktivitasat noveli, igy blokkolva a FadA—val kapcsolt jelatviteli utvonalat. Ezért a AfIbA
mutans nem képes sporazasra, és autolizalo fenotipust mutat. A fadA“’** dominans
interferal6 mutacié gatolja a Go. alegység levalasat a GBy alegységrol, amely ennélfogva a
szignal Utvonal alland6 gatlasat eredményezi €és hipersporulald fenotipusban nyilvanul meg
(1. abra). A Ga alegység (FadA), amelynek aktivalasa micélidlis novekedést indukal és a
Gp alegység (SfaD), amely szintén novekedést indukal és gatolja a sporulaciét, fontos
szerepet jatszik az ozmotinnal szembeni érzékenységben. A fadA“***® dominans interferald
€s AsfaD Aspergillus nidulans mutansok rezisztensek az ozmotinra. Az FIbA fehérje -
amely stimulalja a Go alegység (FadA) GTP-az aktivitasat - hianya (AflbA mutacid)

szintén rezisztenciat okoz az ozmotinnal szemben (Coca és munkatarsai, 2000).
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1. abra Az FIbA, SfaD ¢és FadA fontos szerepet jatszanak az Aspergillus nidulans
novekedésében ¢s fejléddésében. Az aktivalt FadA Go (GTP-t kot) novekedést indukal és

gatolja a sporulaciot. Az FIbA egy GTP-az aktivalo fehérje, azaz inaktivalja a FadA-t
(GDP-t kot) (Rosén és munkatarsai, 1999).
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Antimikrobialis hatasu, ciszteinben gazdag, bazikus proteineket gombakbdl is izolaltak. Az
Aspergillus giganteus kis moltomegil fehérjéje (AFP) 51 aminosavbol all, 4 diszulfid hidat
tartalmaz, moltomege 6000 Da és izoelektromos pontja 8,8 (Nakaya és munkatarsai, 1990)

(2. abra).

2. dbra Az Aspergillus giganteusbol izolalt antifungalis fehérje (AFP) szerkezete
(Nakaya ¢és munkatarsai, 1990)

Az érett AFP egy hat aminosavval hosszabb inaktiv prekurzor fehérjébdl hasad le és
nagy mennyiségben a tenyésztés 70-80. érajaban mutathat6 ki extracellularisan (Martinez-
Ruiz ¢és munkatarsai, 1997). Nem mutat antimikrobialis hatast baktériumokkal ¢és
¢lesztokkel szemben. Az AFP MIC értéke 6-25 uM fonalas gombakra: Trichoderma
koningii, Fusarium oxysporum, Penicillium purpurogenum (Lacadena és munkatérsai,
1995). Az AFP termelddése tobb faktor altal is szabalyozott (Meyer és munkatérsai, 2002).
Az afp gén transzkripcidjat befolyasolja a pH (PacC transzkripcids faktor altal, afpP1 és
afpP2 kotohelyeken a gén promoterében) (Meyer és munkatarsai, 2002), savas pH gatolja,
lugos pH fokozza az AFP termelddését. Kiilonbozd stressz faktorok is hatassal birnak a
fehérje termelddésére (HSE és STRE elemek talalhatoak az afp gén promoterében). Az afp
gén fokozott expresszidjat figyelték meg hdsokk hatasara, valamint NaCl és etanol
jelenlétében, ezzel szemben H,0O, és nitrogénéhezés jelentdsen csokkentette az AFP
termelddését. A tapkozegben jelenlevd foszfat is jelentés mértékben gatolja az afp gén
transzkripcidjat (Meyer és Stahl, 2002). Az AFP hatdsmechanizmusa tobbréti.

Térszerkezete oligonukleotid/oligoszacharid (OB) koté motivumot tartalmaz és igy
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nukleotidk6td tulajdonsaggal rendelkezik. Ez a fehérje neutralizdlja a DNS toltését és a
DNS kondenzaciojat okozza (Martinez del Pozo és munkatarsai, 2002). Rédadasul az AFP
az érz¢keny gombakban membran permeabilizacidt is okoz (Theis és munkatérsai, 2003),
(Lacadena ¢és munkatarsai, 1995). Mivel az AFP hatasa csak fonalas gombakon jelentkezik,
nagy a valosziniisége annak, hogy specifikus receptorhoz kotddik a célsejteken. Azonban
az AFP hatasa megsziintethetd kationokkal, amelyek valdszintileg telitik az esetleges AFP
kotohelyeket. Meglepd modon a rezisztens gombak is felveszik az AFP-t és lehetséges,
hogy vakuolumaikban taroljak, mivel ez a fehérje rendkiviil ellenalld protedzokkal
szemben (Lacadena és munkatarsai, 1995).

Az Aspergillus nigerbdl szarmaz6 antimikrobialis hatdsu fehérje (Anafp) 58
aminosavbol all és 6 ciszteint tartalmaz. Az Anafp antifungalis hatdst mutat fonalas és
¢lesztd gombakkal szemben (MIC: 4-15 uM), de nincs antibakteridlis hatdsa (Lee és
munkatarsai, 1999).

A Penicillium chrysogenum fonalas gombabol izolalt antifungalis hatast fehérje
(PAF) 42,6 %-ban homolog az AFP-vel, 37 %-ban homoldg az Anafp-vel és 100 %-os
2000).

Az érett fehérje 55 aminosavbdl all és a 92 aminosavas prekurzor formabol hasad
le, 6500 Da mo6ltomegii €s 6 ciszteint tartalmaz. A paf gén 3 exonbdl és 2 intronbdl épiil fel
és expresszidja karbon katabolikus (CreA kotdhelyekkel) €s nitrogén metabolikus
represszid (GATA motivumok a promoterben, NRE kotohelyekkel) alatt all (Marx és
munkatarsai, 1995). Igy a PAF termelédése szacharéz szénforrdson és nitrat
nitrogénforrason figyelhetd meg. A PAF hatdsa fonalas gombakon jelentkezik (pl.
Aspergillus  fumigatus, Aspergillus nidulans, Aspergillus niger, Botrytis cinerea,
Trichoderma koningii), géatolja a csirdzast és torzult morfologiai formékat: a hifacsucsok
megduzzadasat, illetve rovid hifa eldgazasokat okoz (Kaiserer és munkatarsai, 2003). A
PAF az érzékeny gombakban K'-effluxot, reaktiv oxigénformak akkumulaloédasat és
csokkent metabolikus aktivitast eredményez. Ugyanakkor hasonléan mdas antimikrobialis
fehérjékhez a PAF kéros hatésa latvanyosan kivédhetd kationok jelenlétében (pl. Mg®", K
és Na"). Immunfluoreszcens festéssel kimutattak, hogy a PAF bejutsa aktiv transzporttal,
endocitozissal torténik, amely megakadalyozhato a 1égzési lanc gatlasaval, konkrétan KCN

¢s NaNj alkalmazéasaval (Oberparleiter és munkatarsai, 2003).
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1.2 Gliikéz oxidazok

A gliikéz oxidazok (GOX-ok) H,O, és D-gliikono-3-lakton képzddését katalizaljak
D-gliik6zbol oxigén jelenlétében (Fogarty és Kelly, 1990):

D-glik6z+ 20O, —>  D-gliikono-d-lakton + H,0,

A GOX flavoprotein, 2 FAD koenzimmel rendelkezik, a reakcid soran két
hidrogént von el a gliikdzrél, mikozben sajat maga redukalodik, majd a redukalt forma
molekularis oxigénnel Gjra oxidalodik. A &-lakton spontan hidrolizal D-gliikonsavva. A
GOX elterjedt a gombak korében, pl. Aspergillus niger, Penicillium amagasakiense, P.
notatum, P. glaucum, P. vitale termelik, de izolaltdk dolgoz6é méhekbdl, ahol a nektar
atalakitasaban fontos a GOX (Taormina ¢és munkatarsai, 2001; Ohashi és munkatarsai,
1999) és Helicoverpa zeab6l, ahol a képz6dd H,O, antiszeptikus hatést biztosit (Eichenseer
¢s munkatarsai, 1999). Rendkiviil fontos szerepe van a ligninbontd gombak esetében,
mivel H,O,-t termel a lignin lebontadsdhoz, pl. Phanerochaete chrysosporium, Trametes
versicolor, Pleurotus ostreatus fajokban (Fogarty és Kelly, 1990).

Az iparban Aspergillus nigerbdl allitjak elé ¢és a D-gliikkonsav termelésére
hasznaljak. A pH befolyasolja a termelddott szerves sav tipusat, pH 2 alatt citromsav, pH
5,5-6,0 kortil glikonsav képzddik, illetve az enzim savas pH-n inaktivalodik (Petruccioli és
munkatarsai, 1993), ezért a pH-t CaCOs-tal kell kontrollalni (Mischak és munkatarsai,
1985). Penicillum variabile esetén az enzim Fe’'-vel aktivalhatd, mig a Mg®" ion
inaktivdlja az enzim mikodését. Ezzel ellentétes hatast tapasztaltak Penicillium
purpurogenum esetén (Nakamatsu €s munkatarsai, 1975). Ugyanakkor a GOX enzimatikus
jellemzdit lényegesen nem befolydsolja az enzim deglikozilacidja (a GOX glikoprotein)
(Kalisz és munkatarsai, 1991, 1997), viszont jelentésen megkonnyiti az elektron atadasat a
kiilonféle akceptoroknak, ezért ennek a deglikozilalt formanak a hasznalata elénydsebb
bioszenzorokban. Rdadéasul a fehérjéhez kotott szénhidratlanc nem befolydsolja a fehérje
negyedleges szerkezetének kialakulasat sem (Witt €s munkatarsai, 1998). Annak ellenére,
hogy a GOX termelésére a leghatékonyabb szénforrds a glikoz, Penicillium
pinophilumban szacharozt alkalmaztak, mivel ellentétben mas Penicillium fajokkal, a
képzddod fruktdz jo szénforras és a tadpkdzeg savasoddsa elmarad, igy a pH kontrollalaséra

nincs sziikség (Rando és munkatarsai, 1997).
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A GOX legtobb esetben két alegységbdl felépiil6 homodimer, 150000-192000 Da
moltdmeggel (Fogarty és Kelly, 1990). Az enzim pH optimuma 4,5-7,0 kdz6tti Penicillium
¢és Aspergillus fajokban. A GOX specifikus a B-D-gliikdzra, 157-szer gyorsabban jatszodik
le a reakcio, mint az a-D-gliikkdz esetében, a K, értek B-D-gliikozra 11 mM Penicillium
amagasakiensében és 30 mM Aspergillus nigerben, mig a Vma 15,35 katkg' P.
amagasakiensében és 7,6 katkg™ A. nigerben (Witt és munkatarsai, 1998).

A GOX enzimatikus aktivitasa soran termel6dott H,O, antimikrobialis hatassal
rendelkezik. A méz antimikrobialis hatasa a GOX 4altal termelt H,O,-bol szarmazik
(Taormina és munkatarsai, 2001). Helicoverpa zeaban antibakterialis hatdst okoz ¢és a
GOX inaktivadlja a ndvényi oxidativ enzimeket is (pl. peroxiddz, polifenol oxidaz)
(Eichenseer és munkatarsai, 1999). A Talaromyces flavus éltal termelt GOX fontos a
Verticillium dahliae altal okozott betegségek kivédésében, hiszen a GOX gatolja ennek a
fitopatogén gombanak a csirazasat és novekedését (Madi €s munkatarsai, 1997).

Az ¢lelmiszeriparban tobb alkalommal is torténtek probalkozasok arra, hogy a
gliik6z/GOX rendszert, mint antimikrobidlis hatasi anyagot hasznositsak és ezzel ndveljék
a tarolt élelmiszerek felhasznalhatdosdganak élettartamat, pl. szarnyasok (Jeong és
munkatarsai, 1992) esetében. A gliikkdz és a GOX egyilittes alkalmazasa eltavolitja az
oxigént az élelmiszerekbdl, igy megakadalyozza a melanizacidt is (Begliomini és
munkatarsai, 1995). Természetesen a gliikdz/GOX rendszerrel szembeni érzékenységet az
is meghatarozza, hogy a mikroorganizmusok rendelkeznek-e antioxidansokkal, pl.
katalazzal, glutationnal (Fuglsang és munkatarsai, 1995). A gliikoz/GOX/katalaz rendszert
szintén az oxigén eltdvolitasa miatt alkalmazzak széleskdrben az élelmiszeriparban (Kantt
¢s munkatarsai, 1993; Dondero ¢és munkatérsai, 1993), ugyanakkor a képz6dott H,O, is
teljesen elbomlik, ami esetleg savasodast okozhatna a lipidek oxidacidja miatt (Fuglsang és
munkatarsai, 1995). Ezért tartositasra inkadbb az utdbbi gliikoz/GOX/katalaz rendszer tiinik
alkalmasabbnak.

