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A basidiomycota élesztoégomba, a Filobasidium capsuligenum 1IFM 40078 torzse egy olyan
fehérjét (FC-1 killer toxint) valaszt ki a tapkozegbe, amely elpusztitja az opportunista patogén
Cryptococcus neoformans-t. Palyazatunkban ezen killer toxin genetikai determinansat
deritettiik fel, a toxin fehérje izolalasat, jellemzését valositottuk meg, ill. a toxin

hatasmechanizmusat tartuk fel.

A toxin hatasspektrumanak meghatarozasa

Kisérleteinkhez mintegy 70, kiillonb6zo ¢€16- és foldrajzi helyr6l szarmazo C.
neoformans torzset hasznaltunk. Egy kivételével az 0sszes izolatum érzékeny volt a toxinnal
szemben, ami arra utal, hogy a toxinnak a cryptococcosis megbetegedés megeldzésében, ill. a
gyogyitasban gyakorlati szerepe lehet. Az érzékenység mértéke eltérd volt az egyes
izolatumok kozott, ezért a tovabbi vizsgalatokhoz a legérzékenyebbet, a C. neoformans var.
neoformans IFM 5844 torzset valasztottuk ki. A toxin hatasa rendkiviil specifikus volt: mas
Cryptococcus-ra és a megvizsgalt 80 egyéb génuszhoz tartozd élesztdgombara nem volt

hatasa.

A killer toxin hatasmodjanak, a szenzitiv sejtek novekedési kinetikdjanak vizsgalata

Annak bizonyitasara, hogy a toxin el6li a sejteket (citocidikus hatds) és nem csupan
csak megallitja novekedésiiket (citosztatikus hatas), time-killing kisérleteket végeztiink:
5 x 10’ toxinnal kezelt sejt koziil egy sem maradt életképes 24 6ras kezelés utan.

A pusztitds kinetikdjat mikroszkopos, ,,FITC exclusion” moddszerrel hataroztuk meg: a

sejteknek kb. 50%-a pusztult el 12 6ra alatt, 100%-uk 20 6ras kezelés utan lett életképtelen.

A toxin fermentdlasdnak optimalis paraméterei
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A toxin nagy hatésu, de rendkiviil alacsony koncentracidoban szekretalodik a taptalajba.
Ahhoz, hogy jellemezhessiik és izolalhassuk, nagyobb mennyiségben kellett eléallitanunk.
Kerestilk a termeltetés optimdlis koriilményeit: 12-féle taptalajt, 3-féle tenyésztési
hémérsékleten, két kiillonboz6 pH tartomanyban prébaltunk ki. Optimalisnak az 1%
¢leszOkivonat + 1,5 % malatakivonat pH: 4,0 (0,1 M Mcllvain pufferben) (YM4) és a 24 °C-
os hémérséklet bizonyult. A sejteket legalabb a 10" ml™ sejtszamig kellett feltenyészteni.

A részlegesen tisztitott un. ,nyers toxinnal” végeztilk kisérleteinket: a fermentlevet
lecentrifugaltuk, sterilre szirtiik, majd az igy nyert anyagot 72 oran at dializaltuk 0,05 M
citrat-foszfat pufferrel (pH: 4,0) szemben. Sziikség esetén liofilezéssel, etanolos vagy

ammonium szulfatos kicsapassal koncentraltuk.

A nyers toxinfehérje jellemzése

Az FC-1 toxin fehérje természetét a kovetkezOkkel bizonyitottuk:
- 5 perces forralassal a killer aktivitast eliminalni tudtuk a mintabol,
- pepszin és papain részleges inaktivalast eredményezett,
- a toxin hatasa pH fiiggd volt: csak pH 4,0 és 6,0 kozott bizonyult aktivnak.

A felsorolt folyamatok a toxin irreverzibilis megvaltozasat okoztak.

