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Szeretném megkoszonni az MTA doktori értekezésem alapos biralatat, a tamogatd szavakat és
a gondolatébreszt6 kérdéseket. A kérdésekre sorrendben az alabbiakban szeretnék valaszolni.

1. Mi a két vizsgalt vegyiilet molekulasilya? Az ultrafiltracés adatok szerint 30 kDa felett
kell lenniiik.

Valasz: Az NFAP és az NFAP2 EXPASy ProtParam Tool-lal (https://web.expasy.org/cgi-
bin/protparam/protparam) szamitott molekulatomege 6625,52 Da és 5564,32 Da. Ezek az
adatok megtalalhatok a dolgozat 10. tablazataban. Azonban a hat cisztein kozott 1étrejovo
harom diszulfid-hid (-2 Da/diszulfid-hid) kovetkeztében a valds atlagos molekulatomegek
Peptide Mass Calculator-ral (https://www.peptidesynthetics.co.uk/tools/) szamitva 6619,510
Da ¢és 5558,314 Da. A 30 kDa-0s ultrafiltraciot kovetden az atfolyé frakciot hasznaltuk fel a két
fehérje izolalasara kationcserés kromatografias modszerrel (Sonderegger és mtsai. 2016, Toth
¢s mtsai. 2018).

2. Efflux-pumpa mechanizmusok szerepet jatszanak-e a két vizsgalt fehérje gombasejten
beliili ,,sorsaban”?

Valasz: Jelenlegi ismereteink alapjan az Eurotiomycetes-eredetii antifungalis fehérjék (AFP-K)
elsésorban a klasszikus szekrécids utvonalat kovetve jutnak ki a termeld szervezet
extracellularis kornyezetébe, nem efflux-pumpa mechanizmusok segitségével. Az AFP-k
szintézise az endoplazmatikus retikulumban veszi kezdetét, ahol megtorténik a térszerkezet
kialakuldsa, beleértve a diszulfid-hidak formalodasat is. Ezt kovetden a fehérje a Golgi-
késziiléken keresztiil transzportalodik, majd szekrécids vezikuldk kozvetitésével exocitdzis
utjan tavozik a sejtbdl. Ugyanakkor a szekrécios €s efflux rendszerek szabalyozasa kozott lehet
atfedés, kiilonosen stresszhelyzetben vagy versengé kornyezeti feltételek esetén (Holzknecht
és Marx 2024). A kérdést az AFP-kre érzékeny gombafajok szempontjabol vizsgalva
megallapithato, hogy az efflux pumpak AFP-kkel szembeni rezisztencidban jatszott szerepe
jelenleg nem kellGen tisztazott. Az efflux pumpadk, kiilondsen az ABC (ATP-kotd kazetta) és
az MFS (major facilitator superfamily) transzporterek képesek bizonyos bioaktiv peptidek
exportjara. Ez felveti annak lehetségét, hogy bizonyos koriilmények kozott vagy specifikus
gombafajok esetén ezek a pumpdk hozzdjarulhatnak az AFP-kkel szembeni csokkent
érzékenységhez, kiilondsen akkor, ha a fehérjék kelléen kisméretliek vagy szerkezetileg
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kompatibilisek a pumpak szubsztratfelismeré mechanizmusaval (Cannon és mtsai. 2009).
Peptidekkel szemben mutatott ilyen jellegli rezisztenciamechanizmusok jol ismertek
baktériumokban (Lee és mtsai. 2024), amely ismeretek Kiterjesztheték lehetnek a gombakra is.

3. Milyen lehetoségeket lat a két fehérje alkalmazasara a kertészet és sz6lészet/boraszat
teriiletén, figyelembe véve, hogy a gombak lehetnek karosak és hasznosak is a termény
szempontjabol.