A laktoperoxidaz (LPO)/hidrogén peroxid/tiocianat rendszerben a sziikséges
hidrogén peroxidot a gliikkoz oxidaz biztositja. Az antimikrobidlis hatdsa abbol adodik,
hogy a mikroorganizmusok fehérjéinek szulfhidrid csoportjait oxidalja (Popper ¢és
munkatarsai, 1997). A tiociandt (SCN") ionok cseréje jodid (I') és jodat (I0;") ionokra
nagyobb antimikrobidlis hatdst eredményez (Revol-Junelles és munkatarsai, 2001;
Cailliez-Grimal és munkatarsai, 2002). Ez azért lehet lényeges, mivel a tiocianattal

miik6do rendszer nem alkalmazhaté sem Eurdpaban, sem az USA-ban toxicitasa miatt, igy
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a jodid vagy jodat bevondsa felhasznalhatova teszi az LPO alapti rendszert az
¢lelmiszeriparban.

Jo eredmények sziilettek a GOX/LPO enzimek egylittes alkalmazasaval biofilmek
eltavolitasaban is. A biofilmek komoly orvosi problémat jelentenek, pl. dentalis plakkokat
képeznek a szajban, valamint kontaminaljak az endoszkopot, kontaktlencsét, katétereket és

implantatumokat (Johansen és munkatarsai, 1997).
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2. Célkituzések

Mint ahogy a Dbevezetdben emlitettem, egyre tobb azoknak a
mikroorganizmusoknak a szdma, amelyek rezisztenciat fejlesztettek ki kiilonféle
antibiotikumokkal, s6t sok esetben a kombinalt antibiotikumos kezelésekkel szemben is.
Ezért sziikséges uj antimikrobidlis szerek eldallitasa, pl. a kiillonbozd szervezetek
genetikailag kodolt védekezo képességét biztositd fehérjék kiakndzasa révén. Valasztasunk
a Penicillium chrysogenum altal termelt kis moltomegti fehérjére (PAF) esett, amelyet mar
kordbban leirtak Dr. Florentine Marx és munkatarsai (1995), azonban hatasspektrumat és

hatdsmechanizmusat még nem tartak fel.

Kisérleteink kezdetén a Penicillium chrysogenum NCAIM 00237 ipari penicillin-
termeld torzs fermentlevével Candida albicans-ellenes vizsgalatokat végeztiink. A fehérje
tisztitdsok soran kideriilt, hogy ez a hatds egy enzimnek, a gliikéz oxidadznak
tulajdonithatd, mig a fermentlébdl sikeresen izoldltuk 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). Igy sikeriilt
igazolnunk, hogy antimikrobidlis hatasa csak fonalas gombakon jelentkezik, rovid
elagazasok képzddését okozza a hifacsticsokban. Aspergillus nigerben oxidativ stresszt,
Aspergillus nidulansban K -effluxot indukal (Kaiserer és munkatérsai, 2003). Egy tovabbi
koézleményben Dr. Florentine Marx és munkatarsai leirtak, hogy a PAF aktiv transzporttal
1ép be a gombasejtekbe és a citoplazmaban lokalizalodik (Oberparleiter €s munkatarsai,
2003).

Ezekre az eredményekre alapozva doktori munkamban a kovetkezdket vizsgaltam meg a

PAF-vel kapcsolatban:

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

(2) Mivel a PAF aktiv transzporttal 1ép be a sejtekbe, elképzelhetd, hogy receptorhoz
kotodik a célsejteken és G-proteinnel kapesolt jelatviteli utvonalon fejti ki hatasat.
Ez utdbbi igazolasira G-proteinben sérilt Aspergillus nidulans mutansokat

hasznaltunk és G-protein inhibicios vizsgalatokat végeztiink.
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(3) Mivel a PAF reaktiv oxigénformak (ROS) megjelenését indukalja, lehetséges-e,
hogy ezek féleg 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 mutat6 gliikoz oxidaz jellemzését is. Errdl
az enzimrdl ismert, hogy az altala katalizalt reakcioban termelédé hidrogén-peroxid
antimikrobialis hatasu. Ezért doktori munkamban a glilkoz oxidazzal kapcsolatban a
kovetkezdket vizsgaltam meg:

(1) A Penicillium chrysogenum altal termelt gliikkoz oxiddz moéltomege, enzimkinetikai

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

(2) Mennyire tér el a kiilonb6z0 mikroorganizmusok oxidativ stresszel szembeni

érzékenysége, igy a gliik6z oxiddzzal szembeni szenzitivitidsa?

(3) Kivédheté-e a glikéz oxidaz hatasa antioxiddnsok, pl. C-vitamin, kataldz

alkalmazéséaval?

(4) Milyen gyakorlati alkalmazasai lehetnek a glilkkéz oxidaznak, pl. az

¢lelmiszeriparban? (Citotoxicitdsa miatt nem alkalmazhat6 a gyogyészatban.)
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3. Anyagok és modszerek

3.1 Az antifungalis fehérjék izolalasara hasznalt torzs tenyésztése

Kisérleteinkben egy ipari penicillin-termelésben felhasznalt, Penicillium
chrysogenum (NCAIM 00237) torzs folyékony, razatott, minimal taptalajon felndvesztett
tenyészeteit hasznaltuk. A torzs fenntartasa Chapek-Dox, illetve Sabouraud téptalajon

tortént.

A Chapek-Dox taptalaj Osszetétele:
0,3 % (w/v) NaNO;

0,1 % (w/v) K;HPO4

0,05 % (w/v) KC1

0,05% (w/v) MgSO04-7 H,O

0,001 g (w/v) FeSO47 H,O

3 % (w/v) szacharoz

2 % (w/v) agar

pH=6,6

A Sabouraud taptalaj dsszetétele:

1 % (w/v) kazein pepton (Merck, Darmstadt, Németorszag)
2 % (w/v) gliikoz

1,7 % (w/v) agar

pH=5.6
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A szilard taptalajon termelddott sporakat az alabbi 0sszetételii minimal tapkozegbe mostuk

at:

0,3 % (w/v) NaNO;

0,05 % (w/v) KCl

0,05 % (w/v) MgSO4-7 H,O
0,005 % (w/v) FeSO47 H,O
2 % (w/v) szacharoz

25 mM foszfat-pufferben
pH=5.8

A tapoldat 100 ml-ét 10° sporaval oltottuk és razogépben 25 °C-on, 250 rpm

fordulatszamon, 72-144 6raig razattuk.

3.2 Az antimikrobialis fehérjék tisztitasa, jellemzése

3.2.1 A fehérjek tisztitasa

3.2.1.1 A PAF tisztitasa

A PAF tisztitdsa a P. chrysogenum 72 Oras tenyészetébdl tortént. A tisztitds minden
1épését 4 °C-on végeztem.

A fehérjetisztitas 1épései:

1. Koncentralas:

A centrifugélt ¢és szlrt fermentlét ultrasziiréssel (Amicon Stirred Cell, 50 ml;
Biomax PBTK ultrafiltration disc, polyethersulfone, MWCO 30000 Da, Millipore,
Billerica, MA, USA) koncentraltam a kiindulasi térfogat 1/5-ére, majd a pH-t 6,6-ra

allitottam.
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2. Kationcserés kromatografia:

Az ioncserés kromatografist CM Sephadex Fast Flow (2x18cm, Amersham-
Pharmacia, Uppsala, Sweden) 50 mM NaH,PO4/Na,HPO,4 (pH 6,6) pufferrel ekvilibralt
oszlopon végeztem, Iml/perc dramlasi sebességgel. Az elucié 50 mM NaH,PO4/ Na,HPOy,,
0,05 és 1M NaCl (pH 6,6) gradienssel tortént és 3 ml-es frakciokat szedtem. Az
antifungalis hatdst mutaté (3.3.2 fejezet) frakciokat egyesitettem, 50 mM NaH,PO./
Na,HPO4 (pH 6,6) pufferrel szemben dializaltam és gyarilag kész 16 %-os TRIS/GLICIN
gélen torténd SDS-PAGE-sel (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)

ellendriztem a fehérje tisztasagat (3.2.2 fejezet).

3.2.1.2 A GOX tisztitasa

A glikoz oxidaz tisztitdsa a P. chrysogenum 72 Oras tenyészetébdl tortént. A
tisztitdas minden 1épését 4 °C-on végeztem.

A fehérjetisztitas 1épései:

1. Koncentralas:

A centrifugdlt és sziirt fermentlét ultrasziiréssel (Amicon Stirred Cell, 50 ml;
Biomax PBTK ultrafiltration disc, polyethersulfone, MWCO 30000 Da, Millipore,
Billerica, MA, USA) koncentraltam a kiindulasi térfogat 1/20-4ra, majd 25 mM
imidazol/HCI (pH 7,3) pufferrel szemben dializaltam.

2. Kromatofokuszalas:

A dializalt fehérje oldatot 25 mM imidazol/HCI (pH 7,3) pufferrel ekvilibralt PBE
94 kromatofokuszald oszlopra (1x18cm, folyasi sebesség: 0,5 ml/perc) vittem fel. Az
oszlopot Polybuffer 74 (Pharmacia Biotech, Uppsala, Svédorszag) pufferrel eludltam, 2
ml-es frakcidkat szedve. A frakciok pH-jat, fehérjetartalmat (A=280 nm), antifungalis
aktivitasat (3.3.2 fejezet) hataroztam meg. A legalabb 20 %-os antifungalis hatast mutato

frakcidkat egyesitettem.
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3. Gélszurés:

A kromatofokuszalt, egyesitett frakciokat ultrasziiréssel 1 ml térfogatra
tomoritettem (Centriprep centrifugal filter unit YM-3, MWCO 3000 Da illetve Ultrafree
CL, MWCO 10000 Da, Millipore, Billerica, MA, USA) és Superdex 200 FPLC oszlopon
(24 ml, Amersham Pharmacia, Uppsala, Sweden) 0,2 M NaCl és 50 mM NaHPO, (pH 7,0)
pufferrel elualtam.

Az enzim tisztasagat gyarilag kész 10 %-os TRIS/GLICIN gélen torténd SDS-
PAGE-sel (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) ellendriztem (3.2.2 fejezet).

3.2.2 A fehérjék moltomegének és izoelektromos pontjanak meghatarozasa

A PAF ¢s a GOX relativ moltomegének meghatdrozasa Laemmli (1970) modszere
szerint gyarilag elkészitett 16 és 10 %-os TRIS/GLICIN gélen SDS-PAGE-sel tortént
Mark12 (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) moltomeg standardsor
felhasznaldsaval: miozin (200 kDa), B-galaktozidaz (116,3 kDa), foszforilaz b (97,4 kDa),
marha szérum albumin (66,3 kDa), glutamat dehidrogendz (55,4 kDa), laktat dehidrogenéz
(36,5 kDa), szénsav anhidrdz (31 kDa), tripszin inhibitor (21,5 kDa), lizozim (14,4 kDa),
inzulin B lanc (3,5 kDa), inzulin A lanc (2,5 kDa).

A GOX izoelektromos pontjanak meghatarozasdhoz gyarilag készitett IEF (pH 3-7)
és 16 % TRIS/GLICIN SDS-PAGE géleket hasznaltam (Invitrogen Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA).

A fehérje mintakat redukald pufferrel elegyitettem (Tris-Glycine 2x sample buffer,
L2676, Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) és 5 percig, 95 °C-on

hoékezeltem.

3.2.3 A GOX szekvenalasa

Az N-terminalis aminosav szekvencia meghatarozasa gaz/folyadék szekvenatorban
Edman lebontassal tortént (Lindner €s munkatarsai, 1998). A fehérje identifikéalasat az els6
14 aminosav alapjan protein-protein homoldégia-keresd program

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) segitségével végeztiik.
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3.2.4 A GOX aktivitasanak mérése

A gliikoz oxiddz aktivitasat modositott gliikoz ,rate assay”-vel hatdroztuk meg
(Leary és munkatarsai, 1992). A reakcioelegy (1 ml végtérfogat) 900 ul reagenst (11 mM
fenol, 0,76 mM 4-aminoantipirin, 1 kU/I torma peroxiddz 0,1 M Na-K foszfat pufferben,
pH 6,6), 50 ul 50 mM gliik6z oldatot és 50 pl mintat tartalmazott, a reakcididé 1 perc volt.
A reakcidt ekkor a kozleményben eredetileg szerepld Aspergillus niger segédenzim helyett
a mintdban levé P. chrysogenum GOX katalizalta. A P. chrysogenum GOX aktivitasokat
az Aspergillus niger GOX kalibracidja alapjan becsiiltem meg (0,39-5,0 U/l Aspergillus
niger GOX, Sigma G7141; 1 U definici6 szerint 1,0 mmol D-gliikézt alakit at D-
gliikonatta és H,0,-da 1 perc alatt, 25 °C-on). Az aktivitasokat mintanként 3-4 parhuzamos
mérés atlagabol szdmolva a mintdk fehérjetartalmara vonatkoztattam. A specifikus

aktivitasokat katkg™ protein dimenzioban adtam meg.