A toxin azonositasa a F. capsuligcenum fermentlevének poliakrilamid gélelektroforézises

elemzésével

Feltételeztiik, hogy a fermentlébe szekretalt toxint gélelektroforézissel kimutathatjuk,
ha Osszehasonlitjuk a toxin termelddését biztosito, ill. a toxin termel6dését nem biztositd
taptalajokban tenyésztett gomba fermentlevének gélelektroferogramjat.
A fenti kovetelményeknek megfeleléek a komplett (YM4, YPD) ill. a kiilonb6z6 dsszetételti

minimal taptalajok (VMM, YNB). A komplett taptalajon kapunk toxin aktivitast, mig a



minimalban nem. Az YPD-ben el6tenyésztett mintakat mintegy 80 szorosara toményitettiik
Microcon sziirén és 4-12% NuPAGE Bis-Tris gélen MOPS-SDS puffer rendszerben
analizaltuk pH 7,0-n (MW 19-191 kDa, festés Coomassie-R 250-nel) (1. abra). Az elvalasztas
utan a fehérjéket PVDF membranra blottoltuk BisTris pH 7,2 transzfer pufferben. A
membranrél harom - a bioldgiai tesztek alapjan varhaté molekulatomegii - fehérje N-
termindlis szekvencidjat hataroztuk meg (1. abra). Mivel minden esetben kevert szekvenciakat
kaptunk és a szekvencidkban, beleértve a blott hatteréb6l vett mintdkat is, legnagyobb
mennyiségben a kollagén fehérje toredék szekvenciaja volt felismerhetd, valosziniileg az YPD
tapoldat peptonjaban 1évo kollagén egyiitt vandorolt az Aaltalunk vizsgalt fehérjékkel,
fiiggetleniil azok méretétdl.

Ezért a kovetkezd 1épésben az YM4 taptalajban felnevelt élesztd fehérje mintdzatat
elemeztiik: a futtatdsok soran a 10 000 - 90 000 Da kozotti méret tartomanyban 8-12 fehérje
savot kaptunk, amelyeket Osszehasonlitottunk a minimal taptalaj mintazatdval. A kétféle
taptalajon tenyésztett éleszté fermentlevének fehérjemintazataban tul sok eltérést talaltunk
ahhoz, hogy a toxint azonositani lehessen (2, 3. 4bra).

A tovabbiakban a F. capsuligenum egy olyan izoldtuméanak (VKM 1513) fehérje képét
hasonlitottuk 0ssze a toxint termelével, amelyben genetikailag nem kodolt a toxin, toxint nem
tud termelni. Ugy gondoltuk, hogy a nem termelé torzs mintizatabol hianyzo, de a
termeldben meglévd savot valdsziniileg a toxin molekula adja. A gélelektroforetikus
mintazatok dsszehasonlitasakor azonban tobb eltérést is megfigyeltiink. Ennek oka az lehet,
hogy a két torzs eltérd extracellularis enzimeket, izoenzimeket bocsat ki a fermentlébe még
akkor is, ha azonos koriilmények kozott tenyészik.

Ujabb megkozelitésben magabol a killer toxint termeld torzsbdl készitettiink toxint nem
termelé mutansokat: mivel a toxin kdédja a kromoszémahoz lokalizalhatd (lasd késobb), a

mutagén kezelést UV besugarzassal végeztik. Mintegy 10 ezer mutagén kezelt telep



atvizsgalasaval 43 killer minusz fenotipusi izolatumot nyertiink. A mutansok tobbsége
instabil volt: néhany passzazs utan visszanyerték toxintermeld képességiiket. Mind a termeld,
mind a stabilabbnak bizonyulé mutans torzsek fermentlevét elemeztilk. Meglep6 modon
azonban a stabil nem killer torzsek fehérje mintazata is jelentdsen eltért mind a termeld, vad
torzs mintazatatol, mind pedig egymastol, vagyis igy sem lehetett a toxint egyértelmiien
azonositani (2. abra).

