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1. Bevezetés

Napjainkra aggasztd méreteket 61tott a gombak altal okozott fertdézések és kartételek
esetszdma ¢és nyilvanvalova valt, hogy az eddig alkalmazottaktél alapvetden -eltérd
megeldzési €s kezelési stratégiak kidolgozasa sziikséges a gyogyaszat és a mezOgazdasag
szamara (Fisher és mtsai. 2020).

Epidemioldgiai vizsgdkatok ramutattak arra, hogy a gyogyszer-rezisztens gombak
altal okozott végzetes kimeneteli human fertézések (mikdzisok) szama jelentdsen
megugrott az utdbbi két évtizedben (Kainz és mtsai. 2020, Denning 2024). Ennek okat
epidemioldgiai valtozasokban (Florl és Steixner 2023), az immunszupresszalt betegek
novekvo és a hatékony antifungalis gyogyszerek csokkend szamaban egyarant keresniink
kell (Spencer és mtsai. 2023). A mikozisok hatékony kezelését neheziti az a tény, hogy nem
all rendelkezésiinkre megfeleld szdmu hatékony antifungélis szer, és a ma hasznalatosak
stulyos mellékhatasokat valthatnak ki hosszan tartd terapia sordn és végérvényesen
karosithatjak a paciens egyes szerveit a gomba- és az emldssejt kozott meglévo sejtfelépités,
¢letmiikddés és metabolizmus hasonlosaga kovetkeztében (Spencer és mtsai. 2023). A
legjelentdsebb hatraltatd tényezd azonban az, hogy a klinikumban alkalmazott eltérd
hatdsmodu egy vagy tobb gydgyszerrel szemben a gombak egyre inkdbb rezisztenssé valnak
(Denning 2022). Ennek ellenstlyozasara és a kozfigyelem felkeltésére az Egészségiigyi
Vilagszervezet (WHO, World Health Organization) 2022-ben egy kozleményben (WHO
Fungal Priority Pathogens List to Guide Research, Development and Public Health Action)
kiadta az elsd 4llasfoglalasat a gombak okozta fertézések problémajaval kapcsolatban
(World Health Organization 2022), amiben kutatdsi, fejlesztési €s cselekvési célokat is
megfogalmaz. Tobbek kozott azt, hogy minél el6bb, minden eszkdzzel meg kell akadalyozni
¢és kontroll al4d vonni a gombak altal okozott fertézések és antifungalis szerekkel szemben
mutatott rezisztencidjuk terjedését az eddigiektdl alapvetden eltéré hatasmodu antifungalis
szereken alapulo, gombaspecifikus innovativ stratégidk bevezetésével (World Health
Organization 2022, Fisher és Denning 2023).

A gombdk altal okozott fertézések megakadalyozasa és kezelése, nem csak az
egészségiigy, hanem a mezdgazdasag szamadra is hatalmas kihivast jelent, ugyanis az utobbi
években vilagszinten folyamatosan emelkedett a novénypatogén fajok altal okozott
szantofoldi és raktari kartételek esetszama, dollarmillidrdokban mérhetd veszteséget okozva

(Benedict és mtsai. 2022). Ez utobbi gazdasagi kar eltorpiil a folyamatosan novekvé szamu



vilagnépesség élelmiszersziikségletének a biztositasdra gyakorolt hatas mellett. Ha ezt a
veszteséget a human élelmezés szempontjabdl 6t legfontosabb termesztetett novényre (rizs,
buza, kukorica, szdjabab, burgonya) nézziik, akkor ez elég lehet évi 600 milli6 - 4 milliard
ember taplalasara napi 2000 kaloria biztositasaval (Stukenbrock és Gurr 2023). Becslések
alapjan a vilag népessége 2050-ben eléri a 10 milliard f6t, aminek a megfeleld taplalasara
legalabb 60%-kal meg kell novelni a jelenlegi évi eldallitott €lelmiszermennyiséget (World
Resources Institute 2018). Ennek egyik eleme lehet a gombdk altal okozott kartételek
mértékének csokkentése megfeleld kezelési és megeldzési stratégiak bevezetésével (Brauer
és mtsai. 2019, Stukenbrock és Gurr 2023). Vilagosan latszik, hogy a napjainkban
alkalmazott kémiai ndvényvéddszereken alapuld eljarasok erre nem igazan megfeleldek,
ugyanis a velilk szemben rezisztenciat mutatdé ndvénypatogén gombak folyamatosan
terjednek vildgszinten (Beckerman ¢és mtsai. 2023). Eurdépdban a problémat tovabb
sulyosbitja az, hogy a jelenleg érvényben 1év0 ndvényvédd szerekrdl szold unids
jogszabalyok alapjan egyre tobb hatékony gombadlészer keriil kivonasra a kereskedelmi
forgalombol és valik tiltottd (Marchand 2023). Raadasul a kdrnyezet kémiai peszticidektdl
torténd tehermentesitését is megcélzd eurdpai unids cselekvési terv, az LUt a
szennyezoanyag-mentes levego, viz és talaj felé” értelmében 2030-ig felére kell csokkenteni
Eurdpaban a kémiai novényvédbdszerek hasznalatat (Eurdpai Bizottsag 2021). Mindezek
olyan alacsony kornyezeti terhelést jelentd fungicidek kifejlesztését teszik sziikségessé,
amelyekkel szemben minimalis eséllyel alakul ki rezisztencia a ndvénypatogén gombakban
(Lobo Vicente és mtsai. 2023).

A természetben eléfordulé gombaellenes hatassal rendelkez6 fehérjék (antifungalis
proteinek, AFP-K) és peptidek igéretes gyogyszer- (de Ullivarri és mtsai. 2020), vagy
novényvédoszerjelolt biomolekulakként johetnek szoba (Tang és mtsai. 2023). llyenek
lehetnek az extracellularis, kis molekulatomegii, kationos, stabil harmadlagos szerkezettel
rendelkez0 Eurotiomycetes-eredetli antifungalis proteinek is (Marx 2004, Galgoéczy é€s
mtsai. 2010). Kutatomunkank soran egy fonalas toml6sgomba, a Neosartorya (ujabban:
Aspergillus) fischeri NRRL 181 altal termelt két, kis molekulatomegi, ciszteinben gazdag,
extracellularis antifungalis protein (Neosartorya fischeri antifungalis proteinek, NFAP és
NFAP2) gyogyaszati és novényvédelmi alkalmazasi lehetdségeit vizsgaltuk a fent emlitett

problémak megoldasara.



2. Célkituzések

Uj, az eddigiektd] alapvetden eltérd antifungalis stratégia alapjat jelenthetik a természetben
el6forduld, gombacllenes hatassal rendelkez6  Eurotiomycetes-eredetii ~ AFP-k
gyogyszerként vagy fungicidként torténd alkalmazasa (Galgoczy és mtasi. 2013a,2019,
Leiter és mtsai. 2017). Kutatomunkank soran ennek a lehetdségét vizsgaltuk meg a
Neosartorya (Aspergillus) fischeri NRRL 181 altal szekretalt két AFP-nek, a N. fischeri
antifungalis protein (NFAP) és N. fischeri antifungalis protein 2 (NFAP2) tanulmanyozasan

keresztiil és ehhez a kovetkezd konkrét célokat fogalmaztunk meg:

1. A N. fischeri AFP-k izolalasa a nativ termel6b6l és nagy mennyiségli termelésiik
megvalositdsa  gyogyszer- ¢és  ¢lelmiszeripari  szempontbol  alapvetden
biztonsagosnak itélt (GRAS, generally recognized as safe) gomba-alapu expresszios
rendszerekben.

2. AN. fischeri AFP-k gombacllenes spektrumanak, hatékonysaganak, gyogyszerekkel
¢és egymassal val6 kdlcsonhatasanak a vizsgélata.