3.2.5 A GOX enzimkinetikai paramétereinek meghatarozasa

A Ki, €s Viax €rtékeket 5-7 kiilonb6zo szubsztrat koncentracional (0,5-5 Ky,) mért
enzimaktivitasokbol, a klasszikus Michaelis-Menten sebességi egyenlet alapjan (GraFit 2.1
program, Erithacus Software LTD., Horley, UK) hataroztuk meg. A szubsztrat specifitasi
vizsgalatokban D-gliikozt, D-xilozt, D-fruktozt, D-galaktozt és D-arabindzt teszteltiink. Az
enimaktivitasok szdmitasdhoz a Lambert-Beer torvényt alkalmaztuk és az értékeket katkg™

dimenzidban adtuk meg.
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3.3 Az antimikrobialis fehérjék hatasspektrumanak vizsgalata

3.3.1 Az antimikrobialis hatias meghatarozasahoz hasznalt torzsek és tapkozegek

GOX esetében:

Serratia marcescens ATCC 14756
Escherichia coli TG2

Staphylococcus aureus NCTC 6571
Bacillus subtilis ATCC 6633

Candida albicans ATCC 1023

Candida parapsilosis ATCC 22019
Candida dubliniensis NCPF 3949
Candida glabrata DSM 6425

Candida krusei DSM 6128
Saccharomyces cerevisiae AH 109
Penicillium chrysogenum Q176
Penicillium chrysogenum NCAIM 00237
Aspergillus niger CBS 12049
Aspergillus giganteus AG090701
Aspergillus terreus 304 (Dr. Florentine Marx és munkacsoportja)

Aspergillus nidulans FGSC26

YPD tépoldat:
2 % (w/v) pepton
1 % (w/v) élesztd kivonat
2 % (w/v) glikoz
pH=5.8
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3.3.2 Az antimikrobialis hatas meghatarozasa

Az antimikrobialis hatast Lee és munkatarsai (1999) modszerét kovetve mikrotiter
lemezen hataroztuk meg. A tesztelt mikroorganizmusokat YPD tapkozegben 12-14 orés
korig felndvesztve vagy a sporakat 10°-10*%ml koncentrécioban alkalmaztuk 100 ul
térfogatban, amelyekhez a vizsgalt fehérjemintdkat 10-20 pl-es térfogatban adtuk. A
tisztitdsoknal a frakciokat 0,1-50 pg/ml (PAF és GOX esetén is) koncentracidoban
vizsgaltuk antimikrobialis hatdsra. A hatdsspektrum vizsgalatoknal 0,1-40 pg/ml GOX-ot
teszteltink. A hatdsmechanizmus meghatarozasara PAF esetében 0,1-50 pg/ml
koncentraciokat alkalmaztunk, a GOX-zal kapcsolatos vizsgéalatokban 5-150 mM H,0;-ot,
0,004-1 U GOX-ot és 4-200 U katalazt (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,O, koncentracioja 10,3-ré1 9,2 mM-ra csokken. Sigma C-40), illetve 1
mg/ml koncentracioban C-vitamint hasznaltunk.

Az antimikrobidlis hatds meghatdrozasakor a redukald er6t mértiik 10 ul MTT [3-
(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromid] (5 mg/ml tdrzsoldatbol)
hozzdadasat kovetden. 5 oOras inkubécid utdn (37 °C-on) a reakciot 30 ul 20 % (w/v)
SDS/20 mM HCI oldattal allitottuk le. Majd 16 6ras inkubéaci6 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).

3.4 Az antimikrobialis fehérjék hataismechanizmusanak vizsgalata

3.4.1 A PAF hatasmechanizmusanak vizsgalata

3.4.1.1 A vizsgalatokban hasznalt torzsek és tapkdzegek

Aspergillus nidulans FGSC26 (biA, veAl)

Aspergillus nidulans FGSC116 (yA2)

Aspergillus nidulans FGSC1035 (yA2, fadA?"%)

Aspergillus nidulans FGSC33 (biAl, pyroA4, veAl)

Aspergillus nidulans RIJH046 (argB2, biAl, pyroA4, veAl, AflbA::argB)
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YPD tapoldat:
2 % (w/v) pepton
1 % (w/v) éleszto kivonat
2 % (w/v) glikoz
pH=5.8

A depolarizécios kisérletekben a 14-16 6ras micéliumokat YPD-r6l minimal, ionmentes

tapkozegre mostuk at:

2 % (w/v) glikoz
0,25 % (w/v) D-glutamin

3.4.1.2 A PAF membranpotencialt befolydsol6 hatasanak kimutatasa

A PAF  hiperpolarizciés hatasat a szenzitiv torzsekre di-8-ANEPPS
feszilltségérzékeny festékkel mutattuk ki. A sporakat 10°-10*%/ml YPD taptalajra oltottuk
fedolemezt tartalmazd mikrotiter plate-re. A 14 6ras micéliumokat 2 % (w/v) gliikozt és
0,25 % (w/v) D-glutamint tartalmaz6 ionmentes taptalajra (GG-oldat) mostuk at, 20 percig
inkubaltuk 2 puM festékkel és 0,1 % Pluronic F-127 detergenssel, majd a mintat GG-
oldattal mostuk, PAF-vel (10 pug/ml) kezeltiik és konfokalis 1ézer pasztazd mikroszkoppal
(Zeiss, LSM 510; Zeiss, Jena, Germany) vizualizaltuk. A gyarto altal ajanlott filtereket
hasznaltuk (Molecular Probes, Eugene, OR, USA). A mintakat 488 nm-en vilagitottuk meg
¢s az emissziot két filter alkalmazasaval mértik meg, 560 és 620 nm-en. A mikroszkopi
képeket Zeiss LSM 5.0 programmal dokumentaltuk és elemeztik. A fesziiltségfiiggd
fluoreszcens emisszios hanyadost (R=Fe0/Fs60) szamoltuk ki mind a hifacsticsban, mind a
csucstol tavol esd szakaszban az elsd hifaszegmensben. A nagyobb R érték negativabb
potencidlnak felel meg. A két hdnyados kiilonbségébdl hataroztuk meg a

membranpotencial valtozasokat a hifa mentén (Beach és munkatarsai, 1996).

3.4.1.3 A PAF G-proteinnel kapcsolt hatasanak kimutatisa

Tanulmanyoztuk, hogy vajon a PAF G-proteinnel kapcsolt jelatviteli utvonalon

keresztiil hat-e. Ezekben a kisérletekben 100 uM GTPyS, GDPBS és ATPyS nukleotid
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analdgokat adtunk 15 perccel a PAF (25 pg/ml) hozzaadasa elétt a 14 o6ras A. nidulans
hifdkhoz (Thevissen és munkatérsai, 1996). A GTPyS egy nem hidrolizal6 analogja a GTP-
nek és igy G-protein aktivalo szerepe van. Ezzel szemben a GDPS inaktiv formaban tartja
a G-proteint, tehat gatolja a G-proteinrdl induld szignaltranszdukciot. Az ATPyS nem
befolyasolja a G-proteinek miikodését, kontrollként hasznaltuk. Az antimikrobidlis hatast
szintén Lee és munkatarsai (1999) médszerét alkalmazva, MTT-vel hataroztuk meg (3.3.2
fejezet).

A G-proteinnel kapcsolt hatds tovabbi igazoldsdra a szignaltranszdukcios
Utvonalban sériilt Aspergillus nidulans mutansokat (4. nidulans fadA“*"% és AflbA) is
hasznaltunk (3.4.1.1 fejezet, 1. abra), az antifungalis hatds meghatdrozésa szintén a 3.3.2

fejezet alapjan tortént.

3.4 1.4 A reaktiv oxigénformak (ROS) lokalizal6dasanak detektalasa

Ezt a kisérletet Dr. Florentine Marx ¢s munkacsoportja végezte el. A mintakat 50
ug/ml PAF-vel kezelték. A ROS detektalasara 2°,7°-diklorodihidrofluoreszcein diacetatot
(H.DCFDA, Molecular Probes, Eugene, OR, USA) (Ezaki ¢és munkatarsai, 2000)
hasznaltak és az Aspergillus nidulans hifdkat mitokondriumokra specifikus fluoreszcens
festékkel, MitoTracker Green FM festékkel (Rubino és munkatarsai, 2000), (Molecular
Probes, Eugene, OR, USA) jelolték. A mintdkat konfokalis Iézermikroszkoppal

tanulmanyoztak.

3.4.1.5 Apoptozis vizsgalatok

3.4.1.5.1 Protoplasztok eldallitasa

A protoplasztokat Aspergillus nidulansbdl allitottuk elé Vagvolgyi és Ferenczy
modszere alapjan (1991). Az Aspergillus nidulans FGSC26 torzset minimal-nitrat
tapkozegben (pH 6,5; Barratt és munkatarsai, 1965) (0,5 % élesztd kivonattal) ndvesztettiik
fel (5x107 sporaval oltva) (16 6ra, 200 rpm). A tenyészetet zsugoritott {ivegsziirén sziirtiik,
csigaenzimmel (0,5 g/15 ml 0,6 M MgSO,), B-merkaptoetanollal (4,5 ul/15 ml 0,6 M
MgSO;, oldatban oldva) és 250 ul 12 mg/ml koncentracidéju BSA oldattal (1,2 M MgSOq
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10 mM Na-foszfat pufferben, pH 5,8) inkubaltuk 2 oran at, 37 °C-on, 80 rpm
fordulatszamon. A tenyészetet steril gézen sziirtiik, centrifugéltuk (5000 rpm, 12 perc, 4
°C, fékezés nélkiil) és a csapadékot 1 M szorbitolt tartalmazé 10 mM TRIS/HCI (pH 7,5)
pufferben vettiik vissza. Ezutan centrifugaltuk (800 rpm, 4 °C, 10 perc), majd a kapott
feliiluszot Gjra centrifugalva (8000 rpm, 4 °C, 10 perc), a csapadékot 1 M szorbitolt
tartalmazé 10 mM TRIS/HCI (pH 7,5) pufferben visszavettiik és ezt a sejtszuszpenziot

hasznaltuk az apoptozis vizsgalatokhoz.

3.4.1.5.2 Annexin V festés

A festést megeldzden a protoplaszt szuszpenzidt (3-5 millié protopaszt) 50 pg/ml
PAF-vel kezeltiik 3 6ran at, szobahomérsékleten.
(fontos apoptotikus marker) Vybrant Apoptosis Assay Kit #2 (Molecular Probes, Eugene,
OR, USA) segitségével hataroztuk meg a gyarto altal megadott protokoll alapjan. A kitben
talalhaté annexin V nagy affinitassal koti a PS-t, amely egy fluoreszcens festékkel van
megjeldlve (Alexa Fluor 488 annexin V, z6ld fluoreszcencia). A kit tartalmaz egy madsik
festéket, a propidium jodidot (piros fluoreszcencia), amely a DNS-hez kotddik, de csak a
membran integritasat vesztett, nekrotikus sejtekbe képes bejutni, az €16 és apoptotikus
sejtekbe nem. Igy apoptotikusnak csak a zold fluoreszcenciat mutatd protoplasztok
tekinthetdk (Alexa Fluor 488 annexin V), amelyek természetesen nem mutatnak piros
fluoreszcenciat (propidium jodid). Az ¢€l6 sejtek nem fluoreszkalnak, mig a nekrotikus
sejtek zold és piros (narancs) szinnel detektalhatok. Kb. 5000-5000 protoplasztot
vizsgaltunk meg, mind a kontroll, mind a PAF-kezelt protoplaszt szuszpenzidkban. A
festett mintakat fluoreszcens mikroszkoppal tanulméanyoztuk (Olympus mikroszkop, BH2

SPlan 20 NH féziskontraszt objektivvel, Olympus America Inc., Melville, NY, USA).

3.4.1.5.3 DAPI festés

A sejtmagvak detektalasara 2 ml protoplaszt szuszpenzié 20 pl-¢hez 20 ul DAPI
oldatot (1 pg/ml-es vizes torzsoldatbol) (Williamson and Fennell, 1979) adtunk egy

targylemezen ¢€s sotétben inkubaltuk 3 percig, majd a mintat fluoreszcens mikroszkoppal
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vizsgaltuk (Olympus mikroszkép, BH2 SPlan 20 NH faziskontraszt objektivvel, Olympus
America Inc., Melville, NY, USA).

