MTA DOKTORI ERTEKEZES

Uj gombaellenes stratégiak: Neosartorya
(Aspergillus) fischeri-eredetii antifungalis

fehérjék és alkalmazasi lehetoségeik

Galgoczi Laszlo Norbert

(Tudomanyos kozleményekben: Galgdczy Lasz16)

Szegedi Tudomanyegyetem
Természettudomanyi €s Informatikai Kar

Biotechnologiai €¢s Mikrobiologiai Tanszék

Szeged
2024



Tartalomjegyzék

1. Roviditések jegyzéke
2. El6sz6
3. Bevezetés
4. Irodalmi attekintés
4.1. Antifungalis terapia
4.1.1. Az antifungalis terapia jelenlegi kihivasai
4.1.2. Uj lehet6ségek az antifungalis terdpiaban
4.2. Gombakoérokozok elleni novényvédelem
4.2.1. A gombakorokozok elleni ndvényvédelem jelenlegi kihivasai
4.2.2. Uj lehetéségek a gombakoérokozok elleni névényvédelemben

4.3. Antifungalis hatasa peptidek

4
6

8

11
11
13
22
29
32
36
41

4.3.1. Antifungalis hatasu peptidek alkalmazasi lehetdségei a gyogydszatban 44

4.3.2. Antifungalis hatasu peptidek alkalmazasi lehetdségei a gombakorokozok

elleni névényvédelemben
4.4. Eurotiomycetes-eredetii antifungalis proteinek
4.4.1. Csoportositas €s szerkezet
4.4.2. Antifungalis hatas, hatdsmechanizmus és bioldgiai szerep
4.4.3. Gyakorlati alkalmazhatosag
5. Célkituzések
6. Anyagok és modszerek
6.1. Neosartorya fischeri antifungalis proteinek termelése és izolalasa
6.2. Neosartorya fischeri antifungalis proteinek spektruma és hatasmodja
6.3. Neosartorya fischeri antifungalis proteinek szerkezete és funkcionalis
szerkezeti elemei
6.4. Neosartorya fischeri antifungalis proteinek peptid-szarmazékai
6.5. Toxicitasvizsgalatok novényeken és emlds sejteken, szovetmodellen,
allatokon
6.6. Az NFAP és y-core peptid-szarmazékok novény- és terményvédelmi
alkalmazhatdsaga
6.7. Az NFAP2 alkalmazhatoséaga feliileti human gombas fertdzések

kezelésében

45
46
46
50
53
56
59
59
60

62
63

63

64

65



6.8. Bioinformatikai méddszerek
6.9. Statisztikai modszerek
7. Eredmények és megvitatasuk
7.1. Neosartorya fischeri antifungalis proteinek termelése és izolalasa
7.1.1. Az NFAP termelése ¢és izolalasa
7.1.2. Az NFAP2 termelése ¢s izolalasa
7.2. A Neosartorya fischeri antifungalis proteinek altalanos jellemzése
7.3. A Neosartorya fischeri antifungalis proteinek spektruma,
kolesonhatdsa antifungalis szerekkel és egymassal
7.3.1. A Neosartorya fischeri antifungalis proteinek spektruma
planktonikus gombasejtekkel és sporakkal szemben
7.3.2. Az NFAP2 spektruma szesszilis, biofilm alkoté gombasejtekkel
szemben
7.3.3. Az NFAP2 kolcsonhatasa klinikumban alkalmazott antifungalis
szerekkel
7.3.4. Az NFAP és NFAP2 kolcsonhatasa
7.3.5. Kornyezeti faktorok és proteolitikus enzimek hatdsa a Neosartorya
fischeri antifungalis proteinek hatékonysagara
7.4. A Neosartorya fischeri antifungalis proteinek hatasmodja
7.4.1. Az NFAP hatasmodja Aspergillus nidulans-on
7.4.2. Az NFAP2 hatasmodja Saccharomyces cerevisiae-n és Candida
albicans-on
7.5. A Neosartorya fischeri antifungalis proteinek szerkezete és hatasmodja
kozotti Osszefiiggés
7.5.1. Az NFAP szerkezete és hatdsmodja kozotti 0sszefliggés
7.5.2. Az NFAP2 szerkezete és hatasmoddja kozotti sszefiiggés
7.6. Neosartorya fischeri antifungalis proteinek peptid-szarmazékai
7.6.1. Peptid-szarmazékok tervezése a y-core régio alapjan
7.6.2. A y-core régio alapjan tervezett peptid-szdrmazékok antifungalis
spektruma ¢€s hatékonysaga
7.6.3. Az NFAP y-core régioja alapjan tervezett peptid-szarmazékok
szerkezeti integritasa és annak novelése
7.7. A Neosartorya fischeri antifungalis proteinek toxicitdsa ndvényeken

és allatokon

65
66
67
67
67
70
71

72

72

76

76
77

80

83

83

90

92

92

101

106

106

107

110

116



7.7.1. Toxicitasvizsgalatok ndvényeken
7.7.2. Toxicitasvizsgalatok emlds sejteken, szovetmodellen és allaton
7.8. A Neosartorya fischeri antifungalis proteinek és peptid-szarmazékaik
gyakorlati alkalmazhatosaga
7.8.1. Az NFAP ¢s y-core peptid-szarmazékok novény- és terményvédelmi
alkalmazhatdsaga
7.8.2. Az NFAP2 alkalmazhatoséaga feliileti human gombas fertézések
kezelésében
8. Kovetkeztetések és tovabbi tervek
9. A legfontosabb uj eredmények dsszefoglalasa
10. Koszonetnyilvanitas
11. Sajat kozlemények jegyzéke és tudomanymetriai adatok
11.1. Az értekezés alapjaul szolgalo publikaciok
11.2. Az értekezés témajahoz kapcsolodo, a dolgozatban idézett publikaciok
11.3. Tudomanymetriai adatok
12. Irodalomjegyzék
13. Mellékletek

116
119

125

125

131
138
148
152
156
156
159
161
162
182



1. Roviditések jegyzéke

Az alabbiakban a torzsszovegben eléfordulé roviditéseknek a jegyzéke keriil megadasra.
Tekintettel a dolgozat terjedelmére, a konnyebb kdvethetoség kedvéért minden rovidités
minden f6 fejezetben egyszer kertil kiirasra és feloldasra abban az esetben amennyiben
abban tobbszor hasznalt. Ugyanez vonatkozik a fajnevekben a nemzetség roviditésére is.
Azok a roviditések, amelyek csak a tablazatokban és/vagy abrakon szerepelnek, a tablazat
labjegyzetében vagy az abraalairasban kertilnek feloldasra.

NFAP: az NFAP y-core motivuma alapjan tervezett peptid-szarmazék

Y
YNFAP-opt: a yNFAP emelt dssztoltésti és hidrofilicitasu valtozata

YNFAP-optGZ: a yNFAP-opt GRAVY = -0,2 véltozata

YNFAP-optChZ: a yNFAP-opt semleges dssztoltésti valtozata

yNFAP2: a7z NFAP2 y-core motivuma alapjan tervezett peptid-szarmazék

YNFAPZ.opt: a yNFAP2 emelt 9ssztoltésii és hidrofilicitdst valtozata

AFP: antifungalis peptid/protein

AfpB: Penicillium digitatum antifungalis protein B

AFPg: Aspergillus giganteus antifungalis protein

Als3: agglutinin-szer(i szekvenciaval rendelkez6 protein

ANAFP: Aspergillus niger antifungalis protein

BP: Penicillium brevicompactum ,,bubble” protein

C13S és C6S,C13S: az adott pozicidban cisztein-szerin cserélt peptid valtozat
COVID-19: Koronavirus-betegség 2019 (Coronavirus disease 2019)

CWI: sejtfalintegritas (cell wall integrity)

DAPI: 4',6-diamidin-2-fenilindol

ECD: elektronikus cirkuléris dikroizmus

EU: Eurdpai Unid

ExPASy: Expert Protein Analysis System

FACS: fluoreszcencia-aktivalt sejtvalogatas analizis (flourescence activated cell sorting)
FICI: frakcionalis gatld koncentracié index (fractional inhibitory concentration index)
GTP: guanozin-trifoszfat

GRAS: alapvet6en biztonsagosnak itélt (generally recognized as safe)

GRAVY: atlagos hidrofobicitas érték (grand average of hydropathy value)



Gwtl: glikkofoszfatidil-inozitol-kapcsolt sejtfal transzfer protein 1

Hsp90: hdsokk fehérje 90 (heat shock protein 90)

IL: interleukin

LCM: alacsony ionerésségli tapkozeg (low cationic medium)

LS: lucifer sarga CH (lucifer yellow CH)

MpkA: mitogén-aktivalt protein-kinaz

MIC: minimalis gatlo koncnetracio (minimum inhibitory concentration)
M-CSF: makrofag kolonia stimulalé faktor (macrophage colony-stimulating factor)
NAF: Penicillium nalgiovense antifungalis protein

NFAP: Neosartorya (Aspergillus) fischeri antifungalis protein

NFAPAC: cisztein-szerin cserélt NFAP valtozat

NFAPAh: hidroféb mag mutans NFAP véltozat

NFAPAN: ¢ls6 6t N-terminalis aminosav mutans NFAP valtozat

NFAP2: Neosartorya (Aspergillus) fischeri antifungalis protein 2

NMR: magmagnesen rezonancia (nuclear magnetic resonance)

Py°Pt: modositott PAF y-core peptid-szarmazék

PAF, PAFB, PAFB: Penicillium chrysogenum antifungalis protein, B, és C
PAF°Pt; PAF y-core modositott véaltozata

PDB: burgonyakivonat-gliik6z tapoldat (potato-dextrose broth)

PeAfpA, PeAfpB, PeAfpC: Penicillium expansum antifungalis protein A, B, és C
PI: propidium-jodid (propidium iodide)

Pka: protein-kinaz A

Pkc: protein-kinaz C

Ras: patkany szarkoéma virus (rat sarcoma virus) GTPaz fehérje

ROS: reaktiv oxigén szarmazékok (reactive oxygen species)

RP-HPLC: forditott fazisi nagy teljesitményti folyadékkromatografia (reversed-phase
high-performance liquid chromatography)

RPMI-1640: Roswell Park Memorial Institute-1640 tapkdzeg

SEM: pasztazo elektronmikroszkdpia (scanning electron microscopy)

S-tBu: S-terc-butil-alkohol, S-terc-butilalt peptid valtozat

TUNEL.: terminal deoxynucleotidyl transferase biotin-dUTP nick end labeling
UniProt: Universal Protein Resource

VVC: vulvovaginalis candidiazis



2. Eloszo

Ugy érzem, hogy az MTA doktori dolgozatom elején magyarazattal tartozom a cimmel
kapcsolatban. A cim talan altaldnositja a munkat és sejtetheti annak nem célorinetalt
voltat. Mindezek ellenére én mégis ezt a cimet valasztottam. ,,Miért?” - teheti fel a
dolgozatom olvasdja a kérdést. Ennek oka a tudomanyos palyam alakulasa, amit
elsésorban -mintegy 6nallo €letre kelve- a vizsgalt objektumok alakitottak. Ugyanis az
Eurotiomycetes tomldsgomba osztdly tagjai 4altal termelt kis molekulatomegi,
extracellularis antifungalis fehérjék vizsgalata soran sziiletett eredmények folyamatosan
uj kutatasi lehetdségeket és iranyvonalakat vetettek fel, amelyek megvalositdsa soran
szamtalan eltér6 (nemcsak a mikrobioldgia tudomanyahoz szorosan kapcsolodo)
vizsgalati modszert sajatithattam el vagy nyerhettem azokba bepillantast.
Eurotiomycetes-eredetti antifungalis peptidekkel/proteinekkel (AFP) el6szor
2003-ban, els6 éves PhD hallgaté koromban dolgoztam, amikor is témavezetomtdl Prof.
Dr. Vagvolgyi Csabatol, Prof. Dr. Pocsi Istvannal és Dr. Florentine Marx-szal
egyuttmiikodésben egy Penicillium chrysogenum-eredetti antifungalis fehérje (PAF)
jdromspords gombdkkal szemben mutatott hatékonysaganak a vizsgélatit kaptam
feladatul. Az elért eredményeken és a sikeres egylittmtikodésen felbuzdulva az addigi
még kezdeti stadiumban jard doktori témam rogton megvaltozott €s a PAF-hoz hasonlo
fehérjéknek ¢és kodold génjeiknek a vizsgélatara irdnyult. Abban az idoben a PAF-on
kiviil még csak masik ketté rokon fehérje volt ismert, egy az Aspergillus giganteus-bol
és egy masik az Aspergillus niger-b6l. Doktori dolgozatom és késébbi munkaim
ramutattak arra, hogy a fent emlitettekhez hasonl6 fehérjék széleskorben elterjedtek az
Eurotiomycetes osztaly tagjai kozott €s egy gomba nemhogy egy, de akar harom eltérd
tulajdonsdgu  antifungédlis fehérjét 1is termelhet. Ismeretek a gombaellenes
hatdsmechanizmusukrol, bioldgiai szerepiikrdl, gyakorlati alkalmazhatéosagukrol nem
igazan allt rendelkezésre abban az idoben. Ezek vizsgalatdra -immar posztdoktorként a
kutatasi témat megtartva- az akkor még Neosartorya fischeri-nek nevezett (mai nevén
Aspergillus fischeri) NRRL 181 izolatum altal termelt, két eltéré antifungalis fehérjét
(NFAP és NFAP2) valasztottam. Posztdoktori munkam elsé idészakaban a fent emlitett
kérdések megvalaszoldsa soran sziiletett eredmények ravilagitottak arra, hogy az
Eurotiomycetes-eredetii  antifungalis  fehérjék nagy gyakorlati jelentoséggel

rendelkezhetnek és hasznosithatok lehetnek 1j tipust, gombaellenes szerekként. Ez



utobbi vizsgalatat a hagyomanyos antifungélis gyogyszerekkel és novényvédod szerekkel
szemben rezisztenciat mutaté gombak altal okozott fertézések és kartételek ekkora mar
aggasztd méreteket 01t6 terjedése indokolta. Azonban ahhoz, hogy az Eurotiomycetes-
eredetii AFP-k hatékony gombaellenes szerként egyaltalan szoba johessenek, szamos
feladatot meg kellett valositani. Ilyen volt a nagy mennyiségli rekombinans termelésiik
gyogyszer- ¢és ¢élelmiszeripari szempontbdl alapvetéen biztonsadgosnak itélt expresszios
rendszerben, hatdsmechanizmusuk részletes megismerése, térszerkezetiik megallapitasa
célzott tervezhetdségiik, hatékonysaguk és antifungalis spektrumuk novelése érdekében.
Ezek utan lehetdség nyilt bizonyos funkciondlis fehérjeszerkezeti elemeik alapjan
antifungalis hatassal rendelkezd peptid-szarmazékok atgondolt és célzott tervezésére,
szintézisére. A fehérjék ¢és peptid-szarmazékaik gyogyédszati és ndvényvédelmi
alkalmazhatdsaganak a vizsgélata megkovetelte olyan modellrendszerek kidolgozésat,
amelyekben ezeket tesztelni lehetett.

A fent emlitett célok megvaldsitasara egy ember tudasa és tapasztalata kevés. Az
évek soran szamos kivalo, nemcsak bioldgus munkatarstdl kaptam szakmai segitséget,
akik tobbségével a mai napig is egyiittmiikodésben dolgozok. Nekik részletekbe mend
koszonetet a dolgozat végén mondok. Szerencsésnek mondhatom magam, hogy szamos
szakmai szervezet tdmogatasra méltonak itélte munkdmat, és 2010 6ta a mai napig
toretleniil anyagi forrast biztositanak ehhez. Ezeknek a szervezeteknek is a dolgozat
végén mondok kdszonetet.

Az MTA doktori dolgozatomban a fent leirt egymasra ¢€piild valtozatos
posztdoktori munka fébb allomasait €s azok tudomanyos eredményeit ismertetem a
Neosartorya (Aspergillus) fischeri NRRL 181-es izolatum altal termelt, két eltérd
antifungalis fehérje, az NFAP és NFAP2, tovabba peptid-szarmazékaik vizsgalatan
keresztiil. Mivel a dolgozat targyat képz6 NFAP és NFAP2 még a nativ termel0 szervezet
névvaltozasa elétt Neosartorya fischeri antifungalis protein néven keriiltek leirasra, a
dolgozatban is ehhez a névhez ragaszkodok az Aspergillus fischeri antifungalis protein

terminologidval szemben, holott ez utébbi pontosabb lenne.



3. Bevezetés

Napjainkra aggaszté méreteket 0ltott a gombak altal okozott fertdzések és kartételek
esetszama ¢€s nyilvanvalova valt, hogy az eddig alkalmazottaktol alapvetden eltérd
megeldzési €s kezelési stratégiak kidolgozasa sziikséges a gyogyaszat €s a mezogazdasag
szamara (Fisher és mtsai. 2020). Ennek okait az érintett teriiletek esetén kiilon-kiilon kell
keresniink.

Epidemiologiai vizsgakatok ramutattak arra, hogy a gyogyszer-rezisztens gombak
altal okozott végzetes kimeneteli human fertézések (mikdzis) szdma jelentOsen
megugrott az utobbi két évtizedben elsdsorban az immunszupresszalt betegek korében.
Mig egy 2020. évi becslés alapjan a mintegy évi 150 milli6 sulyos gombas fert6zésbol
kortlbeliil 1,7 milli6 végzddik halallal (Kainz és mtsai. 2020), addigra egy Gjabb, 2024.
¢évi tanulmany ez utdbbi szdmot mar 3,8 milliora becsiili (Denning 2024). Habar egyes
szerzOk szerint ez a szam akar alul- vagy feliilbecsiilt is lehet a nem rendszeres és nem
megbizhatdé epidemioldgiai felmérések kovetkeztében (Ikuta ¢és mtsai. 2024).
Mindenesetre tisztan latszik az, hogy a végzetes kimenetelli gombas fert6zések esetszama
néhany év alatt megduplazodhatott. Ennek okait epidemiologiai valtozdsokban (F1orl és
Steixner 2023), az immunszupresszalt betegek novekvd és a hatékony antifungalis
gyogyszerek csokkend szdmaban egyarant keresniink kell (Spencer és mtsai. 2023).
Immunkompetens egyének esetében a gombdk elsdsorban nem életveszélyes, viszont
nehezen kezelhetd, a kiiltakaro és a nyalkahartya felszinét érinté mikozisokat okozhatnak.
Ezek a felszini fert6zések az immunszupresszalt betegekben az egész szervezetet érintd,
magas haldlozasi ardnnyal egylitt jar6 invaziv fertdzésekké alakulhatnak (Reddy és mtsai.
2022). Ez utobbiak hatékony kezelését neheziti az a tény, hogy nem all rendelkezésilinkre
megfeleld szama hatékony antifungélis szer, és a ma hasznalatosak sulyos
mellékhatasokat valthatnak ki hosszan tartd terdpia sordn és végérvényesen karosithatjak
a paciens egyes szerveit a gomba- ¢s az emldssejt kozott meglévd sejtfelépités,
¢letmiikddés és metabolizmus hasonldsaga kovetkeztében (Spencer €s mtsai. 2023). A
legjelentdsebb hatraltatd tényezd azonban az, hogy a klinikumban alkalmazott eltérd
hatasmodi egy vagy tobb gyodgyszerrel szemben a gombék egyre inkdbb rezisztenssé
valnak (Denning 2022). Az aggodalomra okot add tények ellenére kevés figyelem
iranyult a problémadra a kozelmultban, ezért a tudomanyos k6zosség dontéshozoi szinten

torténd megoldast siirgetett (Rodrigues €s Nosanchuk 2020). Ennek ellensulyozéasara és



a kozfigyelem felkeltésére az Egészségiigyi Vilagszervezet (World Health Organization)
2022-ben egy kozleményben (WHO Fungal Priority Pathogens List to Guide Research,
Development and Public Health Action) kiadta az els6 allasfoglalasat a gombak okozta
fertézések problémajaval kapcsolatban (World Health Organization 2022). Ez a
kozlemény mindamellett, hogy felsorolja azt a 19 gombafajt, amik a legnagyobb
kozegészségiigyi kockazatot jelentik, kutatasi, fejlesztési és cselekvési célokat is
megfogalmaz. Tobbek kozott azt, hogy minél eldbb, minden eszkozzel meg kell
akadalyozni és kontroll ald vonni a gombak altal okozott fert6zések €s antifungalis
szerekkel szemben mutatott rezisztenciajuk terjedését az eddigiektdl alapvetden eltérd
hatasméda  antifungalis szereken alapuld, gombaspecifikus innovativ stratégiak
bevezetésével (World Health Organization 2022, Fisher és Denning 2023).

A gombdk altal okozott fertézések megakadalyozésa és kezelése, nem csak az
egészségiigy, hanem a mezdgazdasadg szamara is hatalmas kihivast jelent, ugyanis az
utdébbi években vilagszinten folyamatosan emelkedett a ndvénypatogén fajok altal
okozott szantofoldi és raktari kartételek esetszama, dollarmilliardokban mérheto
veszteséget okozva (Benedict és mtsai. 2022). Ez utdbbi gazdasagi kar eltorpiil a
folyamatosan ndvekvé szamu vildgnépesség élelmiszersziikségletének a biztositasara
gyakorolt hatas mellett. Felmérések alapjan az évi termés 10-23%-a mar a szant6foldon,
mig tovabbi 10-20%-a raktari koriilmények kozott karba vész a gombék altal okozott
kartételek kovetkeztében. Ha ezt a veszteséget a human élelmezés szempontjabol 6t
legfontosabb termesztetett novényre (rizs, buza, kukorica, szo6jabab, burgonya) nézziik,
akkor ez elég lehet évi 600 millio - 4 millidrd 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
ajelenlegi évi eléallitott élelmiszermennyiséget (World Resources Institute 2018). Ennek
egyik eleme lehet a gombak altal okozott kartételek mértékének csokkentése megfeleld
kezelési és megeldzési stratégidk bevezetésével (Brauer és mtsai. 2019, Stukenbrock és
Gurr 2023). Vildgosan latszik, hogy a napjainkban alkalmazott kémiai
novényvéddszereken alapuld eljarasok erre nem igazadn megfeleldek, ugyanis a veliik
szemben rezisztenciat mutatd novénypatogén gombak folyamatosan terjednek
vilagszinten (Beckerman és mtsai. 2023). A monokultiras ndvénytermesztés mellett
ennek egyik oka a klimavaltozas, aminek kovetkeztében olyan peszticid-rezisztens
novényi kérokozd gombafajok jelennek meg azokon a mezdgazdasagi teriileteken, ahol

eddig ismeretlenek voltak. A folyamathoz hozzéjarulhat, €s nagymértékben gyorsithatja

9



a globalis kereskedelem kiszélesedése €s egyre intenzivebbé valasa, hisz ennek révén
szamos, mas foldrészen megjelend rezisztens ndvénypatogén gombatdrzs juthat el Uj
mezogazdasagi teriiletekre (Steinberg €s Gurr 2020). Eurdpaban a problémat tovabb
sulyosbitja az, hogy a jelenleg érvényben 1évé novényvédd szerekrdl szold unids
jogszabalyok alapjan egyre tobb hatékony gombadldszer keriil kivonasra a kereskedelmi
forgalombol ¢és valik tiltottd (Marchand 2023a). Raadasul a kornyezet kémiai
peszticidektdl torténd tehermentesitését is megeélzd eurdpai unios cselekvési terv, az ,, Ut
a szennyezoanyag-mentes levego, viz és talaj felé” értelmében 2030-ig felére kell
csOkkenteni Eurdpaban a kémiai novényvéddszerek hasznalatat (Europai Bizottsag
2021). Mindezek olyan alacsony kdrnyezeti terhelést jelentd fungicidek kifejlesztését
teszik sziikségessé, amelyekkel szemben minimalis eséllyel alakul ki rezisztencia a
ndvénypatogén gombakban (Lobo Vicente ¢és mtsai. 2023).

A természetben el6forduld gombaellenes hatassal rendelkezd fehérjék és peptidek
igéretes gyogyszer- (de Ullivarri ¢és mtsai. 2020), vagy ndvényvédoszerjelolt
biomolekuldkként johetnek szoba (Tang és mtsai. 2023). Kutatomunkdnk soran egy
fonalas tomldsgomba altal termelt két, kis molekulatomegli, ciszteinben gazdag,
extracellularis antifungalis protein gyogyaszati ¢és novényvédelmi alkalmazasi
lehetdségeit vizsgaltuk a fent emlitett problémak megoldasara. Ehhez el6szor meg kellett
valositani a fehérjék nagy mennyiségli eldallitasat gyogyszer- és élelmiszeripari
szempontbol alapvetden biztonsagosnak itélt expresszids rendszerben azért, hogy
vizsgalni lehessen antifungalis spektrumukat €s gombaellenes hatdsmechanizmusukat,
tovabba a szerkezetiiket, a szerkezet-hatds 0sszefiiggést célzottan tervezett antifungalisan
protein/peptid-szarmazékok eldallitasa érdekében, majd modellrendszereket kellett
kidolgozni gydgyaszati és ndvényvédelmi alkalmazhatésaguk bizonyitasara. A dolgozat
ezen a sokrétii és Osszetett folyamaton kiséri végig az olvasot nem id6rendi sorrendben,
hanem logikai 6sszefliggésben.

Az egyszerlsités ¢€s konnyebb olvashatosag kedvéért a dolgozatban az
antifungélis peptidek és proteinek egyarant AFP roviditéssel keriilnek emlitésre.
Tradiciondlisan a 2-50 aminosav hosszisagi polipeptidlancokat peptideknek szokas
nevezni, mig az e f6lotti hossztisaguakat mar proteineknek. A k6zds réviditéshasznalatot
indokolja az, hogy a dolgozat targyaul szolgdldo 57 és 52 aminosav hosszisagi
antifungalis proteinek (NFAP, illetve NFAP2) méretben és szerkezetben kozel allnak a

novényi defenzinekhez, amikre peptidként hivatkozik a szakirodalom.
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4. Irodalmi attekintés

4.1. Antifungalis terapia

A gombdk okozta fert6zések (mikozisok) kezelésre jelenleg Ot nagy antifungalis
szercsoport (1. poliének, 2. azolok, 3. allilaminok, 4. echinokandinok, és 5. egyéb) all
rendelkezésre eltéré hatdsmechanizmussal, amelyek tobbsége a sejtmembrant vagy a
sejtfalat célozza meg kozvetlen vagy kozvetett modon (1. Tablazat) (Sousa €és mtsai.
2020). A sulyos, ¢letet veszélyeztetd invaziv mikozisok (amikor a gomba okozta fertdzés
az egész szervezetet érinti) terdpidjara azonban csak az azolok, a poliének, az
echinokandinok ¢és a flucitozin alkalmasak és alkalmazottak mind a mai napig (Wall és
Lopez-Ribot 2020a). Amennyiben egy id6évonalon abrazoljuk a terdpids antifunglis
szerek felfedezését és a klinikumba torténd bevezetését, akkor tisztdn latszik, hogy az
1950-es évektdl mind a mai napig szinte csak ugyanazokat a korai antifungalis
szercsoportokat vagy ezeknek a valamilyen mdédon moddositott valtozatait alkalmazzuk

(1. Abra) (Houst' és mtsai. 2020, Carmo és mtsai. 2023).

CPX (1999)
AMF (1999)

| NAF (1998) \ | POS (2006) |

NAT (1978) | BTF (1996) | | ANI(2006) |

KLT (1973) [ TRB (1992) | | MFG (2005) |
SFC (1971) [ K (1992) | [ VRK (2002) |

| I| NIT (1971) ||| KTC (1981) ||| FLK (1990) HKASZ (2001)||| 1Z (2015) H 1BX (2021) |
: | ? | ' 1 ' ! — ! 1 ! | '
1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020
| poien || Azl || Alilamin | [Echinokandin | | Egyéb |

1. Abra. Az Egyesiilt Allamok Elelmiszer- és Gyoégyszeriigyi Hivatala (Food and Drug Administration)
altal altalanos terapias célra bevezetett és mai napig alkalmazott antifungalis szerek idévonala (2024.
aprilisig bezardlag). SFC: flucitozin, AMB: amfotericin B, AMF: amorolfin, ANI: anidulafungin, BTF:
butenafin; KASZ: kaszpofungin, KLT: klotrimazol, CPX: ciklopirox, FLK: flukonazol, GRIZ:
grizeofulvin, IBX: ibrexafungerp, ISZ: isavukonazol, ITK: itrakonazol, KTK: ketokonazol, MFG:
mikafungin, NAF: naftifin, NAT: natamicin, NIT: nisztatin, OST: ostekonazol, POS: posakonazol, RZF:
rezafungin, TRB: terbinafin, VRK: vorikonazol. Houst’ és mtsai. (2020), tovabba Carmo és mtsai. (2023)

altal szerkesztett abrak alapjan osszeéllitva és sajat szakirodalmi eredményekkel frissitve.
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1. Tablazat. A gombak okozta fertdzések kezelésére altalanosan hasznalt antifungalis szercsoportok, a

leggyakrabban alkalmazott képvisel6ik, célpontjaik és hatasmodjuk.

Szercsoport Képviselé Célpont Hatasmod
. . . , E terinh kot drust
., Amfotericin B, Natamicin, Sejtmembran TEOszZICNNCz ~ KOWE — pOTUS
Poliének - - » képez a sejtmembranon, ami a
Nisztatin (kdzvetlen) T \ .
sejt lizisét eredményezi.
Imidazolok
Az ergoszterin  bioszintézist
Klotrimazol, Ketokonazol akadalyozza a lanoszterin-14a-
Azolok Triazolok Sejtmembran  demetilaz gatlasan keresztiil,
(kozvetett) aminek kovetkeztében a
Flukonazol, Itrakonazol, sejtmembran  kiépiilése  ¢és
Posakonazol, Vorikonazol, integritasa sériil.
Isavukonazol
Az ergoszterin bioszintézisét
akadalyozza a szkvalén-
oL . . . id4 i atlasaval
A Terbinafin, Naftifin, Sejtmembran cpoxidaz enzim - gatiasaval,
Allilaminok - . aminek kovetkeztében a
Butenafin (kOzvetett) . , s -
sejtmembran  kiépiilése sériil.
Toxikus melléktermékek

keletkezése a szkvalénbol.