A killer toxin az érzékeny sejtek sejtfalaban eléfordulé -1, 6-gliikan-hoz kapcsolodva inditja
el toxikus hatésat (lasd késobb). Ezt a specifikus kotddést hasznaltuk fel arra, hogy a toxin
tisztitasat, izolalasat affinitds kromatografiaval kiséreljiik meg. Epoxi-aktivalt Sepharose 6B
gyantahoz kotottiink pusztulant, az igy nyert affinitas szorbenst 0,1 M citrat-foszfat pufferrel
(pH 4,0) egyensulyba hoztuk. Az affinitds oszlopra nyers toxin fermentlevet vittiink fel, a
nem kotédott fehérjeket 0,1 M citrat-foszfat (pH 4,0) pufferrel mostuk a toltetrdl, majd a
pusztuldn altal megkotott toxint 10 mM-os citrat-foszfat pufferrel (pH 6,0) 1,5 M NaCl
jelenlétében eludltuk. Frakcidkat gytjtottink és  bioldgiai aktivitasukat vizsgaltuk. A
legaktivabb frakciokat - toményités utdn - szintén SDS gélelektroforézissel valasztottuk el.
Ekkor mar csak néhany fehérjét talaltunk a 19 — 51 kDa tartomanyban. A legvaloszinibbnek
tiind kb. 47 kDa méretti fehérjét valasztottuk ki szekvenalasra (4. abra). A kapott szekvencia
(XVNVNGVFPI) az adatbazisokban a Debaryomyces Xkiller ¢€lesztégomba ,,unnamed”
proteinjével mutatott némi homologiat. Nagyobb szekvenciarészlet megismerésére folynak a

tovabbi kisérletek.

A toxint kodold genetikai determinans meghatarozasa:

Total nukleinsav preparatumot (minilizatum) készitettiink a toxint termeld torzsbol. A DNS
agardz gélelektroforetikus vizsgalatadval DNS vagy RNS plazmidok jelenlétét kerestiik (az

eddig ismert killer toxintermeld élesztdgombak altalaban extrakromoszoémalisan kodoltak).



Sem dsRNS, sem linearis DNS plazmidok jelenléte nem volt kimutathatd. A F. capsuligenum
sejtek pulse-field gel electrophoresises (OFAGE) vizsgalata is csak kromoszomalis DNS
jelenlétét bizonyitotta, tehat a toxint a kromoszomalis DNS kodolja.

A toxint kodold gén klonozdsa

Adatbazisokbol begytjtottiik az eddig ismert élesztégomba killer toxinok (Pichia
farinosa, Williopsis saturnus, W. mrakkii, S. cereviasiae M2, M1, K-28, Kluyveromyces
lactis, Hansenula sp., stb) nukleotid vagy/és aminosav szekvenciait. Homoldg szakaszokat
kerestiink, feltételezve, hogy ha vannak ilyen szekvencidk, akkor ennek alapjan elkezdhetjiik
a F capsuligenum toxin génjének megismerését €s izolalasat. Homolog szekvenciakat
azonban nem taldltunk. Miutan a fehérje oldalardl is nehezen volt megkozelithetd a toxin gén
azonositasa, a tovabbiakban a termel6 IFM 40078 és a nem termelé VKM 1513 torzs mRNS-
einek Osszehasonlitd elemzésével kerestiik a fehérjét kodold gént: erre a célra a szubtraktiv
hibridizaci6 modszerét alkalmaztuk. A szubtraktiv klonozashoz a BD PCR-Select™ cDNA
Subtraction Kit-et hasznaltuk. A torzseket YM4 taptalajban tenyésztettiik, RNS kivonast
kovetden a mRNS populaciot izolaltuk, a mRNS-r6l cDNS-t (teszter €s driver) készitettiink. A
cDNS-eket hibridizaltuk, és a nem hibridizalédott cDNS-t, amely azokat a géneket
reprezentalja, amelyek a teszterben jelen vannak (tobbek kozott a toxin termelés génje), de
hidanyoznak a driver-bdl, amplifikaltuk. Jelenleg a szubtrakcid soran nyert PCR termékeket

kloénozzuk. Azonositasukhoz felhasznéljuk a fehérje elemzése soran kapott szekvenciakat.

A killer toxin receptor helyeinek meghatarozasa az érzékeny sejtek sejtfalan

Egy toxinnal szembeni érzékenységet két lényeges tényezd hataroz meg: van-e
receptor hely az érzékeny sejtek faldban ill. hogy milyen a toxin hatdsdnak mechanizmusa?
Mind a sejtfalban, mid a sejtmembranban lehetnek receptorok. Hogy meghatarozzuk, hogy

melyik sejtfal komponens lehet a receptor, kompeticidos kisérleteket végeztink. A C.



neoformans sejtfal f6 komponensei az o-D-glikanok (féleg a-1,3 és kevés a-1,4), B-D-
glikdnok (féként B-1,6 és kevés B-1,3), kitin, manndn és galaktomannan. Az alébbi
kereskedelmi forgalomban kaphat6 sejtfal komponensek hatasat vizsgaltuk: laminarin (3-1,3-
gliikan), pusztulan (B-1,6-gliikkdn), mannan ¢s kitin oligo-szacharid (5-6 oligo). A felsorolt
sejtfal komponensek koziil csak a pusztulan (B-1,6-gliikan) - 10 mg ml" koncentraciénal -
tudta megoévni a sejteket a pusztuldstol (kivédeni a toxin hatdsat), igy valosziniileg a toxin

receptorként ismerte fel.