3. A N. fischeri AFP-k hatasmodjanak a felderitése.

4. A N. fischeri AFP-k szerkezetének és a gombacellenes hatas szempontjabol 1ényeges
szerkezeti elemeinek a megismerése.

5. A gombaellenes hatas szempontjabol 1ényeges szerkezeti elemek alapjan antifungalis
hatassal rendelkez6 N. fischeri AFP peptid-szarmazékok tervezése.

6. A N. fischeri AFP-k és peptid-szarmazékok toxicitasnak a vizsgalata novényeken és
allatokon.

7. Az NFAP és peptid-szarmazékok gyakorlati alkalmazhatosaganak a bizonyitasa a
novény- és terményvédelemben.

8. Az NFAP2 gyakorlati alkalmazhatosaganak a bizonyitasa a humanpatogén gombak

okozta fertozések kezelésében.



3. Az eredmények osszefoglalasa

3.1. Neosartorya fischeri antifungalis proteinek altalanos jellemzése, termelése és
izolalasa
Munkank kezdetéig mindossze csak négy AFP izolalasardl szamolt be a szakirodalom. Ezek
idérendben az Aspergillus giganteus antifungalis protein (AFPg; Wnendt és mtsai. 1994),
Penicillium chrysogenum antifungalis protein (PAF, Marx és mtsai. 1995), Aspergillus niger
antifungalis peptid (AnAFP, Gun Lee ¢és mtsai. 1999) és a PAF-fal teljesen megegyez6
Penicillium nalgiovense antifungalis protein (NAF, Geisen 2000). Nuklein- és aminosav-
szekvencia adatbazisokban torténd keresések és hasonlosagi talalatok alapjan feltételeztiik,
hogy hasonlo, de eltérd spektrummal és hatdsmdddal rendelkezd antifungalis proteineket
mas gombak (pl. a Neosartorya (Aspergillus) fischeri NRRL 181) is képesek termelni.
Kimutattuk, hogy a N. fischeri NRRL 181 izolatum harom, kiilonboz6
Eurotiomycetes-eredetli AFP csoportba sorolhatd fehérjét termelhet: 1) az NFAP-t (PAF-
csoport), 2) a csoportnak nevet ado NFAP2-t, 3) és a N. fischeri ,,bubble” proteint, az NFBP-
t (Penicillium brevicompactum ,,bubble” protein, BP-csoport) (1. Tablazat) (Sonderegger
¢s mtsai. 2018). Ezekbdl kettot, az NFAP-t és az NFAP2-t (UniProt adatbazis azonositok:
AOA2I2KHNS, illetve AOAIDOCRT?2) sikeriilt a nativ termeld folyadéktenyészetének a
feliiluszojabol kis mennyiségben izolalnunk 1,25+0,12 mg/l (Kovacs és mtsai. 2011), illetve
0,37+0,02 mg/l hozamokkal (To6th és mtsai. 2016). A fehérjék tovabbi részletesebb
jellemzéséhez és egyéb kisérletekhez meg kellett oldanunk nagy mennyiségti eldallitasukat

egy fehérje expresszids rendszerben.

1. Tablazat. A Neosartorya fischeri NRRL 181 4&ltal termelt antifungalis proteinek in silico elére jelzett

fizikokémiai tulajdonsagai.

Aminosavak Molekulatomeg Ciszteinek K/R/H Becsiilt Toltés

Protein . x o - x — GRAVY”
szama (Da) szama arany pl (pH 7)
LEYKGECFTKDNTCKYKIDGKTYLAKCPSAANTKCEKDGNKCTYDSYNRKVKCDFRH
NFAP 57 6625,52 6 11/2/1 8,93 +5,0 -1,214
IATSPYYACNCPNNCKHKKGSGCKYHSGPSDKSKVISGKCEWQGGQLNCIAT
NFAP2 52 5564,32 6 7/0/2 9,02 +5,2 -0,731

DTCGAGYGGDQRRTNSPCNASNGDRHFCGCDRTGVVECRGGRWTEIQDCRASTCHGTNDGAARC
NFBP 64 6784,28 8 0/8/2 6,87 +0,2 -0.961

GRAVY: atlagos hidrofobicitas érték (grand average of hydropathy value). *: ExPASy ProtParam tool-lal szdmolva
(Gasteiger et al., 2005). **: Protein Calculator v3.4 server-rel szamolva (The Scripps Research Institute;
http://protcalc.sourceforge.net/). NFAP, NFAP2: Neosartorya fischeri antifungalis protein és 2, NFPB: N. fischeri ,,oubble”
protein.



Az NFAP-t és szerkezeti mutans valtozatait (Isd. 3.4 fejezet) nagy mennyiségben
sikeresen megtermeltettik egy GRAS Pichia pastoris (ajabban Komagataella phaffii)
KM71H-alapu expresszios rendszerben. Kodon optimalizacié nélkiil az NFAP hozama
5,96+0,24 mg/lI-nek (Viragh és mtsai. 2014), mig optimalizacié utan 11,27+4,65 mg/l-nek
adodott (Galgoczy és mtsai. 2017). A késébbiekben a rekombindns NFAP és NFAP2
hatasmoédjanak a felderitéséhez (Isd. 3.3. fejezet) és a szerkezet-hatdsmod Osszefiiggés
megallapitasahoz (Isd. 3.4 fejezet) szerettiik volna az oldatbeli szerkezetiiket magmagnesen
rezonancia (NMR, nuclear magnetic resonance) spektroszkopiaval meghatarozni. Az ilyen
jellegli mérést viszont nagymértékben zavarta a P. pastoris-alapu expresszios rendszer altal
poszttranszlaciés modositasként a fehérjére csatolt nagy mennyiségi, hosszu és elagazd
cukormotivum (glikozilaciés mintazat) (O'Leary és mtsai. 2004). Ennek ellensulyozasara
kidolgoztunk egy GRAS P. chrysogenum Q176-alapu expresszios rendszert, amiben az
NFAP és az NFAP2 hozama 3,68+0,19 mg/l-nek (Sonderegger és mtsai. 2016), illetve
15+1,2 mg/l-nek adodott (Toth és mtsai. 2018).

Az NFAP a hatdsmodjanak tanulményozasa céljabol megtermelésre keriilt még egy
Aspergillus nidulans CS2902 torzsben is 1,68+0,22 mg/l hozammal (Galgoczy és mtsai.
2013b). Mivel ez a transzformans térzs konnyen elvesztette az NFAP-termel6 képességét a
nem integralddo expresszios vektor miatt, az NFAP termelésére a késobbiekben csak a P.

pastoris- és a P. chrysogenum-alapt expresszios rendszereket hasznaltuk.

3.2. A Neosartorya fischeri antifungalis proteinek spektruma, kolcsonhatasa
antifungalis szerekkel és egymassal
Korabbi tanulmanyok megfigyelései szerint az AFPg, AnAFP, PAF és NAF antifungalis
spektrumai kismértékll atfedéssel, de 1ényegesen eltérnek egymastol (Marx 2004); tovabba
a PAF képes szinergisztikus kolcsonhatasba 1épni sztatinokkal és flukonazollal (Galgoczy
¢és mtsai. 2007, 2008), az AFPg pedig egy antifungalis peptiddel, a cercopin A-val additiv
kolcsonhatasba (Moreno és mtsai. 2003). Munkank soran vizsgaltuk az NFAP ¢s NFAP2
ilyen jellegli sajatossagait. EgQy szinergisztikus kolcsonhatas elényos lehet, mivel
megengedheti a sikeres terapias dozis csokkentését annak minden eldnyével egylitt, tovabba
egy gombatorzs érzékenységét ujra elmozdithatja a klinikumban nem rezisztensnek itélet
koncentraciotartomény iranyaba (Belanger és mtsai. 2015).