Az 1,3-B-D-gliikkdn szintézist
akadalyozza az 1,3-B-glikan-
szintaz  specifikus  gatlasan

Echinokandinok Kaszpofungin, Mikafungin, Sejtfal

Anidulafungin (kozvetett) keresztiil, aminek kdvetkeztében
a sejtfal kiépiilése sériil.
Flucitozin SNZLiJIII(tI:Z'?:aV Metabo!ikus term.éke:-ir.l kerfeszt.iil
(kozvetett) a DNS és RNS szintézist gatolja.
Tubulinhoz kotédve
Grizeofulvin Sejtosztodas megakadalyozza a
(kdzvetlen) mikrotubulusok miikddését és ez
altal gatolja a sejtosztodast.
. Polivalens fém kationok
Egyéb . . Enzim kelatolasan keresztlil szamos, a
Ciklopirox kofaktorok o 1o 12 ’
.. sejt életmiikodésében szerepet
(kozvetlen)

jatszo enzim muikodését gatolja
Az ergoszterin  bioszintézist
akadalyozza a  Al4-szterin-
Sejtmembran  reduktaz és a AT7-A8-
(kOzvetett) kolesztenin-izomeraz  gatlasan
keresztiil, aminek kovetkeztében
a sejtmembran kiépiilése sériil.
Sousa és mtsai. (2020) altal szerkesztett tablazat alapjan Gsszeallitva és sajat szakirodalmi eredményekkel frissitve.

Amorolfin

Az 1. Abran az is kitiinik, hogy az utobbi 10 évben minddsszesen harom u;j
antifungélis szer (ibrexafungerp, ostekonazol, rezafungin) az eddigihez hasonld
hatasmoddal és célponttal keriilt terapids bevezetésre annak ellenére, hogy a hasonl6
hatdsmodu szerekkel szemben rezisztenciat mutatd gombatorzsek altal okozott fertdzések
esetszama folyamatosan emelkedik (Fisher és mtsai. 2022). A 2. Tablazat ezeket az

ujonnan bevezetett antifungalis szereket és hatdsmechanizmusukat foglalja 6ssze.
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2. Tablazat. Az Egyesiilt Allamok Elelmiszer- és Gyogyszeriigyi Hivatala (Food and Drug

Administration) altal az utobbi 10 évben a gombas fertézések kezelésére bevezetett antifungalis szerek.

Szercsoport Képviselo Célpont Hatasmod Referencia
Az  ergoszterin  bioszintézist
akadalyozza a lanoszterin-140-

Sejtmembran  demetilaz  gatlasan  keresztiil,

(kozvetett) aminek kovetkeztében a
sejtmembran kiéptilése és
integritasa séril.

Echinokandinok Rezafungin Az 1,3-B-D-glikdn  szintézist Syed 2023
Sejtfal akgdzgllyozza az 1,3-B-g’11'i1,<é1¥1-
. szintdz  specifikus  gatlasan

Ibrexafungerp ~ (kozvetett) keresztiil, aminek kovetkeztében a

sejtfal kiépiilése sériil.

Tetrazolok
Azolok Hoy 2022

Ostekonazol

Egyéb

(Triterpenoid) Lee 2021

A biztonsadgosan alkalmazhatd, hatékony és 0j hatasmechanizmust antifungalis
készitmények alacsony szamanak oka lehet egyrészt a gydgyszergyarak érdektelensége,
masrészt pedig az, hogy kifejlesztésiik sokkal tobb nehézségbe litkozik az antibakterialis
szerekéhez képest, elsOsorban azért mert a gomba és az emldssejt kozott meglévd
sejtfelépités, életmiikodés és metabolizmus hasonlosaga kovetkeztében nagyon nehéz
gombara specifikus célpontot talalni (Vanreppelen és mtsai. 2023, Puumala és mtsai.
2024). Ez utobbin kiviil egy 1 és hatékony antifungalis terapids szer kifejlesztése sordn

még szamtalan egyéb mas kihivasnak is meg kell felelni.

4.1.1. Az antifungalis terapia jelenlegi kihivasai

Az utobbi évek epidemioldgiai felmérései tisztan lattatjak, hogy a ma hasznaltakétol
alapvetden eltéro stratégiak kidolgozasa sziikséges a gombak okozta fertdzések hatékony
kezelésére (Fisher és mtsai. 2022). Az ilyen 0j antifungélis terapids stratégidknak
kovetnie kell az epidemiologiai valtozasok kovetkeztében tijonnan felbukkano korokozok
érzékenységi profiljat, ami maga utan vonja olyan eltéré hatdasmodi antifungalis szerek
sziikségességét, amik hatékonyak gomba biofilmekkel szemben is, minimalis eséllyel
alakul ki rezisztencia elleniik, és gombakra specifikus hatasmodjuk van, azért hogy ne
okozzanak sulyos mellékhatasokat. Ezeken kiviil sziikséges még, hogy megfeleld
farmakokinetikai és -dindmiai tulajdonsagokkal rendelkezzenek, hogy alkalmasak
legyenek az invaziv fert6zések kezelésére. Tovabbi nem elhanyagolhat6 kovetelmény a
viszonylag alacsony eldallitasi koltség és az, hogy hozzaférhetoek legyenek a gombak

okozta fertdzések altal leginkdbb stjtott foldrajzi terlileteken, amik altaldban a vilag

szegényebb orszagai (Puumala és mtsai. 2024).
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Epidemioldgiai viltozdsok

A gombak okozta fertézések epidemiologidjaban az utdobbi években bekovetkezd jelentds
valtozas egy Osszetett jelenség ¢és szamos okra vezethetd vissza. Ezek koziil a
legfontosabbak a klimavaltozas, a profilaktikus €és nem megfeleld antifungalis
szerhasznalat, és a COVID-19 (Koronavirus-betegség 2019, Coronavirus disease 2019)
vilagjarvany.

A korabbi iddjarasi koriilményeink jelentdsen atalakultak az utobbi években a
klimavaltozas kovetkeztében. Ennek egyik legszembetiindbb jele a globalis
felmelegedés. A gombak nagymértékben képesek alkalmazkodni a fokozatosan emelkedd
kornyezeti hdmérséklethez, ami termotoleranssa teszi 6ket. A kornyezetinél magasabb
termotolerancia egy virulenciafaktor, ami fertdz6vé tehet olyan gombafajokat, amik
koérokozoként eddig nem voltak ismertek. A megvaltozott kornyezeti koriilmények
hatasara olyan gombafajok vagy azok vektorai elterjedhetnek olyan teriileteken is, ahol
eddig nem voltak jelen. A klimavaltozassal egyiitt jard szélsdséges id6jarasi hatasok (pl.
aradas, vihar, hurrikan) nagymértékben eldsegit az eddig nagyon ritkan eléforduld
gombafertézések kialakulasat és terjedését. Ezeknek a hatdsoknak a kovetkeztében
ujonnan felbukkant és az eddiginél szélesebb korben elterjedt gomba korokozod lehet
példaul az Apophysomyces trapeziformis, Blastomyces spp., Candida auris, Coccidioides
immitis, Cryptococcus deuterogattii, Histoplasma spp., Paracoccidioides spp., és a
Talaromyces marneffei (Nnadi és Carter 2021).

Az immunkompromittalt és immunszupresszalt betegek novekvd szdma miatt
egyre gyakoribba valod profilaktikus antifungalis szerhasznalat, a nem megfelelé vagy
rendelkezésre nem 4llo klinikai fajazonositasi technikdk, és a gydgyaszatban is
alkalmazott antifungalis szercsoportok (pl. azolok) mez6gazdasagi hasznalata mintegy
szelekcios nyomasként a normal human mikoflora felborulasat és multidrog-rezisztens
gombatorzsek kialakuldsat okozta. Ez az utobbi két évtizedben hatalmas valtozast okozott
aspergillozis. Egyre gyakoribba valtak a gyogyszer-rezisztens nem-albicans Candida és
kriptikus Aspergillus fajok altal okozott fertézések (Lass-Florl és Steixner 2023).

A COVID-19 vilagjarvany az el6z6 bekezdésben leirt jelenséget tovabb fokozta
elsdsorban a COVID tiinetek kezelésére hasznalt szisztémas kortikoszteroid terdpia
Immunrendszert gyengitd hatasa kdvetkeztében. Megfigyelhetd volt, hogy a jarvany alatt
¢és utan hatalmas ugras kovetkezett be az azol-rezisztens kriptikus Aspergillus torzsek

altal okozott fert6zések esetszamaban és mindamellett, hogy a nem-albicans Candida
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fajok altal okozott fert6zések szama tovabb emelkedtek a Candia albicans ismételt
eldretorést mutatott velilk szemben. Azsia egyes orszagaiban (elssorban Indiaban) a
Mucorales rend tagjai altal okozott mucormikézisok drasztikus mértékben megnott
esetszamarol tettek jelentést (>47 500 eset), aminek a tobbsége Osszefliggésbe volt
hozhat6 a COVID-19 fertézéssel és a szisztémas kortikoszteroid terapiaval (Lass-F1orl és
Steixner 2023).

Az epidemioldgiai valtozasok kovetkeztében kialakuld ) gombas fertézések
elleni megfelel6 kiizdelem egy hatékony gombaellenes terapia kidolgozasan tul
megkoveteli a rendszeres epidemiologiai felméréseket, a rezisztencia vizsgalatokat és az
ujonnan felbukkand fajok gyors és hatékony azonositdsara alkalmas diagnosztikai

technikak kidolgozasat (Smith és mtsai. 2023).

Rezisztencia és biofilm képzés
Egy antifungdlis szerrel szemben mutatott rezisztencia lehet a gomba természetes vagy
szerzett tulajdonsaga. Az el6bbi okat a gomba altalanos fizioldgiai tulajdonsdgaiban kell
keresniink, amik ellenalova teszik egy antifungalis szer hatasaval szemben. Ezért is van
az, hogy mindenféle szerzett rezisztencia mechanizmus nélkiil az egyes gombafajok
(vagy akar egy faj eltérd izoldtumainak) érzékenysége az egyes antifungalis szerekre
kiilonbozhet. A szerzett rezisztencia epigenetikai valtozds vagy genomi mutacid
kovetkeztében olyan tulajdonsdggal ruhazza fel a gombat a vad tipushoz képest, ami altal
ellenallova valik egy antifungalis szer hatdsaval szemben (Lockhart és mtsai. 2023).
szernek torténd hosszu idejii kitettség a klinikai terdpia soran (Arastehfar és mtsai. 2020),
vagy a humdn gydgyaszatban is alkalmazott antifungélis szercsoportok (pl. azolok)
novényvéddszerkeént torténd alkalmazasa a mezdgazdasagban (Langfeldt és mtsai. 2022).
Nem ujkeletli tény, hogy az egy vagy tobb antifungalis szerrel Szemben
rezisztenciat mutatd gombak altal okozott fertdzések esetszama folyamatosan €és nagy
iramban novekszik (Fisher és mtsai. 2022, Lockhart és mtsai. 2023), de a legujabb
tanulmanyok alapjan kiilondsen nagy ugras kovetkezett be a triazol (flukonazol,
itrakonazol, vorikonazol)-rezisztens Aspergillus fumigatus, a (multi)drog (amfotericin B,
echinocandin, flukonazol, flucitozin)-rezisztens Candida glabrata, C. auris és a
terbinafin-rezisztens dermatofita (Trichophyton, Microsporum, Epidermophyton) fajok
okozta fertézések esetszamaban (Denning 2022, Lockhart és mtsai. 2023). A megfigyelt

rezisztencia hatterében a 2. Abran 6sszefoglalt rezisztenciamechanizmusok valamelyike
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allhat. Egy adott tipusu antifungalis szerrel szemben megszerzett rezisztencia gyakran
maga utan vonja egy masikkal szembeni ellenalloképesség kialakulasat. Ilyenkor un.
multidrog rezisztenciarél beszéliink. Erre kivald példa az utobbi 1dokbdl az
azol/echinokandin-rezisztens C. glabrata torzsek kialakulasa (Perlin és mtsai. 2017).

A poliének a sejtmembran permeabilitasat valtoztatjak meg ugy, hogy komplexet
képeznek az ergoszterinnel. A velik szemben mutatott rezisztencia hatterében
leggyakrabban az ergoszterin bioszintézis Gitvonal gének funkciovesztéses mutacioja all,
kiilonosen Aspergillus és Candida fajokban. A C. albicans-ban a szterol C-5-deszaturaz
(ERG3) elvesztése, tovabba a szterol C-22-deszaturaz (ERG5), a A(24)-szterol C-
metiltranszferaz (ERG6) és a szterol C-4-metiloxidaz (ERG25) gének
feliilszabalyozodasa kovetkeztében kialakuld polién rezisztencia is nagyon gyakori (2a.
Abra) (Fischer és mtsai. 2022).

Az azolok az ergoszterin bioszintézist akadalyozzak a lanoszterin-14a-demetilaz
gatlasan keresztiil, aminek kovetkeztében a sejtmembran kiépiilése sériil. Az azolokkal
szemeben mutatott rezisztencia hatterében leggyakrabban az efflux pumpék talmiikodése
all a Candida fajoknal, mig az Aspergillus fajoknal a lanoszterin-14a-demetilaz
pontmutacidi, tovabba a promoter inszerciok kovetkeztében 1étrejovo valtozasok a szterol
bioszintézis tutvonalban. Mas gombafajoknal, mint pl. a Cryptococcus neoformans a
lanoszterin-14a-demetilaz és az efflux pumpak taltermelddése és hipermutaciok feleldsek
az azol rezisztenciaért (2a. Abra) (Fischer és mtsai. 2022).

A pirimidin-analégok metabolizmusanak termékei gatoljak a DNS és RNS
szintézist. Rezisztencia veliik szemben els6sorban a célgén, a citozin-deaminaz (FCY1)
pontmutacioi kovetkeztében alakul ki, ami nagyon gyakori Candida fajokban.
Cryptococcus fajokban a hipermutacio all gyakran a rezisztencia hatterében (2c. Abra)
(Fischer és mtsai. 2022).

Az allilaminok a szkvalén-epoxidaz enzim miikodését gatoljak, aminek a
kovetkeztében sériil a sejtmembran kiépiilése €s toxikus melléktermékek keletkeznek a
szkvalénbol. A rezisztencia okal (elsésorban Trichophyton fajokban) a szkvalén-epoxidaz
génben bekovetkezd mutacio, az allilamint lebontani képes szalicilsav-1-monoxigenaz
enzim tultermelddése, az efflux pumpak talmiikddése és a sejtmembran €s stresszvalasz
ttvonalak indukcioja (2d. Abra) (Martinez-Rossi és mtsai. 2021).

Az echinokandinok az 1,3-B-gliikkan-szintaz specifikus gatlasan keresztiil
akadalyozzak az 1,3-B-D-glilkdn szintézist és ez altal a sejtfal kiépiilését. Az

echinokandinokkal szembeni rezisztenciat leggyakrabban az 1,3-B-gliikan-szintaz
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mutacidi okozzak, elsésorban Candida és Fusarium fajokban. Az echinokandinokkal
szembeni rezisztenciaban a sejtfal stresszre termel6dé Hsp90 hdsokk fehérje (heat shock
protein 90)-, a Ca®*/kalcineurin-, a Ras (patkany szarkoéma virus, rat sarcoma virus)
GTPaz fehérje-kapcsolt, és fel nem tekeredett fehérjékre adott valaszreakci6 utvonalak is
szerepet jatszanak (2e. Abra) (Fischer és mtsai. 2022).

Az antifungalis szerekkel szemben mutatott rezisztencia kapcsan mindenképpen
szot kell ejteni a gombak biofilm képzd tulajdonsagardl is. A legtobb huménpatogén
gomba képes biofilmet kialakitani az emberi szervezetben vagy orvosi eszk6zokon é€s
miszereken. A biofilm valamilyen feliiletre kitapadt gombasejtek tomegességét jelenti,
amik egy sajat maguk altal kibocséjtott polimer vegyiiletekbdl allo extracellularis
matrixba agyazddnak. A biofilmképzés mechanizmusa a gombasejtek vagy sporak €16
vagy ¢lettelen feliiletre torténd kitapadéasaval indul, ahol fonalas forméaban tovabb
novekedve egymashoz kapcsolddnak és extracellularis matrixanyagok kibocsajtasaval
egy burkot képeznek maguk koré, amiben szaporodva uj gombasejtekkel képesek fertdzni
a kornyezetiikket. Az extracellularis matrix a gombasejteket ,.elmaszkolja”, igy
nagymértékii védelmet biztosit szdmukra az immunrendszer humoralis €s cellularis
védekezdképességével és az antifungalis szerek hatasaval szemben (Fox és mtsai. 2015).
Mindehhez még hozzajarul a biofilmek nagymeértékii efflux pumpa aktivitdsa, az
antifungalis szer célpontok valtozdsa a gombasejtben és a filamentacioval kapcsolatos
proteinek hatdsa (Borghi és mtsai. 2016). A biofilm képzése altal, egy planktonikus,
¢lesztéforma allapotban érzékenynek tekinthetd gomba klinikai szempontbol akar
rezisztenssé is valhat egy adott antifungalis szerrel szemben (Fuentefria és mtsai. 2018).

A fent emlitett tények tisztan jelzik, hogy olyan 0j tipust antifungalis szerekre van
sziikséglink, amelyek hatékonyak gomba biofilmekkel szemben is €és minimalis a
rezisztencia kialakulasanak az esélye elleniik, vagy ez utdbbi csak egy nagyon lassu

folyamat eredménye lehet.

Biztonsdagos és hatékony alkalmazds

Egy antifungélis szer hatékony és biztonsagos alkalmazasdhoz elengedhetetlen ismerni
annak farmakokinetikai (hatéanyag sorsa a szervezetben) €s -dinamiai (a hatdanyag 4ltal
kivaltott hatasok a szervezetben) tulajdonsdgait, amik egyes szercsoportoknal
kiilonbozhetnek. Ezeket és a korokozé gomba antifungalis szerekre mutatott
érzékenységét figyelembe véve egyes antifungélis szerek mas-mas tipusu és lokalizacioju

fertozések kezelésére alkalmasak (Carmo €s mtsai. 2023). Stlyos mellékhatasok (elsdsor-
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2. Abra. A szerzett rezisztencia fobb tipusai a leggyakrabban alkalmazott antifungalis szercsoportokkal szemben.
a) Polién rezisztencia: 1 - sejtmembran permedbilitds megvaltozasa, 2 - ergoszterin bioszintézis gének
funkcidvesztéses mutacioja, 3 - membran szterin dsszetételének megvaltozasa, 4 - toleranciat elsegité gének és
stresszvalasz Utvonalak indukcidja, H - hatasmdd: polién-ergoszterin komplex képzés, ami a protein gradiens
csokkenését és ozmotikus lizist eredményez. b) Azol rezisztencia: 1 - célpontot kédold gén pontmutacidja, 2 -
célpont tultermelése, 3 - efflux pumpak taltermelése/tGlmikodése, 4 - célpontot kodold és haztartasi gén
hipermutacidja, 5 - heterorezisztencia és aneuploiditas, H - hatasmod: lanoszterin-14a-demetilaz gatlasa. c)
Pirimidin-analég rezisztencia: 1 - célpontot kodold gén mutacidja, H - hatismod: RNS és DNS szintézis gatlasa.
d) Allilamin rezisztencia: 1 - célpontot koédolo gén mutacioja, 2 - antifungalis szer lebontasa, 3 - efflux pumpak
taltermelése/tulmiikodése, 4 - stresszvalasz reakciok indukcidja, H — hatasméd: szkvalén-epoxidaz gatlasa. )
Echinokandin rezisztencia: 1 -célpontot kodold gén pontmutacidja, 2 - sejtfal stresszvalasz utvonalak
aktivalasa, H - hatasmod: 1,3-B-gliikan-szintaz gatlasa. 5-FU: 5-fluorouridin, CYP51: lanoszterin-14a-demetilaz,
ERG: ergoszterin bioszintézis gének, FCY: cizotin-deaminaz, FCA: flucitozin rezisztencia gén, FAUMP: fluoro-
deoxiuridin-monofoszfat, Fnt.: fel nem tekeredett, Hsp90: hdsokk fehérje 90, MSH2: azol rezisztencia gén, SalA:
szalicilsav-1-monoxigenaz, sqle: szkvalén-epoxidaz. Fischer és mtsai. (2022) és Martinez-Rossi és mtsai. (2021)

alapjan szerkesztett abra.
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-ban vese- és/vagy majkarosodas) kialakulasara leginkabb az invaziv gombafert6zések
kezelésekor, a gombaellenes szerek hosszantartd intravénas alkalmazdsa soran kell
szamolnunk leginkabb a poliének, triazolok ¢és a flucitozin esetében. Kevésbé sulyos
mellékhatasok kialakulasat (pl. kozponti idegrendszeri, keringés szervrendszeri,
1égzdszervi rendellenességek, szivritmuszavar, stb.) viszont minden antifungalis szer
esetében figyelembe kell venni, de az elmondhat6, hogy az echinokandinok jelentik ma a
legbiztonsagosabban alkalmazhat6 antifungalis szercsoportot (Yang és mtsai. 2021). Az
echinokandinok viszont a tobbi antifungalis szerhez képest sokkal rosszabb
farmakokinetikai és -dindmiai tulajdonsagokkal rendelkeznek oralis alkalmazas sordn,
igy ezek kizardlag csak intravéndsan alkalmazhatok (Carmo és mtsai. 2023). Az
¢letveszélyes, invaziv gombafertdzések kezelésre alkalmazott antifungélis szerek
farmakokinetikai és -dindmiai tulajdonsagair6l a 3. Tablazat ny0jt 4ltalanos attekintés.

A kozponti idegrendszeri gombas fertézések hatékony kezelése kiilonos
problémat jelent az orvostudomany szamdra. Ennek elsddleges oka az, hogy az invaziv
gombads fertézések kezelésre manapsdg hasznélatos antifungalis szerek penetracidja a
vér-agy gaton keresztiil kismértékii, amin liposzémas kiszerelésiik nagyban segithet (pl.
amfotericin B) (3. Tablazat). Azonban a legtobb esetben a terapia igy sem sikeres annak
ellenére, hogy az antifungalis szer eldre jelzett hatékony dozisa elméletileg elérhetd lehet
a kozponti idegrendszerben. Ennek a sikertelenségnek az okat abban keresniink kell, hogy
a kozponti idegrendszerre nem minden tradicionalis farmakokinetikai alapelv érvényes
¢s hogy az immunszupresszalt paciensek megvaltozott fiziologidja és a mas egyéb
alkalmazott gyogyszerek befolyassal lehetnek az antifungalis szerek farmakokinetikai és
-dindmiai tulajdonsagaira (Ashley 2019, Wirth és Ishida 2020). Ezért a kozponti
idegrendszeri gombas fertdzések esetében a korokozotdl fliggetleniil magas haldlozasi
arannyal kell szdmolnunk, ami az immunszupresszalt pacienseknél eléri a 90 - 100%-ot
(Goéralska és mtsai. 2018.

A sulyos mellékhatasok kialakulasanak egyik oka a gomba ¢és a gazda
sejtfelépitésben, életmiikodésében és metabolizmusadban meglévé hasonlosagok, amik
nehézzé teszik kizardlag gombara specifikus antifungalis szerek kifejlesztését. Gombara
specifikus molekularis célpontok azonositasa megoldast jelenthet a problémara. Néhany
gomba képes a gazda sejtjeibe bejutni és ez altal kevésbé valik kitetté az antifungalis
szerek és immunrendszer hatdsainak. Az ilyen gombdk okozta fertézések hatékony

terapias megkozelitésekre van sziikség (Puumala és mtsai. 2024).
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3. Tablazat. Az invaziv gombafert6zések kezelésére altalanosan alkalmazott antifungalis szerek farmakokinetikai és -dinamiai jellemzdi.

Szercsoport Alkalmazas Farmakokinetika Farmakodiniamia Kozponti idegrendszeri Fébb hatékonysag Siilyos
penetracio mellékhatas
. Biohasznosithatésag (%): 0,3 Aspergillus spp.
e Protein kétés (%): >90 Blastomyces dermatitidis
Topikalis . M.et,aboliz,mus (CYP): Nerrl ) KOl.lcelltl"é.ciéfiig,g(')' Capdid_a_spp.

Poliének Orilis . Klvala,s_ztas (nem metabolizalt %): vese (20 - antifungalis hatis: Igen Cerebrospinalis folyadék  C. immitis L
(Amfotericin B) Intraperitonedlis 33), maj (40 - 43) Hos'szﬁ posztantifungalis (%): <1 C.. neoformans Nefrotoxicitas
Intravénas e Eloszlas (/kg): 0,05 - 2,2 hatds: Igen Agyszovet (%): 3 - 27 Histoplasma capsulatum

. Kiiiriilés (ml/h/kg): 1 -3 PD index: Crax/MIC Mucor spp.

e tip(6ra):13-24 Rhodotorula,

. tmax (6ra): 4 Sporothrix schenckii,

e  Biohasznosithatésag (%): 50 - >98 Aspergillus spp.
Triazolok . Protein l_(ﬁtés (%): 11 -99 . o o B. dermatitidis
(Flukonazol) Topikalis . M'et,abollzrmus (CYP): Ige1? vagy gliikuronizacio Kon}centl:a‘cmfug’go Car]dld_a_spp.
(itrakonazol) Oralis . Klvalaﬁztas (nem metabolizalt %): vese (64 - antifungalis hatas: Nem Cerebrospinalis folyadék  C. immitis L
(Posakonazol) Tntraperitonedlis 90), méj (<2 - 77) Hosszit posztantifungélis (%): <1 - 250 C. neoformans Hepatotoxicitas
(Vorikonazol) Intravénas e Eloszlas (Vkg): 3,7 - 20 hatds: Igen Agyszivet (%): 50 -200  H. capsulatum o
(Isavukonazol) e Kiiiriilés (ml/h/kg): 15 - 485 PD index: AUC/MIC Paracoccidioides brasiliensis

. tu2 (6ra): 6 - 130 Phaeohyph_omycetes spp.

e  tmax (0ra):0,5.6,3 S. schenckii

. Biohasznosithatésag (%): -

. Protein kotés (%): 92 - >99

. Metabolizmus (CYP): Igen, vagy spontan Koncentraciéfiiggs
Echinokandinok lebomlas, vagy fiiggetlen antifungalis hatas: Igen - .
(Anidulafungin) - . Kivalasztas (nem metabolizalt %): vese (1 - 4), Hosszu posztantifungalis Coere_ebrospmal]s folyadék .
(Kaszpofungin) Intravénds méj (<1 - 10) hatds: Igen (%): <1 , Candida spp. _
(Mikafungin) . Eloszlas (I/kg): 0,3 - 2 PD index: Crmax/MIC vagy Agyszovet (%): <1 - 25

. Kiiiriilés (ml/h/kg): 10 - 15 AUC/MIC

. tu2 (6ra): 8 - 50

. tmax (6ra): -

. Biohasznosithatosag (%): 90

. Protein kotés (%): 3 -4 Koneentriciofiiges

. Metabolizmus (CYP): Minimalis . (1. o, - . Nefrotoxicitas
Flucitozin Oralis . Kivalasztas (nem metabolizalt %): vese (>99) ;“J;::zgpﬂ;ig:;;l:e;s g/(:);?l;gosplnalls folyadék Candida spp. Hepatotoxicitas

Intravénas . Eloszlas (I/kg): 0,4 - 0,8 P 8 - C. neoformans Csontvels-
e Kiiiriilés (m/h/kg): - hatis: Nem Agyszovet (%): - kérosodss
. ' PD index: t > MIC
. ty2 (6ra): 3-6
. tmax (6ra): -

AUC: koncentracio - id6 gorbének a gorbe alatti teriilete, Cmax: maximalis koncentracio a plazmaban, CYP: citokrom enzimek, MIC: minimalis gatlé koncentracid, PD: farmakodinamia, t: id6,

tu: felezési id6, tmax: maximalis plazmakoncentracié ideje. Mazzei és Novelli (2009), Lepak és Andes (2015), Carmo és mtsai. (2023), Ashley (2019) altal szerkesztett tablazatok alapjan

Osszeallitva.
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Mindezek azt jelzik, hogy elengedhetetleniil sziikség van kis molekulatomegii, a
vér-agy gaton jO atjutasi képességgel is rendelkezd olyan antifungalis szerek
kifejlesztésére, amik biztonsagosan alkalmazhatoak ¢€s a terapias hatékonysagukat is nagy

valdszintiséggel elore lehet jelezni (Wirth és Ishida 2020).

Koltség és hozzaférhetoség

Egy, mar bizonyitott antifungalis hatdssal rendelkez0 vegyiilet klinikai terapias célra
torténd bevezetése koltséges €s iddigényes folyamat. Egy 2015-ben megjelent becslés
alapjan ez az Egyesiilt Allamokban 10 évet és kb. 300 milli6 dollar koltséget jelent,
amihez a szer kereskedelmi forgalomban lévésége alatt még kb. 400 millio dollar
marketing koltség adodik (Tillotson €s Tillotson 2015). Viszont, ha a semmibdl kell egy
Uj antifungalis szert kifejleszteni, akkor ennek az idétartama (ami magéba foglalja a
célpont azonositastol az engedélyeztetés folyamatat) mar 12-20 év is lehet és mintegy
1800 millié dollarba keriil 2020. évi becslés alapjan (Wall és Lopez-Ribot 2020b).
Figyelembe véve a ma hasznalatos antifungélis szerekkel szemben terjedd gyors
rezisztenciat elképzelhetd az, hogy ez a koltség egyaltalan nem tériil meg miel6tt a szer
alkalmatlanna valna terapias célra. Ez és amiatt, hogy a jelenlegi becslések alapjan csak
5% az esélye annak, hogy az Gjonnan kifejlesztett gombaellenes molekuldk atmennek a
klinikai tesztfazisokon, a gyogyszergyarak nem igazan érdekeltek abban, hogy 1j
antifungalis szereket fejlesszenek és hozzanak forgalomba (Wall és Lopez-Ribot 2020b;
Puumala és mtsai. 2024).

A kiilonboz0 tipusu antifungalis szerek hozzaférhetdsége, ara és a rajuk alapulo
terapidk koltsége a vilag egyes orszagaiban eltérd (Kneale és mtsai. 2016; Pathadka és
mtsai. 2020). Ez nagy kihatassal van arra, hogy milyen tipust antifungalis szerekkel és
milyen hatékonysaggal tudjak felvenni a harcot a gombék okozta fertézésekkel szemben
a kozepes, de leginkabb az alacsony jovedelmii orszagokban, ami utdbbiak a leginkabb
érintett teriiletek az életveszélyes gombas fertdzések szempontjabol (Riera és mitsai.
2019). Kivalo példa a liposzomas amfotericin B-vel és flucitozinnal torténd terapia
megfizethetetlen koltsége ezekben az orszdgokban vagy, hogy ezek a szerek nem
hozzaférhetéek a tobbségiikben (de Oliveira és mtsai. 2022). Mindezek mellett, a
megfeleld diagnosztikai tudas és eszkoztar, tovabba a problémat enyhitd intézkedések
hianya miatt nem véletlen a haldlos kimeneteld mikézisok kiugrd szama ezekben az
orszagokban (Riera és mtsai. 2019; Schmidt 2024). Ennek a problémanak az enyhitésére

olyan dontéshozoi intézkedések sziikségesek amelyek altal koltségtol fliggetleniil
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vilagszerte hozzaférhetové valhatnak a terapia szempontjabol leghatékonyabb anifungalis
szerek ¢és diagnosztikai technikdk. Ezen kiviil szigort iranyelveket kell lefektetni az
antifungalis szerek hatékony alkalmazasaval kapcsoltban, ami jol képzett szakember

gardat kivan (Riera és mtsai. 2019).