Vélasz: A dolgozatban ismertetett eredmények alapjan az NFAP és NFAP2 fenntarthato,
novénybarat ¢és fermentacio-kompatibilis alternativat kinalnak a szintetikus fungicidek
helyettesitésére és igéretes lehetdségeket mutatnak a kertészet €s szolészet/boraszt teriiletén,
kiilonosen biofungicidként, amelyek kiegészithetik vagy akar helyettesithetik is a kémiai
gombaodld szereket. Elsodleges alkalmazasi teriilet Iehet a betakaritas utani terményvédelem.
Az NFAP hatékonynak bizonyult a Botrytis cinerea ellen (T6th és mtsai. 2020, 2022), ami
raktarozott zoldségek és gyiimolesok sziirkerothadasat okozza, mig az NFAP2 pedig a
Penicillium digitatum és Penicillium italicum ellen, amelyek f6 okozoi a citrusfélék romlasanak
(Gandia és mtsai. 2021). Ezek alapjan a NFAP és/vagy az NFAP2 alkalmas lehet a betakaritott
gyliimolcesok (koztiik a sz616) és zoldségek eltarthatosaganak meghosszabbitasara, a gombas
fertdzések megelozésével. A {ltetvényi ndvényvédelemben torténd alkalmazhatdosaguk
korlataira ravilagit a biraloi kérdés. Okotoxikologiai vizsgalatok elengedhetetlenek annak
tisztazasahoz, hogy az NFAP és NFAP2 kornyezetbe torténd kijuttatdsa milyen mértékben
befolyasolja a termesztett ndvények szempontjabol kedvezd rizoszférikus mikrobiom
Osszetételét, kiilonos tekintettel a gyokérrel asszocialt (pl. mikorrhizat képz6) gombafajokra. E
tényezOk pontos ismeretének hidanydban az NFAP és NFAP2 novényvédelmi célu
alkalmazhatdsaga elsdsorban kontrollalt, talaymentes koriilmények kozott torténd hidroponikus
termesztési rendszerekben (példaul {iveghazi paradicsomtermesztés) képzelhet6 el jelenleg,
ahol az 6kotoxikoldgiai hatdsokat nem sziikséges figyelembe venni. A szdlészet/boraszt feldl
megkozelitve a kérdést bizonyitottuk, hogy a NFAP hatékonyan gatolja a B. cinerea
novekedését (Toth és mtsai. 2020, 2022), ami egyarant lehet elony6s vagy hatranyos. Ugyanis
ez a Janus-arcii gomba, mint karos korokozoé a sz6lészemek sziirkerothadasat okozza nedves,
hiivos id6jarasi koriilmények kozott. Ugyanakkor az aszibor készitéséhez elengedhetetlen
nemes rothadast (aszusodast) is kivaltja olyan idéjarasi koriilmények kozott, amikor a paras,
kodos reggeleket napos délutanok kovetnek. Eppen ezért az NFAP sz6liiltetvényekre torténd
kijuttatasat kiilonos koriltekintéssel, az aktudlis id6jarasi koriilmények figyelembevételével
kell megtervezni amennyiben a cél prémium mindségii aszubor eldallitaisa. Az NFAP2
hatékonyan gatolja a Saccharomyces cerevisiae novekedését (Toth és mtsai. 2016).
Alkalmazasa természetes eredetii adalékanyagként elképzelhetd lehet a mar palackozott bor
ujra erjedésének a megakadalyozasara. Ez a jelenség akkor kovetkezik be, ha a borban maradt
erjeszthetd cukor, és az élesztd még életképes. Ez zavarossdgot, szénsavasodast, sot
palackrobbanast is okozhat.
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4. A minimalis gatlo koncentraciot fényelnyelés alapjan mérték. Torténtek-e kioltassal
zarulo vizsgalatok annak megallapitasara, hogy a MIC feletti koncentraciok esetében
csokkent-e a csiraszam az indito mennyiséghez képest? A hatasmechanizmus alapjan 616
hatas varhato6 bizonyos koncentraciékban.

