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Szeretném megkoszonni az MTA doktori értekezésem alapos biralatat, a tamogat6 szavakat, a
kritikai észrevételeket és a gondolatébreszté kérdéseket. A kritikai észrevételekre és a
kérdésekre az alabbiakban szeretnék valaszolni.

A kérdések megvalaszolasa el6tt azonban roviden reflektalnék a dolgozat és a tézisek tartalmi

¢s formai stilusara tett kritikai megjegyzésekre.

Elnézést kérek a tézisekben eléforduld gyakori stilus, nyelvtani és gépelési hibakért. A tézisek
megirdsa tobb odafigyelést és utdlagos ellendrzést igényelt volna.

A terjedelem csokkentése érdekében gyakran nem az eredeti kdzleményeket idéztem, hanem az
azokat Osszefoglalo attekintd cikkekre tdmaszkodtam. Az irodalmi bevezetd elkészitése soran
elsésorban ezt a megkdzelitést valasztottam, mivel ezek az dsszefoglald kdzlemények egy-egy
kutatocsoport eredményeit rendszerint mas csoportok eredményeivel Osszefiiggésben mutatjak
be, és ezekbdl 1), altalanos kovetkeztetéseket vonnak le. Ez jelentdsen megkonnyitette a
szertedgazd eredmények targyaldsat €s a kovetkeztetések levonasat. Ha az irodalmi bevezetd
irasakor nem ezt a modszert alkalmazom, akkor az idézett mintegy 300 kézlemény szama akar
kétszeresére vagy haromszorosara is emelkedhetett volna.

A dolgozatban azoknak a mddszereknek a Iényegi elvét ismertettem, amelyek nem tartoznak
szorosan a mikrobiologia és biotechnologia teriiletén altalanosan alkalmazott eljarasok kozé.
Ugy véltem, ezek rovid bemutatisa hozzajarul a konnyebb érthetéséghez. Az, hogy bizonyos
modszerek ismertetése gyakran csupan felsorolassa egyszeriisodott, elsdsorban terjedelmi
okokra vezethetd vissza. A gyakran multi- és interdiszciplinaris jellegii kutatdmunka soran
alkalmazott szamtalan technika részletes bemutatisa az anyagok ¢és modszerek fejezet
terjedelmét jelentdsen megnodvelte volna, ezért lattam célszeriinek, hogy inkabb az ezeket
bemutatd kozleményekre hivatkozzak. Ellenériznem kellett volna, hogy ezek a hivatkozott
forrasok mindegyike valoban tartalmazza-e a modszerek részletes leirasat, és nem csupan mas

kozleményekre utalnak vissza. Ezért a figyelmetlenségért elnézést kérek.

Mindezek utdn ratérnék a kérdések megvalaszolasara.
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1. A biokontrol fejezet meglehetosen sziikkebliien tekinti at a hatalmas szakirodalmat.
Talan nem is indokolt tobb figyelmet szentelni ennek a teriiletnek ebben az értekezésben,
mivel a vizsgalt NRRL 181 izolatum nem tiinik igéretes biokontrol agensnek.
Pontosabban fogalmazva, ez az alkalmazasi lehetoség kevés figyelmet kapott az
értekezésben. Lat a szerz6 lehetoséget az izolatom sejtjeinek vagy konidiumainak
felhasznalasara a novényvédelemben?