4.1.2. Uj lehetdségek az antifungalis terapiaban

A 4.1.1. fejezetben targyalt problémakra megoldas lehet a kombinalt antifungalis
szerhaszndlat, ami két kiilonbozd hatasmodu és célpontot tdmado antifungélis szer
egyideji vagy egymas utani alkalmazasat jelenti. Ez csokkentheti a rezisztencia és
mellékhatasok kialakulasanak a kockazatat, tovabba szinergisztikus kolcsonhatasba 1épve
fokozhatjak egymas hatékonysagat és tagithatjdk az antifungélis spektrumot (Belanger és
mtsai. 2015). Az elmult harom évtizedben szdmos, mas betegség kezelésére hasznalt
gyogyszerrdl bebizonyosodott, hogy masodlagosan antifungalis hatdssal rendelkeznek és
akar onalléan vagy adjuvansként felhasznéalhatok lehetnek gombédk okozta fertdzések
kezelésére. Az ilyen gyogyszerek antifungalis célra torténd Gjrahasznositasa egy koltség-
¢s idoéhatékony folyamatot jelent egy ujonnan kifejlesztendd szerrel szemben (Zhang és
mtsai. 2021). Gombaspecifikus antifungalis terdpia szempontjabol szoba johetd
célpontok azonositasaval olyan 1) gyogyszermolekuldk tervezhet6k vagy
gyogyszermolekula-adatbazisokbo6l Ujrahasznosithatok, amelyek egy mellékhatasok
nélkiili, biztonsagosan alkalmazhat6o antifungalis terapia alapjait jelenthetik a jovOben
(Ivanov és mtsai. 2022). Néhany, az eddigieknél teljesen 0j antifungélis hatdsmadddal
rendelkezé igéretes gyogyszer-jelolt molekula mar eljutott a klinikai tesztfazisok
valamelyik szakaszéba, de terapias célra torténd forgalomba hozataluk a mai még nem

tortént meg (Carmo és mtsai. 2023).

Kombinalt antifungalis szerhaszndlat

Két antifungalis szer kombinacidja soran a kozottik 1évé kolcsonhatds lehet
szinergisztikus (kolcsonosen fokozzak egymas hatékonysagat), additiv (a két szer
hatékonysdga 0Osszeadddik) ¢€s antagonisztikus (kolcsonosen csokkentik egymas
hatékonysagat). A monoterdpids szerhasznalatnil hatékonyabb antifungalis kezelés
eléréséhez az elsd a kedvezd, mig az utolsé keriilendd. Meg kell jegyezni azonban azt is,
hogy egy antifungélis szer hatékonysadgat nem csak egy masik, hanem egy nem-

antifungalis szerként ismert gyogyszer is novelheti. Erre kivalo példa a gombaellenes
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hatassal nem rendelkezd ibuprofén nemszteroid gyulladasgéatloszer, ami az efflux pumpéak
gatlasa révén szinergisztikus médon noveli a flukonazol hatékonysagat Candida
fert6zésekkel szemben. Egy antifungalis szempontbdl szinergisztikus szerkombinacio
hatterében allhat az, 1) hogy az egyik szer noveli a masik biologiai hozzaférhetoségét, 2)
azonos bioldgiai utvonal eltérd komponenseit vagy eltérd, de egymassal valamilyen
kapcsolatban 1év0 utvonalakat tdmadnak, tovabba, hogy 3) az egyik szer elnyomja a
masikra adott stresszvalaszt. Az elsdre példa az amfotericin B ¢és a flucitozin
kolcsonhatasa, amikor is el0bbi sejtmembran permeabilitdst noveld hatdsa fokozza a
flucitozin sejtbe torténd felvételét. A masodikra példa a terbinafin és azol kdlcsonhatasa,
amikor is mindkét szer az ergoszterion bioszintézis Utvonalat timadja, de eltérd
célpontontokon. A harmadikra példa lehet a stressz valasz kialakuldsat megakadalyozé
Hsp90 gatlok és az azolok egyiittes alkalmazasa. Mivel ezeknek a gyakran csak in vitro
megfigyelt szerkombinacidoknak akar terdpias sikere is lehet, a kozelmultban szamos uj
modszert fejlesztettek ki az szinergisztikus antifungalis szerkombinaciok azonositasara
(Zhu ¢és mtsai 2023). A klinikumban terapids célbdl a leggyakrabban hasznalt
szerkombinaciok invaziv candididzis ellen az amfotericin B - flucitozin/azol, vagy
echinokandin - azol; invaziv aspergillozis ellen az azol/amfotericin B - echinokandin,
vagy vorikonazol - anidulafungin, mucormikozis ellen pedig az amfotericin B -

posakonazol/kaszpofungin (Campitelli és mtsai. 2017).

Gyogyszer-ujrahasznositds

A gybgyszer-Ujrahasznositas, vagyis amikor egy kereskedelmi forgalomba helyezett
gyogyszernek az eredetin talmutatéd 0j alkalmazési teriiletét keressiik, szamos elénnyel
jarhat és egy 1) antifungdlis stratégia alapjat jelentheti. Egy ilyen folyamat, a
kereskedelmi forgalomba hozatalt is beleértve minddssze 3-12 évig tarthat és koltsége
(~50 milli6 dollar) csak toredéke egy teljesen Gjonnan kifejlesztett szerének (Wall és
Lopez-Ribot 2020b). Kiilonb6z6 in vitro és in silico technikak alkalmazéasaval mar
szamos antifungalis szer-jelolt molekulat azonositottak  gyodgyszermolekula-
adatbazisokbol elsdsorban Candida fajok ellen (Kim és mtsai. 2020, Wall és Lopez-Ribot
2020b, Zhang és mtsai. 2021). Ujrahasznositott antifungélis szerekként elsésorban egyes
antibiotikumok, az immunszuppressziv szerek, koleszterinszint csokkentd sztatinok,
antiaritmias gyogyszerek, antipszichotikumok, antidepresszansok, és nem-szteroid
gyulladéscsokkentdk keriilhetnek szoba (Zhang €s mtsai. 2021). Az ilyen Gjrahasznositott

antifungalis szereknek szamos hatuliitdjiik lehet: Az in vitro antifungalis aktivitas nem
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garantalja az in vivo hatékonysagot, antifungalisan hatékony dozisban alkalmazva sulyos
mellékhatasokat valthatnak ki, alacsony koncentracioban alkalmazva rezisztencia
alakulhat ki elleniik, tovabba antifungalis hatasmechanizmusuk nem pontosan ismert, ami
hatraltathatja a terapias alkalmazast (Kim és mtsai. 2020, Wall és Lopez-Ribot 2020b, de
Oliveira és mtsai. 2024). Sikertelen alkalmazas esetén azonban nem kell elfeledkezniink
arrol, hogy templatul szolgalhatnak 0j antifungélis szerek kifejlesztéséhez (Oliveira és

mtsai. 2024).

Uj gombaspecifikus célpontok azonositisa

Egy alapvetden 11j és biztonsdgosan alkalmazhat6 antifungélis szer kifejlesztése olyan
gomba-specifikus célpontok azonositasaval kezdédik, amik eltérnek a kereskedelmi
forgalomban 1évé antifungélis szerek altal megcélzottaktol, és amiken keresztiil a
koérokoz6 gomba szelektiven elpusztithatova valik. Ez utobbi altal csokkenthetd lehet a
mellékhatasok kialakuldsanak a kockazata az emberi szervezetben (Robbins és mtsai.
2016). Ezek az 1) gomba-specifikus célpontok lehetnek a kereskedelmi forgalomban mar
kaphat6é antifungélis szerek 4altal befolyasolt uUtvonalak eddig meg nem célzott
komponensei, vagy azoktol teljesen eltéréen 0j utvonalak. Az Gjonnan azonositott
célpontok felhasznalhatok lehetnek az elébbiekben emlitett gydgyszer-tijrahasznositas
céljabol is. A kereskedelmi forgalomban mar kaphat6 antifungalis szerek altal megcélzott
utvonalak egyes komponenseire (pl. ergoszterin bioszintézis és sejtfal bioszintézis)
kifejlesztendd 0 szerek egyik nagy elonye, hogy hasonl6 hatdsmechanizmust szerek mar
klinikai kdrnyezetben bizonyitottak a hatékonysagukat, igy varhatd, hogy azezek az uj
szerek nagy valosziniiséggel &tmennek a klinikai tesztfdzisokon (Nicola és mtsai. 2019).
Az ujonnan megcélzott titvonalak elsdsorban azok, amik szerepet jatszanak a rezisztencia
kialakitasaban (pl. efflux pumpdk, lanoszterol-demetildz expresszid, Hsp90), a
virulencidban (pl. biofilmképzés ¢és morfologiai valtozas), a sejtlégzésben
(mitokondrium), €s a metabolizmusban (kiilonb6z6 enzimek) (Ivanov és mtsai. 2022).
Ezekbdl a szempontokbdl figyelembe vehetd utvonalak: Hsp90-kalcineurin-protein-
kindz C kapcsolt utvonalak (pl. Hsp90-kapcsolt fehérjék, FK506-kotd fehérje 12), Ras
GTPaz szignalizacios utvonal (pl. diaminobutirat-2-oxoglutarat-aminotranszferaz,
farnezil-transzferaz), glioxalsav ciklus (pl. izocitromsav-lidz, malat-szintaz),
haromértékii katinok-kapcsolt utvonalak (pl. poliketid-szintaz, sziderofor-szintaz),
trehal6z bioszintézis utvonal (pl. trehal6z-6-foszfat-szintaz), lipid bioszintézis Utvonal

(pl. ceramid-szintaz, szerin-palmitoil- transzferaz), 1égzési lanc (pl. mitokondrialis
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citokrom bci-reduktaz, citokrom P450) (Vanzolini és Magnani 2024). De mindezek
mellet szamos egyéb célpont is figyelembe vehetd (pl. transzkripcios faktorok, hiszton-

deacetildz, stb.) (Nicola és mtsai. 2019).

Uj antifungdlis szer-jelolt molekulik fejlesztése

Egy 0j antifungalis szer kifejlesztése egy széleskorii molekula kdnyvtar tagjainak in vitro
gombaellenes aktivitdsra nézett szlrésével kezdddik, amit a gombaban meglévo
célpontjuk azonositasa kovet. Ez alapjan a molekula szerkezetének az optimalizacidjaval
a hatékonysag novelhetd ¢és tesztelheté emlds fert6zés modellekben. Amennyiben ez
utobbiban is hatékonynak bizonyul az uj antifungalis molekula, a klinikai tesztfazisok
kovetkeznek, majd sikeresség esetében a kereskedelmi forgalomba hozatal (Puumala és
mtsai. 2024). A korabbi fejezetben emlitett régi €s 1) bioldgiai utvonalak egyes
komponensire kifejlesztett, de még klinikai tesztfazis alatt allo antifungalis
készitményekrol a 4. Tablazat nyujt egy attekintd képet. Elképzelhetd, hogy ezeknek a
szereknek a nagy része mar dtment az utolso klinikai tesztfazison is és jelen fejezet irdsat
kovetden (2024. aprilis) mar engedélyezett és kereskedelmi forgalomba is keriilt. Ilyen, a
klinikai tesztek harmadik fazisaban 1évé szerck: 1) Fosmanogepix, ami a
gliikofoszfatidilinozitol-kapcsolt sejtfal transzfer protein 1 (Gwtl) gatlasan keresztiil
megakadalyozza, hogy bizonyos fehérjéken a sejt életmitkddése szempontjabol sziikséges
valtozasok 1étrejojjenek. Ez a hatdsmod teljesen eltér a klinikumban eddig alkalmazott
szerekétél (Shaw és Ibrahim 2020). 2) Olorofim, ami a pirimidin bioszintézist
akadalyozza a dihidro-orotsav-dehidrogenaz gatlasan keresztiil, de hatastalan Candida
fajokkal szemben. Ez a hatasmod is teljesen eltér a klinikumban eddig alkalmazott
szerekétél (Wiederhold 2020). 3) Kelatolt amfotericin B, ami az ergoszterint tavolitja el
a sejtmembranbol Ggy, hogy aggregadtumokat képez vele. Az eddig alkalmazéasban 1évd
amfotericin B kiszerelésektdl abban kiilonbozik, hogy oralis alkalmazasa esetében is nagy
biohasznosithatosag érhetd el (Aigner és Lass-F1orl 2020). 4) lodikonazol, egy 1j triazol,
ami az eddigieknél szélesebb spektrummal rendelkezik és erdsebben kotddik a

lanoszterin-14a-demetilazhoz (Sun és mtsai. 2013).

Egyéb lehetioségek
Egyéb antifungdlis terdpids lehetéségek biofarmakoldgiai termékeken vagy
nanorészecskéken alapulhatnak. Biofarmakologiai termékek lehetnek pl. monoklonalis

antitestek, citokinek, vagy vakcinak (Nicola és mtsai. 2019).
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A monoklonalis antitesteken alapul6 antifungélis terapia egyik nagy elénye lehet
a nagymértékli célpont specificitds, ezért ez egy biztonsagosan alkalmazhatd, stlyos
mellékhatasok nélkiili antifungalis terapias lehetdséget jelenthet. Hatékony monoklonalis
antitestekre példa az efungumab ¢és a 18B7. Annak ellenére, hogy ezeken kiviil szdmos
monoklonalis antitest in vitro és in vivo egyarant hatékonynak bizonyult, rajuk alapul6, a
klinkumban is alkalmazhat6 termék jelenlegi tudomasunk alapjan nincsen fejlesztés alatt.
Ennek oka lehet a nem gazdasagos gyartasi technoldgia (Nicola és mtsai. 2019).

Immunoterdpian alapuld antifungalis startégiat jelenthet a citokinek (pl.
rekombinans M-CSF [macrophage colony-stimulating factor], interferon-y) vagy egyéb
fehérjék alkalmazasa. A citokinek az immunrendszer stimuldlasan keresztiil novelhetik a
gazdaszervezet védekezOképességét. Habar az eddigieknél tobb és Osszetettebb klinikai
tesztek sziikségesek a komplex hatdsmechanizmusuk megértéséhez azért, hogy
biztonsagosan alkalmazhatok legyenek gombak okozta fert6zések kezelésére. Az M-CSF
egy igéretes jelolt, amit neutropénia kezelésére mar hosszi ideje alkalmaznak a
klinikumban (Nicola és mtsai. 2019).
A vakcindci6 is egy igéretes lehetdség a gombak okozta fert6zések kialakuldsanak és
terjedésének a megeldzésére elssorban a vilag azon teriiletein, ahol ez gondot jelent és a
korhazi kezelés nagyon koltséges vagy egyaltalan nem megoldott. Ezek altalaban az
alacsony jovedelmli orszdgok. Vakcindk alkalmazasdval nehéz emelni az
immunszupresszalt paciensek védekezOképességét, ezért elsdsorban profilaktikus
hasznalatukat képzelik el az immunkompetens populécio korében (Pathakumari €s mtsai.
2020). Jelenleg még nem kaphatd kereskedelmi forgalomba gombaellenes vakcina, de
kettd biztosan fejlesztés alatt all és eddig sikeresen szerepeltek klinikai tesztfazisokban.
A gazdasagosan el6allithato NDV-3A, egy agglutinin-szer(i szekvenciaval rendelkez6
protein (Als3) N-terminalis része aluminium-hidroxid adjuvanssal keverve. Az Als3 egy
immunodominans C. albicans sejtfal protein, ami virulenciafaktorként mikodik. Az
NDV-3A hatékonynak bizonyult klinikai tesztekben (fazis II) kiilonb6z6 Candida fajok
okozta fertdzések kezelésére. Hatdsmechanizmusa azon alapul, hogy alkalmazasaval
csokkenthetd a kérokozo virulencidja, mindemellett pedig fokozza a fagocita effektorok
termelését és aktivacidjat (Puumala és mtsai. 2024). A masik, az NXT-2 egy
rekombinans, a széles antifungalis spektrum elérése érdekében mddositott Kex1 (szerin-
tipust karboxipeptidaz) fehérjén alapuld vakcina. Jelenlétében anti-NXT-2 antitesteket
képzddnek a szervezetben, amik a gombasejtekhez kotddve eldsegitik és novelik a

falosejtek hatékonysagat. Tovabbi eldnyeit jelenti az, hogy gatolj a biofilm kialakulést és
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4. Tablazat. Fejlesztés alatt allo antifungalis készitmények.

Szercsoport

Szer

Hatasmod

Alkalmazas

Spektrum

Elényék

Klinikai

tesztfazis

Arilamidin

ATI-2307

A mitokondrialis komplex III és IV enzimatikus
aktivitasanak a gatlasa, ATP termelés csokkenése.

Intravénas

Aspergillus spp.
Candida spp.
Cryptococcus spp.
Fusarium solani
Malassezia furfur

Hatékony az 6sszes FPPL patogén ellen,
jobb biologiai hozzaférhetdség.

Fazis 1

Depszipeptid

Aureobazidin A

Inozitol-foszfoceramid-szintaz gatlasa.

Oralis
Intravénas

Aspergillus spp.
Candida spp.

Széles antifungalis spektrum.

Preklinikai

GPI gatlé

Fosmanogepix
(APX001)

A GPl-kapcsolt sejtfal transzfer protein 1 gatlasa (Gwtl).

Oralis
Intravénas

Aspergillus spp
Candida spp.
Coccidioides spp.
Fusarium spp.
Rhizopus arrhizus
Scedosporium spp.

Hatékony antifungalis szer-rezisztens C.

albicans és C. auris torzsekkel szemben.

Fazis 11T

Hiszton-deacilaz
gatlo

MGCD290

Stresszvalasz reakciok csokkentése a hiszton-deacilaz és
a Hsp90 gatlasan keresztiil.

Oralis

Aspergillus spp.

Candida spp.

Fusarium spp.

Mucor spp.

Rhizopus spp.

Rhodotorula spp.
Trichosporon spp.
Scedosporium apiospermum

Szinergisztikus kolcsonhatas
echinokandinokkal és azolokkal.

Fazis 1

Nukleozid peptid

Nikkomycin Z

Az 1-es tipust Kitin-szintaz gatlasa.

Oralis

Blastomyces dermatitidis
Candida spp.
Coccidioides spp.
Histoplasma capsulatum
Sporothrix globosa

Szinergisztikus kolcsonhatas
echinokandinokkal és itrakonazollal
Candida albicans, Candida parapsilosis
és Cryptococcus neoformans ellen.

Fazis /11

Orotomid

Olorofim
(F901318)

A pirimidin bioszintézis gatlasa a dihidro-orotsav-
dehidrogenaz gatlasan keresztiil.

Oralis
Intravénas

Aspergillus spp.

B. dermatitidis
Coccidioides spp.
Fusarium spp.

H. capsulatum
Lomentospora prolificans
Microsporum gypseum
Penicillium spp.
Pseudallescheria boydii
S. apiospermum
Sporothrix schenckii
Trichophyton spp.

Hatékony antifungalis szer-rezisztens
gombak ellen.

Fazis 11T
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Aspergillus spp.
Candida spp.

Hatékony amfotericin B-rezisztens

In vivo

AM-2-19 n.a. Cryptococcus spp. Aspergillus torzsek ellen. Nem kot a ‘o
e - kisérletek
Coccidioides spp. koleszterinhez.
H. capsulatum
Asper_glllus SPp- Fungicid hatas antifungalis szer-rezisztens
Candida spp. Aspergillus és Candida izolatumokkal
BSG005 Intravénas Cryptococcus spp. A . . Fazis 1
. (s . 1 szemben. Kevésbé nefrotoxikus mint az
.z . Az ergoszterin eltavolitasa a sejtmembranbol Mucor spp. I
Polién(analég) X o . . amfotericin B.
aggregatumképzésen keresztiil. Pneumocystis spp.
Aspergillus spp.
Blastomyces spp.
Kelitolt Coccidoidee s
amfotericin B Oralis : Pp- Jobb biohasznosithatésg. Fazis 111
Fusarium spp.
(CAmB) -
Histoplasma spp.
Paracoccidioides spp.
Scedosporium spp.
GR-2397 Aspergillus spp.
Sziderofor(analég)  (ASP2397, VL- I\Ien,l ismert, felvétele a Sitl transzporteren keresztiil Intravénis Candlda_ spp. Ir.I.atekony azol-rezisztens Aspergillus Fazis II
torténik. F. solani torzsek ellen.
2397) ; -
Trichosporon asahii
Quilsekonazol Candida spp. S
(VT-1129) Coccidioides spp. Preklinikai
Aspergillus spp.
B. dermatitidis - 12
Tetrazol Orélis Candida spp. SZT#& Lasnoszterm-l4a—demet11az
VT-1598 Coccidioides spp. P ' Fazis 1
C. neoformans
Az ergoszterin bioszintézis gatlasa a lanoszterol-14a- H. caps_ulatum
PP . R. arrhizus
demetilaz gatlasan keresztiil. -
Aspergillus spp. Széles antifungalis spektrum. Jo
Albakonazol Orélis Candida spp. : nESLS Sp ) Fazis 1
biohasznosithatosag.
Cryptococcus spp.
. . Széles antifungalis spektrum. Nagy
Triazol lodikonazol Felszini AsperglIIL_Js Spp. kotéképesség a lanoszterin-14a- Fazis 111
Dermatofita fajok o
demetilazhoz.
SUBA- Orélis Aspergillus spp. J6 bichasznosithat6sig, Fazis 11
itrakonazol Candida spp.

ATP: adenozin-trifoszfat, FPPL: els6dleges fontossagu patogén gombak listaja (Fungal Priority Pathogens List, World Health Organization 2022), GPI: gliikozilfoszfatidilinozitol, Hsp90: hdsokk

fehérje 90 (heat shock protein 90), n.a.: nincs adat, SUBA: emelt biohasznosithatosag (super bioavailable). Pfaller és mtsai. (2009), Bouz és Dolezal (2021), Puumala és mtsai. (2024) altal

szerkesztett tablazatok alapjan Osszeallitva.
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gazdasagosan eldallithatd. Eddigi tesztek alapjan alkalmas lehet A. fumigatus, C.
albicans, C. neoformans és Pneumocystis jirovecii fertézések ellen. Jelenleg a klinikai
tesztfazisok elsd szakaszdban van (Puumala és mtsai. 2024).

Az utébbi években felmeriilt a nanotechnoldgia alkalmazisa gombdk okozta
fertdzések kezelésében, amikor is nanorészecskéhez kotve vagy nanokapszuldba
csomagolva javithatova valik egy antifungalis szer farmakokinetikai és/vagy -dinamiai
tulajdonsagai. Ilyenek lehetnek a lipid nanorészecskék, pl. amfotericin B liposzomalis
kettosrétegben (Ambisome) vagy a nanopolimerek. Fém nanorészecskéknek is hatékony
gombaellenes hatast tulajdonitanak (Sousa és mtsai. 2020). Klinikai alkalmazasuk eddig

nem ismert.

4.2. Gombakorokozok elleni novényvédelem

A vilagszinten jelenleg legelterjedtebben hasznalt kémiai fungicideket 15 nagy csoportra
lehet osztani kémiai tulajdonsagaik és hatasmodjuk alapjan (5. Tablazat). Ezek lehetnek
un. kontakt vagy szisztémas fungicidek. A kontakt fungicidek nem jutnak be a ndvényi
szovetekbe csak felszini védelmet biztositanak szamukra a korokoz6 gombaval szemben.
Ezzel ellentétben a szisztémas fungicidek bejutnak a novénybe és az érhalozaton
keresztiil egyenletesen elosztva az egész noveény védelmét biztositjak olyan korokozokkal
szemben is, amelyek képesek a novénybe behatolni. Az 5. Tablazat csak néhany
kiragadott példat tartalmaz, ugyanis a kémiai fungicidek szama folyamatosan nd ¢és
Gijabbnal Ujabbak keriilnek piaci bevezetésre elsésorban az Egyesiilt Allamokban
(Lamberth 2022, Beckerman és mtsai. 2023). Ezzel szemeben az Eurdpai Unidban (EU)
egy ellentétes folyamat jatszodik le, ugyanis egyre tobb fungicid keriil(t) (ideiglenesen
vagy végérvényesen) piaci kivezetésre és valik tiltotta az ,,Ut a szennyezéanyag-mentes
levego, viz és talaj felé” cselekvési terv €s egy€b szabdlyozasok értelmében (Eurdpai
Bizottsdg 2021, Marchand 2023a,b,). Sziikséghelyzetre vald tekintettel néhdny mar
kivezetett fungicid ideiglenesen Ujra alkalmazhaté lehet. Az éppen aktudlisan
engedélyezett fungicidek listdja folyamatosan nyomon kovethetd a megfeleld EU-s
webportalokon. A gombak, azonban nem csak a szant6foldon, hanem raktari
koriilmények kozott is stlyos karokat tudnak okozni a betakaritott terményben, ui. azt
sulyos egészségkarosité masodlagos anyagcseretermékekkel, un. mikotxinokkal képesek

szennyezni (Eskola és mtsai. 2020).
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5. Tablazat. A vilagszinten legelterjedtebben alkalmazott kémiai fungicid csoportok.

Csoport Kémiai csalad Hatéanyag példa  Célpont Hatasméd Hatas
S o Ciprodinil Cisztationin-B-szintaz A metionin bioszintézis gatlasan keresztiil hidrolitikus enzimek
Anilin-pirimidin Anilin-pirimidin _ i . ) . . Szisztémas
Pirimetanil Cisztationin-B-liaz szekréciojanak a gatlasa, amelyek a fert6zés kialakitasahoz sziikségesek.
Epoxikonazol
. - Lanoszterin-14a- Lanoszterin-14a-demetilaz gatlasan keresztiil az ergoszterin bioszintézis )
Demetilacio gatlé Triazol Protiokonazol ) Szisztémas
demetilaz gatlasa.
Tebukonazol
. . . - Iprodion -
Dikarboximid Dikarboximid MAP/hisztidin-kinaz Szignal transzdukcid gatlasa. Szisztémas
Vinklozolin
Ditiokarbamat Ditiokarbamat
Mankoceb Tobbféle Tobbféle. Kontakt
(szarmazékok) (szarmazékok)
] ] Metalaxil
Acilalanin
Fenil-amid (Mefenoxam) RNS polimeraz I RNS szintézis gatlasa. Szisztémas
Metilalanin Benalaxil
Fenil-pirrol Fenil-pirrol Fludioxonil MAP/hisztidin-kinaz Szignal transzdukcid gatlasa. Kontakt
Foszfonat Etil-foszfonat Foszetil Foszfanat Micélium novekedés és sporulacio gatlasa. Szisztémas
Inorganikus kén Kén Fehérjék Csirazas, sejtlégzés és metabolizmus gatlasa.
Inorganikus molekulik . Réz-hidroxid Aminosavak Kontakt
Inorganikus réz ) Enzimek gatlasa.
Rézoxiklorid Fehérjék
o A lipid bioszintézis gatlasan keresztiil a sejtmembran bioszintézis )
Karbamat Karbamat Propamokarb Acetilkolin-észteraz Szisztémas
gatlasa.
. . . . Dimetomorf
Karboxilsav-amid Karboxilsav-amid Celluloz-szintaz A celluléz-szintaz gatlasan keresztiil a sejtfal bioszintézis gatlasa. Szisztémas

Mandipropamid
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Enoat-észter

Pikoxistrobin

Citokrom b

Karboxamid Fenpikoxamid Citokrom bei komplex 111
Kinon gatlo Metoxi-akrilat Azoxistrobin Sejtlégzés gatlasa. Szisztémas
Metoxi-karbamat Piraklostrobin Citokrom b
Szulfonamid Amisulbrom
Benomil
Metil-benzimidazol- . - . o . .
Tiofanat Karbendazim B-tubulin Mitézis ¢s sejtosztodas gatlasa. Szisztémas
karbamat
Tiofanat
L . . A8—ATszetrol-izomeraz
Pirimidin-amin Fenpropimorf ) A A8-ATszetrol-izomeraz/Al4szterol-reduktaz gatlasan keresztiil az
Morfolin/amin Al4szterol-reduktaz Szisztémas
ergoszterin bioszintézis gatlasa.
Spiroketal-amin Spiroxamin Al4szterol-reduktaz
Aromas amid Fluxapioxad
Szukcinat-dehidrogenaz ~ Pirazol-karboxiamid  Bixafen Szukcinat-dehidrogenaz Szukcinat-dehidrogenaz gatlasa gatlasan keresztiil a mitokondrialis ATP S
zisztémas
inhibitor Piridil-etil-benzamid ~ Fluopiram komplex I képzbdés gatlasa.
Piridin-karboxamid Boszkalid
Dinitril Klortalonil
Tobb célponton haté
Folpet Tobbféle Toébbféle. Kontakt
szerek Ftalimid
Kaptan

ATP: adenozin-trifoszfat, MAP: mitogén-aktivalt protein. Gikas és mtsai. (2015) és Corkley és mtsai. (2022) altal szerkesztett tablazatok alapjan dsszeallitva.
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4.2.1. A gombakorokozok elleni novényvédelem jelenlegi kihivasai

A gombakorokozok elleni ndévényvédelemnek folyamatosan 1) kihivasokkal kell
szembenéznie mind szant6f6ldi, mind raktari koriillmények kozott (Gikas és mtsai. 2015,
Fisher és mtsai. 2020, Davies és mtsai. 2021). Ezek koziil a legfontosabbak: a
klimavaltozas kovetkeztében megjelend uj fajok olyan mezdgazdasagi teriileteken ahol
eddig ott nem voltak ismertek, a fungicidekkel szembeni rezisztencia folyamatos
terjedése, tovabba a kémiai fungicidek kéaros hatdsa a kornyezetre és az emberi

egeszsegre.