Valasz: Hasonld jellegii vizsgaltok mar NFAP-vel torténtek. Egy 2020-ban megjelent
kozleményiinkben (Toth és mtsai. 2020) elektronikus cirkularis dikroizmus spektroszkopias
vizsgalathoz tartozo érzékenységi teszt eredményei alapjan leirtuk, hogy minimalis gatld
koncentracion (MIC) alkalmazva az NFAP (100 pg/ml) csokkentette Cladosporium herbarum
sporak telepképzd egységeinek (colony forming unit, CFU) a szamat 2,2 + 0,7 x 10°%-r6l 1,5 +
0,7 x 10-re, ami nem szignifikans csokkenés. Ugyanakkor amennyiben az yYNFAP-opt és a
YNFAP-optGZ peptid-szarmazékokat a MIC értékiik nyolcszorosan alkalmaztuk, azok
szignifikansan csokkentették a CFU értékét: 2,2 +0,7 x 108-r61 1,3 £ 0,6 x 10°-re (p =0,00621),
illetve 0,7 £ 0,6 x 10°-re (p = 0,00553). Itt érdemes megjegyezni, hogy a kisérletbe bevitt sporak
mennyisége a korabbi MIC érték meghatarozasa soran alkalmazottnal harom nagysagrenddel
nagyobb volt, ami jelentdsen befolyasolja egy érzékenységi teszt eredményét.

Az NFAP2 MIC érték (3,125 pg/ml) feletti sejtolé hatasat Candida albicans korai stadiumi
fonalas sejtjein vizsgaltuk ugy, hogy a kezelt kultarabol 10-es 1éptéki higitasi sort készitettiink
¢s azokbol 5-5 pl-t alacsony ionerdsségii taplemez feliiletére cseppentettiink. A bemutatott 1.
abran jol latszik, hogy a mikrodiltcios tesztben mért MIC érték (3,125 pug/ml) felett sejtold
hatéas érvényesiil, ugyanis telepképzés nem figyelheté meg. Ugyanez a jelenség korai fonalas
stadiumt Candidozyma auris (korabban Candida auris) (MIC: 25 ug/ml) esetén is
megfigyelhetd volt (1. abra).

Candida albicans CBS 5982 Candidozyma auris NCPF 8971
NFAP2 Fonalas sejtek NFAP2 Fonalas sejtek
koncentracié Tenyészet higitasa koncentracié Tenyészet higitasa
(ug/ml) 1x 10x 100x (wg/ml)  9x 10x 100x
200
12,5
100
6,25 50
MIC: 3,125 MIC: 25
125
1,56
6.25
0,78 1.56

Kontroll

crc

0,78-200 pg/ml koncentracioju NFAP2-vel alacsony ionerdsségt tapkozegben (0,5% gliikkoz, 0,25%
¢lesztékivonat, 0,0125% pepton [m/V]) 37 °C-on, 2 6ran keresztiil, 160 rpm razassal kezelve. A kezelést
kovetden a sejtek tapkozeggel mosva, majd azok 10-es 1éptékii higitasi sorozataibol 5 ul alacsony
ioner6sségli agarlemezre cseppentve és 37 °C-on 24 6ran at inkubalva.
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5. 13. oldalon: ,,...a gomba és az emldssejt kozott meglévo sejtfelépités, életmiikodés és
metabolizmus hasonlésaga kovetkeztében nagyon nehéz gombara specifikus célpontot
talalni (Vanreppelen és mtsai. 2023, Puumala és mtsai. 2024). Ez utébbin Kkiviil egy uj és
hatékony antifungalis terapias szer Kkifejlesztése soran még szamtalan egyéb mas
kihivasnak is meg kell felelni.” Ha emlitésre keriilt, akkor nevesitést érdemelne néhany
egyéb kihivas.

Vélasz: Valoban érdemes lett volna itt megemliteni a tovabbi kihivasokat egy 0j és hatékony
antifungalis szer kifejlesztésével kapcsolatban a korlatozottan rendelkezésre allo
gyogyszercélpontokon tal. Ezek az alabbiak (Nifio-Vega és mtsai. 2024, Puumala és mtsai.
2024):

- A rezisztencia kialakulasanak minimalizalasa, ami viszonylag kis koncentracidban is gyors
fungicid hatasu szerek fejlesztését jelenti.

- A farmakokinetikai és farmakodinamias korlatok lekiizdése, vagyis a hatékony antifungalis
szereknek képesnek kell lenniiik a nehezen hozzaférhetd szévetek (pl. kozponti idegrendszer,
szem, mélyebb szervek) elérésére, és ott hatékony koncentracidoban valo jelenlétre.