3.4.1.5.4 TUNEL festés

A DNS fragmentacié kimutatasara TUNEL (Terminal Deoxynucleotide Transferase
dUTP Nick End Labeling) assayt (APO-BrdUTM TUNEL Assay Kit, Molecular Probes,
Eugene, OR, USA) alkalmaztunk a gyart6 altal megadott protokoll alapjan. A moédszer
elve az, hogy a DNS szétesése soran a képzO6dd 3’-hidroxil végeket S5-bromo-2’-
deoxiuridin 5’-trifoszfattal (BrdUTP) jeloljiik a termindlis deoxinukleotidil transzferaz
enzim (TdT) segitségével. A BrdU-val jelolt DNS-t Alexa Fluor®™ 488 festékkel jeldlt anti-
BrdU antitesttel mutatjuk ki. A protoplasztokat 1 6ran at inkubaltuk 50 pg/ml PAF-vel,
festettiik és fluoreszcens mikroszkoppal figyeltiik meg (Olympus mikroszkop, BH2 SPlan
20 NH faziskontraszt objektivvel, Olympus America Inc., Melville, NY, USA). Kb. 5000-
5000 protoplasztot tanulmanyoztunk, mind a kontroll, mind a PAF-kezelt protoplaszt

szuszpenzidkban (Laun és munkatarsai, 2001).

3.4.1.5.5 Elektron mikroszkopias vizsgalatok

A kisérleteket Dr. Florentine Marx ¢és munkacsoportja végezte. A 24 Oras
Aspergillus nidulans tenyészeteket 3 6ran at inkubaltdk 10-50 pg/ml PAF-vel. A hifakat
glutaraldehiddel, majd ozmium-tetroxiddal és kalium-ferrocianattal fixaltak. 50-90 és 300
nm vastagsagl metszeteket készitettek, uranil-acetattal és olom-citrattal festették és a

mintakat transzmisszids elektron mikroszkoppal detektaltak.
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3.4.1.6 A PAF hatasa human sejtekre

3.4.1.6.1 A PAF hatdsa immunsejtekre

A vér fehérvérsejtjeinek aktivalasa:

Ezt a munkat Prof. Dr. Rajnavolgyi Eva és munkatarsai (DE, OEC, Immunologiai
Intézet) végezték el. Kisérleteikben egészséges donorokbol szarmazo periférias vért
(Vértranszfuzios Kozpont) hasznaltak. A véralvadas megakadalyozasara dextréz-citrat
puffert alkalmaztak. 3 ml vért inkubaltak 300 pl PAF-vel 2-0,002 pg/ml
végkoncentracidban 1 oran 4t szobahOmérsékleten razatva, majd a mintdkat 24 o6ran at 37
°C-on CO; inkubatorban tartottdk. Hasonld eljarast alkalmaztak a negativ (a vért 300 ul
fiziologias sodoldattal kezelték) és a pozitiv kontroll [a vért 300 ul LPS oldattal (E. coli
0128, Difco Laboratories #3131-25) inkubaltak, hogy a végkoncentracio 0,1 pg/ml legyen]
esetében is. A plazmat centrifugalassal gylijtotték 6ssze (1500 rpm, 23 perc) és -70 °C-on

taroltak a citokinek meghatarozasaig.

A citokinek mennyiségének meghatarozasa:

crcr

A szolubilis IL-6, IL-8 ¢és TNF-a citokinek koncentracidjanak mérésére
ultraszenzitiv kettés szendvics ELISA-t alkalmaztunk a gyart6 altal megadott paraméterek
szerint (Biosource International Inc., Camarillo, CA, USA). A citokinek mennyiségét
kalibracios gorbe segitségével hataroztuk meg. A kapott eredményeket a sdoldattal kezelt
vérbdl szarmazo6 adatokhoz viszonyitottuk (negativ kontroll), mig az LPS-sel indukalt

vérbdl szarmaz6 adatokat pozitiv kontrollként kezeltiik.
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3.4.1.6.2 A PAF hatasa egyéb emlds sejtekre

Endotélsejtek:
A PAF citotoxicitasat (2-100 pg/ml) umbilikdlis vénabol szdrmazo endotél
sejttenyészeten (Dr. Balla Jozsef és munkatarsai, DE, OEC, Nefrologiai Tanszék) a

redukald eré mérésén alapuldo MTT moddszerrel vizsgaltak (Mossman és munkatérsai,

1983).

Idegsejtek (Dr. Ruszndk Zoltan és Dr. Pal Balazs, DE, OEC, Elettani Intézet):

A PAF hatasat tanulmanyoztak

(1) agyszeleteken, melyekben hiperpolarizacioval és depolarizacioval aktivalt
aramokat mértek (Rusznak és munkatarsai, 1997),

(2) hippocampusbo6l szdrmazd szeparalt neuronon, amelyen depolarizacidval
aktivalt K™ aramokat mértek (Rusznak és munkatarsai, 2001),

(3) és asztrocitakon.

Vazizomsejtek és —rostok (Prof. Dr. Csernoch Laszl6 és Dr. Szappanos Henrietta, DE,
OEC, Elettani Intézet):

A PAF hatasat vizsgaltak

(1) K" 4ramokon izomrostokban (Csernoch és munkatarsai, 1999; Szentesi és
munkatarsai, 2001)

(2) és L-tipusti Ca*" aramokat mértek izomsejteken.

3.4.2 A GOX hatasmechanizmusanak vizsgalata

3.4.2.1 A GOX detektalasa immunfestéssel Aspergillus nidulansban

Aspergillus nidulans spérdkat 10%/200 pl-es koncentracioban minimél-nitrat
taptalajra (pH 6,5; Barratt és munkatéarsai, 1965) (0,5 % ¢lesztd kivonattal) oltottunk
zérhat6 tivegkamraban és 37 °C-on inkubaltuk 14-16 6ran at, majd gliikoz oxidazzal (1-10
U, Aspergillus nigerbdl) kezeltiik 2 6ran at 37 °C-on. A sejteket ezutan 100 %-os jéghideg
acetonnal fixaltuk 30 percig -20 °C-on. A mintdkat egy Oraig szobahOmérsékleten
blokkoltuk 1 mg/ml zselatinnal PBS-ben oldva (pH 7,4) és monoklonalis anti-GOX
antitesttel (1:4000-es higitasban 1 mg/ml zselatinos PBS-ben oldva; Sigma G5399)
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kezeltiik 2 oran at, 37 °C-on. A nem kotddott antitesteket 0,1 % TWEEN20-as PBS-sel
mostuk 5-szor, majd a hifdkat a szekunder anti-egér IgG-FITC fluoreszcensen jelolt
antitesttel (1:800 higitasban 1 mg/ml zselatinos PBS-ben oldva; Sigma F8264) inkubaltuk
(1 6ra, 37 °C), sotétben tartva a mintat. Ezutan a sejteket 5-szor mostuk 0,1 % TWEEN20-
as PBS-sel; feddoldattal (0,4 g glicin, 0,02 g NaOH, 0,5 g NaCl 30 ml desztillalt vizben ¢€s
70 ml glicerinben oldva), feddlemezzel zartuk és fluoreszcens mikroszkdppal
tanulmanyoztuk (Olympus mikroszkép, Olympus America Inc., Melville, NY, USA). A

kontroll minta nem tartalmazott primer antitestet.

3.4.2.2 A steady-state H,O, koncentracié meghatarozasa a GOX/katalaz rendszerben

A steady-state H,O;, koncentracié meghatarozasa a konszekutiv enzimreakcidkra

(1) vonatkozo6 szamitasok alapjan tortént, ahol az [S|][>>Ku,1 és [S2]<<K2 (Keleti, 1985).

E1 E2
S — S —— P (1)
Figyelembe véve, hogy mind a két reakcio eleget tesz a Michaelis-Menten kinetikénak, az

S> koncentracidja csak a katalitikus allandoktol fiigg (2).

kcat,2*Et,2
d[Sz)/dt = keat, 1 *E¢1 - *[S2] (2)
Km,2

E.1, Ei» = teljes enzimkoncentraciok
Keat 1, keat2 = katalitikus allandok

K2 = az E, altal katalizalt reakci6 Michaelis konstansa

Steady-state koriilmények kozott a d[S,]/dt = 0 és igy [S.] = [S:]ss, azaz a steady-state

koncentracioja S;-nek (3).

kcalt, 1 * Et, 1

[S2]ss = *Kin2 (3)
kcat,Z*Et,Z
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3.5 A fehérjetartalom és szaraztomeg meghatarozasa

A mintdk fehérjetartalmanak meghatarozasara Bradford (1976) modszerét
alkalmaztuk, a kalibracios sor készitéséhez szarvasmarha szérum albumint hasznaltunk.
A szarazanyag tartalom meghatidrozasahoz a zsugoritott livegsziiron atsziirt és desztillalt
vizzel mosott tenyészeteket szobahOmérsékleten sulyallandosagig szaritottuk. A

szaraztOmeget a fermentlé egy ml-ére vonatkoztattuk.

3.6 Statisztikai modszerek

A statisztikai elemzésekhez 3-5 fiiggetlen mérés atlagat és azok szoérasat (S.D.)

hataroztuk meg. A szignifikancia vizsgalatokhoz a Student-féle t-tesztet alkalmaztuk.

3.7 Felhasznalt vegyszerek

A kisérleteinkben felhasznalt finomvegyszerek, ha masként nem jeldltem, a Sigma-

Aldrich Kft. (Budapest) termékei voltak. Minden egyéb vegyszer analitikai mindségii volt
¢és a Spektrum 3D Kft.-tdl (Debrecen) kertilt beszerzésre.
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4. Eredmények

4.1 A PAF hatasmechanizmusa

4.1.1 A PAF hiperpolarizaciot indukal az Aspergillus nidulans sejtmembranjan

Korabbi kisérleti eredményekre alapozva, mely szerint a PAF K'-effluxot okoz
(Kaiserer és munkatarsai, 2003), membranpotencial valtozast mértiink a PAF-vel kezelt
Aspergillus nidulans FGSC26 teszttorzson di-8-ANEPPS fesziiltségérzékeny festéket
hasznalva. 10 pg/ml PAF hozzidaddsa utan hiperpolarizaciot tapasztaltunk az elsd
hifaszegmensben (4. abra A-C). A hiperpolarizici6 maximumat a kezelés utan a 80.
percben érte el, ez id6 alatt az emittalt fluoreszcens jel aranya fokozatosan kiegyenlitddott
a hifacstics €s a csucstol tdvol esd hifaszakaszban az els@ hifaszegmenst vizsgélva,
ugyanakkor a kontroll tenyészetekben semmilyen valtozast nem tapasztaltunk (3. abra A-

C és 5. abra).

3. abra A-C di-8-ANEPPS festékkel vizualizalt Aspergillus nidulans hifdk PAF
hozzéadasa nélkiil pasztazo6 1ézer mikroszkoppal detektalva (A: 560 nm, B: 620 nm, C: 560

¢s 620 nm; 2,7-szeres nagyitas; skala: 5 pm).
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50 pm

4. abra A-C di-8-ANEPPS festékkel kezelt Aspergillus nidulans hifdk 10 pg/ml
PAF hozzaadéasa utdn, az R=F¢,/Fs0 intenzitds ardnyok bemutatasaval, pasztazd 1ézer
mikroszkdppal detektalva (A: 1. perc, B: 40. perc, C: 80. perc; 2,7-szeres nagyitas; skala:
50 um).

03 -

Intenzitas kiilonbség

Inkubacios id6 (perc)

5. abra A di-8-ANNEPS festék intenzitds ardnyok (R=Fe/Fs60) kiillonbségének
valtozasa az elsé hifaszegmensben a hifacstucs és a szeptum meletti szakasz kozott 10
ug/ml PAF kezelés hatasara. Az elsé mérési pontot PAF kezelés nélkiil vettiik fel
(kontroll).
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4.1.2 A PAF G-proteinnel kapcsolt jelatviteli utvonalon keresztiil fejti ki hatasat

Az Aspergillus nidulansban a novekedést és sterigmatocisztin szintézist egy G-
proteinnel kapcsolt jelatviteli Gitvonal szabalyozza, amelynek két fontos eleme az FIbA és
FadA fehérjék (Adams és munkatarsai, 1998; Rosén és munkatarsai, 1999; 1. abra; 1.1

fejezet). Kisérleteinkben ebben a jelatviteli utvonalban sériilt fad4“*"* és AflbA mutansok

novekedését vizsgaltuk PAF kezelés hatasara.
A fadA“*"*® mutéans rezisztensnek bizonyult PAF jelenlétében, mig az Aspergillus

nidulans AflbA mutans hasonld szenzitivitast mutatott PAF-re, mint a kontroll torzsek (6.

abra).