Klimavaltozas és uj patogén fajok

Mara mar vilagossa valt az, hogy a klimavaltozas hatdsara a gombak okozta névényi
fert6zések esetszdma és kartételek mértéke mind szant6foldi (Nnadi és Carter 2021),
mind raktari koriilmények kozott folyamatosan novekszik vagy ezek ugrasszerti tovabbi
novekedése varhato a kozeljovoben (Van der Fels-Klerx és mtsai. 2016). Ennek kozvetlen
¢és kozvetett okai egyarant lehetnek. A kozvetlen okok kozott meg kell emliteni az olyan
novénypatogén gombafajok megjelenését olyan mezdgazdasagi terlileteken, ahol eddig
ezek ismertlenek voltak, pl. Alternaria solani, Botrytis cinerea, Fusarium graminearum
fajkomplexum, Magnaporthe oryzae, Penicillium digitatum, Phytophthora infestans,
Pythium spp. Puccinia graminis f. sp. tritici. Tovabbi kozvetlen okoként meg kell
emliteni a magasabb atlaghOmérsékletet, ami pl. lerdviditheti a patogén generacios idejét;
a megemelkedett CO.-szintet, ami ndvelheti, de csokkentheti is a fert6zés sulyossagat;
tovabba a paratartalom novekedését vagy az aszalyos idészak meghosszabbodasat, amik
novelhetik a kérokozdé gomba virulencigjat (Singh és mtsai. 2023). Mindezek hatéssal
lehetnek a raktari koriilmények kozotti mikotoxinokkal torténd szennyezddések
milyenségére és mértékére is (pl. Apergillus flavus és F. graminearum fajkomplexum
megjelenése) (Casu ¢és mtsai. 2024). Kozvetett okként kell megemliteni a ndvény
védekezOképességének a csokkenését, tovabbd a rizobiom megvaltozasat, ami
csOkkentheti a kdrokozoval szembeni hasznos kompetitor mikroorganizmusok szamat a

talajban a gyokér kozelében (Singh és mtsai. 2023).

Rezisztencia
A széleskorben elterjedt nem megfeleld kémiai fungicid hasznédlat (Gm. téves

szerhasznalt, nem megfeleld iddben és koncentracioban torténd alkalmazas, csapadékos

32



iddjarasi periodusok figyelmen kiviil hagyasa) kovetkeztében egyre tobb rezisztens
novénypatogén gombatdrzs jelent meg az elmult két évtizedben (Stukenbrock és Gurr
2023). Ez nagyrészt a gombak genomi plaszticitasanak és széles genetikai eszkoztaranak
koszonhetd, amik kivalo adaptacios és ellenalld tulajdonsagokkal ruhazzak fel azokat a
fungicidek hatasaval szemben (Hawkins és Fraaije 2018, Vande Zande és mtsai. 2023).
A kémiai fungicidek ellen kifejlesztett rezisztenciamechanizmusokrol a 6. Tablazat nytjt
atfogo képet. A rezisztencia hatterében leggyakrabban a kovetkezé négy mechanizmus
valamelyike vagy ezekbdl egyszerre tobb is allhat: 1) A célpont génmutacidja, 2) a
folyamatok altal, 4) detoxifikécio, vagyis a fungicid metabolikus uton torténd lebontésa.

Metil-benzimidazol-karbamatokkal szemben mara mintegy 115 gombafaj mutat
szer nem vagy csak nagyon gyengén képes hozza kotddni és a mitkodését akadalyozni. A
szukcinat-dehidrogenaz inhibitorok széleskori alkalmazasa viszonylag hamar rezisztens
gombatorzsek kialakuldsat eredményezte az enzim 257. pozicidoban taldlhatd
hisztidinjében bekdvetkezd aminosavcsere altal, ami megakadalyozza a szer ahhoz
torténd kotodését. Az anilin-pirimidinekkel szembeni leggyakoribb
rezisztenciamechanizmus az energia-fiiggé efflux pumpéak (adenozin-trifoszfat-koté
szintre csokkentik a sejten beliil. A kinon gatlokkal szembeni rezisztencia hatterében a
mitokondrialis citokrom b gén pontmutéacidja all, aminek a kovetkeztében a szer nem
képes a kotOhelyéhez kapcsolodni és a sejtlégzést gatolni. A morfolin/aminokkal
szemben a lisztharmatosodast okozo gombak érzékenysége csokkenhet eddig ismeretlen
molekularis mechanizmus 4ltal. Az azolokkal szembeni rezisztencia hatterében
els@sorban a célpontot (lanoszterin-14a-demetilaz) kédold gén pontmutacidja vagy annak
tultermelése all. Az elsd esetben az azol nem, vagy csak kisebb mértékben képes gatolni
az enzim milkddését, mig a masodik esetben az emelt enzimtermelés képes kompenzalni
fenil-pirrol és dikarboximid fungicidekkel szembeni rezisztencia oka a hisztidin-kinazt
kodoldo gén mutdcidja, aminek a kovetkeztében a szer nem képes az enzimhez
kapcsolddni és annak miikodését gatolni (Hawkins €s Fraaije, 2018).

A fungicidekkel szemben mutatott rezisztencia targyaldsdnal nem szabad sz6
nélkiil elmenni a jelenség mellett, amikor is az azol-alapu fungicidek széleskorli és

intenziv hasznélata egy mezdgazdasagi teriileten nagymértékben eldsegiti klinikumban
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alkalmazott triazolokra rezisztens humanpatogén A. fumigtaus torzsek kialakulasat

(Langfeldt és mtsai. 2022).

6. Tablazat. A kémiai fungicidekkel szemben kialakitott rezisztenciamechanizmusok és genetikai hatteriik.

Szercsoport

Rezisztencia genetikai hattere

Példa

Anilin-pirimidin

Célpont gének mutacioja.
Megvaltozott efflux pumpa aktivitas.

ABC transzporterek talmiikodése.

Botrytis. cinerea
Oculimacula spp.

Venturia inaequalis

Demetilacié gatlo

Célpont (lanoszterin-140-demetilaz) mutacidja vagy
taltermelése.

Megvaltozott efflux pumpa aktivitas.

Metabolizmus megvaltozasa.

Metabolikus tton torténé lebontas.

B. cinerea
Brumeriela jaapii
Cercospora beticola
Monilia fruticola
Penicillium digitatum

V. inaequalis

Zymoseptoria tritici

Dikarboximid Célpont (MAP/hisztidin-kinaz) gének mutacidja.

B. cinerea

Fenil-pirrol Megvaltozott efflux pumpa aktivitas.

Alternaria solani

Célpont (mitokondrialis citokrém b gén) mutacidja. Erysiphe necator
L., Pseudopernospora cubensis
. Megvaltozott efflux pumpa aktivitas. P P
Kinon gatlé ) Pyrenophora teres
Metabolizmus megvaltozasa. . .

Pythium aphanidermatum

Metabolikus Gton torténd lebontas. Pyrenophora tritici-repentis

V. inaequalis
Metil-benzimidazol- ) o B. cinerea
Célpont (B-tubulin gén) mutacidja vagy tultermelése. . .
karbamat V. inaequalis
Erysiphe spp.

Microsphaera spp.

Phyllactinia spp.

Morfolin/amin Ismeretlen

Podosphaera spp.
Sphaerotheca spp.
Uncinula spp.

Alternaria alternata

., . ., g B. cinerea

Szukcinat-dehidrogenaz Célpont (szukcinat-dehidrogendz gén) mutacidja. B
o o Corynespora cassiicola
inhibitor Megvaltozott efflux pumpa aktivitas. . .
Didymella brioniae

Podosphaeera xanthii

ABC: adenozin-trifoszfat-kot6 kazetta (ATP-binding casette), MAP: mitogén-aktivalt protein. Hawkins és Fraaije

(2018) és Brauer és mtsai. (2019) éltal szerkesztett tablazatok alapjan 6sszeallitva.

Karos hatas a kornyezetre és az emberi egészségre
A kémiai fungicidek kornyezetbe torténd juttatdsa nem csak a rezisztens gombatorzsek
kialakulasat segitheti eld, hanem kozvetleniil vagy kozvetetten karos hatassal lehet a

kornyezetre és az emberi egészségre egyarant. Ennek oka az, hogy szamos fungicid
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fizikokémiai tulajdonsagai kovetkeztében képes a talajban, a felszini és felszin alatti
vizekben felhalmozodni, befolyasolni a vizmindséget és nagy mennyiségben karos hatést
gyakorolni valamilyen modon az ott megtalalhato €lolényekre. Ez lehet kozvetlen toxikus
hatas vagy 0kotoxikoldgiai folyamaton keresztiil lejatsz6do kozvetett (Zubrod és mtsai.
2019, Gikas és mtsai. 2022).

A kémiai fungicidek kozvetlen toxikus hatasa nagymértékben fiigg annak
gombaspecifikus hatasmodjatol. A nem teljesen gombaspecifikus célpontokat tdmadok
mas €lolénykere nézve is karosak lehetnek. Az inorganikus fungicidek (pl. réz- és kén-
(algak, halak, rakok, stb.) felhalmozddni és fogyasztasuk esetén az élelmiszer mindségét
befolyasolni; tovabba képesek még a talaj mikrobiom Osszetételét megvaltoztatni. (Gikas
¢s mtsai. 2022). A kémiai fungicidek koziil néhany példat kiragadva: A demetilacid
gatlok elsdsorban mas, nem novénypatogén gombakra lehetnek karosak. Toxicitasuk
viszont vizi ndvényekre, gerinctelen és gerinces allatokra nézve alacsony, viszont
képesek befolydsolni a halak és kétéltiiek szex szteroid képzését, amivel a nemek
aranyanak felborulasat okozzak. A metil-benzimidazol-karbamatok kis mértékben
karosak lehetnek vizi mikroorganizmusokra, ndvényekre és gerincesekre, tovabba
kozepes mértekben nem ndvénypatogén gombakra. A kinon gatld szerek a vizi
gerinctelenekre és kétéltliekre lehetnek karosak kozepes vagy kis mértékben. A
karbamatok alacsony vagy kozepes szintli toxicitdssal rendelkeznek algékon,
baktériumokon és rakokon (Zubrod és mtsai. 2019). Szamos tanulmény mar bizonyitotta,
hogy az intenziv mez6gazdasagi fungicid hasznalat kozvetlentil 6sszefliggésbe hozhato a
mézeld méhek és mas fontos beporzo rovarok szamanak csokkenésével. Néhany fungicid
az emésztdrendszer mikrobiomjara hatva a méhek metabolizmusanak a felborulasat és az
allatok elhullasat okozhatja (Robertson és Wentworth 2020).

A kémiai fungicidek kozvetett karos hatdsa elsGsorban valamilyen
okotoxikologiai folyamaton keresztiil nyilvanul meg. Az inorganikus fungicidek (pl. réz-
¢és kén-alapuak) képesek a novény rendelkezésére allo tdpanyagok mennyiségét és
mindségét befolyasolni a talaj szerkezetének és mikrobiomjanak modositasan keresztiil,
aminek a kovetkeztében a ndvény korokozokkal szembeni védekezOképessége
csokkenhet (Gikas és mtsai. 2022). A fungicidek nagy mennyiségli felhalmozddasa
elésegithetik a patogén mikroorganizmusok biofilm képzddését, ami megnodvelt
rezisztenciaval és virulencidval ruhazza fel azokat. Ezen kiviil az egyes él61ényekre nézett

nagy toxikus hatasuk kovetkeztében a fungicidek a zsakmany-ragadozé és a gazda-
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patogén egyensuly felborulasat okozhatjak (Zubrod és mtsai. 2019). A méhek tomeges
pusztuldsa a fungicidek intenziv alkalmazasdnak kovetkeztében nemcsak oOkoldgiai
katasztrofat okozhat, hanem kihathat a mezdgazdasagi termelésbdl szarmazo
¢lelmiszermennyiségre is (Robertson ¢s Wentworth 2020).

Human vonatkozasban a kémiai fungicidek intenziv alkalmazasa valdsziniileg
Osszefliggésbe hozhatd bizonyos kronikus megbetegedésekkel (daganatos, sziv,
1égzoszervi és idegrendszeri betegségek). Egy legutobb, 0t eurdpai orszagban zajlo
sz¢éleskor felmérés alapjan a résztvevo személyek 84%-anak a szervezetében legalabb
két peszticid (kozottiik fungicid is) is kimutathato volt. A fungicidek emberi egészségre
gyakorolt hatdsa még nem teljesen tisztdzott, tovabbi kutatdsokat igényel (European
Environment Agency 2023).

A fent targyalt problémdkra megoldéast kinalhat a kordbban mar emlitett, a
kornyezet kémiai peszticidektdl torténd tehermentesitését is megcélzo EU-s cselekvési
terv, az ,,Ut a szennyezéanyag-mentes levegd, viz és talaj felé” (Eurépai Bizottsag 2021),
ami az eddigiektdl eltérd, alacsony kornyezeti terhelést okozd gombaellenes

mezdgazdasagi stratégidk kidolgozasat szorgalmazza.

4.2.2. Uj lehetiségek a gombakoérokozok elleni novényvédelemben

Egy 1j tipusu fungiciddel szemben hasonld elvarasok fogalmazhatok meg azokhoz, mint
amik targyalasra keriiltek a human gyogyaszatban alkalmazott antifungalis szerek
esetében. Ezek koziil a harom legfontosabba a széles antifungalis spektrum, a minimalis
esély a rezisztencia kialakulasra és a gombaspecifikus hatdsmod. Az elsdé kettd a
hosszuatavu és hatékony alkalmazast, mig az utolso a biztonsagos, minimalis kdrnyezeti
terheléssel jard hasznalatot biztositana (Thind 2021). Ilyen lehetdséget kinalhat 1j
hatdsmoda kémiai fungicidek kifejlesztése, biokontroll agensek €és a természetben
eléforduld biomolekulak alkalmazasa, vagy 1j €s az eddigieknél hatékonyabb kiszerelés

¢s célzott kijuttatasi mod kifejlesztése.

Uj hatdsmédii, gombaspecifikus kémiai fungicidek

A jelenleg elérhetd vagy fejlesztés alatt allo fungicid arzendl mintegy 52 kiilonbdzd
moddon képes elpusztitani a ndvénypatogén gombat annak fobb fiziologiai folyamatain
keresztiil, amik a nukleinsav metabolizmus, citoszkeleton és motor fehérjék, sejtlégzés,

aminosav ¢€s protein szintézis, szignal transzdukcio, lipid bioszintézis, transzport
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folyamatok, membranintegritas, melanin, sejtmembran és sejtfal bioszintézis (Lamberth
2022). Ezeknek a folyamtoknak az egyes komponenseit lehetséges célpontokként
figyelembe véve 1) hatdsmoda, gombaspecifikus kémiai fungicid molekulak
azonosithatok molekula konyvtarakbol és adatbazisokbdl laboratoriumi vagy in silico
nagyateresztoképességli szlirési technikdk alkalmazéasaval. Ezek a molekuldk késébb
gombaspecificitds szempontjabdl célzottan modosithatok lehetnek (Brauer és mtsai.
2019). Ilyen technikdkkal azonositott ¢és modositott, az eddigieknél ujszeriibb
hatdsmoddal rendelkezd kémiai fungicidek a dihidro-orotsav-dehidrogenaz inhibitorok,
az oxiszterol-kot6 fehérje, a melanin bioszintézis és a Gwtl fehérje gatlok (Ishii 2024).

A dihidro-orotsav-dehidrogenaz inhibitorok (pl. ipflufenoquin, quinofumelin)
az enzimhez kotédve megakadalyozzék a pirimidin-alapi nukleotidok bioszintézisét.
Hatékonynak bizonyultak sziirkerothadéast és lisztharmatot okozd gombdkkal és F.
graminearum-mal szemben. Keresztrezisztenciat nem figyeltek meg elleniik. Hasonlo
hatasmdda gombaellenes molekula a human gyogyaszati célra kifejlesztett olorofim (4.
Tablazat), aminek hatékonysagat bizonyitottak A. fumigatus, Phytophthora infestans és
Phytophthora aphanidermatum-mal szemben (Ishii 2024).

Az oxiszterol-kotoé fehérje gatlok (pl. oxatiapiprolin, fuoxapiprolin) a lipid
transzfert gatoljak. Sziik spektrummal rendelkeznek €és az Oomycetes osztaly tagjai ellen
hat4sosak. Laboratoriumi kisérletek alapjan a rezisztencia kialakuldsanak a kockazata
kozepes vagy magas és keresztrezisztencia is kialakulhat (Ishii 2024).

A melanin bioszintézis gatlok, mint pl. a triciklazol a hidroxinaftalin-reduktaz
vagy a trihidroxi-dihidronaftalin-dehidrataz gatlasan keresztiil akadalyozzak a melanin
bioszintézisét, ami elengedhetetlen az apresszoriumon keresztiil torténd fertdzéshez.
Rezisztencia és keresztrezisztencia kialakuldsdnak nagy a kockazata veliik szemben. Egy
masik vegylilet a tolprocarb szintén a melanin bioszintézisét akadalyozza, de a poliketid-
szintdz gatlasan keresztiil. Rezisztencia kialakulasdnak a lehetdsége fennall vele
szemben, de keresztrezisztenciat még nem figyeltek meg. ElsOsorban a rizsrobbandst
okozo Pyricularia oryzae-vel szemben hatasosak (Ishii 2024).

A human gyogyaszati célra kifejlesztett Gwtl fehérje gatlok (pl. aminopirifén) a
gliikkozilfoszfatidilinozitol-kapcsolt sejtfal transzfer protein 1 gatlasan keresztiil a
mannoproteinek sejtfalba torténd beéplilését akadalyozzak (4. Tablazat). Hatékonyak
tomlos- €s bazidiumos gombakorokozokkal szemben egyarant, pl. B. cinerea, Blumeria
graminis f. sp. tritici, Podosphaeera xanthii, Puccinia recondita. Rezisztencia és

keresztrezisztancia kialakuldsnak a lehetdsége fennall elleniik (Ishii 2024).
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A fent emlitett nagyateresztoképességli szlirési technikdknak koszonhetden,
hatékony, de eddig ismeretlen hatasmoddal rendelkezd fungicid-jelolt molekuldkat is
azonositottak. Ilyen példaul a tebufoquin Pestalotia longiseta és P. oryzae ellen, a
pikarbutrazox Pythium spp., Fusarium spp., Rhizopus spp. ellen, és a dipimetitron
Phytophthora, Botrytis spp. és lisztharmat ellen (Ishii 2024).

Ezeken kiviil az utobbi években szamos ujszerii szetrol-demetilaz gatld (pl.
mefentriflukonazol, pirisoxazol), szukcinat-dehidrogenaz gatlé (pl. benzovindifupir,
pirazifumid, pidifumetofén), kinon gatl6 (pl. UK-2A, ametoktradin,), és tubulin gatlé (pl.
karbendazim, tiabendazol, dietofenkarb, zoxamid, etaboxdam) fungicid is kifejlesztésre
keriilt, amelyekbdl néhany mar engedélyezett vagy engedélyeztetés alatt all. Ezekkel

szemben eltéré mértéki a rezisztencia kialakuldsanak kockazata, (Ishii 2024).

Biokontroll agensek és biomolekulak

A gombaellenes hatassal rendelkez6 biokontroll 4gensek vagy egyes €é161ényekbdl
szdrmaz6o biomolekuldk novényvéddszerként torténd alkalmazasa alacsonyabb
kornyezeti terheléssel és Okologiai kockézattal jarhat, mint a kémiai fungicideké
(Palmieri és mtsai. 2022).

A biokontroll 4gens legtobbszor a korokozd gomba egyik antagonista szervezete,
ami legtobbszor egy masik mikroorganizmus. Az utobbi években szadmos ilyet
azonositottak, amik életmiikddésiik kovetkeztében hatékonyan képesek a korokozot a
kornyezetiikbol kiszoritani (kompeticid) vagy elpusztitani (mikoparazitizmus vagy
antibiozis) anélkiil, hogy karos hatast gyakorolnanak a gazdaszervezetre vagy a
rizobiomra (Palmieri és mtsai. 2022). Tovabbi eldnyiik lehet, hogy olyan molekulédkat is
képesek a kornyezetiikbe bocsajtani, amik fokozzdk a novény védekezdképességét. A
talajban 1év6é névényi korokozo gombak (pl. Fusarium spp., Pythium spp., Phytophthora
spp., Rhizoctonia solani, Sclerotinia spp., Sclerotium rolfsii, Verticillium dahliae) ellen
els6sorban a Trichoderma fajok hatasosak (Trichoderma atroviride, Trichoderma
hamatum, Trichoderma harzianum, Trichoderma viride), de szamos baktérium (Bacillus
spp., Burkholderia spp., Pseudomonas spp., Streptomyces spp,) is felveszi elleniik a
harcot. Levegdben terjedd ndovénypatogén gombdk ellen felszini szerként alkalmazva
hatasosnak bizonyult pl. egy Chaetomium faj az Athelia bombacina és Venturia
inaequalis ellen; a Rhodotorula kratochvilovae Monilinia spp. ellen, és a Tuberculina
maxima Cronartium ribicola ellen. De nem csak a gombakat érdemes megemliteni,

hanem azt is, hogy Bacillus fajok hatékonyan képesek gatolni az Alternaria alternata-t,
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mig a Pseudomonas protegens a B. cinerea-t, A. alternata-t, Aspergillus niger-t,
Penicillium expansum-ot, Neofusicoccum parvum-ot, Phaesomoniella chlamydospora-t és
a Phaeoacremonium aleophilum-ot. Raktari kortilmények kozott hatékonynak bizonyult
példaul a Pseudomonas syringae a B. cinerea és P. expansum, mig az Aureobasidium
pullulans a B. cinerea, Rhizopus stolonifer, a R. kratochvilovae pedig a P. expansum altal
okozott kartételek visszaszoritasaban. Ezeken kiviill még szamos példat talalhatunk a
szakirodalomban, de engedéllyel mindeddig Bacillus spp.-, Pseudomonas chlororaphis-,
Streptomyces spp.-, Ampelomyces quisqualis-, A. pullulans-, Candida oleophila-,
Clonostachys rosea-, Coniothyrium minitans-, Pythium oligandrum-, Saccharomyces
cerevisiae-, Trichoderma spp.-, Verticillium albo-atrum-alapu készitmények
rendelkeznek (Palmieri és mtsai. 2022).

A ndvénybdl vagy egy masik €161énybdl szarmazo biomolekula is hatékonyan
felhasznalhaté a gombakkal szembeni novényvédelemben. Egy ilyen molekulanak az
elénye nemcsak abban rejlik, hogy elpusztitja a kérokozd gombat, hanem abban is, hogy
serkentheti a gazdandvény védekezdképességét, novekedését, és biotikus stressztiird
képességét (Schmaltz és mtsai. 2023). Ilyen molekuldk lehetnek példaul nodvényi
probiotikumok (Schmaltz és mtsai. 2023), kiilonb6zo fitokemikalidk (Deresa és Diriba
2023) és rovid kettdsszala RNS molekulak és peptidek (Rosa és mtsai. 2022). A novényi
probiotikumok elsddleges hatdsa 0sszetett €s abban rejlik, hogy eldsegithetik a névény
fejlédését (pl. auxin, etilén, giberellin, citokin termelés serkentése), tapanyagokat
hozzaférhetdvé tehetnek (pl. bakteridlis szideroforok) és a kiilonb6zo stresszhatasokkal
(koztiik biotikus) szemben ellendllobba (pl. antifungélis anyagok, patogén inhibitorok)
tehetik a novényt (Schmaltz és mtsai 2023). Fitokemikalidk alatt érthetjiik egyes
novények nyers kivonatat vagy azokbol szdrmazd masodlagos anyagcseretermékeket.
Szinte megszadmlalhatatlan ndvény kivonatrol mar bebizonyosodott, hogy hatékonyan
képesek visszaszoritani vagy mérsékelni a gombak altal okozott fertézéseket ¢és
kartételeket, minimalis az esély a velik szembeni rezisztencia kialakuldsara és
kornyezetbarat novényvédelmi startégiat képviselhetnek gombéra vald szelektivitasuk
kovetkeztében. Alkalmazhatdsaguk legnagyobb hatranya az, hogy a nagy mennyiségben
torténd gazdasagos eldallitasuk és szant6foldon is hatékony kiszerelésiik még nem
teljesen megoldott. Jelenleg hét kiilonboz6é ndvénybdl (tobbek kozott Reynoutria
sachalinensis, Swinglea glutinosa, Melaleuca alternifolia, Thymus vulgaris) szarmazo
fitokemikalia készitmény van kereskedelmi forgalomban elsésorban Botrytis, Fusarium
¢és lisztharmat fert6zések ellen (Deresa és Diriba 2023). Rovid kettdsszala RNS
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molekuldkon ¢és peptideken alapuld ndvényvédelmi stratégidk lehetOsége eltérd
technologiai fejlettségi szinteken mar adott. A kettdsszala RNS molekulak elsésorban az
RNS interferencia (sejtfelépitésben vagy metabolizmusban fontos géneket célozva)
jelenségén keresztiil fejtik ki antifungalis hatasukat, mig a rovid peptidek/fehérjék (pl.
novényi defenzinek) eltéré hatasmaoddal (pl. sejtmembranroncsolas, apoptdzis indukcid)
képesek a gombak novekedését visszaszoritani vagy azokat elpusztitani. Gyakorlati
alkalmazasukat hataraltatja az, hogy gazdasagos eldallitasuk, kornyezeti stabilitasuk,

hatékony kiszerelésiik és kijuttatasi technologidjuk még nem megoldott (Rosa és mtsai.

2022).

Kiszerelés, kijuttatds, nanotechnologia

A régebb ota alkalmazott kémiai-alapu fungicidek és az Gjonnan bevezetésre keriilokkel
szemben felmeriild problémdk (um. biztonsagos ¢és hatékony alkalmazhatdsag,
rezisztencia kialakulds) megoldéasara tujfajta kiszerelési mod és kijuttatasi technika is
megoldast jelenthet. Egy 10j kiszerelési mddnak a kovetkezd kihivasoknak kell
megfelelnie: koérnyezet védelme, ellendlloképesség szélsdséges kornyezeti hatdsokkal
szemben (pl. UV-sugarzas, pH, homérséklet, parolgas, oxidacio, stb.), célba juttatas
szempontjabol elonyds fizikokémiai tulajdonsagok, kontrollalhatd célzott kijuttatés,
alacsony koncentracioban torténd hatékonysag. Ezekre a kihivasokra jo megoldast
jelenleg a nanotechnoldgia alkalmazasa nyujthat, amikor is a mar rendelkezésre allo
kémiai fungicideket, biomolekuldkat (dsRNS, peptidek, novényi metabolitok)
nanorészecskékbe csomagoljak vagy nanorészecskékhez kotik (Tleuova és mtsai 2020,
Li és mtsai. 2021a), vagy bizonyos nanorészecskéket alkalmaznak novényvéddszerként
(Brauer és mtsai. 2019). Az eddigi kisérleti eredmények azt mutatjak, hogy a
nanorészecske alkalmazasa csokkenti a kornyezeti terhelést és a rezisztencia
kialakulasdnak a lehetdségét, ellenallova teszi a fungicidet szélsdséges kornyezeti
hatasokkal szemben, gyorsabb ¢s haté¢konyabb célba juttatast tesz lehetévé, tovabba az
eddig megszokottél alacsonyabb dozisti hatékony alkalmazéds is elérhetdové valik.
Hatranyukat a koriilményes gyartasi technoldgia, a magas koltség és az eddig még nem
tisztazott emberi egészségre gyakorolt hatés jelenti (Tleuova és mtsai. 2020, Li és mtsai.
2021a). Fungicidek nano csomagoloanyagaként ¢€s hordozdjaként szén-alapu
nanoanyagok (pl. grafén, grafén-oxid), szintetikus anionos anyagok (pl. dupla hidroxid
rétegek), szilika nanorészecskék, kiilonbozé polimerek, fém nanorészecskék egyarant

alkalmazhatoak (Li és mtsai. 2021a). Onallé nanofungicidként szoba johet a vas(II)-oxid,
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réz-oxid, titan-dioxid (Brauer és mtsai. 2019). Szamos nano-alapu fungicid fejlesztés alatt
all, de jelenlegi informaciok alapjan még egyik mezdgazdasagi alkalmazasa sem keriilt
elfogadasra az EU-ban els6sorban az allati és emberi egészségre gyakorolt hosszatavu

hatas tisztazatlansaga kovetkeztében (EFSA 2018).

4.3. Antifungalis hatasa peptidek

Szamos természetes eredetii, azok (szemi)szintetikus szarmazékain alapulo, vagy de novo
szintetizalt antifungalis hatassal rendelkez6 peptid/protein (AFP) képes akar gyogyszer-
rezisztens human- vagy ndvénypatogén gombdk ndvekedését gatolni. Ezek 1 tipust
antifungalis szerekként alkalmazhatéak lehetnek a gyogyaszatban (Buda De Cesare ¢€s
mtsai. 2020, de Ullivarri és mtsai. 2020), vagy fungicidként és terménytartositoszerként
a novény- és terményvédelemben (Martinez-Culebras 2021, Zhang és mtsai 2023). Az
AFP-knek szamos elényds tulajdonsaguk van a hagyomanyosan alkalmazott antifungélis
szerekkel szemben. Ezek a kovetkezok: 1) Természetes eredetiliek, ami potencialis
biofarmakoldgiai termékekké teszi dket. 2) Széles spektrummal rendelkeznek, ami miatt
sokféle gombafertézéssel szemben bevethetdk lehetnek. 3) A gombara nézve szelektiv
hatdsmoddal rendelkeznek, ami csokkenti a mellékhatasok kialakulasanak és a kornyezeti
toxicitas kockazatat. 4) Minimalis a rezisztencia kialakuldsanak az esélye veliik szemben
mivel gyakran gyorsan ¢s fungicid modon hatnak €s egyszerre tobb gombaspecifikus
célpontot is tamadhatnak eltéré6 mechanizmussal (Buda De Cesare és mtsai. 2020, de
Ullivarri és mtsai. 2020, Li és mtsai. 2021b). A hatdasmechanizmus altalaban fiigg az
alkalmazott peptid koncentraciotol. Relative nagy koncentracioban alkalmazva
kozvetleniil a sejtmembrant roncsoljak, ami gyorsan a sejt haldldhoz vezet. Alacsonyabb
koncentracioban alkalmazva kozvetlen vagy kozvetett formdban gatolhatjak a sejtfal
kiépiilését, a nukleinsavakhoz kotddve azok roncsolodéasat okozhatjak, a transzkripciot
gatolhatjak, sejtorganellumok (pl. mitokondrium és vakudlumok) miikddésének zavarat
okozhatjak, reaktiv oxigén szarmazékok felhalmozodasat idézhetik eld, programozott
sejthalalt ¢és autofagidt indukélhatnak, felborithatjdk a kation homeosztézist,
megvaltoztathatjdk a gomba metabolizmusat, szignaltranszdukcids utakat aktivalhatnak,
a sejtciklust zavarhatjak meg (Martinez-Culebras €s mtsai. 202 1a, Struyfs és mtsai. 2021).