Valasz: A kérdés alatamasztasara kijelenthetjiik, hogy szamos Aspergillus faj bioldgiai novény-
¢és terményvédelmi potenciallal rendelkezik kiilonféle mechanizmusokon keresztiil, beleértve
az antimikrobialis metabolitok termelését (Ngo és mtsai. 2021), a kompetitiv gatlast, valamint
a mikotoxinok lebontasat (Khan és mtsai. 2021). A gyakorlati alkalmazasra jo példa az
Aspergillus japonicus és az Aspergillus niger, amelyek hatékonynak bizonyultak a
babnovényeket fertéz6 Sclerotinia sclerotiorum elleni védekezésben, jelentésen csokkentve a
betegség eléfordulasat mind iiveghazi kisérletek soran (Atallah és mtsai. 2022). Hasonlo
kisérletek keretében mindenképpen érdemes lenne megvizsgalni az Aspergillus (Neosartorya)
fischeri  NRRL 181 izolatum biokontroll-potencialjat. Amennyiben a biokontroll-
hatékonysagot az NFAP és NFAP2 antifungalis fehérjék termeléséhez kotnénk, az izolatum
alkalmassaga kérdésessé valhat, mivel jelenleg nem ismert, hogy névényvédelmi koriilmények
kozott termeli-e ezeket a fehérjéket, illetve ha igen, akkor vajon olyan mennyiségben, amely
elegend6 a novénykorokozé gombak elleni hatékony fellépéshez. Annak ellenére, hogy az A.
(N.) fischeri elsdsorban szaprofitaként ismert, gyakran rothad6 élelmiszereken is megjelenik,
kiilonosen olyan gyiimolcsokon, amelyeket a talaj kozelében vagy kozvetleniil a f6ldrdl
sziiretelnek, ami ellentmond term6foldi alkalmazasanak (Beuchat 1986). Masrészrél az A. (N.)
fischeri mikotoxinokat termel, mint példaul a verrucologen, valamint a fumitremorgin A és B.
Ezek neurotoxikusak, és allatkisérletekben izomrangasokat €s gorcsrohamokat idéztek eld
sertéseknél és juhoknal (Nielsen és mtsai. 1988). Véleményem szerint mindezek a tények
ellentmondanak annak, hogy az A. (N.) fischeri NRRL 181 izolatumot kdzvetlen biokontroll
agensként alkalmazzuk.

2. Szamos é¢lesztogomba termel olyan peptideket, amelyek mas élesztéket, esetenként
fonalas gombakat és baktériumokat is tudnak gatolni. Kozottiik vannak olyanok, a killer-
faktorok (zymocinek), amelyek sokban emlékeztetnek az értekezés Irodalmi
attekintésében felsoroltakra (pl. https://doi.org/10.1016/j.tibtech.2024.03.003). Miért nem
tekinthetok AFPknek?

Vilasz: A dolgozatban targyalt, Eurotiomycetes-eredetii antifungalis proteinek (AFP-k) és az
¢élesztOk altal termelt killer toxinok kozott szamos kiilonbség figyelheté meg, amelyek alapjan
az utdbbiak vélhetéen nem sorolhatdk a klasszikus értelemben vett, gombak altal termelt AFP-
k kozé. A killer toxinok (pl. a Kluyveromyces lactis altal termelt zymocin) riboszomalisan
szintetizalt fehérjetoxinok, amelyeket leggyakrabban citoplazmatikus elemek, pl. dsRNS-
virusok vagy plazmidok kodolnak. Ezen toxinok altalaban specifikus receptorokat céloznak
meg mas gombasejteken, és gyakran a tRNS-ek hasitasaval vagy a membran integritasanak
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megbontasaval idézik el6 a sejthalalt (Billerbeck és mtsai. 2024). Ezzel szemben a klasszikus
értelemben vett gomba AFP-k (mint példaul a dolgozatban is targyalt Aspergillus és Penicillium
fajokbdl szarmazok) kivétel nélkiil a nukleéris genomban kodolt molekuldk, amelyek gyakran
a gombdk membranjaihoz vagy sejtfaldhoz kotddnek, és altaldban az ionhaztartas
megzavarasaval vagy apoptozis indukcio révén fejtik ki hatasukat (Holzknecht és Marx 2024).
A Killer toxinok tobbnyire glikoproteinek vagy multimer fehérjekomplexek, sziik spektrumi
hatassal és elsésorban mas élesztéfajokat céloznak meg (Schaffrath és mtsai. 2018). A
klasszikus értelemben vett gomba AFP-k kKisméretii, ciszteinben gazdag, kationos fehérjék, a
killer toxinokénal szélesebb spektrumii gombacllenes aktivitdssal és elsdsorban mas
fonalasgomba fajok ellen hatnak (Holzknecht és Marx 2024). Osszefoglalva elmondhat6, hogy
bar mindkét molekulacsoport antifungélis aktivitassal rendelkezik, eredetiik, célpontjaik és
hatasmechanizmusuk jelentds eltéréseket mutat. Ezek a kiilonbségek indokoljak a kozottiik tett
megkiilonboztetést. Ugyanakkor, ha kizarolag a biologiai hatds kimenetelét vessziik
figyelembe, mindkettdt nevezhetjitk AFP-nek.