120

100 ~

80

60

Novekedés (%)

40

N . . .

FGSC33 RJHO046 FGSC116 FGSC1035

Aspergillus nidulans torzsek

6. abra A PAF hatésa (25 pg/ml koncentracioban) a G-proteinben sériilt mutansok
novekedésére. RJH046: AflbA mutans, FGSC33: kontroll, sziil6i térzs. FGSCI1035:
fadA%"® mutans, FGSC116: kontroll, sziil8i torzs. Az antifunglis hatds meghatarozasara

az MTT/formazan tesztet hasznaltuk mikrotiter plate-n (Lee és munkatarsai, 1999; 3.3.2

fejezet).
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Az Aspergillus nidulans FGSC26 100 uM GTPyS guanidin nukleotid analég (a G-
proteint aktiv formaban tartja) jelenlétében nem érzékeny a PAF-ra, mig a GDPS analog
(a G-proteint GDP-kotott, inaktiv formaban tartja) jelenléte nem befolyasolta a PAF
hatasat. Ez utobbit figyeltiik meg ATPyS esetében is, mivel ez a vegylilet nem befolyasolja

a G-proteinek miikodését (7. abra).

120

100 | T T T

0]
S
I

Novekedés (%)
N
S

40 A

20

0 .
kontroll nukleotid analog PAF PAF-+nukleotid

analog

7. abra Az Aspergillus nidulans FGSC26 tenyészetek novekedése, melyeket 25
ug/ml PAF hozzaadasa el6tt 15 perccel 100 uM guanidin nukleotid analoggal kezeltiink
(GTPyS (m), GDPBS (=) és ATPyS (o)). Az antifungélis hatds meghatdrozésara az
MTT/formazén tesztet hasznaltuk mikrotiter plate-n (Lee és munkatarsai, 1999; 3.3.2

fejezet).
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4.1.3 A PAF hatésara ROS akkumulalodik az Aspergillus nidulans mitokondriumaiban

Korabbi kisérletekben megfigyelték, hogy a PAF reaktiv oxigénformak (ROS)
megjelenését indukdlja az Aspergillus niger hifdkban (Kaiserer és munkatarsai, 2003).
Ugyanakkor sikeriilt igazolni, hogy a ROS akkumuldlodasa PAF kezelés hatasara a
mitokondriumokban torténik (Dr. Florentine Marx ¢és munkacsoportja). A ROS
kimutatasara az Aspergillus nidulans hifakat 2’,7’-diklorodihidrofluoreszcein diacetattal
festették (8. abra A), mig a mitokondriumokat MitoTracker Green festéssel vizualizaltak
(8. abra D). A mitokondriumra specifikus jel eloszlasa jol Osszevethetdé a ROS
eloszlasaval, azaz a mitokondrium fontos szerepet jatszik a ROS generalasaban. A kontroll
kisérletekben ROS akkumulaldédasat nem mutattak ki (8. abra C). Pozitiv kontrollként 5

ug nisztatint hasznaltak (mg nedves tomegre vonatkoztatva, 8. abra B).

8. abra Az intracellularis reaktiv oxigénformak (ROS) kimutatidsa Aspergillus
nidulansban 2’,7’-diklorodihidrofluoreszcein diacetat festéssel (A, B, C, kontroll: C) és a
mitokondriumok festése MitoTracker Green-nel PAF nélkiil (D). A hifdkat 50 png/ml PAF-
vel inkubaltak szobahdmérsékleten 90 percig (A). Pozitiv kontrollként 5 pg nisztatint (mg
nedves tomegre vonatkoztatva) alkalmaztak (B). Skéla: 10 um (Dr. Florentine Marx és

munkacsoportja)
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4.1.4 A PAF apoptoézist okoz a szenzitiv gombéakban

Az apoptozis vizsgalatokban protoplasztokat allitottunk el Vagvolgyi és Ferenczy
modszerét alkalmazva (1991), majd PAF-vel kezeltik a protoplaszt szuszpenzidt. A
sejtmembran kifordulasat (erés zold fluoreszcencia, Alexa Fluor 488 annexin V festékkel)
€és a sejt integritdsat megdérz6 protoplasztok (nem mutatnak piros fluoreszcenciat,
propidium jodid festékkel detektalva) tekinthetéek apoptotikusnak. A PAF-vel kezelt
protoplasztok 2,5 %-a apoptotikusnak mutatkozott (kontrollban ez 0,6 %-os volt) 1 6ras 50
pg/ml PAF-vel torténd inkubacidé utdn szobahdmérsékleten. Mig 3 oras inkubacid utan
PAF kezelés hatasara 28 %-os volt az apoptozist szenvedett protoplasztok ardnya
(Kontrollban ez 7 %-osnak bizonyult.) (9. abra). DAPI festéssel detektalva ugyanakkor a
sejtmagvak morfoldgidja szabalytalanna valt PAF kezelés hatdsara, ami szintén fontos
apoptotikus marker (10. abra). A DNS fragmentaciot, amely PAF jelenlétében mar 1 ora
utan jelentkezik, TUNEL festéssel mutattuk ki (11. abra).

9. abra Az apoptotikus protoplasztokat Alexa Fluor 488 annexin V festékkel
detektaltuk 3 o6rds 50 ug/ml PAF kezelés utan. Az els6 fotd faziskontraszt és fluoreszcens

mikroszkdpiaval, mig a mésodik fazikontraszt objektiv hasznélata nélkiil késziilt (skala: 5

pm).
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10. abra PAF kezelés hatasara a sejtmagvak elnyult, apoptotikus format mutatnak.
Az els6 mikrofoto kontroll, mig a masodik PAF (50 pg/ml) kezelés utan késziilt (DAPI-val

festve; skala: 5 um).

11. abra PAF (50 pg/ml) jelenlétében az Aspergillus nidulansban a DNS

fragmentacioja kovetkezik be, amelyet TUNEL festéssel detektaltunk (skala: 5 um).
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Az apoptozis kimutatasadra alkalmas a hifak ultrastruktardjanak vizsgalata is,
amelyet Dr. Florentine Marx és munkacsoportja végzett el (12. abra). Az abran jol lathato,
hogy a kontroll, kezeletlen Aspergillus nidulans hifak ultrastrukturaja szabalyosnak
bizonyult (12. dbra A-C). Ezzel szemben a PAF kezelés hatdsidra dramai valtozasok
kovetkeztek be. A sejtfal granulitasa, normal struktirdja megszint, a sejtmembran
fodrosodasat figyelték meg, illetve mikrovezikulak képzddtek a sejtfal és a sejtmembran
kozotti térben (12. abra E, F). A mitokondriumok kiilsé membranja szétesett, a
sejtmagmembran eltiint (12. dbra D). A sejtekben nagy vakudlumok jelentek meg (12.
abra E).

12. abra Aspergillus nidulans sejtek ultrastruktirdja (transzmisszids elektron

mikroszkopiaval kimutatva). A mintakat 50 pg/ml PAF-vel kezelték 3 oran at
szobahdmérsékleten (D, E, F); kontroll: A, B, C. CW: sejtfal, ER: endoplazmatikus
retikulum, G: glikogén, M: mitokondrium, MVS: mikrovezikularis struktarak, N: sejtmag,
n: nukledlusz, P: peroxiszoma, PM: plazmamembran, R: riboszéma, V: vakudlum. Skala

(A, B, C,E, F): 0,25 um, (D): 0,6 um (Dr. Florentine Marx €s munkacsoportja).
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4.1.5 A PAF hatésa emlds és human sejtekre

4.1.5.1 A PAF hatasa immunsejtekre

A PAF citotoxicitasanak vizsgalatakor tanulméanyoztuk, hogy milyen hatasa van az
immunrendszerre. Az immunvalasz elsé 1épésében gyulladaskeltd citokinek termelddnek,
amelyek aktivaljak az immunrendszer sejtjeit a korokozo lekiizdésére.

Ezeknek a citokineknek a termeldédése TLR receptorok altal indukalt jelatviteli
utvonalon valosul meg és nagyon kis mennyiségli gomba vagy baktérium sejtfalalkoto
(LPS) is kivaltja. Mindamellett az emldsok és ezen beliil az ember altal termelt defenzinek
hasonl6 modon indukaljdk az immunrendszert inflammatorikus citokinek eldallitasara.
Kisérleteinkben ezért a PAF hatasat vizsgaltuk meg IL-6, IL-8 ¢és TNF-a citokinek
termelddésére periférias vérbdl szarmazo immunsejtekre, pozitiv kontrollként pedig LPS-t
hasznaltunk, amely E. colibdl szarmazott. A legnagyobb koncentracidban alkalmazott PAF
(2 pg/ml) sem eredményezett gyulladaskeltd hatast a kiilonb6zd egészséges donorokbol

szarmazo6 vérben (13. abra).
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13. abra A PAF ¢és az LPS (pozitiv kontroll) hatasa az IL-6 (A), IL-8 (B) és TNF-a
(C) termelddésére. Az értékeket a negativ kontrollhoz viszonyitva, relativ ndvekedés

formajaban abrazoltuk. A kisérlethez 10 (A), 8 (B) illetve 5 (C) donort hasznaltunk.
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4.1.5.2 A PAF hatasa mas eml0s sejtekre

Vaszkularis endotélsejtek:
Még 100 pg/ml PAF sem okozott sejtkdrosité hatast (Dr. Balla Jozsef és
munkatérsai, DE, OEC, Nefrologiai Tansz¢ék).

Idegsejtek:

A PAF-vel torténd kezelés nem eredményezett valtozast sem a mért aramok
amplituddjdn, sem az aramok idd6tartaman, agyszeleteket, hippocampusbol szarmazo
neuront €s asztocitakat vizsgalva (Dr. Rusznak Zoltan és Dr. Pal Balazs, DE, OEC, Elettani

Intézet).

[zomsejtek:
A PAF ebben az esetben sem befolyasolta a K™ aramok és L-tipusii Ca*" aramok
aktivalhatosagat, kinetikdjat illetve amplitudojat (Dr. Csernoch Lészlé és Dr. Szappanos

Henrietta, DE, OEC, Elettani Intézet).

fgy megallapithato, hogy a PAF a vizsgalt sejttipusokra nézve nem citotoxikus.
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4.2 A gliikoz oxidaz jellemzése

4.2.1 A Penicillium chrysogenumb6l szarmazé nagy moltomegl antifungalis fehérje

tisztitasa, jellemzése

A Penicillium chrysogenum NCAIM 00237 fonalas gomba 2 % szachar6zon és 0,3
% nitraton tenyésztve erdteljes Candida-016 hatdst mutatott. Ez az antifungdlis hatas a
tenyészet 96 Oras kordban érte el maximumat, amely a P. chrysogenum tenyészet

autolizisének eldrehaladtaval fokozatosan lecsokkent (14. abra).
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14. abra A Penicillium chrysogenum ndvekedése (m) és a fermentlé antifungélis
hatdsa Candida albicans ATCC 1023 teszttorzson (ndvekedés gatldsa %-ban) (e). Az
antifungalis hatds meghatarozasara az MTT/formazén tesztet hasznaltuk mikrotiter plate-n
(Lee és munkatarsai, 1999; 3.3.2 fejezet). Minden esetben a Candida albicanshoz 2,8 ng

fehérjetartalmu nyers fermentlét adtunk (végtérfogat 120 pl).
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A tisztitds eredményeképpen - ultraszlirés, kromatofokuszalas (15. abra A) és
gélszlirés (15. abra B) - egy nagy tisztasdgu fehérjepreparatumot kaptunk (16. abra A),
amely 5,4 pg mennyiségben kozel 100 %-os novekedésgatlast eredményezett a Candida
albicans ATCC 1023 torzson.