Néhany AFP célpontjat és hatasmodjat a 3. Abra mutatja be.
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1: Sejtmembran
A) Toroidal pore modell
B) Barrel-stave modell
C) Carpet modell
: Nukleinsav
: Mitokondrium
: Vaku6lum
: Gliikozilceramid
: Extracellularis receptor
: Kitin
: Gliikan
: Mannan
0: cAMP

B OO ~NOODULBEBWN

3. Abra. Az antifungalis peptidek/fehérjék fobb célpontjai és hatasmodjai gombasejteken. 1:
Sejtmembran (pl. defenzin, tionin) - porusképzés haromféle moédon (A — C). 2: DNS (pl. aktinomicin,
magainin) - roncsolas. 3: Mitokondrium (pl. hisztatin) - funkciogatlas. 4: Vakuélum (pl. VL2397,
psoriasin) - funkciogatlas. 5: Gliikozilceramid (pl. defenzin) - ROS és sejthalal indukcio. 6:
Extracellularis receptor (pl. hisztatin) - K*-csatorna transzporteren keresztiil K* és ATP (adenozin-
trifoszfat) efflux. 7: Kitin - kozvetlen kétésen (pl. defenzin), vagy dipeptid permeazon (pl. nikkomycin)
keresztiil kitin-bioszintézis gatlas. 8: Gliikan (pl. echinokandin) - gliikan-szintaz gatlas. 9: Mannan (pl
pradimicin. benanomicin) - sejtfal kiépiilés gatlas. 10: cAMP (pl. a-MSH) — intracellularis cAMP

szintcsokkenés. ROS: reaktiv oxigén szarmazékok (reactive oxygen species).

Az AFP-k eset¢ben a sok elonyds tulajdonsdg mellett néhany hatranyos
tulajdonsdggal is szamolni kell, amik nagymértékben befolyasolhatjdk gyakorlati
alkalmazhatosagukat. Ezek a nagymértékll instabilitds a gazdaszervezetben elsésorban
enzimatikus degradacionak koszonhetéen, a gazdasejt lizise nagy koncentracidban
torténd alkalmazas esetén, a rossz farmakokinetikai €s -dinamiai tulajdonsagok, a nem
megoldott gydgyszerbevitel és célba juttatas, tovabba az alacsony kihozatalu, koltséges
eldallithatosadg (Struyfs és mtsai. 2021, Pimienta és mtsai. 2022, Konakbayeva ¢és
Karlsson 2023). Az elébbieken a szerkezet-hatdsmod kapcsolat megismerése utdn a
peptidek célzott €és tudatos tervezése és kémiai mddositasa segithet (de Ullivarri €s mtsai.
2020). Az utobbi kihivasra pedig megoldast nyujthat megfeleld expresszids rendszerek
kidolgozasa (Deo és mtsai. 2022), tovabba az egyre gazdasdgosabba és hatékonyabba
valo szilard tazist peptidszintézis mddszerek (Hisashi és Fuse 2022).
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Az utodbbi években egyre tobb és tobb antimikrobidlis peptidet (koztiik szamos
antifungalis hatassal rendelkezOt) azonositottak kiillonb6zé €161ényekbdl és ezek szama
intenziven novekszik. Az Antimicrobial Peptide Database-ben (https://aps.unmc.edu/)
2022 decemberében 1233 gombacllenes hatassal rendelkezd peptidet regisztraltak (Wang
¢s Wang 2016, Vanreppelen és mtsai. 2023). Ez a szdm jelen fejezet irasakor (2024.
majus) mar 14%-kal tobb, 1433. Ez a hat hénapon beliil bekovetkezett jelentds szambeli
novekedés tisztan mutatja a tudomanyos kozdsség nagymértékii érdeklddését irantuk.

Eltér6 szerkezetli €s hatasmodi AFP-ket szinte minden €161énybdl lehet izolalni.
AFP-ket termelhetnek mikroorganizmusok, tgymint baktériumok (pl. P. syringae -
syringomicin, Bacillus subtilis - iturin A, Streptomyces spp. - pepsztatin A, nikkomycin)
¢és a gombak (pl. Aspergillus aculeatus - aculeacin A). A novények is kivalo forrasai
gombaellenes hatassal rendelkezé peptideknek (pl. Raphanus sativus - defenzin,
Capsicum annuum - thionin, Nicotiana tabacum és Zeay mays - thaumatin-szert fehérje).
Allatokbdl is szamos AFP-t leirtak és jellemeztek mar. Ezek elsésorban puhatestiiekbdl
(pl. Halocynthia aurantium - halocidin, Philomycus bilineatus - phibilin), rovarokbol (pl.
Stomoxys calcitrans és Apis mellifera - cerkopin, Drosophila melanogaster és Tenebrio
molitor - defenzin), kétéltiickbdl (pl. Xenopus laevis - magainin 2, Rana temporaria -
temporin A), madarakbol (pl. Gallus gallus - gallinacin, defenzin, cathelicidin, Meleagris
gallopavo - defenzin), emldsokbdl (pl. Rabbit bocaparvovirus - defenzin, Bos taurus -
cathelicidin és laktoferrin-szdrmazék) szdrmaznak (Bondaryk és mtsai. 2017, Rodriguez-
Castafio és mtsai. 2023). Az emberi szervezet is szamos AFP-t képes termelni, amik a
velesziiletett immunrendszer fontos tagjai és jelentOs szerepet toltenek be a korokozo
gombdkkal szembeni védelemben (Mercer és O'Neil 2020). Ezek lehetnek defenzinek,
cathelicidinek, hisztatinok és laktoferrin-szarmazékok (Bondaryk és mtsai. 2017).

Szamos tanulméany mar rdmutatott arra, hogy az egyes ¢€l6lények altal termelt
AFP-k a gombaellenes hatason kivill mas funkcioval is rendelkezhetnek az ¢élo
szervezetben. gy példaul a novényi defenzinek gatolhatjdk a gydkérndvekedést,
befolyasolhatjdk a pollen ¢élet- és csirazoképességét, tovabba fokozhatjdk a
stresszhatdsokkal szembeni tlirdképességet. Az emldsokben megtaldlhatok fokozzak
fertézés helyére. Ezeken kivil még szamtalan mas példa is megtalalhatd a
szakirodalomban, amit felsorolni is nehéz (Hegediis és Marx 2013).

A fentebb emlitett peptidek méar dnmagukban vagy tudatos modositasuk utdn

kivalo alapul szolgalhatnak 1 és az eddigieknél hatékonyabb antifungilis stratégiak
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kidolgozésara a gydgyaszat és ndvényvédelem szdmara (Konakbayeva és Karlsson 2023).
Bizonyos algoritmusokon alapulé webszerverek mar rendelkezésre allnak antifungalis
hatassal rendelkez6 peptidek szlirésére és célzott modositasuk tervezésére a kedvezobb
hatés elérése érdekében (Agrawal és mtsai. 2018). Altalanossagban elmondhaté, hogy az
antifungélis hatds novelhetd a hidrofobicitas és a pozitiv 0ssztoltés emelésével,
oligomerizacioval, N- vagy C-terminalis vég csonkoldsaval. A sok és a vérszérum AFP-
kre gyakorolt gombaellenes aktivitast csokkentd hatdsa kikiiszobolhetd hordozohoz
torténd  konjugacioval, diszulfid-hidakon keresztiili ciklizaciéval, N-terminalis
acilacioval és C-terminalis amidacioval, enantiomerizaciéval és nem természetes
molekulak beépitésével. A hemolitikus hatas pedig csokkentheté az amfipatikus

tulajdonsag csokkentésével (Thery és mtsai. 2019).

4.3.1. Antifungalis hatasu peptidek alkalmazasi lehetoségei a gyogyaszatban

Az AFP-k gyogyaszati célu alkalmazasa jelenleg topikalis szerként, vagyis felszini
mikozisok kezelésére képzelhetd el a nem eldnyds farmakokinetikai és -dindmiai
tulajdonsagaik miatt, elsdsorban kiilonb6z6 candidiazisok kezelésére onmagukban vagy
hagyomanyos antifungalis szerrel egyiitt kombinalva. Az ilyen peptidek koziil mar
szadmos elérte a klinikai tesztfazisok valamelyik allomését, de terapids szerként még csak
kevés kertilt kereskedelmi forgalomba. A P113 nevil peptid elsésorban oralis, vaginalis
¢s szemet ¢érintd candididzis ellen bizonyult hatdsosnak, mig az NP213
koromgombasodas ellen, de ez utobbi megbukott a placebo teszteken (de Ullivarri €s
mtsai. 2020).

Szisztémas alkalmazast tekintve invaziv mikézisok kezelésre a hLF(1-11) és a
CZEN-002 bizonyul igéretes jeloltnek, az eldbbi a korokozo kozvetlen elpusztitasa, mig
az utobb a gazda immunrendszer védekezéképességének a fokozas miatt. [géretes klinikai
tesztfazisokat kovetden mind a mai napig egyik sem kertilt kereskedelmi forgalomba (de
Ullivarri és mtsai. 2020). Kiilonb6zd eredetii és tipusi gombas fertdézések kezelésére
széleskorlien hatékonynak bizonyult a kordbban mar emlitett és igéretes fejlesztési
stddiumban 1év6 nikkomycin Z, aureobazidin A és VL-2397. (Buda De Cesare és mtsai.
2020). Candida okozta fert6zések kezelésére tovabbi igéretes jeloltek a cathelicidinek (pl.
LL-5, LL-37, omiganan, iseganan), hisztatinok és mucinok (pl. PAC113, hisztatin 5) és
egy¢b peptidek (pl. laktoferrin, WLBU2, XF-73), amelyek mar elérték a klinikai

tesztfazisok valamelyik allomasat (Rodriguez-Castafio és mtsai. 2023, Vanreppelen ¢€s
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mtsai. 2023). Két laktoferrin-eredetii peptid igéretes adjuvansként jon szoba, ugyanis
azolokkal vagy amfotericin B-vel szinergista kolcsonhatasba 1épnek Candida fajokkal
szemben (de Ullivarri és mtasi. 2020). Mindezek mellett meg kell emliteni azt, hogy
szamos AFP képes megakadalyozni a gombak biofilm képzését és/vagy hatékonyan
elpusztitani a mar kialakult biofilmet elsésorban a felszini adhézio gatlasanak és olyan
folyamatban (pl. planktonikus sejt - pszeudohifa - hifa atalakulast szabalyozé gének).
Ilyen peptid néhany defenzin, cathelicidin, hisztatin és de novo tervezett peptidek (Oshiro
¢s mtsai. 2019).

4.3.2. Antifungalis hatasu peptidek alkalmazasi lehetéségei a gombakorokozok

elleni novényvédelemben

Szamos, eltérd élolényekbdl szarmazd vagy de novo szintetizalt, antifungalis hatassal
rendelkezd peptidrél mara bebizonyosodott, hogy hatékonyan képesek gatolni szantofoldi
ndvénypatogén ¢€s raktari kartevé gombak novekedését (Thery és mtsai. 2019, Martinez-
Culebras és mtsai. 2021a, Tang és mtsai. 2023,). A mezOgazdasag egyes teriiletein torténd
alkalmazhatdsaguk szempontjabol eldnyos tulajdonsagaik azok, hogy viszonylagosan
alacsony koncentracioban mar képesek elpusztitani a gombat, kicsi a rezisztencia
kialakulasanak az esélye elleniik, egyes kémiai fungicidekkel és a ndvény korokozokkal
szembeni védekezOrendszerével szinergisztikus kolcsonhatasba 1éphetnek, tovabba
szimbiotak befolyasolasan keresztiil serkenthetik a novény novekedését. Alkalmazasuk
szempontjabol hatranyos tulajdonsaguk a viszonylagosan magas eldallitasi koltség
(Thery és mtsai. 2019, Tang és mtsai. 2023). Az AFP-k névény és terményvédelembe
torténd integralasa kétféleképpen valdsulhat meg: 1) cisz- vagy transzgenikus ndvények
eldallitasa, amelyek sajat vagy idegen-eredetli antifungdlis hatasi peptideket
expresszalnak nagy mennyiségben, amik a gombakorokozoval szemben fokozott
ellendlloképeséggel ruhazzak fel dket, 2) antifungalis hatast peptidek biofungicidként
torténd alkalmazasa permetszer formdjadban. Az els6t nagymértékben hatraltatja a
genetikailag modositott ndvényekkel kapcsolatos jelenlegi szabalyozasok (Tagliabue
2017), tovabba a genetikailag moddositott €lolényekbdl szarmazd ¢€lelmiszerekkel
szemben mutatott vasarloi visszatetszés (Lucht 2015). AFP-ket tultermeld cisz- és
transzgenikus novények létrehozasara kivalodan alkalmasak a thaumatin(-szerti) fehérjék,

thioninok, defenzinek, hevein-szerii proteinek, knottin-szerii proteinek, lipid transzfer
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proteinek, és a snakin. Egy kivalo gyakorlati példa az alfalfa antifungalis hatasu peptidet
tultermeld burgonyandvény, ami szantofoldi koriilmények kozott is megndvelt
ellenalloképességgel rendelkezett Phytophthora cactorum és F. solani fertézésekkel
szemben. A feliileti permetszerként torténd felhasznalasi lehetéséget gatolhatja a
korabban mar emlitett magas eldallitasi koltség, a gyenge oldhatosag, a kdrnyezeti
kortilmények kozotti instabilitds és a nem teljes mértékben megoldott kiszerelési és
kijuttatasi technika (Thery €s mtsai. 2019, Tang és mtsai. 2023). Mindezek miatt nem
véletlen, hogy csak kevés AFP-n alapuld permetszer jutott tul a laboratériumi vagy
tiveghazi eldkisérleteken. Szantofoldi koriilmények kozott hatékony védelmet biztositott
példaul a Nicotiana megalosiphon-bol szarmazé NmDef02 Peronospora hyoscyami-mal,
a Trichoderma-eredetii trichogin Plasmopara viticola-val szemben, tovabba a szintetikus
body protection compound peptidek A. niger, Fusarium oxysporum, P. expansum, R.
stolonifer, Stemphylium vesicarium ellen; és a e-PL B. cinerea ellen (Tang és mtsai.
2023). Kiilonb6zo eredetli antifungalis hatasti peptidrél mar bebizonyosodott, hogy
permetszerként a terményre juttatva raktari koriilmények kozott gatoljak a miktoxinogén
gombak (elsésorban Aspergillus spp., Fusarium spp., Penicillium spp.) elszaporodasat
vagy csokkentik mikotoxin termeld képességiiket. Ez a folyamat altalaban oxidativ
stressz indukcioval és bioszintézis utak specifikus enzimkomponenseinek a gatlasan

keresztiil valosul meg (Martinez-Culebras és mtsai. 2021a).

4.4. Eurotiomycetes-eredetii antifungalis proteinek

4.4.1. Csoportositas és szerkezet

Az 1990-es évek masodik és a 2000-es évek elején bebizonyosodott, hogy a fonalas
tomldsgombak Eurotiomycetes osztalyanak tagjai (elsésorban az Aspergillus és a
Penicillium fajok) képesek kis molekulatomegii, kationos AFP-ket termelni és azokat a
kornyezetiikbe szekretalni, amik hatékonyan gatoljadk mas, els6sorban fonalasgombak
novekedését (Marx 2004). Azdta, a genomi adatbazisok boviilésével az Eurotiomycetes
osztaly szamos fajabol kimutattak ilyen fehérjéket, amiket leszarmazastanilag négy nagy
csoportra lehet osztani az elséként leirt képviselohdz valé hasonlosag alapjan (4. Abra):

1) Penicillium chrysogenum antifungalis protein PAF-, 2) Aspergillus giganteus
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antifungalis protein AFPg-, 3) Penicillium brevicompactum ,,bubble” protein BP-, és a
jelen dolgozat targyat is képz6 4) Neosartorya (Aspergillus) fischeri antifungalis protein
2 NFAP2-szerii fehérjék. Erdekes az, hogy egy gomba izolatum tobb antifungalis protein
csoport/alcsoport egy, vagy akar tobb tagjanak a termelésére is egyarant képes. Ilyen
példaul a P. chrysogenum, ami a PAF-ot, PAFB-t (PAF-szert fehérjék), tovabba a PAFC-
t (BP-szerti fehérje) is termel (4. Abra) (Sonderegger és mtsai. 2018).

s2f A. niger NRRL 3 4330 (-]
4. welwitschiae CBS 139.54b 172455 [-]
9 |- A. phoenicis ATCC 13157 339122 (-]
nl  |A nigercBs 513.88 160366 (-]
A. lacticoffeatus CBS 101883 440952 -]
A. brasiliensis 108415 ©
A. costaricaensis CBS 115574 286799 ©
ANAEP A. tubingensis 202739 (-]
A. eucalypticola CBS 122712 383499 (-]
A. luchuensis CBS 106.47 214633 (-]
A. neoniger CBS 115656 379350 (-]
A piperis CBS 112811 465083 (-]
A. vadensis 455414 (-]
A. kawachil IFO 4308 15612 O
P digitatum PHI26 6476 [+
P polonicum IBT 4502 10100 O PAE
P. chrysogenum Wisconsin 54-1255 137905 O
o4l A. chevalieri CBS 522.65 199501 QO
M. ruber NRRL 1597 434904 ©
AfpB 5 A. breviianus CBS 111.46 277361 @)
P FBCC1632 1004 (-]
P. antarcticum IBT 31811 2600 O
P, raistrickii ATCC 10490 364170 (-]
P. vulpinum IBT 29486 95 O
P italicum PHI-1 9261 -]
P. expansum ATCC 24692 444546 (-]
N.fischeri NRRL 1814785 -
NFAP P expansum ATCC 24692 376451 (1]
P, variotii CBS 101075 453640 L0 . k.
sy P, swiecicki 182 6C1 362586 (+) E
PAF P chrysogenum Wisconsin 54-1255 150051 [+]
P. coprophium BT 313212389 ... .. . ... O ...
A. uvarum CBS 121591 402664 [+]
A. aculeatinus CBS 121060 471682 [+]
AFPg1 . indologanus CBS 114.80 430342 [+]
A. brunneoviolaceus CBS 621.78 277955 (+]
A. fijiensis CBS 313.89 309816 [+] AFPg
A. japonicus CBS 114.51 129218 [+]
A. candidus CBS 10213 104765 O
AFPg2) _L_T{; A. taichungensis IBT 19404 192584 [+]
A campestis 1BT 28561320070 @
100 | P brevicompactum AgRF 18 348372 (of+]
P. brevicompactum 1011305 53502 (@]+)
P. chrysogenum Wisconsin 54-1255 146100 (@]+]
P, flavigenum IBT 14082 9096 o0
P P lanosocoeruleum ATCC 48919 385694 (1]
s | P. polonicum IBT 4502 5065 (+]@]
P. coprophilum IBT 31321 7078 ©0
P swiecickii 182 6C1 30456 (O)+]
P, expansum ATCC 24692 441362 (+)
P. vulpinum |BT 29486 4057 QO
76 A. taichungensis IBT 19404 143461 OO BP
A. candidus CBS 102.13 105744 Q0
A. triticus CBS266.81 134014 (0]0]
A. campestris IBT 318976 (O)+]
A. amylovorus CBS 600.67 165232 00
A. versicolor 85611 00
a4 [ N. fischeri NRRL 181 9128 (o1 +}
A. novofumigatus BT 16806 459645 (e]0)
5 P antarcticum IBT 31811 9008 (O]
A. bombycis NRRL 26010 2197 (+]@]
A. versicolor 79906 (O] +]
0 [— N. fischeri NRRL 181 5870 o
L—— P niveus co7 79875 o N FAP2

Raphanus sativus XP 018461236.1 defensin-like protein

4. Abra. Az Eurotiomycetes osztaly ltal termelt antifungalis proteinek filogenetikai fija (Maximum-
likelihood). A fajnevek utan az izolatum és a fehérje azonositdja (Isd. Sonderegger és mtsai. 2018) lathato.
A korongok a fehérje elsddleges szerkezetében fellelheté y-core motivumok szamat és fizikokémiai
tulajdonsagait jelolik: fehér és tires - kozel semleges Ossztoltés (-0,2 - +0,3), piros és negativ - negativ
Ossztoltés (< -0,9), kék és pozitiv - pozitiv (> +0,8) dssztoltés. AFPg: Aspergillus giganteus antifungalis
protein, AnAFP: Aspergillus niger antifungalis protein, AfpB: Penicillium digitatum antifungalis protein,
BP: Penicillium brevicompactum ,,bubble” protein, NFAP és NFAP2: Neosartorya fischeri antifungalis

protein (1) és 2, PAF: Penicillium chrysogenum antifungalis protein. Sonderegger és mtsai. (2018) alapjan.
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Annak ellenére, hogy az egyes csoportokat alkotd fehérjék aminosav sorrendje
nagymértékben kiilonbozik egymastol, mégis minden fehérje elsddleges szerkezetében
megfigyelhetd egy vagy két evoliciosan konzervalt, un. y-core motivum (GXC-X39-C
aminosavak alkotjak, ahol az X barmilyen aminosav lehet), ami fontos szerepet jatszhat

a gombaellenes hatas kifejtésében (5. Abra) (Sonderegger és mtsai. 2018). A y-core

74

motivum a ndvényi- és allati-eredetli antimikrobidlis hatassal rendelkezd fehérjékben és
peptidekben szintén megtaldlhatd és azokban funkciondlis vagy szerkezet kialakito

szerepe lehet (Yount és Yeaman 2006).

preszekvencia proszekvencia A

. 2 20 N » , 0 2 50 . 70 . o . 0 R 3
Aspal 423089 - T | -EloHIVs %
Aspwel_172455/1-92 - - %
Aspph_339122/1-92
Aspni_160366/1-92
Asplac_440952/1-92
Aspbr_108415/1-92
Aspcos_286799/1-92
Aspty_202739/1-92
Aspeuc_383499/1-92
Asplu_214633/1-92
Aspneo_379350/1-92
Asppip_465083/1-92
Aspvad_455414/1-92
Aspka_15612/1-92
Pendi_6476/1-92
Penpol_10100/1-92
PAF Pench_137905/1-92 -
Aspchev_199501/182 | - - -
Monru_434904/1-92
Aspbrey_277361/1-92.
Pensub_1094/1-92
Penant_2600/1-92
Penra_364170/1-92
Penvul_95/1-91
Penita_9261/1-87
Penex_444546/1-90
Neofl_4785/1-94
Penex_376451/1-95
Poevar_453640/1-93
Penswi_362586/1-92
Pench_150051/1-92
Pencop_2359/1-93
Aspuva_402664/1-90
Aspocu_471682/1-90
Aspind_430342/1-90
Aspbru_277955/1-90
AFPg Aspfi|_309816/1-90 i
Aspjop_129218/190 | - - TPLNH- - - - - E
Aspcand_104765/1-96 1 MQ 1
Asptaic_192584/1-96 | MQ
Aspcam_329071/1:96 | MQ
Penbr_348372/197 - -
Penbr_53502/1-97
Pench_146100/1-88
Penfia_9096/1-88
Penla_385694/1-88
Penpol_5065/1-88
Pencop_7078/1-88
Penswi_30456/1-88.
Penex_441362/1-88
Penvul_4057/1-88
BP Asptaic_143461/1-88 - - -
Aspcand_105744/1-88 - - -
Asptr_134014/1-88
Aspcam_318976/1-88.
Aspamy_165232/1-89 - 1 T :
Aspve_85611/1-88 - 1 F-FA] u-----
Neofi_9128/1-93 AV
Aspoy_459645/1-93
Penant_9008/1-91
Aspbom_2197/1-93

Aspve_79906/1-91 . SILTL T --B
NFAP2 Neofi_5870/1-86 “MHLSTALESAIALLAATQV I T-SPYYACNCP
Bysni_79875/1-86 “MLUEGATLESAIALLAANQVY) T-SAYYACNGP

5. Abra. Az Eurotiomycetes osztaly altal termelt antifungélis proteinek aminosavsorrendjének illesztése
(ClustalW). A fajnevek utan a fehérje azonositoja (Isd. Sonderegger és mtsai. 2018) és az aminosavak
szama lathatd. A piros szaggatott vonal a preszekvencia, mig a sarga vonal és a csillag a proszekvencia
lehasadasi helyét és az érett fehérje els6 N-terminalis aminosavat jelzi. Voros hattérrel keretben a y-core
motivum keriilt kiemelésre. Az aminosavak héttérszine ClustlX szinséma alapjan lathaté. AFPg:
Aspergillus giganteus antifungalis protein, BP: Penicillium brevicompactum ,,bubble” protein, NFAP2:
Neosartorya fischeri antifungalis protein 2, PAF: Penicillium chrysogenum antifungalis protein.

Sonderegger ¢és mtsai. (2018) alapjan.
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Az Eurotiomycetes AFP-k tovabbi kozos tulajdonsaga az, hogy preproproteinként
expresszalodnak és a szigndlszekvenciaként funkcionald pre- és az antifungalisan aktiv
szerkezet kialakuldsat megakadalyozo proszekvencia a fehérje sejtbdl torténd kijutasa és
érése soran lehasad (5. Abra). Ez utan nyeri el a fehérje a jellegzetes harmadlagos
térszerkezetét, amit a 6 vagy 8 cisztein kozott 1étrejovo, 3 vagy 4 diszulfid-hid stabilizal
megfeleld mintazatban (Sonderegger és mtsai. 2018).

Az Eurotiomycetes osztaly tagjai altal szekretalt AFP-k harmadlagos szerkezete
nagyon hasonld az ¢lovilagban altaldnosan eléforduld [B-defenzinekéhez, ami
magmagneses rezonancia spektroszkdpias (NMR, nuclear magnetic resonance) mérések
alapjan egy P-hordo-szerti struktara, vagyis antiparallel allast B-redék hurokrégiokkal

osszekapcsolva (példak: 6. Abra).

-10 0 +10

- )

6. Abra. A Penicillium chrysogenum altal termelt harom kiilonb6z6 antifungalis protein, a PAF (Batta és
mtsai. 2009, Protein Data Bank azonosito: 2KCN), PAFB (Huber és mtsai. 2018, Protein Data Bank

kcal/(mol-e)

azonosito: 2NC2) és PAFC (Czajlik és mtsai. 2021., Protein Data Bank azonosito: 6TRM) magmagnesen
rezonanciaspektroszkopiaval meghatarozott oldatbeli harmadlagos szerkezete (feliil), hidrofobicitas
(kozépen) és toltottség (alul) felszine. A fels6 abran sargaval a ciszteinek és a kdzottiik kialakuld diszulfid-
hidak keriiltek kiemelésre. A fehérjeszerkezetek UCSF Chimera szoftverrel megjelenitve (Pettersen és

mtsai 2004). Galgoczy és mtsai. (2019) alapjan.
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Az Eurotiomycetes-eredetli AFP-k felszinén hidrofil és hidrofob teriiletek
valtakozva helyezkednek el (6. Abra), ami jo oldhatosagot biztosit szamukra kiilonféle
olddészerekben. Ehhez hasonléan pozitiv, semleges €s negativ toltottségli teriiletek
valtakozo elhelyezkedése is megfigyelhetd a felsziniikon (6. Abra) (Batta és mtsai. 2009,
Fizil ¢és mtsai. 2015, Huber és mtsai. 2018, Czajlik és mtsai 2021). A kompakt és
diszulfid-hidak altal stabilizalt szerkezetnek koszonhetéen igencsak ellenallok
sz¢lsoséges kornyezeti koriilményekkel (magas vagy alacsony pH, extrém magas
hémérséklet) és proteolitikus enzimek hatasaival szemben, és gombaellenes aktivitasukat
az ezeknek torténd kitettség utan is megdrzik (Galgdczy és mtsai. 2010).

Az AFP-k utébbi 10 évben intenzivebben tanulmanyozott képviseldinek

elsddleges szerkezetét és fizikokémiai tulajdonsagait a 7. Tablazat foglalja 6ssze.

4.4.2. Antifungalis hatas, hatasmechanizmus és biologiai szerep

Az Eurotiomycetes-eredetli AFP-k elsdsorban mas, az él6helylikon kompetitorként szoba
j6hetd azonos osztalyba tartozo fonalasgomba fajjal szemben aktivak, de a PAF, BP- ¢és
az NFAP2- csoport tagjainak élesztdgomba ellenes hatdsat is leirtdk (Marx 2004,
Galgoczy és mtsai. 2010,2019, Holzknecht és mtsai. 2020). Antifungalis spektrumuk
kismeértékll atfedéssel eltér egymastdl. Annak ellenére, hogy gombaellenes hatasukat
eltéréd modon fejthetik ki, azok fenotipikus megnyilvanuldsai nagyon hasonldak, amelyek
a gatolt vagy késleltetett sporacsirazas; a tobbszordsen elagazo, duzzadt végii hifak
1étrejotte; tovabba a hifa, csirazd spdra vagy sejt szétesése. Ez az antifungalis hatas
nagymértékben fiigg a tesztek soran alkalmazott tipkozeg ionerdsségétol, ui. az egy- vagy
kétértékil kationra disszocial6 sok (pl. NaCl, KCl, Mg2S0Oa) nagy koncentracidju jelenléte
csokkenti a fehérje hatékonysagat (Marx 2004, Galgoczy és mtsai. 2010,2019). Pontos
gombaellenes hatdsmechanizmusuk molekularis szinten nem intenziven tanulmanyozott,
az eddig ismerteket a 8. Tablazat foglalja Ossze.

A 8. Tablazatbol és egy tovabbi tanulmanybdl is kitlinik (Huber és mtsai. 2020),
hogy elsésorban nem kdzvetleniil a membranroncsoléds (és ezen keresztiil nekrdzis) az
Eurotiomycetes-eredetli AFP-k elsédleges hatasmodja, hanem valamilyen sejten beliili
célponthoz kotddve fejtik ki a hatasukat az idegen gombasejten. Ui. mindegyikiik

esetében megfigyelhetd az, hogy a sejt kiilso rétegeihez kotddnek és ott, vagy onnan vaku-
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7. Tablazat. Az utobbi 10 évben intenziven tanulmanyozott Eurotiomycetes-eredetii antifungalis proteinek els6dleges szerkezet és fizikokémiai tulajdonsagaik.