3. Az AFP-K, beleértve az értekezésben bemutatottakat is, mas gombakat tudnak gatolni.
Minek koszonhet6, hogy sajat magukat nem karositjak? Ugy tiinik, hogy arra az élesztére
(Pichia pastoris) és arra a fonalasgombara (Penicillium chrysogenum) sem hatnak
hatranyosan, amelyeknek az expresszidos rendszerét hasznaltak a termeltetésiikre. Egy
masik élesztére a Candida albicans-ra, viszont hatnak. Lehet sejteni a kiilonbség okat?

Valasz: Sokaig azt feltételezték, hogy a termeld gombak teljesen ellenallok a sajat antifungalis
fehérjéik (AFP) hatasaval szemben, feltehetden a sejtmembranjuk sajatos Osszetétele vagy
valamilyen védelmi mechanizmusai miatt (Theis és mtsai 2003, Marx 2004, Meyer 2008,
Binder és mtsai. 2010a, 2010b). Ugyanis a gombasejt membranja szamos AFP szamara
kulcsfontossagu célpontot jelent, viszont a membran lipiddsszetétele, elsdsorban bizonyos
tipusu gliikozilceramidok jelenléte, befolyasolhatja a gombak érzékenységét az AFP-kkel
szemben. Az AFP-termel6 gombak evollicios Gton olyan membrandsszetételt alakithattak ki,
amelyek nem vagy kevésbé teszi Oket érzékennyé a sajat AFP-kel szemben (Paege és mtsai.
2019). Masrészrdl a gombak szamos sejtszint(i mechanizmussal rendelkeznek a stresszhatasok
¢s sejtkarosodasok kivédésére. Egyes fajok esetében evolicids tton kialakulhattak olyan
specifikus valaszreakciok, mint példaul a fokozott kitinszintézis vagy a sejtfal integritasi
utvonalainak aktivalasa, amelyek lehet6vé teszik szamukra, hogy ellenstlyozzak sajat AFP-k
hatasait (Hagen és mtsai. 2007, Wang és mtsai. 2025). Tovabb4, a gombak eldallithatnak olyan
effektor fehérjéket, amelyek képesek az AFP-khez kotddni, ezaltal modositani azok aktivitasat,
vagy akar eltavolitani Oket a sejtmembran kozelébdl. Ez a mechanizmus lehetévé teszi
szamukra, hogy megvédjék sajat sejtjeiket az altaluk termelt AFP-K hatasaitol (Wang és mtsai.
2025). Késobbi kutatasok ramutattak arra, hogy a termeld gombafajok bizonyos fejlédési
szakaszaikban érzékenyek lehetnek a sajat AFP-kre. Ez az érzékenység 6sszefiiggésbe hozhatod
az AFP-knek a nativ termeld gombaban kifejtett bioldgiai hatasaival (Meyer és Jung 2018). A
dolgozatban is emlitésre keriil, hogy a Penicillium chrysogenum altal termelt PAF szerepet
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jatszik a konidiogenezis meginditasaban, valamint az apoptozis €s az autofagia indukciojaban
bizonyos biomasszatomeg elérését kovetden, ehezési koriillmények kozott (Hegediis és mtsai.
2011). Az Aspergillus niger AnAFP, illetve az Aspergillus giganteus AFPg esetében
feltételezték, hogy ezek a fehérjék szintén hozzdjarulhatnak az autofdgia aktivacidjahoz
tapanyaghianyos allapotban (Paege és mtsai. 2016, Meyer és Jung 2018), amelyet egy idén
kozolt tanulmany kisérletesen is megerdsitett (Starke és mtsai. 2025). A Penicillium digitatum
altal szekretalt AfpB szabalyozott sejthalalt idéz elé a termelé gombdban, és valosziniileg
szerepet jatszik a populacio denzitasanak szabalyozasaban (Gandia és mtsai. 2019, Bugeda és
mtsai. 2020). Ezek az eredmények Osszességiikben cafoljak azt a korabbi feltételezést, miszerint
az Eurotiomycetes-eredetii AFP-k nem képesek karositani az 6ket termelé gombat. Ugyanakkor
léteznek kivételek, pl. a Penicillium expansum altal szekretalt PeAfpA nem valt ki sejthalalt a
nativ termel6ben (Ropero-Pérez és mtsai. 2024).