- A klinikai vizsgalatok Osszetettsége, ugyanis az invaziv (egész szervezetet érint6) mikozisok
gyakran Kkritikus allapota, immunszupresszalt betegeket érintenek, akikkel szemben
kontrollcsoport alkalmazasa sok esetben nem megvalosithatd vagy etikai kifogasokba iitkozik.
- Diagnosztikai kihivasok, mivel az invaziv gombas fertézések gyakran késén keriilnek
felismerésre, ami rontja a megfeleld terapids beavatkozas id6zitését, €s megneheziti az 0 szerek
hatékonysaganak a mérését.

- Gazdasagi megtériilés hidnya. A gombak okozta fertdzések eléfordulasa joval ritkdbb, mint a
bakteridlis eredetlieké, igy a gyogyszergyartok gyakran nem latnak megfeleld megtériilési
lehetdséget a gombaellenes kutatds-fejlesztési programokban elsésorban akkor, ha gyors
itemben alakul ki rezisztencia a fejlesztetett antifungélis szerrel szemben.

- Lassu fejlesztési folyamat. 2014 és 2024 kozott vilagszerte mindossze négy 1) gombaellenes
hatéanyagot (itrakonazol, otesekonazol, rezafungin és ibrexafungerp) hagytak jova, ami igen
szerény litem a gombas fertdzések fokozatosan novekvo fenyegetéséhez képest.

6. 17. oldalon: ,,A biofilm képzése altal, egy planktonikus, élesztéforma allapotban
érzékenynek tekinthet6 gomba klinikai szempontbdl akar rezisztenssé is valhat egy adott
antifungalis szerrel szemben.” A biofilm allapotaban az antimikotikum hatasos
koncentracioban valé eljutisa a gombasejt kozelébe nehezitett, de szerepet jatszik a
hifaképzodés elorehaladasa is a hatascsokkenésben. Van adat arra vonatkozoan, hogy a
vizsgaltnal késobbi biofilm allapotban mennyire hatasos a NFAP2 egyediil, vagy
kombinacioban?

Valasz: A dolgozatban az NFAP2 hatékonysagat 24 oras biofilmekkel kapcsolatban
ismertetettem. Idéntdl rendelkezésre allnak ilyen jellegli adatok 48 oras Candida albicans és
Candidozyma auris (korabban Candida auris) biofilmekkel kapcsolatban is, amiket az 1.
tablazat mutat be planktonikus sejtek érzékenységével Osszehasonlitdsban. Ez alapjan

714



elmondhat6, hogy az NFAP2 képes teljes mértékben gatolni a C. albicans CBS 5982
planktonikus sejtek novekedését Roswell Park Memorial Institute-1640 (RPMI-1640)
tapkozegben, mig a szesszilis biofilm sejtekkel szemben 50%-o0s gatlas érhetd el 800 pg/ml
koncentracional. Ezzel szemben a planktonikus C. auris sejtek teljes novekedésgatlasa nem
érhet6 el RPMI-1640-ben, viszont azok novekedését az 50 ug/ml koncentracioja NFAP2 50%-
kal visszaszoritja. A szesszilis biofilm sejtek teljes novekedésgatlasa ennél az izolatumnal sem
érhet6 el a vizsgalt koncentracidtartomanyon beliil, viszont 50%-os ndvekedésgatlas igen, 200
pg/ml NFAP2 koncentraciot alkalmazva. Ilyen idds biofilmekkel szemben NFAP2-antifungalis
szer kombinaciokat még nem teszteltiink.