Protein Termelé gomba Amln,()savak Molekulaf:)meg CISZ,temﬁk K/,R/I:L Becs*illt Toltes** GRAVY" Uanrtr)tr Referencia
szama (Da) szama arany pl (pH 7) azonosito
PAF-csoport
AKYTGKCTKSKNECKYKNDAGKDTFIKCPKFDNKKCTKDNNKCTVDTYNNAVDCD
Penicillium . ,
PAF chrysogenum Q170 55 6250,05 6 13/0/0 8,93 +4,7 -1,375 Q01701 Marx és mtsai. (1995)
LSKFGGECSLKHNTCTYLKGGKNHVVNCGSAANKKCKSDRHHCEYDEHHKRVDCQTPV
PAFB g'l%rysoge””m 58 6500,32 6 8/2/6 883  +52 1,031 DOEXD3 Huber és mtsai. (2018)
LSKYGGQCSLKHNTCTYLKGGRNVIVNCGSAANKRCKSDRHHCEYDEHHRRVDCQTPV
Penicillium digitatum Garrigues és mitsai.
AfpB CECT 20796 58 6575,39 6 5/5/5 9,06 +5,9 -1,000 KOFGI7 (2017)
VLYTGQCFKKDNICKYKVNGKQNIAKCPSAANKRCEKDKNKCTFDSYDRKVTCDFRK
Penicillium expansum ) Garrigues és mtsai.
PeAfpA CECT 20906 57 6644,70 6 12/3/0 9,48 +8,7 1,081 AOA0A2KBK6 (2018)
LSKYGGECSKEHNTCTYRKDGKDHIVKCPSADNKKCKTDRHHCEYDDHHKTVDCQTPV
P. expansum CECT ) Garrigues és mtsai.
PeAfpB 20906 58 6691,41 6 9/2/6 7,80 +2+ 1,471 AO0AQ0A2K0JO (2018)
AFPg-csoport
ATYNGKCYKKDNICKYKAQSGKTAICKCYVKKCPRDGAKCEFDSYKGKCYC
Aspergillus giganteus ) Wnendt és mtsai.
AFP MDH 18894 51 5805,81 8 12/1/0 9,27 +8,7 0,914 P17737 (1994)
BP-csoport
DTCGGGYGVDQRRTNSPCQASNGDRHFCGCDRTGIVECKGGKWTEIQDCGGASCRGVSQGGARC
PAFC g'l%rysoge””m 64 6630,24 8 2/6/1 771 +09 0,767  B6HMF2 il
DTCGAGYDPAQRRTNSPCQASNGDRHFCGCDRTGIVECKGGKWTEIQDCGRNSCHGGTEGGAKC
P. expansum CECT Garrigues és mtsai.
PeAfpC 20906 64 6724,31 8 3/5/2 6,87 +0,2 -0,977 AOAOA2JECY (2018)

GRAVY: atlagos hidrofobicitas érték (grand average of hydropathy value); UniProt: Universal Protein Resource adatbazis. “: EXPASy ProtParam Tool-lal szamolva (Gasteiger és mtsai. 2005).
**. Protein Calculator v3.4 server-rel szdmolva (The Scripps Research Institute; http://protcalc.sourceforge.net/). Torzsgylijtemények: CECT: Spanish Type Culture Collection, Valencia,
Spanyolorszag; MDH: Michigan Department of Health, Michigan, USA.
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8. Tablazat. Az Eurotiomycetes-eredetii antifungalis fehérjék eddig feltart hatismechanizmusa.

Protein Hatasmechanizmus Referencia
PAF-csoport

Aspergillus nidulans, Neurospora crassa:
Plazmamembran hiperpolarizacio, K* kidramlas és Ca?* bedramlds,  Kaiserer és mtsai. (2003)

PAF az intracelluldris Ca?*-homeosztazis megzavarasa, cAMP/PKA Leiter és mtsai. (2005)
szignalizacion keresztiil intracellularis ROS képzédés és apoptozis ~ Binder és mtsai. (2010)
indukcio.

Saccharomyces cerevisiae:

PeATpA MAPK szignalizacio és sejtfalintegritas utvonal megzavarasa. Giner-Llorca é misai. (20232)
AFP-csoport
A. nidulans, Aspergillus oryzae, Fusarium oxysporum:
Plazmamembran permeabilizacio és a sejtfal kiépiilés akadalyozasa
AFPg a kitin-szintaz gatlasan keresztiil. Ca?*-be4ramlds indukcidja, az Meyer (2008)
AFPgnnssss  intracellularis Ca?*-homeosztizis megzavarisa, MAPK Binder és mtsai. (2011)

szignalizacio és sejtfal integritas utvonal megzavarasa. Specifikus
kotés DNS-hez és DNS roncsolodas vagy a transzkripeid gatlés.
CAMP: ciklikus adenozin-monofoszfat, MAPK: mitogén-aktivalt protein-kinaz, PKA: protein-kinaz A, ROS: reaktiv

oxigén szarmazékok (reactive oxygen species).

-oldris transzportmechanizmussal a sejt beleséjébe jutva valamilyen molekuléris
célponton keresztiil fejtik ki hatdsukat (Theis és mtsai 2003,2005, Bugeda és mtsai. 2020,
Holzknecht és mtsai. 2020, Huber és mtsai. 2020, Giner-Llorca és mtsai. 2023a). Ezeknek
a molekularis célpontoknak a kozvetlen azonositasa (pl. fehérje-fehérje kolcsonhatasi
vizsgalatokkal) a mai napig nem tortént meg. Jelenlétiikre kozvetett moddon
kovetkeztettek a feltételezett jelatviteli Gt gatlasan, jelatviteli vagy bioszintézis ut mutans
gombatorzsek, tovabba transzkriptomikai adatsorok vizsgalatan keresztiil (8. Tablazat).

Néhany eddigi vizsgalat azt sugallja, hogy az Eurotiomycetes-eredetii AFP-k
elsddleges bioldgiai szerepe nem a masik kompetitor gomba elpusztitdsa, hanem a
termeld gomba életciklusanak a szabalyozésa. A PAF-nak szerepe van a konidiogenezis
beinditdsdban és ezzel parhuzamosan az apoptdzis és az autofdgia indukcidjaban
bizonyos P. chrysogenum biomassza tomeg elérése utan, ¢hezési korilmények kozott
(Hegediis €s mtsai. 2011). Ezt jol alatdmasztja az a tény, hogy a PAF csak 6regedd P.
chrysogenum tenyészetben tapanyagfogyas (kés6é logaritmikus vagy stacionarius fazis)
esetében termelddik, tovabba az, hogy a fehérjét kddold gén promoter régidjaban
elsdsorban ¢hezésre ¢és stressz korlilményekre termelddd transzkripcidos faktorok
kotohelyei talalhatoak (Marx 2004, Kovacs és mtsai. 2014). Transzkriptomikai adatok és
a PAF-¢hoz hasonlé megfigyelések alapjan az AnAFP és az AFPg sporuldcioban,
tdpanyag ujrahasznositdsban és az autofagia indukciojaban betdltott szerepét feltételezik
az A. niger-ben, illetve az A. giganteus-ban éhezési koriilmények kozott (Paege és mtsai.
2016, Meyer és Jung 2018). A P. digitatum altal termelt AfpB szabalyozott sejthalalt

indukal a termeld szervezetben €s gy tlinik a populédcié denzitasanak a szabalyozasaban
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van szerepe egy mitogén-aktivalt protein-kindz utvonalakon keresztiil (Gandia és mtsai.
2019, Bugeda és mtsai. 2020). Transzkriptomikai adatok elemzése alapjan ez a folyamat
valoszinlisithetden a sejt homeosztdzisanak a felborulasan és apoptozis indukcion
keresztiil jatszodik le. Mindemellett az AfpB gatolja az acetoin bioszintézis utat és a
gomba toxintermelését (Ropero-Pérez ¢s mtsai. 2023). Ezzel szemben szintén
transzkriptomikai adatok alapjan feltételezik, hogy a P. expansum altal szekretalt PeAfpA
nem okoz sejthalalt a nativ termeld szervezetben és nem befolyasolja a konidiogenezist,
viszont a gomba ndvekedése soran szerepet jatszhat a sejtfal kiépiilés szabalyozasaban, a
szénhidratok mobilizacidjanak az elOsegitésében, tovabba a plazmamembran

transzporterek miikodésének a szabalyozasaban (Ropero-Pérez és mtsai. 2024).

4.4.3. Gyakorlati alkalmazhatosag

Néhany korabbi tanulmany mar felvetette az Eurotiomycetes-eredetic AFP-k gyakorlati
alkalmazhat6sagat mind a huménpatogén gombak okozta fertézések kezelésében, mind a

ndvénypatogén gombak okozta kartételek csokkentésében.

Gyogyaszat
Annak ellenére, hogy az Eurotiomycetes-eredetli AFP-k szamos humanpatogén gomba
novekedését gatoljak, kevés kozvetlen orvosi alkalmazasi lehetdségre talalunk példat a
szakirodalomban. Ennek elsddleges oka az lehet, hogy viszonylag nagy affinitassal
kotédnek a human szérumalbuminhoz, ami az invaziv gombafertézések kezelésében
torténd alkalmazéasukat akadalyozhatja. Emiatt el6sorban elszarusodd bdr vagy
nyalkahartya feliileten torténé alkalmazhatosaguk meriilt fel (Galgbczy és mtsai. 2019).
A P. chrysogenum altal termelt PAF biztonsagos gyogyaszati alkalmazhatosagat
in vitro sejtkultirakon végzett toxicitas tesztek mellett (Szappanos és mtsai. 2005,2006),
egy Palicz és mtsai. (2016) altal egercken elvégzett in vivo tanulmany is bizonyitotta.
Ennek sordn az intranazalisan alkalmazott PAF nem bizonyult toxikusnak az egerekre
nézve, nem valtott ki patologias és gyulladasi folyamatokat, tovabba a PAF-fal kezelt
tiidészovetek extraktuma gombaellenes hatassal rendelkezett Aspergillus nidulans-szal
szemben in vitro. Annak ellenére, hogy az intranazalisan alkalmazott PAF 6nmagaban
nem volt képes visszaszoritani az A. fumigatus altal okozott invaziv pulmonaris
aspergillozist egérmodellben, a talélési id6t meghosszabbitotta. Intraperitonealis

alkalmazas esetén ez minddssze egy nap volt. Ennek ellenére a PAF amfotericin B-vel
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(amellyel szinergisztikus kolcsonhatasba 1€p in vitro) torténdé kombinalt intraperitonealis
alkalmazésa ennél hatékonyabbnak bizonyult, ui. szignifikdnsan novelte az allatok
talélési idejét a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva (Palicz és mtsai. 2016).

Szintén a P. chrysogenum-bol szarmazé PAFB, PAFC, és a PAF-nak egy
élesztbgombaellenes hatds szempontjabol tudatosan tervezett valtozata (PAF™)
hatékonynak bizonyult C. albicans ellen haromdimenzios bérmodellben in vitro. Mind a
harom protein nem volt toxikus, jo penetracios tulajdonsagokkal rendelkezett, nem
sértette az epidermalis permeabilitds gat miikodését, nem valtoztatta meg bizonyos
citokinek (interleukin, IL-6 és IL-8) szekrécigjat (kivéve a PAFB, ami az IL-8-ét
csokkentette) és nem utolsd sorban szignifikansan visszaszoritotta a C. albicans

sejtszamot a fert6zott szovetmodellben (Holzknecht és mtsai. 2022).

Gombakorokozok elleni novény- és terményvédelem

Az Eurotiomycetes-eredetiit AFP-k szamos, szant6foldi vagy raktari kartevoként szamon
tartott gomba novekedését képesek in vitro koriilmények kozott gatolni, ami felveti
novény- és terményvédelemben torténd kozvetlen alkalmazhatosagukat (Galgdczy és
mtsai. 2013a, Leiter és mtsai 2017). Ennek az alkalmazasnak szintén két lehetdsége lehet,
ami mar a 4.3.2 fejezetben targyalasra keriilt, vagyis AFP-t termeld transzgenikus
novények létrehozésa, vagy feliileti permetszerként torténd alkalmazas.

Eurotiomycetes-eredetii AFP-t termeld transzgenikus novénykere jo példa az A.
giganteus altal termelt AFPg-t szekretalo rizs (Coca és mtsai. 2004, Moreno és mtsai.
2005), buza (Oldach és mtsai. 2001) és indiai koles (Girgi és mtsai. 2006), amik
megnovelt ellenalloképeséggel rendelkeztek Magnaporthe grisea, ilettve Erysiphe
graminis, P. recondita, illetve Puccinia substriata és Sclerospora graminicola-val
szemben.

Szantofoldi és raktari koriilmények kozott feliileti permetszerként torténd
alkalmazhatosagukat egyarant bizonyitottak laboratoriumi kisérletek soran. Az AFPg
vizes oldata megvédte a muskatli leveleket B. cinerea és M. grisea fertdzéssel szemben
még kettd, illetve hat héttel az alkalmazas utan is (Vila és mtsai. 2001, Moreno és mtsai.
2006). Ugyanez a fehérje megakadalyozta a paradicsomnovény gyokerének F.
oxysporum f.sp. lycopersici fertézését (Theis és mtsai. 2005). A PAF csokkentette a B.
graminis f. sp. hordei és a P. recondita f.sp. tritici altal okozott tiineteket arpa és
buzandvényeken (Barna és mtsai. 2008). Raktari koriilmények kozott az AFPg

visszaszoritotta kiilonb6zé Fusarium fajok novekedését az arpaszemeken és ezzel egyiitt
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csokkentette azok mikotoxin szennyezddést (Barakat és mtsai. 2010). Ugyanez a fehérje
megvédte a paradicsom, mang6d (Barakat és mtsai 2012), tovabba a banan termést A.
altranata altal okozott kartétellel szemben (Barakat és mtsai. 2014). A PAFB hatékonyan
visszaszoritotta a P. digitatum és a P. chrysogenum altal okozott kartételt narancson,

tovabba a P. expansum altal okozottat alméan (Gandia és mtsai. 2021).
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5. Célkituzések

Napjainkra aggaszté méreteket 6ltott az antifungalis szerekkel és fungicidekkel szemben
rezisztenciat mutatdé gombak altal okozott fertézések és kartételek esetszama a
klinikumban és az agrariumban. Az Irodalmi attekintés c. fejezetet olvasva tisztan latszik
az, hogy a jelenleg alkalmazasban 1évé gydgyszereken és novényvéddszereken alapuld
kezelési és megeldzési modszerek folyamatosan veszitenek a hatékonysagukbol és/vagy
mar nem felelnek meg a jelen kor kihivasaink. Ezért olyan, ezektdl alapvetden eltérd
molekulakra alapozott 0j antifungélis stratégidk kidolgozasa sziikséges, amelyek
hatékonyan és biztonsagosan alkalmazhatoak, tovabba minimalis eséllyel alakul ki
rezisztencia veliik szemben. Egy ilyen uj stratégia alapjat jelenthetik a természetben
eléforduld, gombaellenes hatdssal rendelkezd FEurotiomycetes-eredetli antifungélis
proteinek  (AFP-k) gyogyszerként vagy fungicidként torténé alkalmazasa.
Kutatdomunkank soran ennek a lehetdségét vizsgaltuk meg a Neosartorya (Aspergillus)
fischeri NRRL 181 altal szekretalt két AFP-nek a N. fischeri antifungalis proteinnek
(NFAP) és a N. fischeri antifungalis protein 2-nek (NFAP2) a tanulmanyozasan keresztiil

¢s ehhez a kovetkezd konkrét célokat fogalmaztunk meg:

1. A N. fischeri AFP-k izolalasa a nativ termel6bdl és nagy mennyiségii termelésiik
megvalositdsa  gyogyszer- ¢€s  élelmiszeripari szempontbol alapvetéen
biztonsagosnak itélt (GRAS, generally recognized as safe) gomba-alapt
expresszios rendszerekben.

2. A N. fischeri AFP-k gombaecllenes spektrumanak, hatékonysaganak,
gyogyszerekkel és egymassal valo kolcsonhatasanak a vizsgalata.

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

4. A N. fischeri AFP-k szerkezetének és a gombacllenes hatas szempontjabol
Iényeges szerkezeti elemeinek a megismerése.

5. A gombaellenes hatds szempontjabol Iényeges 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-szdrmazékok gyakorlati alkalmazhatosdganak a bizonyitasa a

ndvény- és terményvédelemben.
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8. Az NFAP2 gyakorlati alkalmazhatosaganak a bizonyitdsa a humdanpatogén

gombak okozta fertézések kezelésében.

Az elso célkitiizés teljesitésével olyan mennyiségben allt rendelkezésre NFAP és
NFAP2, amely mar elegendének bizonyult a masodikban megfogalmazott antifungalis
spektrumok széleskorti feltérképezéséhez, az eltérd sejttipusokkal (planktonikus és
szesszilis biofilm sejtek) szemben ¢€s kiilonb6z6 kornyezetei koriilmények kozott mutatott
hatékonysagok, tovabba a hatasmddok felderitéséhez. Az alkalmazott és kidolgozott
GRAS statusza Pichia pastoris- (1jabb nevén Komagataella phaffii), illetve Penicillium
chrysogenum-alapu expresszios rendszerek alkalmasak ipari koriilmények kozott torténd
NFAP ¢és NFAP2 eldéllitasra is. A hatdsmod megismerése elengedhetetlen volt a
negyedik célkitlizés teljesitéséhez, vagyis olyan, a gombaellenes aktivitasért felelds
fehérjeszerkezeti elemek feltarasdhoz, amik alapjan modulélni lehet a hatékonysagot és a
spektrumot, tovabba (gyakorlati alkalmazas szempontjabol el6nydsebb, kisebb
molekulatomegili) antifungalisan aktiv peptid-szarmazékok (fehérje fragmentumok)
tervezhetok. Ez el0szor megkivanta az NFAP és NFAP2 madasod- és harmadlagos
szerkezetének a meghatarozasat (elektronikus cirkularis dikroizmus és magmagnesen
rezonancia spektroszkopidkkal), tovabba szerkezeti mutans fehérjevaltozatok
tanulmanyozasan keresztiil annak a megismerését, hogy az egyes szerkezeti elemek
hogyan befolyasoljak a hatékonysagot és a stabilitast. Ezek alapjan megallapithatok
voltak a fehérje ,,szabadon” szerkeszthet6 elemei, amelyek els6sorban a rendezetlen
hurokrégiokra korlatozédtak, mint pl. az antimikrobialis hatasu peptidekben
megtalalhato, gyakran az antifungalis hatasért felelds, un. y-core régio. A y-core régiot
lefed6 szintetikus peptid-szarmazékok megfeleld modositasaival, antifungalisan
hatékony, stabil szerkezeti peptidek voltak tervezhet6k az 6todik célkitlizés soran. Az
NFAP, NFAP2 ¢és  y-core  peptid-szarmazékok  biztonsagos  gyakorlati
alkalmazhatdsaganak a bizonyitasa toxicitas vizsgalatokat kovetelt meg. Ezért a hatodik
célkitlizésben vizsgaltuk a lehetséges karositd hatasukat, fejlodé novényen (Medicago
truncatula), fejlett intakt novényen és levagott levelén (Solanum lycopersicum),
vorosvértesteken, kiilonbozé human sejtvonalakon (keratinocitdk, dermalis fibroblaszt
sejtek, bélham sejtek, monocitak), haromdimenziés bérmodellen és nagy viaszmoly
(Galleria mellonella) larvan. Gombara nézve specifikus alkalmazhatosaguk bizonyitasa
utan a hetedik célkitlizésben egy paradicsomndvény/termés - fitopagtogén gomba

(Botrytis cinerea ¢s Cladosporium herbarum) modellrendszerben feltartuk az NFAP és
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y-core peptid-szarmazékai lehetséges alkalmazasat a novény- és terményvédelemben.
Mig a nyolcadikban egy haromdimenziés bérmodell - Candida albicans fert6zési
kisérletben és egy egér vulvovaginalis candidiazis (C albicans) modellben az NFAP2
lehetséges alkalmazasat feliileti a feliileti gombas fertézések kezelésében.
Célkitiizéseink teljesitése jelentés mértékben hozzajarult nemcsak a N. fischeri
altal termelt két antifungalis protein (NFAP és NFAP2) ¢s az ezeken alapuld peptid-
szarmazékok, hanem egyéb, hozzajuk hasonlé Eurotiomycetes-eredetli AFP-knek a
gombak okozta fertdzések ¢&s kartételek visszaszoritasdban torténé gyakorlati

alkalmazhatésagahoz.
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6. Anyagok és modszerek

A dolgozatban bemutatott eredmények alapjaul szolgald kisérletek soran hasznalt
mikroorganizmusok, anyagok és eszk6zok, tovabba az alkalmazott szamos moddszer
részletekbe mend leirdsa a doktori értekezéshez kapcsolodo kozleményekben talalhatok
meg. Jelen fejezet csupan arra vallalkozik, hogy ezekrdl egy altalanos és atfogd képet
nyujtson az olvas6 szamara €s csak a dolgozat megértése szempontjabol 1ényeges dolgok

keriiljenek megemlitésre.

6.1. Neosartorya fischeri antifungalis proteinek termelése és izolalasa

A nativ termel6, vagyis a Neosartorya (Aspergillus) fischeri NRRL 181 izolatum altal
szekretalt NFAP egy altalunk kidolgozott és antifungélis proteint indukalo tdpkozegnek
elnevezett (Kovacs és mtsai. 2011), mig az NFAP2 egy Penicillium chrysogenum
minimal tapoldat feliiluszojabol volt izoldlhatdé a tenyésztési korlilmények
optimalizaciojat kovetden (Toth és mtsai. 2016).

A rekombindns NFAP nagy mennyiségli extracellularis termelése egy gyogyszer-
¢s élelmiszeripari szempontbdl alapvetéen biztonsagosnak itélt (GRAS, generally
recognized as safe) Pichia pastoris (jjabb nevén Komagataella phaffii) KM71H- (Viragh
¢és mtsai. 2014, Galgoczy és mtsai. 2017), tovabba egy szintén GRAS P. chrysogenum
Q176-alapti expresszios rendszerben egyarant megvalosult (Sonderegger és mtsai. 2016),
mig az NFAP2 termelése csak a P. chrysogenum Q176-alaptiban (Toth és mtsai. 2018).
A rekombinans NFAP P. pastoris-ban torténd termeléséhez a genomba integralodo
pPICZoA expresszios vektort (Viragh és mtsai. 2014, Galgdcezy és mtsai. 2017), mig az
NFAP és NFAP2 P. chrysogenum-ban torténd termeléséhez egy altalunk szerkesztett,
szintén a genomba integral6dd pSK275 expresszids vektort alkalmaztunk (Toth és mtsai.
2018). Az NFAP antifungalis hatismechanizmusanak tanulmanyozasa céljabol termelése
az Aspergillus nidulans CS2902 torzsben is megvalosult egy altalunk szerkesztett pAMA-
alapt, a genomba nem integral6do expresszids vektor alkalmazasaval (Galgoczy és mtsai.
2013Db).

A nativ és rekombinans NFAP ¢és NFAP2 izoldlasa méretkizarasos vagy
kationcserés oszlopkromatografiads modszerrel tortént a tenyészetek feliilisz6jabol annak

ammonium-szulfattal torténd frakcionalt kisézasat és desztillalt vizzel szemben torténd
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dializalasat, vagy ultraszlirését (30 kDa porusatmérd) kovetden gravitacids technika vagy
gyors protein kromatografias késziilék alkalmazasaval, amit a fehérjét tartalmazé
frakciok dializise, majd liofilizalasa kovetett (Kovacs és mtsai. 2011, Virdgh és mtsai.
2014, Toth és mtsai. 2018 ). Egyes esetekben ezek utan még egy utodlagos forditott fazisu
nagy teljesitményli folyadékkromatografias (RP-HPLC, reversed-phase high-
performance liquid chromatography) tisztitast is alkalmaztunk (Kovacs és mtsai. 2019).

A termelt NFAP és NFAP2 azonositdsa N-terminalis szekvenaldssal vagy
tomegspektrometrias analizissel tortént (Kovacs €s mtsai. 2011, Toth és mtsai. 2016). A

fehérjén beliili diszulfid-hidak kialakuldsardl a pontos tomegmérés adott informaciot.

6.2. Neosartorya fischeri antifungalis proteinek spektruma és hatasmédja

cre

medium) vagy 10-szeresére higitott burgonyakivonat-gliikk6z (0,1xPDB, potato-dextrose
broth) tapkozegben mutatott gombaellenes hatékonysaganak a felderitéséhez és
spektrumanak a megallapitasihoz a vizsgalat szempontjabol optimalizalt in vitro
agardiffizidés vagy mikrodilucios érzékenységi teszteket alkalmaztunk. Az NFAP és
NFAP2 humanpatogén gombdkkal szembeni hatékonysagat klinikai standardizalt
érzékenységi tesztekkel (CLSI [Clinical and Laboratory Standards Institute] M27-A3
modszer az élesztégombakra (Clinical and Laboratory Standards Institute 2008a), vagy
M38-A2 modszer a fonalasgombakra) Roswell Park Memorial Institute-1640
tapkozegben is vizsgaltuk (Clinical and Laboratory Standards Institute 2008b). Az NFAP
és NFAP2 névénypatogén gombakkal szembeni hatékonysagat és spektrumat 0,1xPDB-
ben hatidroztuk meg mikrodilucios érzékenységi tesztekben (Toth és mtsai. 2020a).
Minimalis gatld koncentracié (MIC, minimum inhibitory concentration) értéknek azokat
az antifungélis fehérje €s szer koncentraciokat tekintettilk, amelyek 5 vagy 10%-ra
csokkentették a gombak novekedését a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva (100%-0S
novekedés) fényelnyelés mérések (ODe2o) alapjan.

Az NFAP2 biofilmekkel szembeni hatékonysagat Candida albicans-szal és eltéré
kladokba tartoz6 Candida auris izolatumokkal szemben vizsgaltuk [2,3-bis(2-metoxi-4-
nitro-5-szulfofenil)-2H-tetrazolium-5-karboxanilid] redukcidjan alapuld metabolikus

aktivitas (¢életképesség) méréssel. Ebben az esetben MIC értéknek éltaldban a >50%

60



metabolikus aktivitas gatlast tekinttettiik a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva (100%-0S
metabolikus aktivitas) ODasg2 mérések alapjan (Kovacs és mtsai. 2021).

Az NFAP2 antifungalis szerekkel és NFAP-vel torténé kombinalt alkalmazasa
esetén a két szer kozott follépd kolcsonhatas tipusat (szinergista, additiv, indifferens)
Checkerboard-titralas modszerrel és frakcionalis gatld koncentracié index (FICI,
(fractional inhibitory concentration index) szamolasaval allapitottuk meg és jellemeztiik
(Pillai és mtsai. 2005).

Az egy- vagy kétértékli kationokra disszocialdo sok, a pH valtozas, az eltérd
homérsékleteken torténd kezelés és a proteolitikus enzimek hatasat az NFAP (és részben
az NFAP2) gombaellenes hatékonysagara, eltérd sok eltérd koncentracidival kiegészitett
¢s eltérd kémhatasra pufferelt tapkdzegekben, illetve eltérd hdmérsékleten vagy protein
K eltér6 koncentracidival kezelt fehérjeoldat novekedésgatlo képességének a
vizsgalataval jellemeztiik Aspergillus niger SZMC 601 (Kovacs és mtsai. 2011),
rekombinans NFAP-t termel6 A. nidulans és A. nidulans FGSC A4 (NFAP) (Galgoczy és
mtsai. 2013b,2017), vagy Saccharomyces cerevisiae SZMC 0644 (NFAP2)
gombatorzseken agardiffuzios vagy mikrodilicids érzékenységi tesztekben (Toth és
mtsai. 2016).

Az NFAP hatasmodjat ez eld6bb emlitett harom Aspergillus torzson, tovabbi vad
tipust A. nidulans torzseken, ezek jelatviteli Gt mutans torzsein és egy z6ld fluoreszcens
fehérjével jelolt aktint termeld torzson tanulményoztuk (Viragh és mtsai. 2015). Az
NFAP2 hatasmechanizmusat C. albicans ATCC 10231, CBS 5982 és 27700 torzseken
vizsgaltuk (Toth és mtsai. 2016,2018, Kovéacs és mtsai. 2019). A hatasmodok
felderitéséhez mikrodilucids érzékenységi teszteket, fénymikroszkopia, fluoreszcens
mikroszkopia, konfokdlis mikroszkopia és pasztazod elektronmikroszkopia (SEM,
scanning electron microscopy) technikakat hasznaltunk. A fluoreszcens mikroszkopiat
Annexin V-FITC - Apoptosis Detection Kit (Sigma—Aldrich, St. Louis, MO, USA),
calcofluor fehér, FUN-1 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA),
diklorodihidrofluoreszcein-diacetat, propidium-jodid (PI, propidium iodide), tovabba
indirekt immunfluoreszcens festési technikakkal kombinaltuk. Ezek a modszerek rendre
az apoptotikus : nekrotikus sejtek aranyanak, a kitin elrendezddés, a sejtek
életképesseégének, a reaktiv oxigén szarmazékok jelenlétének, és a membrankarosodas
vizsgalatara szolgéltak. A hatasmddok felderitéséhez aramlési citometridval elvégzett
fluoreszcencia-aktivalt sejtvalogatas analizist (FACS, flourescence activated cell sorting)

is alkalmaztunk.
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6.3. Neosartorya fischeri antifungalis proteinek szerkezete és funkcionalis szerkezeti

elemei

Az NFAP és NFAP2 oldatbeli szerkezetét magmagneses rezonanciaspektroszkopiaval
vizsgaltuk (Hajdu és mtsai. 2019, Varadi és mtsai. 2023a). Ehhez N és/vagy 1°N/*C-
jelolt fehérjéket termeltiink a 6.1. fejezetben emlitett P. chrysogenum-alapt expresszios
rendszerben. A diszulfid-hid mintazatokat proteolitikus emésztéssel kapcsolt
tomegspektroszkopiaval allapitottuk meg az NFAP esetében (Hajdu és mtsai. 2019).
Mivel ez a modszer az NFAP2 esetében nem volt kivitelezhetd, ezért szilard fazisu
peptidszintézissel eldallitott NFAP2 fragmentumok nativ kémiai ligacidéval torténd
Osszeépitésével €s cisztein védocsoportok alkalmazasaval eltérd diszulfid-hid mintazata
NFAP2 véltozatokat allitottuk eld. Ezek szerkezeti integritasat €s masodlagos szerkezeti
elemeit hasonlitottuk dssze a rekombinans nativ NFAP2 éltal mutatottokkal. A szerkezeti
integritas vizsgalatara RP-HPLC-t alkalmaztunk (Varadi ¢s mtsai. 2023a). A fehérjék
rendezett masodlagos szerkezetét, masodlagos szerkezeti elemeit, és a diszulfid-hidak
jelenlétét elektronikus cirkuldris dikroizmus (ECD) spektroszkopiaval vizsgaltuk (Téth
¢és mtsai. 2016, Galgoczy és mtsai. 2017).