Annak az oka, hogy az NFAP és NFAP2 nem hat hatrdnyosan a rekombinans termelésiik
megvaldsitasdra alkalmazott gombdkra elsdsorban a termeléshez alkalmazott tapkozegek
Osszetételébdl, valamint a termelt fehérjék mennyiségébdl ered. Altalanosan megfigyelhetd,
hogy a nagy ioner0sségli tapkozegek csokkentik a pozitiv toltésii antifungélis fehérjék
hatékonysagat, mivel a kozegben jelen 1évé kationok versengenek a fehérjékkel a gomba
sejtmembran negativ toltésti helyeiért (Marx 2004, Meyer 2008). A termeltetésre hasznalt két
tapkozeg, a Pichia pastoris (jabban Komagataella phaffii) KM71H - Buffered minimal
methanol medium (BMM) és a Penicillium chrysogenum Q176 - P. chrysogenum minimal
medium (PcMM) Gsszetételiikbol (Isd. a valsz végén) adéddan nagy ionerdsségli tapkdzegben
szamit. A termelt fehérjemennyiség mg/l szintii hozama nem éri el az adott fehérjék minimalis

crer

mutatnak (1. tablazat).

1. tablazat: Az NFAP és NFAP2 rekombinans termelésére alkalmazott gombatorzsek érzékenysége
mikrodilucids teszteben (72 éra, 25°C — Penicillium chrysogenum és 48, 30°C 6ra Pichia pastoris, 2x10*
konidium/ml, illetve sejt/ml) a két antifungalis protein termelésére alkalmazott tapkdzegben.
MIC (pg/ml) Tapkozeg
Penicillium chrysogenum Q176

NFAP > 50

NFAP2 > 50 PeMM
Pichia pastoris KM71H

NFAP > 50

NFAP2 50 BMM

BMM: buffered minimal methanol medium - pufferelt minimal metanol tapoldat; MIC: minimum inhibitory
concentration - minimalis gatlo koncentracio, PcMM: Penicillium chrysogenum minimal medium - Penicillium
chrysogenum minimal tapoldat. MIC: Novekedés < 5% ODgoo érték alapjan, amennyiben a kezeletlen kontrollé 100%.

Megjegyzendd, hogy a P. chrysogenum Q176 torzs az AFP-termeléshez alkalmazott inkubacios
koriilmények kozott a 96—-148. ora kozott autolizisen megy keresztiil, éppen abban az
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iddintervallumban, amikor a tenyészet feliilisz6jabdl a legnagyobb mennyiségli rekombinans
AFP detektalhaté (nem kozolt adat).

Utolagos pontositasként szeretnék elnézést kérni azért, hogy a dolgozat 9. tabladzataban a hozam
tévesen mg/ml mértékegységben szerepel, noha a szovegben végig kovetkezetesen a helyes
mg/l mértékegység keriilt alkalmazasra.

A valaszban emlitett tdpoldatok Gsszetevoi:
- BMM: 100 mM K2HPO4/KH2PO4 puffer pH=6%*, 1,34% (m/V) Yeast Nitrogen Base, 200 mg/I

biotin, 0,5% (V/V) metanol.
*K2HPO4/KH2PO4 puffer (pH=6): 174 g/l KoHPO4, 136 g/l KH2PO4.

- PcMM: 2% (M/VV%) szachardz, 0,3% (m/V%) NaNOsz, 0,05% (m/V%) KCI, 0,05% (m/V%)
MgS04x7 H»0, 0,005% (m/V%) FeSO4x7H20, 0,25% (V/V%) 1 M KoHPO4/KH2PO4 puffer
(pH 5,8)*, 0,01% (V/V%) nyomelemoldat**
*KoHPO4/KHPOs  puffer (pH 5,8): 174 g/l KzHPOs, 136 g/l KH2PO4
**Nyomelemoldat: 0,1% (m/V%) FeSOsx7 H20, 0,9% (m/V%) ZnSO4x7 H20, 0,4%
(M/V%) CuSO4x5 H20, 0,01% (m/V%) MnSOsxH-0, 0,01% (m/V%) H3BOs, 0,01%
(Mm/V%) Na2M00O4x2 H20.