A tisztitott fehérje moltomege 155000 Da volt, gélsziiréssel meghatarozva, mig
redukalé SDS-PAGE gélen a fehérje homodimer szerkezetét allapitottuk meg, 76000 Da
alegység-moltomeggel (16. abra A). A tisztitott fehérje izoelektromos pontja 5,4, amelyet
kromatofokuszalassal (15. abra A) és kétdimenzios gélelektroforézissel (16. abra B) is
meghatdroztunk. Az SDS-PAGE-sel késziilt gél perjodsavas-Schiff bazikus festése

igazolta, hogy a fehérje glikoprotein (a gél nincs bemutatva).
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15. abra A A kromatofokuszalads (PBE94) eluciés profilja. e Antifungalis hatas
(Candida albicans novekedésgatlas %-ban), m fehérjetartalom, A pH. Az antifungalis
hatds meghatarozasara az MTT/formazan tesztet hasznaltuk mikrotiter plate-n (Lee és
munkatarsai, 1999; 3.3.2 fejezet). Minden esetben a Candida albicans ATCC 1023-hoz 5,4
ng fehérjetartalmi mintat adtunk (végtérfogat 120 pl).
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15. abra B A gélszlrés elucids profilja (Superdex 200 FPLC oszlop). e
Antifungélis hatds (Candida albicans ndvekedésgatlas %-ban), m fehérjetartalom. Az
antifungalis hatds meghatarozasara az MTT/formazan tesztet hasznaltuk mikrotiter plate-n

(Lee és munkatarsai, 1999; 3.3.2 fejezet). Minden esetben a Candida albicans ATCC
1023-hoz 5,4 pg fehérjetartalmu mintat adtunk (végtérfogat 120 ul).
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16. abra A A P. chrysogenum GOX moltomegének meghatarozasa SDS-PAGE-sel
redukald korilmények kozott (Novex 10 % TRIS/GLICIN gél). Az 1. sav Markl12
standardsort tartalmaz (3.2.2 fejezet), mig a 2. savban 5 pg tisztitott GOX-ot vittem fel. A
GOX moltomege 76000 Da, tisztasdga nagyobb, mint 97 %, amit QuantiScan Version 1.2
programmal hataroztunk meg (Biosoft, Cambridge, UK).
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16. abra B A P. chrysogenum GOX izoelektromos pontjanak meghatarozasa. Az 1.
sav Mark12 standardsort tartalmaz (3.2.2 fejezet). A 2. savban 8,5 ug tisztitott GOX-ot
vittem fel. A GOX-ot gyarilag készitett Novex pH 3-7 IEF gélen futtattam meg, majd SDS-
PAGE gélen molekulaméret szerinti elvalasztast végeztem (gyarilag készitett Novex 16 %

TRIS/GLICIN gél).
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Edman lebontassal 14 N-termindlis aminosavat szekvenaltunk (Lindner ¢&s
munkatarsai, 1998). Ez a szekvencia jelentds (78,6 %) homoldgiat mutatott a Penicillium
amagasakiense ¢s Talaromyces flavus fajokbol izolalt GOX-okéval (17. abra). Ezt
aktivitds méréssel is megerésitettiik. Tehat a P. chrysogenumbdl tisztitott antifungalis

hatasu fehérje GOX-nak bizonyult.

Faj N-terminalis aminosav szekvencia Referencia

1 10 20 30 40 50
| + + + + +
T.flavus HYSYFLSTLLLARATYQAYLPAQOIDYQSSLLSDPSKYAGKTYDYIIAGGH  Murray és mtsai. 1997
P.anagasakiense HYSYFLSTLLLSARAYOAYLPAQQIDYOSSLLSOPSKYAGKTYDYIIAGE  Kiess és mtsai. 1998
A.niger HATLLYSSLYYSLAAALPHY-IRSNGIEASLLTOPKDYSGRTYDYIIAGEH 1 cderick és mesai. 1990
P.chrysogenun YSPAEAIDYASHLL

17. abra A Penicillum chrysogenum glikéz oxiddz N-termindlis aminosav
szekvenciaval torténé homologia-keresés (NCBI protein-protein BLAST segitségével,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) eredménye. A homoldgia a kézeli rokon Penicillium
chrysogenum ¢és Penicillium amagasakiense fajok kozott 78,6 %-os. A szekvencidk

Osszevetése a Florence Corpet’s MultiAlin program segitségével tortént (Corpet, 1988).

A P. chrysogenum gliikkdz oxiddza a D-gliikézt nagy hatékonysaggal oxidalja
(Kmgiikez = 9,5 mM; Viaxglikez = 10,38 katkg!). Az enzim lényegesen kisebb
hatékonysaggal ugyan, de szintén katalizalja a D-xil6éz oxidacidjat (K xiisz = 690 mM;
Vinaxxitoz = 0,777 katkg™). Az enzim nem mutatott aktivitast D-frukt6zzal, D-galaktozzal és

D-arabinozzal szemben.
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4.2.2 A gliikoz oxidaz hatasspektruma

D-gliik6z jelenlétében a tesztelt baktériumok, élesztok ¢és fonalas gombak
érzékenyek voltak a gliikoz oxidazzal szemben, bar meglehetdsen eltéré modon. 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
eltér6 mértékben érzékenyek a GOX-ra a kovetkezd sorrendnek megfeleléen: A.
giganteus<A. niger=A. terreus<A. nidulans. Réaadasul a termeld torzs, azaz a P.

chrysogenum NCAIM 00237 is nagyon szenzitivnek bizonyult GOX-ra (1. tablazat).
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Mikroorganizmusok Erzékenység
Serratia marcescens ATCC 14756 +++
Escherichia coli TG2 +++
Staphylococcus aureus NCTC 6571 +++
Bacillus subtilis ATCC 6633 +++
Candida albicans ATCC 1023 +
Candida parapsilosis ATCC 22019 ++
Candida dubliniensis NCPF 3949 +
Candida glabrata DSM 6425 +++
Candida krusei DSM 6128 +++
Saccharomyces cerevisiae AH 109 +++
Penicillium chrysogenum Q176 +++
Penicillium chrysogenum NCAIM 00237 +++
Aspergillus niger CBS 12049 ++
Aspergillus giganteus AG090701 +
Aspergillus terreus 304 ++
Aspergillus nidulans FGSC26 +++

1. tablazat Kiilonbozo6 fajok érzékenysége a P. chrysogenum GOX-ra.
A végkoncentracio 40 pg/ml GOX volt (enzimaktivitas: 0,090 U).
+++ nagyon érzékeny, ndvekedés gatlas>90 %;
++ érzékeny, novekedés gatlas 50-90 %;
+ enyhén érzékeny, novekedés gatlas 25-50 %.
Az antifungdlis hatds meghatdrozdsira az MTT/formazdn tesztet hasznaltuk mikrotiter

plate-n (Lee és munkatérsai, 1999; 3.3.2 fejezet).
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4.2.3 A gliik6z oxidaz hatdasmechanizmusanak vizsgalata

A tovabbiakban a GOX-zal szemben igen érzékeny Aspergillus nidulans FGSC26
teszttorzset hasznaltuk. Kisérleteinkben ugyanakkor Osszehasonlitottuk a Penicillium

chrysogenum ¢€s az Aspergillus niger éltal termelt gliikoz oxidaz hatasat is (18. abra).
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18. abra Az Aspergillus niger (m) és a Penicillium chrysogenum (0) GOX-anak
Osszehasonlitdsa 14 oras exponencialis fazisban levl Aspergillus nidulans tenyészeten. Az
A. nidulans micéliumok 0,1-1 U GOX-zal voltak kezelve. Az antifungalis hatast szintén az
MTT/formazan teszt segitségével hatdroztuk meg (Lee és munkatarsai, 1999; 3.3.2

fejezet).
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Mar 0,004 U GOX novekedésgatlast eredményezett, mig 1 U GOX elegend6 volt a
novekedés teljes blokkolasahoz. Meglepd modon kataldzzal ez a hatas nem volt kivédhetd,
még 0,004:200 U GOX:katalaz arany esetén sem (19. abra). Fontos megjegyezni, hogy a
kisérlet inkubacios ideje alatt (9 dra), a katalaz aktivitasa nem csokkent Iényegesen. Csak 1
mg/ml koncentracioban beadott C-vitamin tudta a GOX hatasat kozombdsiteni, de csak

0,004 U GOX koncentracio alkalmazasa esetén (19. abra).
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19. abra A katalaz (0-200 U) részleges védod hatdsa 14 o6ras exponencialis fazisban
levé Aspergillus nidulans tenyészeten, amelyet elézéleg 1 U (m) vagy 0,004 U (D)
Penicillium chrysogenum GOX-zal kezeltiink. A kontroll tenyészet sem GOX-t, sem
katalazt nem tartalmazott. A C-vitaminnal kezelt tenyészetekhez sem adtunk katalazt. Az
antifungalis hatast MTT/formazédn teszt alkalmazésaval hatdroztuk meg (Lee ¢&s

munkatarsai, 1999; 3.3.2 fejezet).
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A H,0O, citotoxikus hatasat kilon kisérletben teszteltilk, ahol az alkalmazott
legnagyobb koncentrdci6 megegyezett az el6z6 két kisérletben (18. és 19. abra) a
tapkozegben levd glilkdz mennyiségével (20. abra). 50 mM H,O, mar 100 %-os
novekedésgatlast eredményezett. Ellentétben a GOX-zal mar 4 U katalaz elegendd volt,

hogy megakadalyozza a H,O, novekedésgatlo hatasat.

120

100 - T T
~ 80 A T
S
= T
5
ﬁ 60 T T
o
>
He]
Z 40 .

20 A

0 i
0 5 10 25 50 100 150
HyO, (mM)

20. abra A H,O; (0-150 mM) antifungalis hatdsa 14 6ras exponencialis fazisban
levo A. nidulans tenyészeten (m). Parhuzamos kisérletben a tenyészetek 4 U katalazt is
tartalmaztak, demonstralva a katalaz antioxidans tulajdonsagét (o). Az antifungalis hatast

MTT/formazéan teszt alkalmazédsaval hatdroztuk meg (Lee és munkatarsai, 1999; 3.3.2

fejezet).
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Mivel kataldzzal a GOX sejtkarositd hatasat még igen nagy koncentracioban sem
tudtuk kivédeni, feltételeztiik, hogy a GOX kitapad a célsejtek falan és membrankarosodast
okoz. Ezért a glikéz oxiddz esetleges lokalizacidjanak meghatdrozasara indirekt
immunfestést alkalmaztunk Aspergillus nidulans FGSC26 teszttorzson. A kontroll és
GOX-zal kezelt sejtek semmilyen kiillonbséget nem mutattak, tehat a GOX nem tapad ki a

sejtekhez, sem a sejtfalhoz, sem a hifacsticsokhoz (a festés nincs bemutatva).

Elméleti  szamitdsokat végezve (Keleti, 1985) az Aaltalunk hasznalt
modellrendszerekben a steady-state H,O, koncentraci6 maximalisan 1,48 uM volt, még 1
U P. chrysogenum GOX és 10 U katalaz esetén is (Keagox = 1609 8™, Keatxataiiz = 8x10° 57,
Eicox = 9,9x10° M, Eqxaaiaz = 3,36x107 M, K karaisz = 25 mM). A szamitasokhoz a katalaz
kinetikai paramétereit Abe és munkatarsai cikkébdl (1979) hasznéltuk fel. Kisebb GOX és
nagyobb kataldz koncentracié esetén a [H,O,]ss még kisebbnek adddott (nM-os

nagysagrendiinek).
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5. Az eredmények megbeszélése

5.1 A Penicillium chrysogenum antifungalis proteinjének (PAF) jellemzése

5.1.1 A PAF hiperpolarizaciot indukél az Aspergillus nidulans sejtmembranjan

A di-8-ANEPPS fesziiltségérzékeny fluoreszcens festék alkalmazésaval
bebizonyitottuk, hogy a PAF a szenzitiv gombak plazmamembranjanak hiperpolarizaciojat
okozza (4. és 5. abra). Jol ismert, hogy gombéakban a membranpotencial fenntartdsa H'-
efflux segitségével, aktivan torténik (Serrano és munkatarsai, 2001). Feltételezhetd, hogy a
PAF direkt vagy indirekt modon hat a plazma membranban talalhaté H'™ pumpa
miikodésére vagy mas ionaramokat (pl. K aramokat) befolyasol. Ez az eredmény
osszhangban van a korabbi kisérleti eredményekkel, mely szerint a PAF K -effluxot okoz
Aspergillus nidulansban (Kaiserer ¢és munkatarsai, 2003). Mint ismert, a PAF-kezelés
torzult morfologiai formakat eredményez: a hifavégek megduzzadnak és rovid,
tobbszordsen elagazd fonalvégek képzddnek Aspergillus nidulansban (Kaiserer ¢€s
munkatarsai, 2003), azaz a PAF kozvetve vagy kozvetleniil az apikalis novekedésre hat.
gy nagy valoszintiséggel a hifacstucsban tapasztalt hiperpolarizacio lehet a kivaltoja ennek
a jelenségnek.