Az NFAP szerkezet-hatas Osszefiiggésében fontos fehérjeszerkezeti elemek
vizsgalatahoz cisztein-szerin cserélt, kozponti hidrofob mag delécids és az elsé 6t N-
terminalis aminosavban mutans valtozatokat allitottunk el6 a 6.1. fejezetben emlitett P.
pastoris-alapt expresszios rendszerrel (Galgdczy és mtsai. 2017). Az elballitott mutans
valtozatok antifungélis hatékonysagat, kornyezeti hatdsokkal (hdmérséklet, pH, so)
szembeni stabilitasat, hatasmodjat A. nidulans FGSC A4 torzzsel szemben vizsgaltuk a
6.1. és 6.2. fejezetekben ismertetett kezelési €s mikrodilucios érzékenységi teszt
modszerekkel (Galgoczy és mtsai. 2017). Az NFAP2 gombaellenes hatasaért felelds
szerkezeti elemeinek a felderitésére az Uin. funkcionalis térképezés modszert alkalmaztuk,
amely soran a fehérjét Osszességében teljesen lefedé peptid-fragmentumokat
szintetizaltunk szilard fazisu peptidszintézissel ¢és vizsgaltuk ezek gombaellenes
hatékonysagat mikrodilticios érzékenységi tesztekben, tovabba sejtmembranroncsold
aktivitasukat PI-festéssel kapcsolt fluoreszcens mikroszkdpidval a 6.1. és 6.2. fejezetek
modszereivel (Toth és mtsai. 2018). A y-core régid gombaellenes hatas kivaltasaban
betdltott szerepének a vizsgalatara az NFAP2 y-core mutans valtozatat szintetizaltuk meg
az eléz6 bekezdésben emlitett fehérjeszintézis modszerrel. A y-core mutans véltozat

antifungalis hatékonysagat mikrodilucids érzékenységi tesztben és Pl-festéssel kapcsolt
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aramlasi citometriaval elvégzett FACS analizissel vizsgaltuk a 6.2. fejezetben leirt

modszerekkel (Varadi és mtsai. 2023a).

6.4. Neosartorya fischeri antifungalis proteinek peptid-szarmazékai

A N. fischeri antifungalis proteinek y-core régioi alapjan tervezett peptid-szarmazékokat
¢s azok modositott valtozatait szilard fazisi peptidszintézissel (6.3. fejezetben
alkalmazott modszerek) allitottuk elé esetenként S-terc-butil véddcsoporttal a
ciszteineken (Toth és mtsai. 2020a, Varadi és mtsai. 2024). A szintetikus peptidek
antifungalis aktivitasat, spektrumdt és 1d6-0lés gorbéjét a 6.2. fejezetben leirt
mikrodilicios érzékenységi tesztekben vizsgaltuk 0,1xPDB vagy LCM tapkozegekben
(Toth és mtsai. 2020a, Varadi és mtsai. 2024). A peptid-szarmazékok szerkezeti
integritdsat RP-HPLC-vel és ECD spektroszkopiaval tanulméanyoztuk (Varadi és mtsai.
2024). A hatasmodjuk felderitéséhez fénymikroszkopiat hasznaltunk (To6th és mtsai.
2020a).

6.5. Toxicitasvizsgalatok novényeken és emlés sejteken, szovetmodellen, allatokon

Az NFAP ¢és y-core régiol alapjan tervezett peptid-szarmazékok fejlddé novényre
gyakorolt lehetséges karositd hatasat Medicago truncatula A-17 harom napos
csirandvényeken vizsgaltuk; a fogyokér csucsat kezeltiik a fehérje/peptid vizes oldataval
(Toth és mtsai. 2020a). Az NFAP, NFAP2 ¢és y-core régidi alapjan tervezett peptid-
szarmazékaik novényi szovetkarositd hatdsat intakt paradicsomnovény levelének
abaxialis epidermiszén teszteltik a fehérje/peptid vizes oldatanak fOerek kozé
cseppentésével (Toth €s mtsai. 2020a, 2022).

Emlds sejtvonalakra gyakorolt toxikus hatdsukat human keratinocitdk (HaCaT),
bélhamsejtek (HT-29) és monocitak (THP-1) a fehérje/peptid jelenlétében mutatott
metabolikus aktivitisinak a nyomon kovetésével (CCK8 Cell Proliferation and
Cytotoxicity Assay Kit, Dojindo Molecular Technologies Inc., Rockville, MD, USA)
vizsgaltuk (Toth és mtsai. 2020a). Allati szervezetet karositd hatasukat Galleria

mellonella toxicitas modellben teszteltilk (Varadi és mtsai. 2024). Hemolizist okozo
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képességiiket sziir6papir-alapu korong teszttel Columbia juhvéres agarlemezen
tanulmanyoztuk (To6th €s mtsai. 2020a, Varadi és mtsai. 2024).

Az NFAP2 human bérszoveti sejtekkel szemben mutatott toxicitasat keratinocita
¢s dermalis fibroblaszt sejtvonalokon vizsgaltuk kombinalt Hoechst-PI festési eljarassal,
fluoreszcens mikroszkopidval (Kovacs és mtsai. 2019). A fehérje vizes oldatanak
borkarositd hatasat egy haromdimenzids bérmodell rendszerben (Phenion; Henkel AG,
Diisseldorf, Németorszag) eltéréd hisztologiai festési eljarasokkal: Az epidermalis
permeabilitas gat miikodésérevald hatasat lucifer sarga CH (LS) - 4',6-diamidin-2-
fenilindol (DAPI) komninalt festéssel és fluoreszcencia intenzitas meghatarozassal; a
szoveti morfologiat karositd képességét pedig hematoxilin-eozin (H-E)-festéssel
vizsgaltuk. A bdérmodellekre gyakorolt lehetséges apoptotikus hatast ,,terminal
deoxynucleotidyl transferase biotin-dUTP nick end labeling” festéssel mutattuk ki. A
haromdimenzids bormodell interleukin-6 és -8 termeldképességét egy ELISA modszerrel

hataroztuk meg és kvantifikaltuk (Holzknecht és mtsai. 2022).

6.6. Az NFAP és vy-core peptid-szarmazékok novény- és terményvédelmi

alkalmazhatdésaga

Az NFAP és y-core peptid-szarmazékok 0,1 xPDB-ben elkészitett oldatanak és ezek FICI
alapjan (Checkerboard-titralas, 6.2. fejezet) meghatarozott szinergista kombinaciojanak
feliileti, kontakt-szerként torténd novényvédelmi alkalmazhatosagat paradicsomnovény -
Botrytis cinerea fert6zési modellben a névény levagott levelének abaxialis epidermiszén
vizsgaltuk a protein/peptid oldatban (0,1 xPDB) elkészitett konidium szuszpenzi6 féerek
kozé cseppentésével. A gomba levélszovet karositd hatdsat Evan’s kék festéssel tettiik
lathatova, a levélen mutatott kolonizald képességét pedig SEM-mel (T6th és mtsai. 2022).
Az NFAP és y-core peptid-szarmazékok terményvédelmi alkalmazhatosagat Botrytis
cinerea és Cladosporium herbarum ellen teszteltiik paradicsomtermés szurt pontjainak a
protein/peptid oldatban (0,1xPDB) elkészitett konidium szuszpenziokkal torténd
fertézéssel (Toth és mtsai. 2020a, 2022).
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6.7. Az NFAP2 alkalmazhatosaga feliileti human gombas fertozések kezelésében

Az NFAP2 vizes oldatanak topikalis szerként torténd alkalmazhatosagat feliileti, kutan
gombas fertdzések kezelésére a toxicitdsvizsgalatok soran emlitett haromdimenzios
bérmodellen (6.5. fejezet) vizsgaltuk C. albicans CBS 5982 izolatummal szemben.
Perjodsav-Schiff-festést hasznaltunk a gomba szdveti modellben torténd lathatova
tételére, mig az epidermalis permeabilitas gat vizsgalatara a 6.5. fejezetben emlitett LS -
DAPI festést és fluoreszcencia intenzitds meghatarozast (Holzknecht és mtsai. 2022).
Az NFAP2 vizes oldatanak feliileti szerként mutatott hatékonysagat a
nyalkahartya gombds fert6zésének a visszaszoritdsaban egy egér vulvovaginalis
candidiazis modellben (VVC) vizsgaltuk flukonazol-rezisztens, humidn VVC-bdl
szarmaz6 C. albicans 27700 izolatummal szemben. A vulvalis és vaginalis szovetek
extraktumabdl kinyerhetd gombak koloniaképzd egység meghatarozasaval allapitottuk
meg a C. albicans él6sejtszamot és ez alapjan kovetkezettiink az NFAP2 hatékonysagara.
Grocott, Gomori-féle eziistmetamin- és H-E festési eljarasokkal a C. albicans szdveti
kolonizald képességét, illetve a gyulladasi folyamatra utalé neutrofil granulocitak

jelenlétét vizsgaltuk (Kovacs és mtsai. 2019).

6.8. Bioinformatikai modszerek

A fehérjék és peptidek aminosav-sorrendjeinek az elemzésére a National Center for
Biotechnology Information (Sayers és mtsai. 2022), az Universal Protein Resource
(UniProt Consortium 2023) és a Joint Genome Institute (Nordberg és mtsai. 2014)
adatbazisokban elérhetd szekvenciakat hasznéltuk fel, az illesztésiikh6z és azok grafikus
megjelenitéséhez pedig a BioEdit (v7.0.5.2., Hall 1994) ¢és a JalView (v2.11.3.3,,
Waterhouse és mtsai. 2009) programokat. A fehérjék és peptidek fizikokémiai
tulajdonsagait az az Expert Protein Analysis System (ExPASy) szerver ProtParam Tool
alkalmazasaval (Gasteiger és mtsai. 2005), és a Protein Calculator (v3.4,
https://protcalc.sourceforge.net/) szerverrel allapitottuk meg. A fehérjék masodlagos
szerkezeti elemeinek a becslésére a PSIPRED (v3.3) Protein Analysis Workbench-t
alkalmaztuk (Buchan és mtsai. 2013). A fehérjeszerkezetek homologia modellezésére a
MODELLER v9.934 programot hasznaltuk (Sali és mtsai. 1995), a modelleket a
ModRefiner-rel (Xu és Zhang 2011) finomitottuk és az az UCSF Chimera (v1.6)
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szoftverrel energia minimalizaltuk (Pettersen és mtsai 2004), mindségiiket pedig a
RAMPAGE szerverrel ellendriztiik (Lovell és mtsai. 2003). A fehérjék harmadlagos
szerkezetét és szerkezeti elemeit az UCSF Chimera (v1.6) szoftverrel elemeztiik és tettiik

lathatova (Pettersen és mtsai 2004).

6.9. Statisztikai modszerek

A statisztikai analiziseket és az eredmények abrazolasat a Microsoft Excel (Microsoft,
Edmond, WA, USA) és a GraphPad Prism (GraphPad Software, San Diego, CA, USA)
szoftverek eltéro verzidival, tovabba a Statistics Kingdom
(https://www.statskingdom.com/index.html) szerverrel végeztik el. Az egyes
eredmények adatainak elemzésénél alkalmazott statisztikai mddszerek az ,,Eredmények

és értékelésiik” cimi fejezet megfeleld abraalairasaiban kertilnek feltiintetésre.

66



7. Eredmények és megvitatasuk

7.1. Neosartorya fischeri antifungalis proteinek termelése és izolalasa

Munkank kezdetéig minddssze csak négy Eurotiomycetes-eredetli antifungalis protein
(AFP) izolalasarol 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 megegyezé Penicillium
nalgiovense antifungalis protein (NAF, Geisen 2000). Nuklein- és aminosav-Szekvencia
adatbazisokban torténd keresések és hasonldsagi talalatok alapjan feltételeztiik, hogy
hasonlo, de eltérd spektrummal és hatasmoddal rendelkezé antifungdlis proteineket mas

gombak (pl. a Neosartorya (Aspergillus) fischeri NRRL 181) is képesek termelni.

7.1.1. Az NFAP termelése és izolalasa

Genomi adatbazisok szilirésével igazoltuk, hogy a N. fischeri NRRL 181 izolatum képes
lehet a mar jol jellemzett, PAF-hoz hasonlo fehérjét termelni (7. Abra), ami a National
Center for Biotechnology Information adatbazisaban XP_001262586.1 azonosito alatt
talalhato meg (Sayers és mtsai. 2022). Ezt a fehérjét Neosartorya fischeri antifungalis
proteinnek (NFAP) neveztiink el (Kovacs és mtsai. 2011). Az NFAP az Universal Protein
Resource (UniProt) adatbazisban az AOA2I2KHNS8 azonositoval szerepel (UniProt
Consortium 2023).

10 40
AFPg_P17737/1-94 MKFVSLA LGF--»ALVAALGAVATPVEAD lTAOﬂLDA DESAVlAT NGKCVKKD IC AQSG YAIC C 'VK CEF KGKCYC~»-~
PAF_Q01701/1-92 ---Mal VAI.---FI.FAAMG.VAYP|E.V ~NDLDARAEAGVLAKNTGKCTKSKNEC INDAG| FI CPKFDNK C NN CYV NNAVDED -
NFAP_AOA2I2KHN8/1-94 - - - MQl KI.l--vFlFAGIGVVASPIHAE -DGLNARAVNAADLE KGECiTKD TE I1DG- I.A CPSAANT GN cT NRKVKCDFRH
AnAFP_AaAIUEOBZ/lQI- -MalL 1AIl---1LFAAMGAIANPIAAE -DDLLA -DAQLSKNGGECSLEH TCY KDG - VVSC'SAANL CK RHHCE DHHKTVDECQTPV
B8P_G5DC88//1-97 “MKITALFN- - v.lMAAIAVIAAAVAERDV LGGLEA nlcolc anqnmscc AGNG - rcccnncvv cxcaxwr vaica slcxarlucanc
NFAP2_AOA1DOCRT2/1-86 - - - MHE ALFSATALLAA QVIGA.VEV'R . DVAAIQ lAlS'V ACNCP - KGS SGPSD -VISGRCEWQ- - GGQLNECIAT-

Konszenzus
MKFMQ+T++A+SAI+LFAA+GVVA+P+EAES+T+++LDARAEDAVL+KYNG+C+KKDNTCKYKKDGGKTHFCKCPSAANKKCKGGKW+DGNKCEYDSY+G+V+CDAT+

7. Abra. Az Aspergillus giganteus antifungalis protein (AFPg), a Penicillium chrysogenum antifungalis
protein (PAF), a Neosartorya fischeri antifungalis protein (NFAP), az Aspergillus niger antifungalis peptid
(AnAFP), a Penicillium brevicompactum ,,bubble protein” (BP) és a Neosartorya fischeri antifungalis
protein 2 (NFAP2) aminosavsorrendjének illesztése BioEdit szoftverrel (ClustalW) (Hall 1999). A
fehérjenév utan annak Universal Protein Resource adatbazisban szerepld azonositdja és az aminosavak
szdma lathatd. A sarga nyil a preszekvencia, mig a sarga csillag és a vonal a proszekvencia lehasadési helyét
és az érett fehérje elsé N-termindlis aminosavat jelzi. Az illesztés Jalview-val szoftvercsomaggal kertilt

megjelenitésre (Waterhouse és mtsai. 2009), az aminosavak héttérszine ClustalX alapszinséma szerint.
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Aminosav-szekvencia hasonlosagok alapjan feltételeztiik, hogy az NFAP a PAF-
hoz hasonléan szintén preproproteinként expresszalodik és a  gomba
folyadéktenyészetének a feliiluszdjabol kimutathatdo (Marx 2004). Tobbféle tapoldat és
tenyésztési koriilmény tesztelése utan az NFAP-t a N. fischeri NRRL 181, egy specialis
Osszetétell és altalunk antifungalis proteint indukalo tapkozegnek elnevezett tapoldatba
leoltott tenyészetének a feliiluszojabal sikeriilt méretkizarasos kromatografia segitségével
kis mennyiségben izoldlnunk (1,25+0,12 mg/l). Ez a mennyiség azonban elegendének
bizonyult az érett NFAP N-terminalis szekvenalassal torténd azonositdsahoz, tovabba a
gombaellenes sajatsdgok eldzetes jellemzéséhez (Isd. 7.3.1. és 7.3.5. fejezetek) (Kovacs
¢s mtsai. 2011). Mivel ez utdbbiak alapjan az NFAP igéretes antifungélis molekulanak
bizonyult, a tovabbi részletesebb jellemzésekhez és egyéb kisérletekhez meg kellett
oldanunk nagy mennyiségii el6allitasat egy fehérje expresszids rendszerben.

Az NFAP nem mutatott élesztOgombaellenes hatast, ezért kidolgoztunk egy
Pichia pastoris (Gjabb nevén Komagataella phaffii) KM71H-alapt expresszios rendszert
a nagy mennyiségben torténd eldallitisara. Ebben a rendszerben a nem kodon
optimalizalt, érett fehérjét kodolo nfap cDNS az a-faktor szignalszekvenciahoz
fuzionaltatott volt és az expresszidja egy alkohol-oxidazt kédold gén promoéterének a
szabalyozésa alatt allt, ami lehetévé tette a fehérje expresszidjanak metanollal torténd
indukciéjat. Ot napon 4t torténd indukciét kovetden a tenyészet feliilisz6jabol a nativ
termelééhez képest mintegy hatszoros, 5,96+0,24 mg/l hozammal sikeriilt megfeleld
modon érett rekombinans NFAP-t izolalunk kationcserés oszlopkromatografias
modszerrel (Viragh és mtsai. 2014). A kodon optimalizaciojat kovetden ugyanezzel a
tisztitdsi modszerrel ennek majd a kétszeresét, 11,27+4,65 mg/l rekombindns NFAP
hozamot sikeriilt elérniink (Galgoczy és mtsai. 2017).

A késdbbiekben a rekombindns NFAP hatdsmddjanak a felderitéséhez (Isd. 7.4.1.
fejezet) és a szerkezet-hatdsmod Osszefiiggés megallapitdsdhoz (Isd. 7.5.1. fejezet)
szerettiik volna az oldatbeli szerkezetét magmagnesen rezonancia (NMR, nuclear
magnetic resonance) spektroszkopiaval meghatarozni. Az ilyen mérést viszont
nagymértékben zavarta a P. pastoris-alapt expresszios rendszer altal poszttranszlacios
modositasként a fehérjére csatolt nagy mennyiségii, hossza ¢és elagazd cukormotivum
(glikozilacids mintazat) (O'Leary €s mtsai. 2004). Ennek ellenstlyozasara kidolgoztunk
egy P. chrysogenum Q176-alapt expresszios rendszert, amelyben az érett NFAP-t kodolo
kodon optimalizalt cDNS a PAF szignalszekvencidjaval fuzionaltatott, és a paf gén

promoterének és terminacios szignaljanak a szabalyozasa alatt all. A paf gén promotere
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szamos kornyezeti stresszhatasra és ¢hezésre termelddd transzkripcios faktor kotéhelyét
tartalmazza (Marx 2004), aminek a kdvetkeztében cukormotivumot nem tartalmazd
NFAP viszonylag nagy mennyiségben (3,68 = 0,19 mg/l) termeltethetd és a leoltast
kovetd 96. oraban tisztithatd volt kationcserés oszlopkromatografiaval a tenyésztésre
alkalmazott P. chrysogenum minimal tapoldatbol (PcMM) (Sonderegger és mtsai. 2016).

Erdemes megemliteni, hogy a rekombinans NFAP termelésre alkalmazott P.
pastoris- és P. chrysogneum-alapu expresszids rendszerek gyogyszer- és élelmiszeripari
szempontbol alapvetden biztonsagosnak itéltek (GRAS, generally recognized as safe),
ezért kozvetleniil az iparban is felhasznalhatok (Bourdichon és mtsai 2012, Ahmad és
mtsai. 2014). A P. pastoris-szal elért rekombinans NFAP hozam &sszehasonlithaté mas,
ugyanebben a rendszerben a rokon fehérjékkel elértekével, ami a PAF esetében 5-15 mg/I
(Batta és mtsai. 2009), mig az AFPg esetében 2,5 mg/1 volt (Lopez-Garcia és mtsai. 2010).
Az alkalmazott P. chrysogenum-alapt expresszids rendszerrel a PAF hozama 80 mg/1-
nek (Sonderegger és mtsai. 2016.), mig a P. chrysogenum antifungalis protein B és C
(PAFB és PAFC) hozama pedig 6111 mg/l-nek (Huber és mtsai. 2018), illetve 10515
mg/l-nek adodott (Holzknecht és mtsai. 2020). Garrigues és mtsai. (2018) ugyanezzel az
expresszios rendszerrel egy kozeli rokon Penicillium faj (Penicillium expansum) két
AFP-jét a PeAfpB-t és a PeAfpC-t, 32 mg/l és 62 mg/l hozammal termeltették meg.
Ugyanez a kutatocsoport a késébbiekben egy Penicillium digitatum-bol szarmaz6 AFP-
nek a PdAfpB-nek a rekombinans termelését is sikeresen megvalositotta ebben az
expresszios rendszerben (Gandia €s mtsai. 2022). Ez utobbi hatalmas kihozataloknak az
egyik oka az lehet, hogy ezekben az esetekben a P. chrysogenum-alapt rendszerben
homolég, vagy kozel rokon fajbol szarmazo idegen-eredetii rekombinédns fehérje kertilt
megtermelésre, amiknek szinte mindig nagyobb hozamat lehet elérni, mint egy tavoli
fajbol szarmaz6 idegen eredetiinek (Liu és mtsai. 2023).

Az NFAP hatasmodjanak a tanulméanyozasa céljabol megtermelésre keriilt még
egy Aspergillus nidulans CS2902 toérzsben is, amiben a nem kodon optimalizalt és sajat
szignalszekvenciaval rendelkez6 NFAP-t kodolé ¢cDNS a glicerinaldehid-3-foszfat-
dehidrogenaz gén konstitutiv promdterének és a triptofan bioszintézisében szerepet jatszo
integralodd6 pAMA-alapu expresszids vektorban. Ezzel a rendszerrel 1,68+0,22 mg/l
rekombindans NFAP-t sikeriilt eldallitani (Galgdczy és mtsai. 2013b). Mivel ez a

transzformans torzs konnyen elvesztette az NFAP-termeld képességét a nem integralodo
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vektor miatt, az NFAP termelésére a késObbiekben csak a P. pastoris- és a P.

chrysogenum-alapt expresszios rendszereket hasznaltuk.

7.1.2. Az NFAP2 termelése és izolalasa

A N. fischeri NRRL 181 izolatum PcMM-be oltott folyadéktenyészetének a
feliiluszojabol egy 5,6 kDa tomegl, ¢lesztogombakkal szemben nagymértékii
antifungalis hatast mutatd fehérje volt izolalhatd kationcserés oszlopkromatografia
alkalmazasaval igen alacsony, 0,374+0,02 mg/l hozammal. Ebben az esetben az NFAP
nem volt kimutathaté mennyiségben jelen a fermentlében. Az enzimatikusan emésztett
protein tomegspektrometrids moddszerrel végzett analizise egyezést mutatott egy, az
UniProt adatbazisban megtalalhato feltételezett fehérjével (azonosito: ALDBL3), ami
Neosartorya fischeri antifungalis protein 2 (NFAP2) néven, AOA1DOCRT?2 azonositdval
kertilt regisztralasra ugyanebben az adatbdzisban. Az NFAP2 nagyon kismértékii
aminosav-szekvenciaegyezést mutatott az addigra mar izolalt és jellemzett antifungalis
fehérjecsoportok egy-egy tagjaval (7. Abra). Ez alapjan megallapitottuk, hogy az NFAP2
az Eurotiomycetes-eredetii AFP-k egy addig le nem irt csoportjat képviseli és csak az
Aspergillus fumigatus-ban, tovabba a Paecilomyces niveus-ban talalhato meg hozza
nagymértékben hasonl6. Ezzel szemben szamos, mas tomldsgomba osztalyokba tartozo
nemzetségek tagjai, mint pl. az Acremonium, Alternaria, Byssothecium, Claviceps,
Coniochaeta, Daldinia, Eutypa, Hypoxylon, Karstenula, Massarina, Melanomma,
Myriangium, Niesslia, Paraconiothyrium, Pseudogymnoascus, Pyrenophora, Sordaria,
Thozetella termelhetnek az NFAP2-h6z hasonld fehérjét (Toth és mtsai. 2016).

Mivel a nativ termeldvel elért alacsony hozam megnehezitette a nagymértékii
¢lesztdgombaellenes hatassal (Isd. 7.3.2. és 7.3.2. fejezetek) rendelkezé NFAP2 tovabbi
vizsgalatat, az NFAP-hez hasonloan ebben az esetben is sziikséges volt egy NFAP2-t jol
termel6 expresszids rendszer 1étrehozasara. A valasztdsunk az NFAP esetében korabban
mar bevalt P. chrysogenum-alapti expresszios rendszerre esett (Sonderegger és mtsai.
2016), amivel 15+1,2 mg/l hozamot sikertilt eléri kationcserés oszlopkromatografiaval
torténd tisztitdsi modszerrel. Ez a mennyis€ég mintegy negyvenszerese volt a nativ
termeldének (Toth és mtsai. 2018), és mintegy 6tszordse az ugyanebben a rendszerben
termeltetett NFAP-nek (Sonderegger és mtsai 2016). A késdbbiekben a P. chrysogneum
altal termelt rekombinans NFAP2-t haszndltuk a vizsgéalatokhoz.

A termelt NFAP ¢s NFAP2 hozamokrol a 9. Tablazat nyu;t attekintést.
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9. Tablazat. A nativ termeldvel (Neosartorya fischeri) és a kiilonb6z6 gomba-alapu expresszios
rendszerekkel (Aspergillus nidulans, Penicillium chrysogenum és Pichia pastoris) elért NFAP és NFAP2

atlagos hozamok eltérd tapkozegek és protein izolalasi modszerek alkalmazasaval.

Hozam (mg/ml)

NEAP NEAP2 Tapkozeg / protein izolalas Referencia

NFAP: AFPIM / NFAP: Kovacs és mtsai.

Neosartorya fischeri méretkizarasos kromatografia ~ (2011)

1,25+0,12  0,37+0,02

NRRL 181 NFAP2: PcMM / kationcserés ~ NFAP2: Toth és mtsai.
kromatografia (2016)
Aspergillus nidulans CM / méretkizarasos A .
£S2902 1,68+0,22 n.v. kromatogréfia Galgoczy és mtsai. (2013b)
NFAP: Sonderegger és mtsai.
Penicillium chrysogenum PcMM / kationcserés (2016)
Q176 3,68+0,19 15£1,2 kromatografia NFAP2: T6th és mtsai.
(2019)
Pichia pastoris 5,96+0,24 nv BMM / kationcserés Viragh és mtsai. (2014)
KM71H 11,27+4,65 o kromatografia Galgoczy és mtsai. (2017)

AFPIM: antifungalis proteint indukalo tapkozeg (anifungal protein induction medium), BMM: pufferelt metanolos
minimal tApoldat (buffered minimal methanol medium), CM: komplett tapkozeg (complete medium), n.v.: nem vizsgalt,
PcMM: Penicillium chrysogenum minimal tapkozeg (P. chrysogenum minimal medium). Torzsgyiijtemények: NRRL:
Northern Regional Research Laboratory Agricultural Research Service Culture Collection, Peoria, USA

7.2. A Neosartorya fischeri antifungalis proteinek altalanos jellemzése

Az NFAP és NFAP2 in silico elére jelzett fizikokémiai tulajdonsagait a 10. Tablazat
foglalja 0ssze. A tablazatbol kitlinik, hogy mind a két fehérje kis molekulatomeg,
ciszteinben gazdag, a viszonylag magas lizin/arginin/hisztidin ardnynak koszonhetéen
pozitiv toltésii és bazikus, hidrofil molekula. Ezek a tulajdonsagok nem meglepdk, hiszen
a Penicillium brevicompactum ,,bubble protein” (BP)-csoport tagjainak kivételével
altalanosan jellemzoek az Eurotiomycetes-eredetii AFP-kre (Marx 2004). A BP-csoport
tagjai szintén ciszteinben gazdagok és hidrofilek, de nagyobb molekulatomegiiek,
bazikusok és neutralisak (Holzknecht és mtsai. 2020). Erdemes megjegyezni, hogy
genomi adatbazisok alapjan a N. fischeri NRRL 181 izolatum is képes lehet egy BP-szerti
protein termelésére is (UniProt azonositd: AIDKXI1), de ezt mind a mai napig nem
sikerlilt a gomba folyadéktenyészetének a feliiluszojabol, vagy szilard fazisu

tenyészetének felszini exudatumabol izolalnunk (Toth és mtsai. 2016).
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10. Tablazat. A Neosartorya fischeri NRRL 181 altal termelt antifungalis proteinek in silico elére jelzett

fizikokémiai tulajdonsagai.

Aminosavak Molekulatomeg Ciszteinek K/R/H Becsiilt Toltés

Protein . M P A . — 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 szimolva
(Gasteiger és mtsai. 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
,.bubble” protein.

7.3. A Neosartorya fischeri antifungalis proteinek spektruma, kolcsonhatasa

antifungalis szerekkel és egymassal

Korabbi tanulmanyok megfigyelései szerint az AFPg, AnAFP, PAF és NAF antifungélis
spektrumai kismértékii atfedéssel, de lényegesen eltérnek egymastol (Marx 2004);
tovabba a PAF képes szinergisztikus kdlcsonhatasba 1épni sztatinokkal és flukonazollal
(Galgocezy és mtsai. 2007, 2008), az AFPg pedig egy antifungalis peptiddel, a cercopin
A-val additiv kolcsonhatasba (Moreno €s mtsai. 2003). Munkank soran vizsgaltuk az

NFAP ¢és NFAP2 ilyen jellegli sajatossagait.

7.3.1. A Neosartorya fischeri antifungalis proteinek spektruma planktonikus

gombasejtekkel és sporakkal szemben

Az NFAP ¢és az NFAP2 in vitro mikrodilticiés érzékenységi tesztekben meghatarozott
minimalis gatloé koncentrécio értékeit (MIC) valtozatos gomba izolatumokkal szemben a
11. Tablazat foglalja 6ssze. Egy gombaellenes molekula ilyen jellegii tesztben mutatott
hatékonysdga nagymértékben fligg (tobbek kozott) az alkalmazott tapkozegtdl (Buchta és
Otcenasek 1996), ezért ezeket érdemesnek talaltuk a tablazatban feltiintetni. A 11.
Tablazat MIC értékei alapjan megallapithaté volt, hogy az NFAP és az NFAP2
antifungalis spektruma nagymértékben eltér egymastol; az eldbbi elsdsorban a

fonalasgomba, mig az az utobbi az élesztdgomba izolatumok novekedését gatolta. Az is
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11. Tablazat. A Neosartorya fischeri antifungélis protein (NFAP) és 2 (NFAP2) minimalis gatlé koncentracié értékei (MIC, minimum inhibitory concentration) gomba

izolatumokkal szemben in vitro mikrodilticios érzékenységi tesztben (2 x 10* spora vagy sejt, 25°C, 72 6ra - fonalasgomba, 30°C, 48 6ra — élesztégomba, razatas nélkiili

inkubacio utan).