Megallapitottuk az NFAP és NFAP2 antifungélis spektrumait eltéré human- és
ndvénypatogén gombaizolatumokon, amibdl azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy az NFAP

elsdsorban a fonalas-, mig az NFAP2 az élesztogombékkal szemben dozis-fliggd mddon
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hatékony. A tapkozeg Osszetételétdl €s az alkalmazott indkulum mennyiségétdl fliggden az
NFAP és az NFAP2 minimalis gatldo koncentraci6 (MIC, minumum inhibitory
concentration) értékei 6,25-200 pug/ml-nek, illetve 0,20-400 pg/ml-nek adodtak (Toth és
mtsai. 2016,2018,2020a,2022, Kovacs és mtsai 2019, Gandia és mtsai. 2021, Holzknecht és
mtsai. 2022, Dan és mtsai. 2024). Ennek az okat a human szérumalbuminhoz toérténd
nagymértékii kotddésiikben vagy a tapkdzegben jelenlévd magas kationkoncentracid
antifungalis hatast csokkentd képességében kell keresniink (Marx 2004, Galgoczy €és mtsai.
2010,2019, Huber és mtsai. 2020).

Az NFAP2 hatékonynak bizonyult (multi)drog-rezisztens Candida izolatumok altal
képzett biofilmekkel szemben és szinergisztikus kolcsonhatasba 1épett a klinikumban
terapias célbol alkalmazott antifungélis szerekkel (amfotericin B, echinokandinok,
flukonazol) (Kovacs és mtsai. 2019,2021).

Novénypatogén gombakkal szemben az NFAP és az NFAP2 kombinalt alkalmazasa
indifferens kolcsOnhatast mutatott és ekkor az un. paradox hatas is megfigyelhetd volt (T6th
¢és mtsai 2022).

Megfigyeltilk, hogy az NFAP magas hOmérsékleten torténd inkubdcid utan,
megorzi antifungalis hatdsat (Kovacs és mtsai. 2011, Galgdczy és mtsai. 2017).

Az NFAP antifungalis hatékonysagat a kétértékli kationokra disszociald sok nagy
mennyiségii jelenléte jelentésen csokkentette (Galgdczy ¢és mtsai. 2013b,2017).

Bizonyitottuk az NFAP2 hdstabilitasat (Kovacs és mtsai. 2011, Galgdczy €s mtsai. 2017).

3.3. A Neosartorya fischeri antifungalis proteinek hatasméodja
A N. fischeri-eredetii antifungalis proteinek gyakorlati alkalmazasahoz elengedhetetlen azok
antifungalis hatdsmoédjanak a felderitése. Mivel az NFAP elsésorban a fonalas-, mig az
NFAP?2 az ¢élesztégombakkal szemben mutatott nagymértékti gombaellenes aktivitast, ezért
az NFAP hatasmodjat Aspergillus nidulans-on (Viragh és mtsai. 2015), mig az NFAP2-ét
Candida albicans-on tanulmanyoztuk (Toth és mtsai. 2018, Kovacs és mtsai. 2019).
Felvazoltuk az NFAP lehetséges hatasmechanizmusat A. nidulans-on, ami alapjan a
fehérje egy membranba dgyazott heterotrimer G-proteinnel kapcsolt receptoron keresztiil
egy a ciklikus adenozin-monofoszfat/protein-kinadz A szignalizacios Gtvonalat indukal, ami
a polarizalt hifanévekedés gatlasban és apoptozis indukcidjaban jatszik szerepet. Ezen kiviil
apoptozist indukalhat még egy sejtfalintegritds Utvonaltdl fliggetlen mitogén-aktivalt

protein-kinaz altal aktivalt ismeretlen célponton keresztiil. Mindezek rovid tobbszorésen
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elagazd hifak képzddésében, a metabolikus folyamatok leallasaban és sejthalalban
nyilvanulnak meg (Viragh ¢és mtsai. 2015). Az NFAP hatdsmechanizmusanak
tanulmanyozasa soran elért eredményeink megerdsitették azokat a megfigyeléseket,
amelyek szerint a hasonlo fizikai-kémiai tulajdonsaguk ellenére az Eurotiomycetes-eredetii
AFP-k kiilonb6zé moddon fejtik ki gombaellenes hatasukat. Az NFAP antifungalis
hatdasmechanizmusa hasonlé a PAF-¢éhoz (Binder és mtsai. 2010), de nagymértékben eltér
az AFPg és az AFPgNN5353 altal mutatottaktol (Hagen és mtsai. 2007, Binder és mtsai.
2011).

Az NFAP2 hatasmechanizmusardl kevesebbet tudunk, mint az NFAP esetében.
Megallapitottuk, hogy az NFAP2 MIC értéken alkalmazva kis és nagy ionerdsségii
tapkozegekben egyarant roncsolja a C. albicans sejtmembranjat, ami az egyik hatasmodja
lehet. Ennek a sejtmembranroncsold hatasnak a pontos mechanizmusa még nem ismert.
Valoszintsithet6 az, hogy az NFAP2, sok mas gombacllenes peptidhez hasonloan, relative
magas koncentracioban valamelyik 4ltalanos, jol leirt mechanizmussal roncsolja az

¢élesztdgombasejtek membranjat (Struyfs és mtsai. 2021).

3.4. A Neosartorya fischeri antifungalis proteinek szerkezete és hatasmodja kozotti
osszefiiggés
Az NFAP és NFAP2 szerkezetének a megismerése elengedhetetlentil sziikséges volt ahhoz,
hogy megértiik a szerkezet-antifungalis hatds-hatékonysag kozotti 6sszefiiggéseket, és hogy
funkcionalisan aktiv peptid-szarmazékokat tudjunk tervezni az egyes szerkezeti motivumok
alapjan. Az NFAP és az NFAP2 szerkezetérdl az 1. Abra nyujt 6sszefoglald informaciot.
Az NFAP NMR-rel meghatarozott oldatbeli szerkezete nagy hasonlosagot mutat az
azonos Eurotiomycetes-eredetiit AFP csoportba tartozé PAF szerkezetéhez (Batta és mtsai.
2009). Az NFAP is egy kompakt, B-hordo-szerii fehérje (1a. Abra), amit hurokrégiokkal
osszekapcsolt 6t antiparallel allasu B-redd épit fel (1a. Abra). A fehérje harmadlagos
szerkezetét a cisztein molekulak kozott 1étrejovoé harom diszulfid-hid stabilizalja abcabc
mintizatban (1a. Abra) (Hajdu és mtsai. 2019), ami a PAF-csoport tagjaira altalanosan
jellemzd (Batta és mtsai. 2009, Huber és mtsai. 2018). A PAF-hoz és a tobbi
Eurotiomycetes-eredetiit AFP-hez hasonléoan az NFAP felszinén is hidrofil és hidrofob
teriiletek valtakozva helyezkednek el (1a. Abra) (Galgoczy és mtsai. 2019, Hajdu és mtsai.
2019), ami j6 oldhatdsagot biztosit szamara kiilonféle oldoszerekben. A tobbi¢hez hasonldan
pozitiv, semleges €s negativ toltottségii teriiletek valtakozo elhelyezkedése is megfigyelhetd

a felszinén (la. Abra) (Hajdu és mtsai. 2019). Az NFAP N-terminalis régidjaban, a PAF-
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¢s az AFPg-csoportokra altalanosan jellemzd pozicidban, vagyis az els6 két B-redd kozott
elhelyezkedd hurokrégioban megtalalhatd az evolucidsan konzervalt un. y-core motivum
(GXC-X39-C, ahol X barmilyen aminosav lehet) a GECFTKDNTC aminosavak altal
alkotva (1a. Abra).

a)

LEYKGECFTKDNTCKYKIDGKTYLAKCPSAANTK_EKDGNK_TYDSYNRKVK_DFRH
NN\ NN

| : diszulfid-hid ) :-reds GECFTKDNTC :y-core motivum (GXC-X3.5,-C)
AN hurokrégio

keal/(mol-e) Widropatia érték

b)