4. A Szerz6 az AFP-k egyik elonyének tartja, hogy veliikk szemben ,,minimalis eséllyel
alakul ki rezisztencia”. Példaul azért, mert ,,egyszerre tobb gombaspecifikus célpontot is
tamadhatnak eltéré mechanizmussal .““ Az allitas alatamasztasara szamos review cikket
idéz, de nem mutat be példat ilyen tobb-tamadasponti hatast kifejté AFP-re. Milyen
példak ismertek, ¢és azok mennyire fehérje-specifikusak, illetve mennyire
altalanosithatok?

Valasz: Az antifungalis proteinek és peptidek (AFP-K) tobbféle modon képesek hatni a gombak
ellen. Egyik ¢és leggyakrabban megfigyelt hatdsmechanizmus a membrankarositas, vagyis
amikor az AFP a sejtmembran integritasanak a megbontasaval sejttartalom-szivargast idéz el
(pl. lasiocepsin, portonectin). Gyakori hatismod még a sejtfal kiépiilésének a megakadalyozasa
glikan (pl. echinocandin, neopeptin) vagy Kkitin bioszintézis gatlason keresztiik (pl.
nikkomycin, aureobasidin A). Egy masik hatasmod a DNS-, RNS- vagy fehérjeszintézis és mas
sejtfunkciok megzavarasa intracellularis célpontok (enzimek vagy organellumok) gatlasan
keresztiil (pl. lactoferrin, histatin 5). Kovetkez gyakori hatasmoéd még az oxidativ stressz
kivaltasa reaktiv oxigéngyokok (ROS) termelésének az indukcigjaval, ami sejtkarosodashoz
végiil apoptozishoz vezet (pl. coprisin, histatin 5) (Buda De Cesare és mtsai. 2020, Gong ¢és
mtsai. 2024). Nem szorosan tartozik ide, de érdemes megemliteni az immunmodulaciot, azt
hogy egyes AFP-k képesek fokozni a gazdaszervezet természetes védekez6 mechanizmusait 1S
(pl. LL-37, histatin 5) (Buda De Cesare és mtsai. 2020, Li és mtsai. 2021). Amennyiben
egyetlen peptid ketté vagy tobb ilyen mechanizmust egyesit, azt kettds illetve tobbes
tamadaspontu/hatasmechanizmusu peptidként tartjuk szamon, amely tulajdonsag jelentdsen
hozzajarulhat a hatékonysdg fokozédsahoz és a rezisztencia kialakuldsanak megel6zéséhez

10/5



(Girdhar és mtsai. 2024). llyen AFP-kre a teljesség igénye nélkiil a 2. tablazat tartalmaz
példakat. Amint a 2. tablazatbol is kitlinik ezek a hatasmodok nem feltétleniil specifikusak
egy-egy AFP-re. Példaul a sejtmembran roncsolasa €s az apotodzishoz vezetdé ROS indukcio
szamos novényi defenzin esetében is megfigyelhetd kettds hatasmaod.

2. tablazat: Példak kettds vagy tobbes tamadaspontu/hatasmodu természetes eredetii antifungalis