Membranpotencial valtozéast szdmos antimikrobidlis protein okozhat. A colicin A,
az Escherichia colibdl szarmaz6 fehérje, a célsejtekhez kotddve, fesziiltségfiiggd csatornat
képez a membranon és ezzel K'-effluxot indukal, ami a sejtek depolarizacidjahoz vezet
(Bourdineaud ¢és munkatérsai, 1990). Rovarokbol szarmazo kis moéltomegt defenzinrdl
(Cociancich és munkatarsai, 1993), illetve a nyulbdl szdrmazo neutrofil peptidrdél (NP-1) és
human defenzinekrél (HNP-1) (Kagan és munkatarsai, 1990) hasonld adatok allnak a
rendelkezésiinkre. Ezekre a fehérjékre jellemzO0 azonban, hogy a homérséklet
csokkenésével a K'-efflux lecsokken, illetve megsziinik, ami PAF jelenlétében nem
mutathatd ki (Dr. Florenitne Marx ¢és munkacsoportjanak személyes kozlése). Ez
megerdsiti azt a korabbi allitast, mely szerint a PAF receptorhoz kotédik és aktiv
transzporttal, endocitozissal jut be a célsejtekbe (Oberparleiter és munkatarsai, 2000).
Novényi defenzinekrdl szintén irtak le K -effluxot okozo hatast, amely fiiggetlen volt a
kisérletben alkalmazott hdmérséklettdl (Thevissen és munkatarsai, 1996). Eziddig azonban

még nem sikeriilt a PAF-ra specifikus receptort izolalni a szenzitiv gombafajokbdl.
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5.1.2 A PAF G-proteinnel kapcsolt jelatviteli atvonalon keresztiil fejti ki hatasat

A PAF receptorhoz vald kotddését a szenzitiv fajokban az a kisérleti eredmény is
megerdsitheti, hogy a PAF G-proteinnel kapcsolt jelatviteli titvonalon keresztiil fejti ki
hatasat. A PAF altal kivaltott novekedésgatlashoz feltétleniil sziikséges aktiv G-proteinnel

kapcsolt jelatviteli Gtvonal, mivel az Aspergillus nidulans fadA“’""

a G-protein
mikddésében inaktiv mutdns rezisztens a PAF-vel szemben (1. ¢és 6. abra). Hasonlo
rezisztenciat tapasztaltak a novényi ozmotin esetén is A. nidulans fadA“**** mutinson
(Coca ¢és munkatarsai, 2000). Ugyanakkor az fIbA gén delécidja nem befolyasolja a PAF
hatasat, amely azt valosziniisiti, hogy a PAF hatasahoz ténylegesen aktiv G-proteinnel
kapcsolt jelatviteli utvonal sziikséges. Ezzel ellentétes tulajdonsagot mutatott az ozmotin,
mivel az 4. nidulans AflbA ugyanugy rezisztens volt, mint az 4. nidulans fadA°**** mutans
(Coca és munkatarsai, 2000), ami nehezen diszkutalhato.

A GTPyS jelenléte szintén rezisztenciat okoz PAF-vel szemben az A. nidulans
FGSC26 torzsben, mig a GDPJ3 nem befolyasolja a PAF hatéasat (7. abra). A GTPyS ¢és
GDPpS jelenléte a novényi defenzinek hatasat csokkenti (Thevissen €s munkatarsai, 1996),
mig az ozmotin hatdsanak redukalodasa csak GDPS jelenlétében figyelheté meg (Coca és
munkatarsai, 2000). A GTPyS nukleotid anal6ég allandéan aktiv allapotban tartja a G-
proteint, mig a GDPS éllanddan inaktiv allapotban. Tehat a Aflb4 mutacié a GTPyS altal
kivaltott hatishoz, mig a GDPPS jelenléte a fadA“’**® hatisahoz lehet hasonlo.
Megallapithatjuk, hogy a guanidin nukleotid analégokkal végzett in vivo gatlasi kisérletek
nem korrelalnak az A. nidulans AflbA és fadA“°"*® mutansokkal végzett kisérletekkel PAF
esetében, ugyanis ezek az analdogok nagy valdszinliséggel mas G-proteineket is
befolyasolnak. gy a gatlasi kisérletek eredményei az inhibitoroknak kiilonféle G-
proteinekre gyakorolt hatasainak egyiittes ereddi. Ez jelzi, hogy a PAF hatasanak
kifejezddésében mas G-proteinek is szerepet jatszhatnak.

Az ozmotin példaul Saccharomyces cerevisiaeben bizonyitottan mas G-proteinnel
medialt utvonalon hat, hiszen gatolja a RAS2/cAMP/PKA stresszvalasz Utvonalat, amely
az ¢lesztd sejtek apoptozisdhoz vezet, de nincs hatdsa a Rasl fehérjére (Narasimhan és
munkatarsai, 2001). Aspergillus nidulansban egyetlen ras fehérje (RasA) talalhaté (Som és
Kolaparthi, 1994), de ennek delécidja letalis, ezért ezt az utvonalat nem tudtuk vizsgalni

PAF-vel.
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Aspergillus nidulansban a FadA-n kiviil még tovabbi két Go alegységet talaltak, a
GanA-t és a GanB-t. A GanB gatolja a sporazast és indukalja a konidiumok csirazasat
hasonloan a FadA-hoz (Chang ¢és munkatarsai, 2004). A GanA A. nidulans novekedésében
betdltott szerepét jelenleg is vizsgaljak (Han és munkatarsai, 2004). Tervezziik ezen G-
proteinek esetleges szerepének a tanulmanyozasat a PAF altal kivaltott apoptotikus
sejtpusztulasban.

Azt is fontos megjegyezni, hogy a sejtfal képzésében is fontos szerepe van a G-
proteinnel kapcsolt jelatviteli Gitvonalaknak €s ez hatdssal van az antifungalis szerekkel
szembeni érzékenységre is. Az A. nidulans fadA“’"** mutans, amely ozmotinnal szemben
rezisztenciat mutatott, SDS-sel és litikus enzimekkel szemben is ellenallobbnak bizonyult,
valoszinlileg annak kdszonhetden, hogy sejtfala nagyobb mennyiségii kitint tartalmaz és a
sejtfal porozitdsa is lényegesen kisebb, mint a vad tipust torzsé (Coca és munkatarsai,
2000). Elképzelhetd, hogy a megvaltozott sejtfalszerkezet biztosit rezisztenciat a PAF-vel

203R ’ o , y y , .
dA%"R mutans torzs széméra. Raadasul ez az A. nidulans

szemben az A. nidulans fa
fadA“?""® mutans sokkal lassabb ndvekedést mutat és siillyesztett tenyészetben is sporazik
(Adams ¢és munkatérsai, 1998; Molnar és munkatéarsai, 2004), igy csokkent metabolikus

aktivitasa is érzéketlenné teheti a PAF hatasaval szemben.
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5.1.3 A PAF apoptozist indukal a szenzitiv torzsekben

A PAF programozott sejthalalt indukal A. nidulansban. Apoptozist tobbek kozott a
reaktiv oxigénformak (ROS) mennyiségének novekedése is kivalthat (Greenlund és
munkatarsai, 1995; Ligr és munkatarsai, 1998; Madeo és munkatarsai, 1999, 2002). A
ROS akkumulédlodasa PAF kezelés hatasara foleg a mitokondriumokban mutathaté ki (Dr.
Florentine Marx ¢és munkacsoportja) (8. abra). Metazoonokban a ROS mennyiségének
novekedése a mitokondriumok széteséséhez, mitoptodzishoz vezet (Madeo és munkatérsai,
1999; Skulachev, 2000). Ez a folyamat egy kaszpaz rendszert aktival a citoszélban, amely
elinditja a programozott sejthalalt (Skulachev, 2002). Gombakban a prokaszpaz-kaszpaz
rendszer hianyzik, de a mitoptdzis itt is beinditja a sejthaldl programot, ennek a
folyamatnak a molekularis hattere azonban még nem ismert. Saccharomyces cerevisiaeben
talaltak egy a kaszpazok szerkezetével homolog fehérjét (YCA-1), amely H,O, hatdsara
nagy mennyiségben termel6dott (Madeo és munkatarsai, 2002). Hasonloan a PAF-hez az
ozmotin S. cerevisiaeben szintén apoptozist indukal. A programozott sejthalal kivaltoja a
reaktiv oxigénformdk jelenléte, mivel akar egy antioxiddns enzim jelenlétének hidnya (pl.
tioredoxin peroxiddz) is ROS akkumulalédast és TUNEL pozitiv reakciot eredményez
ozmotin hatasara (Narasimhan és munkatarsai, 2001).

Az apoptozis egyik jellegzetes markere a citoplazmamembran kifordulasa, amelyet
PAF jelenlétében tapasztaltunk A. nidulans protoplasztokon Annexin V-vel festve azokat
sejteken (Champagne és munkatarsai, 1999), de élesztékben és mas fonalas gombakban is

megfigyelttk mar (Mousavi ¢€s Robson, 2003; Madeo ¢és munkatarsai, 1999).

rrrrr
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gén expresszidja apoptozist indukalt. Minden esetben ROS akkumulalodast detektaltak a
sejtekben, igazolva, hogy a reaktiv oxigénformak kulcselemei az apoptdzisnak (Madeo és
munkatarsai, 1999). Laun és munkatarsai (2001) 6regedd Saccharomyces cerevisiae sejtek
mitokondriumaiban ROS-at figyeltek meg, és ezek a sejtek TUNEL és DAPI festéssel
apoptotikusnak bizonyultak. Aspergillus fumigatusban a ndvekedés stacioner fazisanak
kezdetén apoptotikus markerek mutathatok ki (Mousavi és munkatérsai, 2003).

A programozott sejthalalban a DNS fragmentécidja €s a sejtmagvak toredezése is

crcr

(11. abra), illetve DAPI festéssel a sejtmagvak torzulasat (10. abra).
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A PAF-vel kezelt Aspergillus nidulans hifak ultrastruktirajat vizsgalva szintén
apoptotikus jegyeket fedezhetiink fel. A sejtmembran fodrosoddsa, mikrovezikuldk
képzddése csak az apoptdzis soran megfigyelhetd jelenségek (Dr. Florentine Marx és
munkacsoportja) (12. abra) (Gomez-Angelats és munkatarsai, 2000).

Hasonloan a PAF-hez, apoptézist valtottak ki Aspergillus fumigatusban a sejtfalra
hat6 anyagok koziil az echinocandin (glilkan szintdz inhibitor) és a nikkomycin (kitin

szintaz inhibitor) is (Chiou és munkatérsai, 2001).

5.1.4 A PAF-nek nincs gyulladaskelt6 hatasa

Az emberi immunrendszer rendkiviil fontos elemei a mintazat felismer6 receptorok,
amelyek kiilonféle mikrobidlis alkotokra specifikusak ¢és azonnali immunvéalaszt
indukélnak a szervezetben. A vérben keringd neutrofilok, monocitak, makrofagok
felszinén talalhatdo Toll-szerli receptorok képesek felismerni rendkivill kis mennyiségl
(pikogramnyi) bakterialis vagy fungalis sejtfalkomponenseket (pl. LPS, proteoglikdnok) és
gyulladaskeltd citokinek termelddését indukaljak. A proinflammatorikus citokinek (IL-6,
IL-8, TNF-a) termelddéséért elsdsorban a periférias vérben talalhatd aktivalt monocitak a
felelosek, amelyek a vérsejtek 3-5 %-at jelentik. Ezeknek a citokineknek a gyors
termelddését kivalthatjdk ezenkiviil mas citokinek, akut fazis fehérjék, biologiailag aktiv
vegyliletek, amelyek gyulladdsos reakciot okoznak a szervezetben. A természetes
immunvalasznak ez a reakcidja kiemelt fontossagl a szerzett immunitasban is (Barton és
munkatarsai, 2002; Triantafilou és munkatarsai, 2002).

Kisérleteinkben a PAF még a legnagyobb koncentracidban (2 pg/ml) sem okozott
gyulladasos reakciot 0sszehasonlitva a pozitiv kontrollként hasznalt LPS-sel (13. abra),
amely minden donorban erételjes IL-6, IL-8 és TNF-a termelddést valtott ki.

A PAF-vel rokon fehérjék, az emlds defenzinek a PAF-vel ellentétben indukaljak
gyulladaskeltd citokinek termelddését. A human neutrofil a-defenzinek (HNP-1-3) a
bronchialis epitélsejteket indukaljak IL-8 termelésére, amely inflammatorikus hatasa és
kivaltjdk a neutrofilok akkumulalodasat is. Emellett ezek a defenzinek IL-1 és TNF-a
termelddését is okozzak, felerdsitve a lokdlis gyulladdsos valaszt (Yang és munkatarsai,
2002).