IATSPYYA N‘PNN KHKKGSG KYHSGPSDKSKVISGKCEWQGGQLNCIAT
AMNMANANNNNN /N /B N e || N

 diszulfid-hid ) :fred6  GKCEWQGGQLNC :y-core motivum (GXC-Xs.-C)
WA hurokrégio

|

-4,5 0,0
keal/(mol-e) Hidropatia érték

1. Abra. a) A Neosartorya fischeri antifungalis protein (NFAP) és a b) N. fischeri antifungélis protein 2
(NFAP2) els6dleges szerkezete és masodlagos szerkezeti elemei. Feliil mind a két panelen: Vastag betlivel,
alahtizva az evoluciosan konzervalt y-core motivum keriilt kiemelésre (GXC-Xs3.9-C, ahol X barmilyen
aminosav lehet). A ciszteinek altal képzett diszulfid-hidak (narancssarga vonal) abcabc, illetve abbcac
mintazatba rendezddnek. Alul mind a két panelen sorban: Az NFAP és NFAP2 magmagneses rezonancia
spektroszkopiaval meghatarozott harmadlagos szerkezete (Protein Data Bank azonosit6: 50QS, illetve 8RP9;
Hajdu és mtsai. 2019, Varadi és mtsai. 2023) (bal), hidrofobicitas (kdzépen) és toltottségi (jobb) felszine.
Narancssargaval a ciszteinek és a kozottiik kialakuld diszulfid-hidak, zolddel a B-redék, mig kékkel a
rendezetlen hurokrégiok keriiltek kiemelésre. A fehérjeszerkezet az UCSF Chimera szoftverrel megjelenitve

(Pettersen és mtsai. 2004).



Az NFAP2 oldatbeli szerkezete nagymértékben eltér az eddig meghatdrozott
Eurotiomycetes-eredetii AFP-k altal mutatottaktol, amikre a B-hordd-szerli szerkezet
jellemzd (Galgoczy és mtsai. 2019). Az NFAP2-t szerkezetileg két nagy egységre lehet
osztani. Az elsé N-terminalis rész (1-21 aminosavak) egy rendezetlen hurok-régio; mig
masodik, C-terminalis részt (22-52. aminosavak) hdrom antiparallel B-redé épiti fel,
melyeket rovid hurokrégiok kapcsolnak dssze (1b. Abra). Ezt a szerkezetet a ciszteinek
kozott 1étrejové diszulfid-hidak stabilizaljak abbcac mintazatban (1b. Abra) (Varadi és
mtsai. 2023b). Ez eltér a szintén hat ciszteint tartalmazo PAF, PAFB és NFAP altal mutatott
abcabc mintazattol (Galgdczy és mtsai. 2019, Hajdu és mtsai. 2019). Az NFAP2 els6dleges
szerkezetében is felismerheté az evollciosan konzervalt y-core motivum, az NFAP-vel
ellentétben viszont nem az N-terminalis (1b. Abra), hanem a C-terminalis régioban taldlhatd
meg az utolsd két B-redd egy-egy része és kozottik 1évé hurokrégid altal alkotva
(GKCEWQGGQLNC) (1b. Abra). Az NFAP2 felszinén az NFAP-hez hasonlésan hidrofil
¢s hidroféb; tovabba pozitiv, semleges ¢€s negativ toltottségli terliletek valtakozo
elhelyezkedése figyelheté meg (1b. Abra).

Mivel az NFAP harmadlagos szerkezete nagyon hasonld az éldvilagban (ndvény,
allat, ember) altalanosan eléforduld defenzin-szerti fehérjék harmadlagos szerkezetéhez
(Mattar és mtsai. 2016, Kudryashova és mtsai 2017, Kovaleva és mtsai. 2020), ezért
feltételeztiik, hogy ugyanazok a szerkezeti elemek befolyasolhatjdk az antifungélis
hatékonysagat mint azoknak, azzal a kiilonbséggel, hogy az NFAP tartalmaz egy kdzponti
hidrofob magot, ami a megfeleld mintazatban elrendez6dd diszulfid-hidak szerkezetet
stabilizal6 hatasan feliil (Lacadena és mtsai. 1995, Batta és mtsai. 2009, Varadi és mtsai.
2013) szintén részt vehet a funkcionalisan aktiv feltekeredett szerkezet kialakitasaban és
Osszetartasdban (Munson és mtsai. 1996, Carter és mtsai. 2001, Cheung ¢és mtsai. 2002,
Camilloni és mtsai. 2016). A pre- és a pro-szekvencia megfelel6 lehasadasa az N-terminalis
részrdl elengedhetetlennek bizonyult az AFPg megfeleld harmadlagos szerkezetének a
kialakitasaban (Martinez-Ruiz és mtsai. 1997). Kimutattak, hogy a p-defenzinek N-
terminalisanak elsé 6t aminosava eldsegiti a feltekeredést és a megfeleld diszulfid-hid
mintazat kialakulasat (Taylor és mtsai 2008), és mar egy aminosav mutacié is ebben a
régioban a harmadlagos szerkezet eltérését (Sahl és mtsai. 2005) vagy az antimikrobidlis
hatékonysag csokkenését, a spektrum és a toxicitds megvaltozasat okozhatja (Kliiver és
mtsai. 2006). Ezeket figyelembe véve feltételeztiik, hogy az elsdé 6t N-terminalis aminosav,
a kdzponti hidroféb mag és a diszulfid-hidak kialakulasa meghatdroz6 szerepet jatszanak az

NFAP antifungélisan hatékony szerkezetének a kialakitdsaban és stabilizaldsban. Ennek a
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vizsgalatara aminosavcserék alkalmazaséval olyan szerkezeti mutans NFAP véltozatokat
terveztlink, amelyek vagy az elsd 6t N-terminalis aminosavban eltérnek a vad tipustdl, vagy
nem tartalmaznak kézponti hidroféb magot, vagy nem alakulnak ki diszulfid-hidak benne.
Az alkalmazott aminosavcserék kovetkeztében az olyan alapvetd fizikokémiai
tulajdonsagok, amelyek befolydsolhatjdk a gombaellenes hatékonysagot (im. 0ssztoltés,
izoelektromos pont, hidrofébicitds) nem valtoztak a vad tipushoz képest A szerkezeti mutans
valtozatok vizsgalatan keresztil megallapitottuk, hogy az NFAP antifungélisan
(megfelelden) aktiv szerkezetének a kialakitasdban €s/vagy annak stabilitdsaban a ciszteinek
¢s a kozottiik 1étrejovo diszulfid-hidak, a kdzponti hidrofob mag és az elsé 6t N-terminalis
aminosav jatszik szerepet (Galgoczy és mtsai. 2017). Ez alapjan a fehérje antifungalis
hatasanak novelés és spektrumanak szélesitése céljabol a ,,szabadon” szerkeszthetd elemeket
az Ot B-redd kozott talalhato hurokrégiok jelentik. Egyik ilyen a kordbban emlitett, elsd két
B-red6 kozott megtalalhatd, a cisztein-gazdag antimikrobialis peptidekben altalanosan
eléforduld, az antifungalis hatés kivaltasaban szerepet jatszhatd, evoluciosan konzervalt, Un.
y-core motivum (Yount €s Yeaman 2006).