Az FC-1 toxin hatdasmechanizmusanak megdallapitasa

Az élesztékben eddig ismeretes hatdsmechanizmusokat vizsgaltuk a F. capsuligenum
toxinja esetében is: a citoplazmamembran funkcidjanak megzavarasa; a magi DNS
szintézisnek, a sejtciklus S-fazisdnak gatlasa; ill. a sejtfal bioszintézisének blokkolasa.

A sejtciklus elemzéséhez, az egyedi sejtek DNS tartalmanak megéllapitasahoz az FC-1
toxinnal kezelt Cryptococcus neoformans sejtekben FACS analizissel mértiikk a DNS tartalmat
toxinnal kezelt ¢s kezeletlen esetben. Az analizis eredménye azt bizonyitotta, hogy a toxin
nem gatolja a DNS szintézist, és nincs hatasa a sejtciklusra sem.

A toxin membran karositd hatdsanak vizsgalata fluoreszcens festéssel (FITC festés) tortént.
Megallapitottuk, hogy a toxinnal kezelt sejtekben a véddburok (sejtfal, sejtmembran)
integritasa megszlnt a méreg hatdsara, a sejtek belsejébe hatolo festék intenziven fluoreszkalt.
A sejtfal mikroszkoposan lathatd karosoddsat nem tapasztaltuk, a sejtek nem ¢€lt€k tul a toxin
kezelést izoozmotikus kozegben sem. Ezek az eredmények azt bizonyitjak, hogy a toxin sem a
DNS szintézist, sem a sejtfal bioszintézisét nem karositja, valdsziniileg sejtmembran

permeabilitasat karositd hatast ioncsatornakat képez a C. neoformans érzékeny sejtjeiben.
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1. abra: Komplett tapoldatban (YD, YPD, YM4) eldtenyésztett F. capsuligenum
fermentlevének elektroferogramja: a 1, 2, 3 a fehérjéket, * a hattéret jeloli, amelyekbe
beleszekvenaltunk;
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2. dbra Kiilonbozoé komplett taptalajokban (YD,YPD, MY4 ) tenyésztett F. capsuligenum
fermentlevének fehérje mintazata, ill. néhany killer minusz ((K™) fenotipusu mutans (K 20 ,
K31, K 32, K 33, K" 34) fermentlevének SDS-gélelektroforetikus képe. MW: molekulasuly
marker.



MW YM4 VMM YNB

3. dbra: Minimal taptalajokban elétenyésztett F. capsuligenum termentlevének SDS-gél képe.
MW: molekulastly marker, YM4 Komplett taptalaj, VMMM (Wickerham-féle minimal),
YNB (Yeast Nitrogen Base taptalaj).

4. abra: Bioldgiailag aktiv toxint tartalmazd YM4 fermentlé SDS géljérdl késziilt blott. 1-5:
mindeniitt ugyanaz a minta talalhatd; a piros nyil jelzi azt a fehéréjt, amelyet szekvenalunk.
MW: molekulasuly marker.



A toxin hatdsspektrumara, hatasmodjara, termeltetésre vonatkozé eredményeinket a
kovetkezd folydiratban kozoltiik (kdzlésre elfogadva, megjelenés alatt):

A. Keszthelyil, M. Ohkusuz, K. Takeoz, L Pfeifferl, J. Litter' and J. Kucsera' (2006)
Characterization of the anti-cryptococcal effect of the FC-1 toxin produced by Filobasidium
capsuligenum. Mycoses 49/3:

A palyazati munka tovabbi eredményeit a kovetkezd 2 éven beliil tervezziik megjelentetni,
ezért kérjiik, hogy a palyazat mindsitését az OTKA kiegészitd eljarasban késébb modositsa.