Az egérbdl izolalt B-defenzin ugyanakkor a TLR-4 receptorhoz kapcsolodva nagy

valoszintiséggel felerdsiti az LPS altal kivaltott valaszt, ha az tul kicsi koncentracioban van
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jelen és olyan jelatviteli Gitvonalakat is befolyasol, amely a dendritikus sejtek éréséhez és

igy a korokozo lekiizdéséhez vezet (Biragyn és munkatarsai, 2002).

5.1.5 A PAF hatésa egyéb eml0s sejteken

A PAF sem vaszkularis endotélsejteken, sem idegsejteken (agyszeleteken,
hippocampusbol szarmaz6 neuronon, asztrocitdn), sem izomsejteken és izomroston nem

valtott ki sejtkarosodast.

5.1.6 A PAF lehetséges alkalmazasai

A PAF stabilitdsa (szélsdséges pH-val, hémérséklettel, proteazokkal szemben),
human sejtekkel szembeni citotoxicitdsanak hidnya lehetévé teheti ezen fehérje hasznalatat
human mikoézisok kezelésében, pl. Aspergillus fumigatus fertdzések esetén.

Mivel a PAF szamos fitopatogén és raktari kartevd gomba novekedését is gatolja
(pl. Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum) (Kaiserer és munkatarsai, 2003), igy alkalmas
lehet novényvédelmi célokra, pl. a paf gént tartalmazo transzgenikus novények eldallitasa

révén, illetve élelmiszerek konzervalasara.
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5.2 A Penicillium chrysogenum gliikkoz oxidazanak jellemzése

5.2.1 A gliikoz oxidaz tisztitasa, enzimologiai jellemzése

A Penicillium chrysogenum NCAIM 00237 ipari penicillin-termeld torzs
fermentlevébdl szachardz szénforrdson ¢€s nitrat nitrogénforrason egy 155000 Da
moltomegli fehérjét sikeriilt izolalni, amely Candida-616 hatassal rendelkezik ¢és
antimikrobidlis hatdst mutat mind a Gram-pozitiv, mind a Gram-negativ baktériumokkal,
illetve ¢élesztokkel és fonalas gombakkal szemben. Az N-termindlis szakaszbol (14
aminosav) homologia-kutatas (protein-protein NCBI Blast) és enzimologiai vizsgalatok
eredményeképpen a fehérje glilk6z oxidaznak bizonyult (17. abra). Korabbi kisérletek is
alatamasztjak, hogy a szachar6z és nitrat meglepd modon jO szubsztratjai a GOX
termelésnek, mivel a szachar6z gliikozra és fruktéozra bomlik és a nitrat enyhén savas
tapkozeget (pH 5,5-6,5) biztosit (Mischak ¢s munkatarsai, 1985; Rando és munkatarsai,
1997), amely fontos koriilmény, mivel savas pH-n a GOX termelddése gatlodik és az
enzim inaktivalodik (Fogarty és Kelly, 1990).

Penicillium chrysogenum GOX-ot el6szor 1987-ben izolaltak (Eriksson ¢és
munkatarsai), de a fehérje jellemz6i (M, = 175000, M., = 72000, pI = 4,2) nagyban
eltérnek az altalunk vizsgalt torzsbdl szarmazé GOX-étol (M, = 155000, M., = 76000, pI =
5,4) (15. és 16. abra), amely talan az eltérd tisztitdsi modszer alkalmazasanak
kovetkezménye. A P. chrysogenum GOX altalunk meghatarozott kinetikai paraméterei (K,
= 95 mM, Vmnx = 10,38 katkg'l, keat = 1609 s'l) nagy hasonlosdgot mutatnak mas
Penicillium fajokbol izolalt GOX-okéval (Swoboda és Massey, 1965; Garzillo és
munkatarsai, 1995; Witt és munkatarsai, 1998) (2. tablazat)

GOX K (mM) Vinax (katkg™) | keat (s7)
Penicillium amagasakiense 5,7 15,35 2001
Penicillium variabile P16 6 16,29 1805
Penicillium chrysogenum NCAIM 00237 9,5 10,38 1609

2. tablazat Kilonboz0 Penicillium fajokbol szarmazo glikéz oxidazok kinetikai

paramétereinek 0sszehasonlitasa
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5.2.2 A gliikdz oxidaz hatasspektrumanak vizsgélata

A GOX antimikrobialis hatasat tobb fajon teszteltiik, beleértve a termeld P.
chrysogenum NCAIM 00237 torzset is (1. tablazat). Meglepd modon a nagy oxidativ
toleranciat mutatd termeld torzs is szenzitiv GOX-zal szemben. Glikéz tartalmi
tapkozegben a P. chrysogenum NCAIM 00237 torzset exponencialis fazisban nagy
mértékli oxidativ gyok akkumulaldédas jellemzi, amely nagy valdszintiséggel a jelenlevd
GOX H;0, termelésének tulajdonithatd (Sami és munkatéarsai, 2003). A P. chrysogenum
fonalas gomba nagyfokll rezisztencidt mutat oxidativ stresszt generaldé agensekkel
szemben, ami azzal magyarazhato, hogy a fonalak alland6 endogén stressznek vannak
kitéve, illetve ez folyamatosan indukalja a hatékonyan mikodé ROS elimindl6é rendszert
(Sami és munkatarsai, 2003). Valdsziniileg a nagy feleslegben adott GOX felboritja a ROS
generdlo és eliminald rendszer egyensulyat, ami magyarazhatja a GOX termeld torzs
GOX-szenzitivitasat.

A kiilonb6z6 Candida fajok eltérd érzékenysége GOX-zal szemben fontos
informdcio, mert ez jelzi a fajok rezisztenicdjat oxidativ stresszel szemben.
Eredményeinkkel Osszhangban Marddi és munkatarsai igazoltdk (1991), hogy azok a
Candida fajok, amelyek nagyobb katalaz vagy szuperoxid dizmutaz aktivitast mutatnak,
ellenallobbak a mieloperoxidaz altal termelt hipoklorittal €s monokléraminnal szemben.

A gliik6z oxidazzal szembeni eltérd érzékenység fontos szerepet jatszhat a gombak
kozotti kolesonhatasban is, hiszen a GOX-termeld és nagyobb mértékben GOX-rezisztens
fajok a tapanyagért folyd versenyben eldnyre tehetnek szert. Pl. a Talaromyces flavus
mikoparazita gomba 4altal termelt GOX gatolja a Verticillium dahliae novénypatogén
gomba csirdzdsat és novekedését (Madi és munkatarsai, 1997; Murray és munkatarsai,

1997).
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5.2.3 A gliikdz oxiddz hatdsmechanizmusanak vizsgalata

A GOX antimikrobidlis hatasa az altala termelt, oxidativ sejtkarosodéast okozo
H,0,-nek tulajdonithatd. Ezt a hatast a tesztelt Aspergillus nidulans mikroorganizmus
(19. abra). Meglepd modon mas kordbbi eredményekkel ellentétben (Kim és munkatarsai,
1988; Geisen, 1999), a tenyészethez adott kataldz nem volt képes kivédeni a GOX altal
generalt oxidativ stresszt. Ennek két oka lehetett feltételezéseink szerint: (1) a GOX vagy
kitapad a célsejteken és membrankarosodast okoz, vagy (2) a GOX/kataldz rendszerben a
gyorsan elfogyott oxigén vezetett a mikroorganizmusok pusztulasdhoz. Bar a GOX-ok
nagy része a termeld fajokban a sejtfalban lokalizalodik (Aspergillus nigerben, Witteveen
¢s munkatarsai, 1992) illetve a Penicillium chrysogenum GOX periplazmatikus
lokalizaciot mutat (Nielsen, 1995), immunfestéssel nem sikeriilt detektdlni a GOX
kitapadasat A. nidulanson (4.2.3 fejezet).

A steady-state H,O, koncentracid igen kicsinek (uM-nM nagysagrendiinek)
bizonyult az altalunk alkalmazott koriilmények kozott. Ezért nagy valdszinliséggel a
GOX/katalaz rendszerben kialakuld oxigénhidny idézte el a masodlagos novekedésgatlast
A. nidulansban. Bar Hall és Denning (1994) vizsgalatai alapjan ismert, hogy az Aspergillus
fajok képesek novekedésre alacsony oxigén tenzid6 mellett is, de 0,025% oxigén
koncentracio alatt 6k nem tapasztaltak novekedést.

A GOX/katalaz rendszernek ezt a hatdsat mar alkalmazzdk az élelmiszeriparban
konzervalasra, hiszen az oxigén elimindldsa elpusztitja az aerob mikroorganizmusokat
(Dondero ¢és munkatarsai, 1993; Kantt és munkatdrsai, 1993; Fuglsang és munkatarsai,
1995). Dondero és munkatarsai (1993) bebizonyitottadk, hogy a garnélardk tartositdsakor a
GOX/katalaz rendszer gatolta a pszikrofil és Pseudomonas fajok novekedését. Kantt és
munkatarsai (1993) vizsgélatai szerint a garnélardk barnuldsa 80 %-kal csokkent és az
ammonia illetve egyéb nitrogéntartalmia gazok képzddése is megsziint a GOX/katalaz
rendszer hatasara. A GOX/kataldz rendszer alkalmas szirupok és narancsdzsuz tartositasara
(Sagi és Mannheim, 1990) és folyékony tojasbol a cukor és oxigén eltavolitasara (Kantt és

munkatarsai, 1993).
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5.2.4 A P. chrysogenum GOX lehetséges felhasznalasa

A P. chrysogenum GOX kinetikai paraméterei alapjan igéretesnek bizonyulhat
biszenzorokban, pl. a glikéz mennyiségi meghatarozasara a vérben ¢és egyéb
testfolyadékokban (Jaffari és Turner, 1995; Liang és munkatarsai, 2000).

Antimikrobialis hatdsa miatt felhasznalhatjak biofilmek eltavolitasara katéterekrol,
implantatumokrol (Johansen és munkatarsai, 1997).

Az élelmiszeriparban katalazzal egyiitt alkalmazast nyerhet antimikrobiélis és konzervald
anyagként is (Dziezak és munkatarsai, 1986; Tiina és Sandholm, 1989; Begliomini és

munkatarsai, 1995; Dobbenie és munkatarsai, 1995; Fugslang és munkatarsai, 1995).
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6. Osszefoglalas

6.1 A Penicillium chrysogenum Kis moltomegii fehérjéje (PAF)

A Penicillium chrysogenum NCAIM 00237 ipari penicillin-termeld torzs szachar6z
¢s nitrat tapkozegben kis moltomegli antifungélis hatdsu fehérjét (PAF) termel.

A PAF a szenzitiv gombakon, 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 itvonalon fejti ki hatasat,
amelyet G-proteinben sériilt Aspergillus nidulans mutansokkal és guanidin nukleotid
analogok hasznalataval bizonyitottunk.

A PAF reaktiv oxigénformak akkumuldlodésat indukélja az Aspergillus nidulans
Marx és munkatarsai).

A PAF programozott sejthalalt okoz Aspergillus nidulansban, amely a DNS
A sejtmembran fodrosoddsa ¢és mikrovezikuldk, vakudlumok megjelenése szintén
megfigyelheté PAF hatasara (Dr. Florentine Marx és 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 hatasara.

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

a biztonsagos felhasznalasat human terapids és mezdgazdasagi novényvédelmi célokra.
6.2 A Penicillium chrysogenum gliikoz oxidaza (GOX)

A Penicillum chrysogenum NCAIM 00237 torzs szachar6z és nitrat tapkozegben
egy nagy moltomegl, antimikrobidlis enzimet, glikéz oxidazt termel, amely legnagyobb
aktivitassal a fermentacio 72. 6rajaban figyelhetd meg.

A gliikoz oxiddz moltomege eltér mas Penicillium fajokbdl szarmaz6 enzimekétol,
de kinetikai paraméterei nagy hasonldsdgot mutatnak azokéval.

Az altalunk izoldlt enzim mar 40 pg/ml-es koncentracidban alkalmazva is

hatékonynak bizonyult az éleszték és fonalas gombak széles spektrumaval szemben, de a
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tesztelt gombak GOX-érzékenysége eltérd mértékii. A GOX-érzékenység egyértelmiien a
kiilonb6z6 gombak fajspecifikus antioxidativ védekezd képességének a fliggvénye.

A GOX nem tapad ki a célsejtek sejtfaldhoz ¢s a GOX/katalaz rendszerben levé kis
mennyiségli steady-state H,O, koncentracié sem magyarazza a GOX nagy mértéki
antimikrobialis hatdsat. Minden bizonnyal a két enzim az oldott oxigén gyors eliminaldsa

révén olyan anaerob miliét teremt, amely masodlagos antimikrobidlis hatdst eredményez.
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