Az NFAP2-t egyiittesen teljes mértékig lefedd szintetikus peptid-fragmentumokat
alkalmazo, un. funkcionalis térképezési technikaval megallapitottuk, hogy a hogy a fehérje
N-terminalis kozéprégidja felelds a gombaellenes hatasért, ami egy kiilsd részén
elhelyezkedd, konnyen hozzaférheté hurokrégiot alkot és képes lehet elektrosztatikusan
kapcsolddni a gombasejtmembran negativan toltott részeihez (Toth és mtsai. 2018). Az
Eurotimycetes-eredetii AFP-k vy-core régidja részben vagy egészben felelés lehet a
sejtmembranroncsolason keresztiil megvalosulo éleztdgomba-ellenes hatasért, ami a PAF
esetében bizonyitast nyert annak emelet pozitiv 6ssztoltésli és hidrofilebb y-core motivumot
hordoz6 valtozatanak a vizsgalataval (PAF) (Sonderegger és mtsai. 2018). Ezt figyelembe
véve kémiai szintézis mddszerrel eldallitottuk az NFAP2-nek egy olyan véltozatat, amiben
a szinte semleges 0ssztoltésii és hidrofil y-core motivumot kicseréltiik a Sonderegger €s
mtsai. (2018) altal a PAF modositasa esetében hasznaltra, ami nagyobb pozitiv 0ssztoltéssel
rendelkezik és sokkal hiodrofilebb. Ez a véltozas mintegy kétszeresére emelte az NFAP2
Ossztoltését viszont a hidrofilicitasat csak enyhén emelte. A PAF-fal ellentétben
(Sonderegger és mtsai. 2018) a y-core modositas kdvetkeztében az NFAP2 elvesztette a
rendezett B-redozott fehérjékre jellemzO0 masodlagos szerkezetét annak ellenére, hogy
rendelkezett az abbcac diszulfid-hid mintazattal. Ezen feliil a y-core modositott NFAP2 C.
albicans-szal szembeni MIC értéke megemelkedett. Ennek ellenére a y-core modositott

NFAP2 megtartotta C. albicans sejt6lé hatékonysagat. Ezek alapjan azt a kovetkeztetést
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vontuk le, hogy a PAF-fal ellentétben a y-core région keresztiil torténd fehérjemodositas nem
egy jarhaté ut az NFAP2 gombaellenes hatékonysaganak ¢és spektrumdnak a ndvelése
céljabol, és azt, hogy a y-core régonak elsOsorban szerkezetkialakito és a megfeleld

feltekeredést elosegitd szerepe lehet ebben a fehérjében (Varadi és mtsai. 2023b).

3.5. Neosartorya fischeri antifungalis proteinek peptid-szarmazékai

Szamos tanulmany alapjan az antimikrobialis hatassal rendelkezd proteinek bizonyos
aminosav-szekvenciamotivumait lefedé szintetikus peptidek hatékonyan gatolhatjak egyes
mikroorganizmusok novekedését. Az ilyen peptidekben tudatosan végrehajtott
aminosavcserékkel pedig megvaltoztathatd a hatékonysag, a spektrum és az emldssejteken
mutatott toxicitds (Torres €s mtsai. 2019). Korabbi tanulmanyok ramutattak arra, hogy a
gombaellenes novényi B-defenzinek evoluciésan konzervalt y-core motivumait lefedd
szintetikus peptid-szarmazékok ugyanolyan cidikus vagy sztatikus antifungalis hatassal
rendelkezhetnek ndvénypatogén fonalasgombakkal szemben, mint amilyeneket a teljes
hosszisagu defenzinek mutatnak (Sagaram és mtsai. 2011, Lacerda és mtsai 2014). Ez igaz
lehet az Eurotiomycetes-eredetii AFP-kre is (Garrigues és mtsai. 2017, Sonderegger és
mtsai. 2018). Ezen peptidek gombacllenes hatékonysaga és annak milyensége
nagymértékben fiigg a 7y-core régidt felépitd aminosavaktdl és annak fizikokémiai
tulajdonsagaitol. Tudatosan alkalmazott aminosavcserékkel a hatékonysag fokozhato, a
spektrum szélesithetd (Sagaram és mtsai. 2011). Munkéank sordn vizsgaltuk azt, hogy
mindezek igazak lehetnek-e a N. fischeri altal termelt antifungalis proteinekre, ezért az
NFAP és NFAP2 kiilonb6z6 y-core peptid-szarmazékait allitottuk el és tanulmanyoztuk (2.
Tablazat).

Megfigyeltiik, hogy az NFAP és az NFAP2 nativ y-core régioit lefedd szintetikus,
linedris peptid-szarmazékok nem mutatnak antifungalis hatast, ami viszont megfigyelhetd
volt a PAF y-core régioja alapjan tervezett szintetikus peptidek esetében (Sonderegger és
mtsai. 2018). Az NFAP és az NFAP2 nativ y-core régioja alapjan tervezett peptidek
antifungélisan hatékonnya valtak olyan aminosavcserékkel, amelyek ndvelték a pozitiv
Ossztoltést és a hidrofilicitast. Ebben az esetben az antifungalis hatékonysag elsésorban a
pozitiv 0ssztoltéstdl és nem a hidrofobicitas értéktdl fliiggott. Ezeknek a peptideknek a MIC
értékei 12,5-100 pg/ml-nek adodtak ndvénypatogén, mig 12-50 pg/ml-nek humanpatogén
gomba izolatumokkal szemben (Toth és mitsai. 2020a,2022, Varadi és mtsai. 2024).
Megfigyeléseink alapjan az y-core peptid-szarmazékok nem dozis-fiiggé modon hatnak,

vagyis el kell érniiik egy bizonyos koncentraciot aminél teljes novekedésgatlast okoznak, az
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alatt semmilyen szinta ilyen hatas nem figyelheté meg. Elektronikus cirkularis dikroizmus
spektroszkopias vizsgalatok eredményeibdl azt a kdvetkeztetést vontuk le, hogy a y-core

peptid-szarmazékok gombaellenes hatasa nem kivan rendezett szerkezetet (T6th és mtsai.

2020a).

2. Tablazat. A Neosartorya fischeri antifungalis protein (NFAP) és 2 (NFAP2) y-core régioi alapjan tervezett

szintetikus peptid-szarmazékok és azok fizikokémiai tulajdonsagai.

Peptid Aminosavak Molekulatémeg Cisztein*ek K/R/H Becsiilt Tﬁltés** GRAVY*
szima (Da) szama arany” pl (pH 7)
NFAP y-core peptid-szarmazékok
Ac-EYKGEC(- SH)FTKDNTC( SH)K-NH;
yNFAP 14 1707,879 3/0/0 6,26 -0,1 -1,500
Ac- EYKGECFTKDNTSK NH,
yNFAPCL3S 14 1691,814 1 3/0/0 6,27 -0,1 -1,736
Ac-EYKGESFTKDNTSK-NH,
yNFAPCES,C135 14 1675,749 0 3/0/0 6,28 -0,1 -1,971
Ac-EYKGEC(- StBu)FTKDNTC( StBU)K-NH;
yNFAPStBu 14 1820,108 3/0/0 n.a. n.a. n.a.
Ac-EYKGKC(- SH)KTKKNKC( SH)K-NH,
yNFAP-opt 14 1728,089 7/0/0 9,84 +5,8 -2,264
Ac- EYKGKCKTKKNKSK NH,
PNFAP_gptCL3s 14 1712,025 1 7/0/0 10,02 +5,9 -2,500
Ac-EYKGKSKTKKNKSK-NH;
yNFAP_QptCeSCss 14 1695,960 0 7/0/0 10,22 +5,9 -2,736
Ac-EYKGKC(- StBu)KTKKNKC( StBU)K-NH,
YNFAP-gptStBu 14 1840,318 7/0/0 n.a. n.a. n.a.
Ac-QSNGNC(- SH)QTNQNQSN NH.
YNFAP_optChZ 14 1578,539 0/0/0 5,52 -0,1 -2,264
Ac-EIKIKC(- SH)KIKKIKC( SH)K-NH,
YNFAP-optGZ 14 1745,291 2 7/0/0 9,93 +5,8 -0,557
Ac-EIKIKCKIKKIKSK-NH,
YNFAPOptGZCs 14 1729,226 1 7/0/0 10,14 +5,9 -0,793
Ac-EIKIKSKIKKIKSK-NH,
NFAP,
optGzesscss 14 1713,162 0 7/0/0 10,40 +59 -1,029
Ac-EIKIKC(- StBu)KIKKIKC( StBU)K-NH,
YNFAPoptGZS By 14 1857,520 7/0/0 n.a. n.a. n.a.
NFAP2 y-core peptld -szarmazékok
Ac-VISGKC(- SH)EWQGGQLNC( SH)K-NH;
yNFAP2 16 1792,049 2/0/0 8,02 +0,8 -0,450
Ac-VISGKC(- SH)KTKKNKC( SH)K-NH;
yNFAP2 opt 14 1606,999 2 6/0/0 10,05 +5,8 -1,079

GRAVY: atlagos hidrofobicitas érték (grand average of hydropathy value). *: ExPASy ProtParam tool-lal szdmolva
(Gasteiger és mtsai. 2005). **: Protein Calculator v3.4 server-rel szamolva (The Scripps Research Institute;
http://protcalc.sourceforge.net/). C13S és C6S,C13: cisztein-cserélt valtozatok, S-tBu: cisztein S-terc-butilalt valtozat. Toth
¢és mtsai. (2020a, 2022) alapjan.