peptidekre (AFP).
AFP Eredet Hatasmod Hivatkozas
Allat
. Drosophila : . , . Fehlbaum és mtsai.
Drosomycin melanogaster Sejtmembran-roncsolas + sejtfal 1994
Mitokondrium karositas + ROS .
e indukci6 — apoptozis + intracelluldris  CmerhOrSt &
Histatin 5 Human nyal . L s ,, mtsai. 2001, Li és
protein funkciogatlas (Ssalp hdsokk .
. mtsai. 2003
protein)
L actoferricin Tehéntei Sejtmembran-roncsolas + ion kelatolds Gruden és Poklar
J + DNS-, RNS-, proteinszintézis gatlas  Ulrih 2021
Protearin Sertés Sejtmembran-roncsolas + Ranade és
g fehérvérsejt intracellularis célpontok gatlasa Ramalingam 2020
. Sejtmembran-roncsolas + DNS , .
. - Sertés neutrofil RS L Yang és mtsai.
Tritrpticin . karositas + intracellularis célpontok
granulocitak 1z 2006
gatlasa
Novény
DMAMP1 Dahlia merckii S.ejtm.en}bran—’ror’lcsolas+ protein Thevissen és mtsai.
bioszintézis gatlas 2000
MFDef4 és Medicago .Sejtmembr’ap-rqncsolas + Tetorya 2023
szarmazékai truncatula intracellularis célpontok
MtDef58 Medicago kit - apoptdste - scjma Kalunke és mtsai.
truncatula . e JHmag 2025
célpontok
. . Sejtmembran-roncsolas + magi DNS Almeida és mtsai.
Psdl Pisum sativum R
karositas 2000
RSAEP? Raphanus Sejtmembran-roncsolas + ROS Thevissen és mtsai.
sativus indukcio - apoptozis 1999
Gomba
AFPg A_sperglllus S-ej-tme_mb’rqn-rc’)n(:‘solas + Meyer 2008
giganteus kitinszintézis gatlas
ANAEP Aspergillus Sejtmembran-roncsolas + ROS Starke és mtsai.
niger indukci6 - apoptozis 2025
Efe-AEP Epichloé .Se]tme.rrrlbran-rorrlcgolas + ROS Fardella 2024
festucae indukcio - apoptozis
PAF Penicillium Apoptozis + Ca?*-cgyensily felborulds ~ Fizil és misai. 2018
chrysogenum
- Sejtmembran-roncsolas + , .
Penicillium . L. . Wang és mtsai.
PgAFP ionhomeosztdzis megzavarasa +
chrysogenum 2025

programozott sejthalal

Osszességében elmondhaté hogy a legtdbb AFP hasonld hatdsmechanizmusokat alkalmaz a
gombasejtek elpusztitdsara. A fentebb ismertetett hatasmodok koziil ide sorolhatd a negativ
t6ltésli gombamembranokhoz val6 kotodés révén létrejové membrankarositas, a mitokondrium
funkcidjanak karositasa, a sejtfal kiépiilésének a megzavardsa elsdsorban a (-gliikkan-szintézis
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gatlasaval, tovabba az apoptozishoz vezetd ROS-termelés indukcidja. Ezek altalanosan
jellemz6 tulajdonsagok, és nem tekinthet6k specifikusnak egyetlen AFP-re nézve sem (van der
Weerden és mtsai. 2013, Gong és mtsai. 2024). A 2. tablazat adatai alapjan inkabb az AFP-k
eredete szolgalhat alapul a hatasmddok kozti kiilonbségtételhez.

E kérdéskor kapcesan szeretném megjegyezni, hogy egy jelenleg biralat alatt all6 kéziratunkban
beszamolunk arrdl, hogy az NFAP2 kettés hatasmechanizmust mutat Candida albicans-szal
szemben: Minimalis gatlo koncentracion (minimum inhibitory concentration, MIC) alkalmazva
az NFAP2 specifikus sejtmembran-roncsol6 hatas révén gyorsan elpusztitja a gombasejteket
(ahogyan az a dolgozatban is szerepel) (Pavela és mtsai. 2024). Ezzel szemben, ha a fehérjét
MIC alatti értéken alkalmazzuk, az nem idéz el azonnali sejtpusztulast, hanem a gomba
novekedését lassitja. Ennek hatterében az allhat, hogy az NFAP2 a vaku6lumokban
internalizalodik, majd onnan felszabadulva csokkenti a sejtek metabolikus aktivitasat a
glutamat-dekarboxildzzal, az ATP-szintaz alfa alegységével és az enoldz 1-gyel valo
kolesonhatés révén. Feltételezhetd, hogy ez a kettds hatdsmechanizmus hozzajarulhat ahhoz a
megfigyeléshez, miszerint a C. albicans korlatozott képességgel rendelkezik erételjes
rezisztenciamechanizmusok kialakitasara az NFAP2-vel szemben. Ez utobbirol részletesen
egy, a dolgozat leadasa utan megjelent publikacionkban szamoltunk be (Bende ¢s mtsai. 2025).

Legvégiil szeretném ismét megkoszonni Prof. Dr. Sipiczki Matyasnak az MTA doktori
értekezésem pozitiv birdlatat, az értékes kritikai észrevételeket és az elgondolkodtato

kérdéseket.

Szeged, 2025. julius 03.

Dr. Galgoéczi Laszlo Norbert
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