1. tablazat: Az NFAP2 in vitro minimalis (minimum inhibitory concentration, MIC) és 50%-0s (ICso)
gatld koncentracio értékei klinikai szempontbdl relevans mikrodilucios érzékenységi tesztben (CLSI
M27-A3) Candida albicans és Candidozyma auris izolatumokkal szemben.
Candida albicans CBS 5982 Candidozyma auris NCPF 8971
Planktonikus sejtek — MIC

400 pg/ml > 800 pg/ml
NFAP2 . .
Planktonikus sejtek — 1Csp
200 pg/ml 50 pg/ml
Szesszilis biofilm sejtek — MIC
> 1600 pg/ml > 1600 ug/m
NFAP2 e .
Szesszilis biofilm sejtek — ICs
800 pg/ml 200 pg/ml

MIC: Teljes novekedésgatlas/metabolikus aktivitas gatlas-biofilm (ndvekedés/metabolikus aktivitas-biofilm < 5%,
amennyiben a kezeletlen kontrollé 100%).
ICs0: 50%-0s ndvekedés/metabolikus aktivitas gatlas-biofilm (névekedés/metabolikus aktivitas-biofilm ~50%,

amennyiben a kezeletlen kontrollé 100%).

Ennél a birdloi kérdésnél szeretném megjegyezni, hogy az NFAP2 legnagyobb jelentdségét a
Candida biofilm kialakulasnak a megel6zésében latom. Ugyanis, kozlés alatt allo
transzkriptomikai adataink ravilagitottak arra, hogy az NFAP2 képes lehet megakadalyozni a
planktonikus sejtek fonalas formaba torténd atalakulasat, tovabba a korai stadiumu fonalas
sejtek razatott tenyészetben érzékenyebbnek bizonyultak az NFAP2 gombaellenes hatasaval
szemben mint a planktonikus formak. C. albicans CBS 5982 torzs esetén a MIC érték a
planktonikus forma esetében >12,5 pg/ml, mig a korai stadiumu fonalas forma esetében 3,125
ug/ml volt. Hasonld jelenség volt megfigyelhetd C. auris NCPF 8971 torzsnél is, ahol a
planktonikus forma MIC értéke >200 pg/ml, mig a fonalas sejteké 25 pg/ml volt, az ODgoo-0n
mért fényelnyelési értékek alapjan.
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7. 131. oldalon: ,,Mivel az NFAP2 nagymértékben képes a human szérumalbuminhoz
kotodni és eddigi kisérleteink alapjan intravénasan alkalmazva nem hatékony (Kovacs és
mtsai. 2019, nem kozolt adat), ezért gombaellenes szerként torténdé alkalmazasat
elsosorban a kiiltakaro vagy belsé nyalkahartya felszinét érintd mikozisok kezelésben
képzeltiik el.” A szisztémas gombafert6zések novekvo szamara és magas letalitasara
tekintettel a 2019-ben megjelent kozlemény sikertelenségre utalo adatai 6ta alakultak-e ki
elképzeléseik az NFAP2 szisztémasan alkalmazhaté hatasos Kiszerelési valtozatanak
kifejlesztésére?

Valasz: Igen, torténtnek ilyen jellegli fejlesztések, amelyek soran az NFAP2-t zsirsavakhoz
kapcsoljuk és/vagy nanorészecskékbe csomagoljuk. Ezekrél a modositott valtozatokrol és
kiszerelésekrol, a kisérlet részleteirdl és eredményeirdl szabadalmi okok miatt jelenleg nem all

modomban tovabbi informaciot kozolni.

8. Az egérkisérletek etikai engedélyére vonatkozdan csak az adott irodalmi hivatkozasban
talaltam utalast. Az egyszeriibb tdjékozdodas céljabol érdemesnek tartottam volna a
tézisekben is feltiintetni.

Valasz: Koszondom szépen az észrevételt, valoban érdemes lett volna az egérkisérletekre
vonatkozo6 etikai engedélyt a dolgozatban ¢€s tézisekben is feltiintetni a kovetkezé modon: Az
allatok tartasa a laboratoriumi allatok gondozasara és felhasznalasara vonatkozo iranyelvek
szerint tortént (National Research Council. 2011. Guide for the care and use of laboratory
animals, 8th ed. National Academies Press, Washington, DC); a kisérleteket a Debreceni
Egyetem Allatkisérleti Etikai Bizottsiga hagyta jova (engedélyszam: 12/2014).

Legvégiil szeretném ismét megkdszonni Prof. Dr. Emédy Leventének az MTA doktori
értekezésem pozitiv biralatat és az érdekes kérdéseket.

Szeged, 2025. jalius 03.

Jhle s ey

Dr. Galgécezi Laszlo Norbert
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