Az antifungalisan aktiv NFAP y-core peptid-szarmazékok vizes oldatban -20°C-on
torténd tarolasa soran tObbszori kiolvasztas-visszafagyasztas ciklust kovetéen azt a
jelenséget tapasztaltuk, hogy a peptidek veszitenek antifungalis hatékonysagukbol. Ennek
okat abban lattuk, hogy a szintetizalt y-core peptidekben taldlhatdo két cisztein szabad
szulfhidril-csoporttal rendelkezik, amiken keresztiil oxidativ koriilmények kozott
ciklizalédni vagy dimerizalodni tudnak. Ezeknek a valtozatoknak eltérhet az antifungalis
hatékonysaga az eredetileg szintetizalt linearis, monomer valtozatokétol. A szerkezeti

integritdas megOrzése elengedhetetleniil sziikséges lehet a biztos és éallanddo mértékii
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gombaellenes hatas szempontjabol egy peptid-alapt fungicid készitmény esetén. Az NFAP
y-Core régidja alapjan tervezett és antifungalisan hatékony szintetikus, linearis peptidek
szerkezeti integritasa megodrizhetd volt cisztein-szerin aminosavceserékkel vagy a ciszteinek
S-terc-butilaciojaval (2. Tablazat). Ezaltal elkeriilhetévé valt, hogy hosszan tartd tarolas €s
tobbszori kiolvasztas-fagyasztas ciklus utan olyan dimer és ciklikus formak jelenjenek meg
az oldatban, amik csokkenthetik a hatékonysagot. Eredményeink alapjan mindkét modositas
egyarant kis mértékben gyengitheti az antifungalis hatékonysagot, de az S-terc-butilacio
rovid idétavon beliil hatékonyabba teheti a peptidet €s tagithatja az antifungalis spektrumot.
Ezek a modositasok elsdsorban a peptid-szarmazékok hidrofobicitas értékét valtoztattak

meg (altalaban csokkentették), a pozitiv 6ssztoltést nem (Varadi és mtsai. 2024).

3.6. A Neosartorya fischeri antifungalis proteinek és y-core peptid-szarmazékok
toxicitasa novényeken és allatokon
Annak ellenére, hogy szdmos antifungalis hatdssal rendelkezd természetes eredetli vagy
szintetikus  peptidrél  bebizonyosodott, hogy biztonsdgosan alkalmazhatdo lehet
novényvédelmi vagy gyogyaszati célokra, néhany azonban valamilyen kérositd hatdssal
rendelkezhet allati vagy novényi sejteken (Ciociola és mtsai. 2016, Rautenbach és mtsai.
2016, Li és mtsai. 2021, Lima és mtsai. 2022). A N. fischeri altal termelt NFAP, NFAP2 és
azok vy-core peptid-szarmazékainak mezdgazdasagi és a gyogyaszati célu gyakorlati
alkalmazéasa megkivanja azt, hogy ne mutassanak karosité hatast ndvényeken és allatokon.

Novényeken elvégzett toxicitastesztek alapjan az NFAP és az antifungélisan
hatékony y-core peptid-szarmazékai a MIC értekeik tobbszorosénél sem befolyasoltak a
Medicago truncatula csiranovények fejlodését és nem voltak szovetroncsold hatassal a
paradicsomnovény levelén (Toth és mtsai. 2020a,2022 ). Ugyanezek nem okoztak a
vorosvértestek hemolizisét és egy y-core peptid-szarmazék kivételével nem befolyasoltak
kiilonb6zé human sejtvonalak (keratinocitdk, bélhdmsejtek, monocitdk) metabolikus
aktivitasat (életképességét) (Toth és mtsai. 2022a). Galleria mellonella allatmodellben egyik
antifungalisan aktiv y-core peptid-szarmazék sem bizonyult artalmasnak (Varadi és mtsai.
2024). Ezek az eredmények az NFAP és a y-core peptid-szarmazékaik novényvédelmi (és
akar orvosi terdpias) célbol torténd biztonsagos alkalmazhatosagat valosziniisitette.

Human keratinocitdkon, dermalis fibroblasztsejteken ¢és haromdimenzios
bérmodellen elvégzett toxicitasvizsgalatok alapjan az NFAP2 egyikre nézve sem bizonyult
artalmasnak még a MIC értékének tobbszorosét alkalmazva sem. Az eredmények alapjan azt

a kovetkeztetést vontuk le, hogy az NFAP2, a PAF®' PAFB, és PAFC-hez hasonléan
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biztonsagosan alkalmazhat6 lehet felszini mik6zisok kezelésében, ugyanis vizes oldatban is
kivald penetracios tulajdonsagokkal rendelkezett és nem Kkarositotta a kiiltakarot

(Holzknecht és mtsai. 2022).

3.7. Az NFAP ¢és vy-core peptid-szarmazékok novény- és terményvédelmi
alkalmazhatésaga
Mivel az NFAP ¢s a y-core régidja alapjan tervezett peptid-szarmazékok elsdsorban a
novénypatogén fonalasgombdk ellen mutattak nagymértékii hatékonysagot, ezért a
gyakorlati alkalmazhatésagukat a mezdgazdasagban a ndvénykorokozo fonalasgombakkal
szembeni védelemeben képzeltiik el és végeztiink ilyen irdnyu laboratoériumi kisérleteket.
Az NFAP és a y-core peptid-szarmazékok biologiai-eredetti fungicidként torténd gyakorlati
alkalmazhatdosagat Botrytis cinerea és Cladosporium herbarum izolatumokkal szemben
paradicsomndvényen vizsgaltuk. A B. cinerea szamtalan termesztett zo6ldség és gyiimolcs
sziirkerothaddsdnak  koérokozdjaként  ismert, tovabba nekrotrof parazitija a
paradicsomndvény fold felletti részeinek (Williamson és mtsai. 2007). A raktarozott
paradicsomtermésben is hatalmas kart okoz miden évben (Brito és mtsai 2021). Vilagszerte
egyarant nehézséget jelent az ellene torténé védekezés a (multi)fungicid-rezisztens
izolatumok megjelenése és fokozatos terjedés miatt (Fan és mtsai. 2017, Rupp és mtsai.
2017, Harper és mtsai. 2022, Weber és Petridis 2023, Jeleni¢ és mtsai. 2024), ezért alternativ
novény- €s terményvédelmi megoldasok sziikségesek ennek a probléménak a megoldéasara
(Yin ¢és mtsai. 2023). A Cladosporium nemzetség tagjai, a raktarozott zoldségek és
gylimolcsok kartevdjeként ismertek, elsdsorban akkor amennyiben azokat valamilyen
sériilés éri a tarolas vagy a szallitas soran (Saleh és Al-Thani 2019).
Paradicsomndvényen elvégzett novényvédelmi kisérletek soran az NFAP, a yNFAP-
opt peptid-szarmazéka és ezek szinergisztikus koncentracié kombinacidja topikalis, kontakt
novényvédoszerként alkalmazva megakadalyoztak a B. cinerea fertézés kialakulasat vagy
annak szétterjedését a novény levagott levelén (Toth és mtsai. 2022). Paradicsomtermésen
elvégzett terményvédelmi kisérletekben az NFAP és az antifungélisan hatékony y-core
peptid-szarmazékaik megakadalyoztak a C. herbarum altal okozott fert6zést, mig B. cinerea
fertdz¢és tlineteit mérsekelték (Toth és mtsai. 2020a,2022).
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3.8. Az NFAP2 alkalmazhatosaga feliileti human gombas fert6zések kezelésében

Az NFAP2 még a klinikai érzékenységi tesztek soran alkalmazott RPMI-1640 tapkozegben
is nagymértékii hatékonysagot mutatott elsdsorban humanpatogén Candida élesztégombak
planktonikus és szesszilis biofilmalkoté sejtjeivel szemben (Toth és mtsai. 2018, Kovacs és
mtsai. 2019, 2021), ezért a gyakorlati alkalmazhatosagat az élesztégombak altal okozott
fert6zések kezelésében képzeltiik el és végeztiink ilyen iranyu laboratoriumi kisérleteket.
Mivel az NFAP2 nagymértékben képes a human szérumalbuminhoz kotodni és eddigi
kisérleteink alapjan intravénasan alkalmazva nem hatékony (Kovécs és mtsai. 2019, nem
kozolt adat), ezért gombaellenes szerként torténd alkalmazasat elsésorban a kiiltakar6 vagy
belsd nyalkahartya felszinét érintd mikozisok kezelésben képzeltik el. A bdr vagy a
nyalkahartya megfeleld és hatékony terdpiaja nehéz lehet, ugyanis szdmos a ma alkalmazott
antifungélis szercsoportok valamelyikével szemben rezisztencidt mutatd felszini gombas
fertdzés konnyen szisztémassa valhat az immunszupresszalt paciensek esetében (Barlow és
mtsai 2020). Feltételezésiink szerint az NFAP2 képes lehet a felszini (akar antifungélis szer-
rezisztens) mikozisok kialakuldsdt mar a fertdzés korai szakaszdban megakadalyozni.
Kisérleteink soran ezt bizonyitottuk haromdimenzids bor- (Holzknecht és mtsai. 2022),
illetve egér vulvovaginalis candididzis (VVC) modellekben (Kovéacs és mtsai. 2019)
laboratoriumi koriilmények kozott.

Haromdimenzids bérmodellen végrehajtott fertdzési kisérletekben az NFAP2 topikalis
alkalmazasa megakadalyozta a C. albicans kolonizacidjat és mélyebb szoveti rétegekbe
jutésat. A fertdzéssel egyiitt jaro szovetkarosodasok nem voltak megfigyelhetok. Az NFAP2
alkalmazasa nem befolyasolta az interleukin-6 szintet, ami azt jelezte, hogy az NFAP2
jelenlétében is aktivalodhatnak az ehhez kapcsolodd pro- és az antiinflammatorikus
regenerativ folyamtok (Holzknecht és mtsai. 2022).

Flukonazol-rezisztens izolatummal végrehajtott VVC egérmodellben az NFAP2
topikalis alkalmazasa szignifikansan csokkentette a C. albicans éldsejtszamot a vulvalis és
vaginalis szovetekben. Hisztologiai vizsgalatok alapjan az NFAP2 nem okozott stlyos
patologias reakciokat a vulvalis és vaginalis szovetekben, és elvaltozasokat a kezelt szervek
atalakulasat. A fert6zési folyamatra aktivalddd neutrofil granulocitak jelenléte az Osszes
szoveti mintdban megfigyelhetd volt, ami az ehhez a sejttipushoz kapcsolddod
immunfolyamatok miikodéképességének a valosziniiségét jelezte az NFAP2 jelenlétében

(Kovécs ¢s mtsai. 2019).
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4. Kovetkeztetések

Kutatomunkank elsddleges célja az volt, hogy a N. fischeri-eredeti NFAP és NFAP2

gombaellenes fehérjék tanulmanyozasaval, egy lehetséges valasszal szolgaljunk napjaink

antifungalis kihivasaira. Vagyis, hogy egy a gyogyaszatban vagy a mezdgazdasagban

alkalmazott j gombaellenes stratéga olyan olcsoén, nagy mennyiségben eldallithatd

molekulan alapuljon, amely széles spektrummal rendelkezik, bevethetd szesszilis, biofilmet

alkotd sejtekkel szemben is, minimalis es€llyel alakul ki rezisztencia ellene, gomba-

specifikus célpontot tdmad, a kdrnyezetre nézve artalmatlan és az aktudlis kihivasoknak

megfeleléen modosithatd. A N. fischeri antifungalis proteinekkel és vy-core peptid-

szarmazékaikkal elért eredményeink a kovetkezd bekezdésekben részletezettek alapjan

segithetik ennek a célnak a megvaldsitasat vagy mutathatnak 0 kutatasi iranyok felé.

Annak ellenére, hogy a nativ termelével csak alacsony hozamban sikeriilt NFAP-t és
NFAP2-t termeltetiink (Kovacs és mtsai. 2011, Toth és mtsai. 2016), az alkalmazott €s
kifejlesztett, GRAS P. pastoris és P. chrysogenum-alapu expresszidos rendszerek
alkalmasnak bizonyultak a MIC értékek figyelembevételével relative nagy mennyiségben
torténd és akar ipari koriilmények kozott is alkalmazhato eldallitasukra (Viragh és mtsai.
2014, Sonderegger és mtsai. 2016, Galgoczy és mtsai. 2017, Toth és mtsai. 2018). A
tenyészetek feliiliszojabol egy ultrasziirési folyamat utdn mindkét fehérje nagy
tisztasagban  (93-97%)  izolalhatd6  volt mar egylépéses  kation-cseréld
oszlopkromatografias rendszer alkalmazésaval i1s (nem kozolt adat), ami egyes
felhasznalasi teriiletek (pl. novényvédd- vagy terménytartositd szer) szempontjabol a
feldolgozasi és kereskedelmi forgalomba hozataluk koltséghatékonyséagat jelzi.

A kornyezeti koriilmények kozott stabil harmadlagos szerkezettel rendelkezd NFAP és
NFAP2-nek a munkank soran megfigyelt kiilonb6z6, de kismértékii atfedéssel
jellemezhetd antifungalis spektruma alkalmassd teheti Oket eltérd gombéak okozta
fertozések ¢és kartételek kezelésére vagy visszaszoritasdra (Toth és mitsai.
2016,2018,2020a,2022, Kovacs és mtsai 2019, Gandia és mtsai. 2021, Holzknecht és
mtsai. 2022, Dan és mtsai. 2024). A megfigyelt, széles antifungalis spektrumaik alapjan
bevethetokké valhatnak akar ujonnan felbukkan6é gombakorokozokkal szemben is, ez
altal megoldast jelenthetnek az antifungalis kezelések epidemiologiai kihivasaira.

Az NFAP2 gybgyaszati szempontbdl kiilondsen eldnyds tulajdonsdganak az bizonyult,
hogy képes volt a (multi)drog-rezisztens Candida izolatumok altal képzett biofilmeket
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mar 0ndllo alkalmazdsa soran is megsemmisiteni, tovabba, hogy a klinikumban
alkalmazott antifungalis szerekkel szinergisztikus kdlcsonhatasba I1épett elleniik (Kovacs
¢s mtsai. 2019,2021). Ez utobbi altal a biofilmek antifungalis szerrel szemben mutatott
érzékenységét a rezisztenciat jelentd koncentraciotartomanybol a klinikai szempontbol
érzékenynek tekinthetd tartomanyba akar vissza lehet szoritani. Ez mintegy valaszul
szolgadlhat a biofilmek hagyomanyos antifungalis szerekkel szemben mutatott
nagymértéki rezisztencidjara. A megfigyelt szinergizmus felveti az NFAP2 adjuvéans,
kiegészitd terapids szerként vald felhasznalasat a klinikai gyakorlatban. Ezen kiviil még
alkalmas lehet orvosi miiszerek és eszkozok (pl. katéterek, sontok) Candida biofilm-
mentesitésére, amelyek elsddleges forrasként szolgalhatnak  nozokomialis
gombafert6zések szamara (Cavalheiro és Teixeira 2018).

Az NFAP ¢és NFAP2 kombinalt alkalmazasa soran megfigyelt paradox hatdst (ami
egyediili alkalmazéds sordn nem volt megfigyelhetd) gyogyaszati szempontbdl nem
jelenthet nagy vesz¢€lyt, hisz ezek a koncentraciok nem valdszinii, hogy elérhet6k az €16
szervezetben. Novényvédelmi szempontbdl viszont kockazatos lehet, amennyiben a két
kiilonb6z6 antifungalis fehérjét egyszerre vagy egymas utan alkalmazzuk.

Novényeken, human sejtvonalakon, vorosvértesteken, szovetmodellen és Galleria
mellonella-n elvégzett toxicitas tesztek az NFAP és az NFAP2 mas organizmuskora
nézett biztonsagos alkalmazhatdsdgat és gomba-specifikus célpontokon keresztiil
megvalosuld hatdsmechanizmusanak a meglétét feltételezik (Toth és mtsai. 2020a,2022,
Kovacs és mtsai. 2019, Holzknecht és mtsai. 2022, Varadi és mtsai. 2024). Ezek a
célpontok igéretes templatul szolgalhatnak molekula-adatbazisok szerkezet-alapu
szlirésére egy gyogyszer-Ujrahasznositasi folyamatban, hogy olyan mar engedélyezett
gyogyszermolekuldkat talaljunk, amik terdpias szempontbol jobb tulajdonsagokkal
rendelkeznek a N. fischeri AFP-knél, de ugyanazt a gomba-specifikus célpontot
tamadjak. Ilyen gombaellenes molekuldk irant egyre siirgetébb sziikség mutatkozik
figyelembe véve azt, hogy a hagyomanyos gombaellenes szerekkel szembeni rezisztencia
terjedése miatt a rajuk alapulo kezelések idétartama folyamatosan ndvekszik, ami egyre
nagyobb kockazatot jelent a szerveket vagy a szervezetet kérositd mellékhatasok
kialakulasara (Spencer €s mtsai. 2023).

A szerkezet-antifungalis hatas feltarasara iranyuld kisérleteink eredményei alapjan
megallapithat6 volt, hogy az antifungalis hatékonysag novelése €s a spektrum szélesitése
céljabol a NFAP és az NFAP2 ,,szabadon” szerkeszthet6 elemeit elsésorban a rendezetlen

szerkezetli hurokrégiok jelentik (Galgoczy és mtsai. 2017, Toth és mtsai. 2018, Varadi és
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mtsai. 2023). Ezek a fehérjeszerkezeti elemek lehet6séget adhatnak a N. fischeri AFP-k
szerkezetének, hatékonysaganak és spektruménak a megvaltoztatasara, ami egy eszkoz
lehet az esetleges velilk szemben mutatott rezisztencia elleni harcban, vagy valaszul
szolgalhat az 0j epidemiologiai kihivasokra.

Az NFAP ¢és NFAP2 y-core régio6 alapjan tervezett szintetikus peptid-motivumok
onmagukban nem mutattak semmilyen gombaellenes hatast ellentétben a PAF ¢s a
ndvényi antifungalis proteinek y-core motivumaival, amiknél ez megfigyelhetd (Sagaram
¢s mtsai. 2011, Sonderegger és mtsai. 2018, Téth és mtsai 2020a és b,2022, Varadi €s
mtsai. 2024). Ez arra engedett kdvetkeztetni, hogy ez a fehérjerégioé nem jatszik szerepet
az antifungdlis hatdsuk kivaltasdban, nem gy, mint a PAF és a ndvényi defenzinek
esetében (Sagaram és mtsai. 2011, Sonderegger és mtsai. 2018).

Az NFAP ¢és NFAP2 y-core peptid-szarmazékokra igaz volt az, hogy az
aminosavcserékkel torténd pozitiv 0ssztoltés ndvelés és hidrofobicitas csokkentés noveli
a peptid antifungalis hatékonysagat ugyanugy (To6th és mtsai. 2020a,2022, Varadi és
mtsai. 2024), mint a névényi defenzinek y-core peptid-szarmazékai esetében (Sagaram és
mtsai. 2011). Mivel ezen peptidek tobbsége nem bizonyult kdrosnak a toxicitas tesztek
soran ezért biztonsagosan és megbizhatéan felhasznalhatok lehetnek gyakorlati célra
(Toth és mtsai. 2020a,2022, Varadi és mtsai. 2024), elsésorban akkor, ha biztositjuk a
szerkezeti  integritasukat a  ciszteinek  S-terc-butilacigjaval, ami  csekély
hatékonysagvesztés mellett megakadalyozza a kénhidakon keresztiil 1étrejové ciklikus és
dimer formak kialakulasat oxidativ koriilmények k6zott (Varadi €s mtsai. 2024). Az egyre
gazdasagosabba ¢s hatékonyabba vald szilard fazisti peptidszintézis moddszerek
kovetkeztében a kozeljovOben realitdsa lehet a szintetikus antifungalis peptidek
sz¢leskorli gyakorlati alkalmazasanak (Hisashi és Fuse 2022). Elsdsorban akkor, ha azt is
figyelembe vessziik, hogy ezzel a mddszerrel olyan véltoztatasok (pl. D- és nem
esszencialis aminosavak beépitése) is végrehajthatok a peptideken, amik €16, expresszids
rendszerrel nem. Ezaltal ennek a modszernek az alkalmazasaval gyorsan és hatékonyan
fejleszthetévé valhatnak biztonsagosan alkalmazhat6 0j antifungélis peptidek valaszul a
gombaellenes stratégidk rezisztenciaval és epidemiologiai valtozasokkal szembeni
kihivéasaira.

Feliileti kontakt novényvédészerként alkalmazva az NFAP és y-core peptid-szarmazékaik
képesek voltak a megakadalyozni a nekrotrof, B. cinerea fert6zés kialakulasat
paradicsomndvény levelén vagy annak intenzitasat csokkenteni mar mikromolos

koncentraciotartomanyban laboratoriumi koriilmények kozott (Toth és mtsai. 2022).
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Ezen feliil hatékonynak mutatkoztak a paradicsomtermés védelmében is ugyanezzel a
gombakorokozoval és C. herbarum-mal szemben (T6th és mtsai. 2020a,2022). Az NFAP
és vy-core peptid-szarmazékaik egyes tulajdonsagaik alapjan (biomolekulak és
elorelathatdlag nem toxikusak mas éldlénycsoportokra, mint a gombak) megfelelnek a
kornyezet kémiai peszticidektdl torténd tehermentesitését is megcélzé, az Ut a
szennyezoanyag-mentes levego, viz és talaj felé” eurdpai unids cselekvési tervben
tamasztott kovetelményeknek (Europai Bizottsag 2021).

Figyelembe véve az NFAP2 nagymértékii élesztdgomba-ellenes hatasat és azt, hogy a
(multi)drog-rezisztens Candida izolatumok altal okozott fert6zések kezelése egyre
nagyobb kihivast jelent a hagyoméanyos antimikotikumokkal (Lass-F1orl és Steixner
2023); antifungalis szerként torténd klinikai terapias alkalmazasa ennek a N. fischeri-
eredetli antifungalis fehérjének képzelheté el. A kisérletek soran hasznalt
modellrendszerekben megfigyelt hatékonysaga alapjan (Kovacs és mtsai. 2019,
Holzknecht és mtsai. 2022), az NFAP 0j hatdsmoddal rendelkezd topikdlis szerként
alkalmas lehet rezisztens Candida fajok altal okozott feliileti bor- vagy nyalkahartya
fertdzések kezelésére. Figyelembe véve az NFAP2 vulvovaginalis candidiazis modellben
mutatott nagymértékli hatékonyséagat (Kovacs és mtsai. 2019), hiivelyzuhanyként torténd
alkalmazésa elképzelhetd hagyomdanyos antifungalis szerekkel szemben rezisztenciat

mutatd gomba okozta hiivelynyalkahartya fert6zés kezelésére.
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6. Tudomanymetriai adatok

A 10002102-es szamu MTMT-azonosito alapjan.

Tudomanyos folyoiratcikkek szama: 73
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Osszesitett impakt faktor: 196,564
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Fiiggetlen hivatkozasok szama a disszertacio és egyéb tipust idézok nélkiil: 1338
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