MIC (pg/ml)

Izolalas és egyéb adatok

Izolatum NEAP NEAP? Tapkozeg Referencia
Fonalasgombak

Aspergillus creber SZMC 28230 6,25 6,25 ,, P . . ., .
Aspergillus creber SZMC 28229 >50 50 LCM templom bels6 fala, Kézdialbis, Romania Dan és mtsai. 2024 [183]
Aspergillus flavus SZMC 3014 100 >200 . . , 1 .
Aspergillus flavus SZMC 12618 100 5200 Triticum aestivum, Magyarorszag Toth és mtsai. 2020a,2022 [184,185]
Aspergillus flavus SZMC 20745 12,5 >200 , v .
Aspergillus flavus SZMC 20755 25 >200 0,1xPDB Zea mays, Magyarorszag Toth és mtsai. 2022 [185]
Aspergillus niger SZMC 0145 50 >200 gylimdlcs, Magyarorszag i .
Aspergillus niger SZMC 2759 50 >200 mazsola, Magyarorszag Toth és misai. 20202,2022 [184,185]
Aspergillus niger SZMC 601 50 >25 n.a. ot .
Aspergillus nidulans FGSC A4 200* >25* LCM n.a. T6th és mtsai. 2016 [180]
Aspergillus welwitschiae SZMC 21821 25 >200 . , 1 .
Aspergillus welwitschiae SZMC 21832 125 >200 0,1xPDB Allium cepa, Magyarorszag Toth és mtsai. 2020a,2022 [184,185]
Aureobasidium pullulans SZMC 28233 >50 50 LCM templom bels6 fala, Kézdialbis, Romania Déan és mtsai. 2024 [183]
Botrytis cinerea SZMC 21472 6,25 50 Rubus idaeus, Magyarorszag Toth és mtsai. 2022 [185]
Botrytis cinerea SZMC 21474 50 25 Fragariaxananassa, Magyarorszag
Botrytis cinerea NCAIM F.00751 50 12,5 Magyarorszag
Botrytis pseudocinerea SZMC 21470 100 12,5 0,1xPDB . , 1 .
Botrytis pseudocinerea SZMC 21471 100 125 Brassica napus, Magyarorszag Toth és mtsai. 2020a,2022 [184,185]
Cladosporium herbarum FSU 1148 100 12,5 n.a.
Cladosporium herbarum FSU 969 100 12,5 n.a.
Cladosporium sp. SZMC 28228 >50 50 LCM templom belsé fala, Kézdialbis, Romania Dan és mtsai. 2024 [183]
Fusarium boothi CBS 110250 25 >200 Zea mays, Dél-Afrika
Fusarium graminearum SZMC 6236J 25 >200 26ldsée. Magvarorsza
Fusarium oxysporum SZMC 6237J 25 50 0,1xPDB g, Viagy g Toth és mtsai. 2020a,2022 [184,185]
Fusarium solani CBS 115659 50 >200 Solanum tuberosum, Németorszag
Fusarium solani CBS 119996 100 >200 Daucus carota, Hollandia
Penicillium chrysogenum SZMC 28235 12,5 >50 LCM templom belsé fala, Kézdialbis, Romania Dan és mtsai. 2024 [183]
Penicillium digitatum CECT 20796 n.a. 11,1* 0,1xPDB narancs, Valencia, Spanyolorszag Gandia és mtsai. 2021* [162]
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Penicillium italicum CECT 20909 n.a. 5,5* 0,1xPDB mandarin, Valencia, Spanyolorszag Gandia és mtsai. 2021* [162]

Pseudopithomyces chartarum SZMC 28232 6,25 >50 LCM templom bels6 fala, Kézdialbis (Romania) Daén és mtsai. 2024 [183]
Rhizomucor mieheii CBS 360.92 >200** >25 LCM human mikozis T6th és mtsai. 2016** [180]
Sarocladium kiliense SZMC 28236 >50 12,5 templom belsé fala, Kézdialbis (Romania) Dén és mtsai. 2024 [183]
Eleszt(’igombék
. . >200** 0,78**; 6,25 LCM . I .
Candida albicans ATCC 10231 oy 200 RPMI-1640 human tiidémikozis Té6th és mtsai. 2016**, 218 [180,181]

human vulvovagnialis candidiazis, flukonazol

Candida albicans 27700 n.a. 800 RPMI-1640 rezisztens Kovacs és mtsai 2019 [186]
Candida albicans CBS 5982 n.a. 2,2 0,1xPDB human fert6zés Holzknecht és mtsai. 2022 [149]
) >200** 0,39**;156 LCM L,
Candida glabrata CBS 138 A 125 RPMI-1640 human széklet
0,39**;
) - .. >200** : ' LCM
Candida guilliermondii CBS 566 156 humén képet
n.a. 3,125 RPMI-1640
Sp00%x 10T LCM
Candida krusei CBS 573 12,56 human hérghurut
n.a 400 RPMI-1640 Téth és mtsai. 2016**, 2018
. . >200** 0,78**; 3,13 LCM [180,181]
Candida lusitaniae CBS 6936 - ~100 RPMI-1640 n.a.
. . >200** 0,39**;156 LCM L,
Candida parapsilosis CBS 604 oy 100 RPMI-1640 human széklet
. - >200** 0,39**;156 LCM L
Candida tropicalis CBS 94 A ~100 RPMI-1640 human hérghurut
Saccharomyces cerevisiae SZMC 0644 >200** 0,20**; 3,13 LCM n.a.
Schizosaccharomyces pombe SZMC 0142 >200* 0,39**;156 LCM n.a.

*: MIC 1 x 10° sporaval szemben meghatérozva. **: MIC: 24 6ra utdn meghatarozva. 10xPDB: 10-szeresre higitott burgonyakivonat-gliikéz tapoldat (potato dextrose broth), LCM: alacsony
Collection, Manassas, VA, USA; CBS: Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht, Hollandia; CECT: Spanish Type Culture Collection, Valencia, Spanyolorszag; FGSC: Fungal Genetics
Stock Center, Kansas, MO, USA; FSU: Fungal Reference Centre University of Jena, Jéna, Németorszag; NCAIM: National Collection of Agricultural and Industrial Microorganisms, Budapest,
Magyarorszag; NRRL: Northern Regional Research Laboratory Agricultural Research Service Culture Collection, Peoria, USA; SZMC: Szeged Microbiology Collection, Szeged, Magyarorszag.

n.a.: nincs adat. A tablazat ketté vagy harom fiiggetlen kisérletbdl (kisérletenként n=2 vagy 3) szarmazo eredmények értékét tiinteti fel.
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megfigyelhetd volt, hogy az NFAP egyaltalan nem mutatott ndvekedésgatlo hatast a
vizsgalatokba bevont élesztdgombakkal szemben, mig az NFAP2 igen; tovabba az, hogy
amennyiben az NFAP és NFAP2 egyarant képes volt ugyanazon fonalasgomba izolatum
(11. Tablazat). A magas tapanyagtartalmi €s sokoncentracioju, klinikai mikrodilucios
érzékenységi tesztekben alkalmazott Roswell Park Memorial Institute (RPMI)-1640
tapkozegben ugyanazon izolatummal szemben jelentésen megemelkedett az NFAP2 MIC
medium) mutatotthoz képest (11. Tablazat). Hasonlo jelenség volt megfigyelhetd az
NFAP esetében. Az NFAP legnagyobb alkalmazott koncentracidja (200 pg/ml) esetében
sem sikeriilt teljes novekedésgatlast megfigyelniink humén keratomikdzisbol izolalt
fonalasgombékkal szemben RPMI-1640-ben, azonban az izoldtumok ndvekedése
szignifikansan csokkent (22 - 69% novekedésgatlas) a kezeletlen kontrolléhoz képest
(100% novekedés) (12. Tablazat) (Viragh és mtsai. 2014). Ezek az eredmények
Osszevethetdk a szakirodalomban leirtakkal, amelyek alapjan mas, az NFAP-t6l vagy
NFAP2-t61 kiilonb6z6 Eurotiomycetes-eredetii AFP-k nem vagy csak nagyon nagy
koncentracioban voltak képesek a gombak novekedését RMPI-1640-ben gatolni. Ennek
az okat a human szérumalbuminhoz térténd nagymértéki kotédésiikben vagy a magas

crer

keresniink (Marx 2004, Galgoczy és mtsai. 2010,2019).

12. Tablazat. A Neosartorya fischeri antifungalis proteinre (NFAP) érzékenynek bizonyult, human
keratomiko6zisbdl szarmazo fonalasgomba izolatumok novekedési szazalékai in vitro mikrodiltciods

érzékenységi tesztben, 48 ora, 37°C-on, razatas nélkiil tortént inkubacio utan.

Novekedési szazalék

Izolitum (atlag £ szoras)

Aspergillus welwitschiae SZMC 2390 53+9,9%"

Aspergillus fumigatus SZMC 2394 5842,9%""
Aspergillus niger SZMC 2402 50+8,0% """
Aspergillus nomius SZMC 2441 46+2,6%"™
Aspergillus tamarii SZMC 2482 53+2,8% "
Aspergillus tubingensis SZMC 2503 31+4,6%"
Fusarium incarnatum SZMC 11403 T4+2.2%"

Fusarium solani fajkomplexum SZMC 11412  78+4.3%"

A kezeletlen kontroll torzs ndvekedését tekintettilk 100%-nak és az egyes cellakban a kontrollhoz viszonyitott

novekedési szazalékokat tiintettiik fel. *,** ***: p<0,05, p<0,005, p<0,0001 - szignifikans ndvekedéscsokkenés
(egyszempontos varianciaanalizis, Bonferroni-féle tobbszords Osszehasonlitds) a kezeletlen kontrollhoz (100%
novekedés) viszonyitva. Torzsgyiijtemények: SZMC: Szeged Microbiology Collection, Szeged, Magyarorszag. A
tablazat harom fliggetlen kisérletbdl (kisérletenként n=1) szarmazé eredmények atlagértékét tiinteti fel szorassal egyfitt.

Viragh és mtsai. (2014) alapjan.
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7.3.2. Az NFAP2 spektruma szesszilis, biofilm alkoté gombasejtekkel szemben

Egy gomba biofilm formaban torténd novekedése soran a szesszilis (feliiletre kitapadt)
sejtek ¢és hifak kevésbé érzékeny az antifungalis szerek hatasdval szemben, mint
planktonikus allapotban (Fox és mtsai. 2015), ezért klinikai szempontbol nézve egy
gomba biofilm formaban novekedve akér rezisztenssé is valhat egy vagy tobb antifungalis
szerrel szemben (Fuentefria és mtsai. 2018). Erre kivalo példa a planktonikus allapotban
amugy is gyakran multidrog-rezisztenciat mutaté Candida auris, ami a biofilm allapotban
szinte elpusztithatatlanna valik (Romera és mtsai 2019).

Az NFAP2 in vitro biofilm ellenes hatékonysagat Candida albicans 27700 és
eltérd C. auris izolatumokkal szemben vizsgaltuk RPMI-1640 tapkozegben. Erdekes
moédon a planktonikus, flukonazol-rezisztens C. albicans 27700 sejtekkel szemben
mutatott 800 pg/ml NFAP2 koncentracio a biofilmet alkoto szesszilis sejteket is teljes
mértékben elpusztitotta (Kovacs ¢és mtsai. 2019). Az NFAP2 128-512 pg/ml
koncentraciotartomanyban képes volt eltéré human fert6zésekbdl szarmazo C. auris
izolatumok altal képzett biofilmek metabolikus aktivitasat 50%-kal csokkenteni, mig a
planktonikus sejtek esetében a MIC értékek a 32-512 pg/ml-nek adodtak ugyanezekkel
az izolatumokkal szemben (Kovacs ¢és mtsai. 2021). Néhany természetes eredetli
antifungalis peptidrdl (pl. defenzinek, cathelicidinek, hisztatinok) mar bebizonyosodott,
hogy képesek eltéré Candida fajok altal képzett biofilmek kialakulasat kisebb vagy
nagyobb mértékben megakadalyozni, vagy azokat megsziintetni a szesszilis sejtek
novekedésének a gatlasaval (Oshiro és mtsai. 2019). Ilyen jellegli molekuldk szintetikus
peptid-szarmazékai C. auris biofilmekkel szemben is hatékonynak bizonyultak RPMI-
1640-ben in vitro (Kubiczek és mtsai. 2020; Torres és mtsai. 2023).

7.3.3. Az NFAP2 kolcsonhatasa klinikumban alkalmazott antifungalis szerekkel

A 4.1.2. fejezetben mar emlitésre keriilt, hogy két gombaellenes hatassal rendelkezd
molekula kdlcsondsen ndvelheti egymas hatékonysagat elsésorban akkor, amikor eltérd
célpontokat tamadnak a gombasejt(b)en. Egy ilyen un. szinergisztikus kolcsonhatas
eldnyos lehet, mivel megengedheti a sikeres terapias dozis csOkkentését annak minden
elényével egylitt, tovabba egy gombatdrzs érzékenységét Ujra elmozdithatja a
klinkkumban nem rezisztensnek itélet koncentracidtartoméany irdnyaba (Belanger és

mtsai. 2015).
76



Munkank soran kivancsiak voltunk arra, hogy az NFAP2 képesek-e in vitro
szinergisztikus kolcsonhatasba 1épni a klinikumban alkalmazott gombaellenes
szercsoportok néhany képviseldjével RPMI-1640 tapkdzegben és hogy ez alapjan
alkalmazhaté lehet-¢ adjuvans szerként egy kombinalt terapidban. Ezt Candida
izolatumokkal szemben vizsgaltuk. Eredményeink alapjan az NFAP2 minden esetben
szinergisztikus kolcsonhatasba 1épett hagyomanyos antifungalis szerekkel (amfotericin
B, anidulafungin, kaszpofungin, flukonazol, mikafungin) azokra rezisztenciat is mutato,
kiilonb6z6 C. auris izolatumok altal képzett biofilmek ellen (Kovacs és mtsai. 2021). A
C. albicans, Candida krusei és Candida és parapsilosis izolatumok planktonikus
sejtjeivel szemben az NFAP2-flukonazol kombinalt alkalmazasa szinergisztikus vagy

indifferens kélcsonhatast mutatott (13. Tablazat).

7.3.4. Az NFAP és NFAP2 kolecsonhatasa

Arra is kivancsiak voltunk, hogy az NFAP és NFAP2 kombinalt alkalmazas soran képes-
e in vitro szinergisztikus kolcsonhatasba Iépni egymassal. Ezt ndvénypatogén gomba
izolatumokkal szemben vizsgaltuk tizszeresére higitott burgonyakivonat-gliikoz
tapkozegben (10xPDB, potato dextrose broth). A két fehérje indifferens kolcsonhatasba
lépett Botrytis cinerea SZMC 21472 ¢és Cladosporium herbarum FSU 1148
izolatumokkal szemben, mig Aspergillus flavus SZMC 20745 és Fusarium oxysporum
SZMC 6237] izolatumoknal az un. paradox hatast tapasztaltuk (13. Tablazat). Ebben az
esetben az in vitro egyediiliként mutatott MIC érték felett néhany higitasi 1épéssel a
gomba ujra képes volt novekedni. Ennek a jelenségnek az oka lehet a nagy
koncentracioban jelenlévd antifungalis fehérjékre adott stresszvalasz reakcio, ami olyan
szignaltranszdukcids utvonalakat indukalhat, amik alternativ modon segitik a gomba
talélését pl. sejtfalstressz hatdsdra. A paradox hatas nagyon gyakori jelenség az
echinokandinok esetében Aspergillus és Candida izolatumoknal (Wagener és Loiko,
2017). Ennek ellenére eddigi vizsgalatok azt mutattak, hogy egy in vitro tapasztalt
paradox hatas nem befolyasolja a klinikai terdpia sikerességét valdsziniileg annak
koszonhetden, hogy a stresszvalasz kivaltashoz sziikséges szerkoncentracio nem érhetd
el a szervezetben (Rueda és mtsai. 2017). Egy masik munkankban, narancstermeés
védelme soran két eltérd Penicillium fajbol szarmazoé antifungalis protein a PEAfpA és
PAFB is indifferens kdlcsonhatasba Iépett egymassal P. digitatum-mal szemben (Gandia
¢és mtsai. 2021).
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13. Tablazat. A Neosartorya fischeri antifungalis protein 2 (NFAP2) és klinikumban alkalmazott antifungalis szerek, tovabba a N. fischeri antifungalis protein (NFAP) és

NFAP2 kombinalt alkalmazédsa soran megfigyelt minimalis gatld koncentracio értékek (MIC, minimum inhibitory concentration; median), tovabba az altaluk mutatott

kolcsonhatas tipusa frakcionalis gatld koncentracio index (FICI, fractional inhibitory concentration index; median) alapjan Candida auris (24 o6ra, 37°C) és novénypatogén (72

ora, 25°C) gomba izolatumokkal szemben.

Protein, antifungélis szer/ Izolatum

MIC* (pg/ml)

FICI

Kolcsonhatas tipusa

Izolalas és egyéb adatok

Referencia

Humanpatogén gombak (RPMI-1640 tapkozeg)

AMB NFAP2 AMB NFAP2
() (€) (K K
Candida auris NCPF 8971 1 512 0,25 128 0,5 sebtapasz
Candida auris NCPF 8973 1 >512 0,03 64 0,312 n.a.
Candida auris NCPF 8985 1 >512 0,03 16 0,155 szinergisztikus sebtapasz
Candida auris NCPF 89891 1 512 0,25 64 0,375 human pleuralis folyadék
Candida auris NCPF 13013 2 512 0,03 4 0,25 human vizelet
ANI NFAP2 ANI NFAP2
(e) (e) (k) (k)
Candida auris NCPF 8971 16 >512 1 128 0,375 sebtapasz
Candida auris NCPF 8973 >64 >512 1 32 0,375 n.a. Kovacs és mtsai. (2021)
Candida auris NCPF 8985 >64 >512 1 128 0,185 szinergisztikus sebtapasz
Candida auris NCPF 89891 16 512 1 4 0,069 human pleuralis folyadék
Candida auris NCPF 13013 >64 512 1 64 0,312 human vizelet
KASZ NFAP2 KASZ NFAP2
(e) (e) (k) (k)
Candida auris NCPF 8971 >64 512 32 32 0,75 sebtapasz
Candida auris NCPF 8973 >64 >512 1 64 0,067 n.a.
Candida auris NCPF 8985 >64 512 1 32 0,075 szinergisztikus sebtapasz
Candida auris NCPF 89891 >64 512 32 32 0,375 human pleuralis folyadék
Candida auris NCPF 13013 >64 512 1 32 0,122 human vizelet
FLK NFAP2 FLK NFAP2
() (e) (K (K
Candida albicans ATCC 10231 1 200* 0,25 6,25 0,28 human tiidémikozis Téth és mtsai. (2018)
Candida auris NCPF 8971 >512 >512 32 256 0,5 sebtapasz
Candida auris NCPF 8973 >512 >512 16 256 0,312 szinergisztikus n.a. Kovacs é misai. (2021)
Candida auris NCPF 8985 >512 >512 32 256 0,312 sebtapasz ‘
Candida auris NCPF 89891 >512  >512 8 512 0375 human pleuralis folyadék
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Candida auris NCPF 13013 >512 >512 32 512 0,375 szinergisztikus human vizelet Kovécs és mtsai. (2021)
Candida krusei CBS 573 64 400* 64 6,25 0,52  indifferens human hérghurut Toth és misai, (2018)
Candida parapsilosis CBS 604 8 100 1 6,25 0,19  szinergisztikus human széklet '

MIKA NFAP2 MIKA NFAP2

() (e) (k) (K)
Candida auris NCPF 8971 >64 >512 2 256 0,375 sebtapasz
Candida auris NCPF 8973 >64 >512 1 4 0,064 n.a.
Candida auris NCPF 8985 >64 >512 1 256 0,375 szinergisztikus sebtapasz Kovécs és mtsai. (2021)
Candida auris NCPF 89891 >64 >512 1 4 0,253 human pleuralis folyadék
Candida auris NCPF 13013 >64 >512 1 32 0,132 human vizelet

Novénypatogén gombak (10xPDB tapkozeg)

NFAP NFAP2 NFAP NFAP2

() () (k) (k)
Aspergillus flavus SZMC 20745 125 >200 >25 >200 - paradox hatas Zea mays, Magyarorszag
Botrytis cinerea SZMC 21472 6.25 50 6.25 12.5 1.25 indifferens Rubus idaeus, Magyarorszag Téth és misai. (2022)
Cladosporium herbarum FSU 1148 100 125 100 3.125 1.25 n.a. '
Fusarium oxysporum SZMC 6237J] 25 50 >50 - paradox hatés z01ldség, Magyarorszag

(e): MIC egyediili alkalmazas esetében, (k): MIC kombinacioban torténd alkalmazas esetében, 0,1xPDB: 10-szeresre higitott burgonyakivonat-gliikoz tapkozeg (potato dextrose broth), AMB:

amfotericin B, ANI: anidulafungin, KASZ: kaszpofungin, FLK: flukonazol, MIKA: mikafungin, n.a.: nincs adat, RPMI-1640: Roswell Park Memorial Institute-1640 tapkozeg. Torzsgylijtemények:

ATCC: American Type Culture Collection, Manassas, VA, USA; CBS: Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht, Hollandia; FSU: Fungal Reference Centre University of Jena, Jéna,

Németorszag; NCPF: National Collection of Pathogenic Fungi, Salisbury, Egyesiilt Kiralysag; Szeged Microbiology Collection, Szeged, Magyarorszag. *MIC: >50% metabolikus aktivitas gatlas

ODag2 alapjan C. auris izolatumok, >95% novekedésgatlas ODe20 alapjan egyéb gomba izolatumok esetében a kezeletlen kontrollhoz (100%) viszonyitva. A tablazat ketté vagy harom fiiggetlen

kisérletbol (kisérletenként n=1 vagy 2) szarmazo6 eredmények értékét tiinteti fel. Toth és mtsai. (2018, 2022), Kovacs és mtsai. (2021) alapjan dsszeallitva.
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Ezek az eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy az Eurotiomycetes-
eredetii AFP-k, valosziniileg nem 1épnek szinergisztikus kdlcsonhatasba egymassal, de
képesek lehetnek kombindlt alkalmazasuk esetén egy olyan stresszvalasz reakciot
beinditani a gombaban, ami altal az kompenzalni tudja a karosit6 hatasukat. Ez a
feltételezés azonban részletes vizsgalatot igényel. Mindezekkel szemben, amikor az
NFAP-t egy peptid-szarmazékaval kombinaltuk szinergisztikus kdlcsonhatast is sikeriilt
megfigyelniink (Isd. 7.8.1. fejezet) (To6th és mtsai. 2022).

7.3.5. Kornyezeti faktorok és proteolitikus enzimek hatasa a Neosartorya fischeri

antifungalis proteinek hatékonysagara

Az ugyanazon gomba izolatummal szemben kiillonbozd Osszetételli tapkozegekben
mutatott eltérd in vitro MIC értékek (11. és 12. Tablazat) mar elére vetitették azt, hogy
az NFAP ¢és NFAP2 gombandvekedést gatlo képessége nagymértékben fligghet a
kornyezeti koriilményektdl. A kiilonb6z6 kornyezeti koriilmények és proteolitikus
enzimek hatdsit a gombaellenes hatékonysdgra az NFAP esetében tanulmanyoztuk
részletesen. Vizsgaltuk az antifungalis hatékonysag valtozasat eltérd ionerdsségii
(sokoncentracidju) és kémhatasu tapkozegekben, tovabba hoékezelés és proteolitikus
enzimnek torténd kitettség utan.

Egy altalunk létrehozott NFAP-t expresszalo, és arra érzékeny A. nidulans
CS2902 torzs esetében megfigyeltiik, hogy az 50 mM ¢és a 100 mM koncentracidban
jelenlévo KCl, NapSO4 és MgSO4 egyarant szignifikdns mértékben csokkenti az NFAP
novekedésgatlo hatasat a mért szaraztomegek alapjan (14. Tablazat). Azt is
megfigyeltiik, hogy a kétértékii kationra disszocialodo sok ilyen jellegii géatldo hatdsa
sokkal erdsebb, mint az egyértékli kationokra disszocidlodoké, tovabba, hogy a
sokoncentracio emelése még inkabb fokozza ezt (Galgdczy é€s mtsai. 2013b) (14.
Tablazat). Hasonlo eredményre jutottunk A. nidulans FGSC A4 torzs esetében is az
NFAP jelenlétében mért novekedési szdzalékok alapjan: A MgSOs mar 50 mM
koncentracioban is szignifikdnsan csokkentette az antifungalis hatékonysagot (85+3%
novekedés a kezeletlen kontrollhoz (100%) viszonyitva; p<0,0001, n=9, egyszempontos
varianciaanalizis, Bonferroni-féle tobbszoros 6sszehasonlitds). A NaCl esetében ehhez
viszont 100 mM kellett (94£3% novekedés a kezeletlen kontrollhoz (100%) viszonyitva,
p<0,005, n=9, egyszempontos varianciaanalizis, Bonferroni-féle tobbszords

Osszehasonlitas) (Galgoczy és mtsai. 2017). Hasonld jelenséget mas Eurotiomycetes-
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eredetli AFP-k esetében is leirtak mar. A jelenség hatterében valdszintileg az allhat, hogy
a sokoncentracid emelésének a kovetkeztében a plazmamembran negativan toltott
régidhoz kotdédo pozitiv toltésti antifungalis proteinek leszoritodnak onnan vagy a
kotodésiik mar eleve akadalyozott a nagy mennyiségben jelen 1évo kationok miatt (Marx

2004, Galgoczy és mtsai. 2010,2019, Huber és mtsai. 2020).

14. Tablazat. A Neosartorya fischeri antifungalis proteint (NFAP) szekretalo Aspergillus nidulans torzs
(CS2902-NFAP2) szaraztomege 50 és 100 mM sokkal kiegészitett komplett tipkozegben 7 nap, 37°C, 160

rpm inkubacidt kdvetden a sziiloi torzzsel (CS2902) 6sszehasonlitasban.

Szaraztomeg (mg) eltéro tapkozegben

So6 / Aspergillus nidulans torzs CM  CM+KCl CM+NaSO: CM+MgSOs

50 mM
CS2902 133+6 129+7 134+4 139+9
CS2902-NFAP 9345 103+5% 1361 %**.00 1 174£2%%%.0¢
100 mM
CS2902 129+14 12147 124+4 133+11
CS2902-NFAP 9245 118+4%* 159£]2%**.04.00 ]3304 ) kk%.4.0

CM: komplett tapkozeg. * és **: p<0,05 és p<0,005 - szignifikans kiilonbség a CM-hez viszonyitva, ** és *: p<0,05 és
p<0,00 - szignifikans kiilonbség a CM+50 mM s6 és CM+100 mM s6 kozott, **® és ***: p<0,05, p<0,005 és p < 0,0001
- szignifikans kiilonbség a CM+KCl és a CM+Na2SO4 vagy CM+MgSO4 k6z6tt (egyszempontos varianciaanalizis,
Bonferroni-féle tobbszords Osszehasonlitis). A tablazat harom fliggetlen kisérletbdl (kisérletenként n=3) szdrmazo

eredmények atlagértékét tiinteti fel szorassal egyiitt. Galgdczy és mtsai. (2013b) alapjan.

Agardiffuzios érzékenységi tesztek sordn az NFAP a pH=8,4 - 9,0 tartomé&nyban
mutatta a legnagyobb hatékonysagot A. niger SZMC 601 izolatummal szemben (gatlasi
zonak atmeérd: 23,0+3,0 - 24,33+0,6 mm). Ezt a kozeg kémhatasanak pH=7,0 vagy 7,2-re
torténd allitasa szignifikdnsan csokkentette (gétldsi zona atmérd: 16,7£1,5 és 18,£3,0
mm; p<0,005, n=3, egyszempontos varianciaanalizis, Dunnett-proba) (Kovacs és mtsai.
2011). Hasonldé eredmények voltak megfigyelhetok A. nidulans FGSC A4 torzzsel
mikrodilucios érzékenységi tesztek soran. Az NFAP ekkor is sokkal hatékonyabban
gatolta a gomba ndvekedését pH=8,0 kémhatason (34+6% ndvekedés, p<0,05, n=9,
egyszempontos varianciaanalizis, Bonferroni-féle tobbszords 0Osszehasonlitds) a
kezeletlen kontrollhoz viszonyitva (100% ndvekedés), mint pH=7,0 és 6,0 eseteiben
(50+3%, illetve 60+£8% novekedés; p<0,05, n=9, egyszempontos varianciaanalizis,
Bonferroni-féle tobbszords 0Osszehasonlitas) (Galgoczy és mtsai. 2017). Korabbi
tanulmanyokban mas Eurotiomycetes-eredetli AFP-k is hasonlésan, enyhén lagos pH
tartomanyban mutattadk a legnagyobb gombaellenes hatékonysagot (Marx 2004,
Galgoczy és mtsai. 2010).
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Az NFAP (200 pg/ml) 30 percen at 70°C-on torténd melegités utan is megorizte
A. niger SZMC 601 izolatummal szemben az antifungalis hatasat agardiffuzios
érzékenységi tesztben az inkubacidt kovetd 48. oraban mért gatlasi zonak atmérdje
alapjan (30°C-on kezelt: 21,0+0,6 mm, 70°C-on kezelt: 21,7+0,6 mm). Azonban a gatlasi
z6nak atmérdje szignifikansan csokkent 80, 90 és 100°C-on tortént hdkezelést kovetden.
A gatlasi zondk ekkor rendre a kovetkezok voltak: 19,3+1,2 mm (p<0,05), 18,0+0,6 mm
(p<0,0001) ¢és 16,0+03 mm (p<0,0001) (n=3, egyszempontos varianciaanalizis,
Bonferroni-féle tobbszords dsszehasonlitas) (Kovacs és mtsai. 2011). Hasonlo jelenség
volt megfigyelhetd mikrodilucids érzékenységi tesztben A. nidulans FGSC A4
izolatummal szemben, amikor a 30 percig, 25°C és 50°C-on kezelt 200 pg/ml NFAP
jelenlétében ugyanakkora mértékii 55,5+6,7%, illetve 49,5£6,0% ndvekedés volt
megfigyelhetd az inkubaciot kovetd 48. oraban a kezeletlen kontrollhoz képest (100%
novekedés). Ezzel szemben a 100°C-on torténd hdokezelés ezt a ndvekedésgatld hatast
szignifikans mértékben csokkentette (100,0+3,5% novekedés; p<0,005, n=9,
egyszempontos varianciaanalizis, Bonferroni-féle tobbszoros 6sszehasonlitas) (Galgoczy
¢s mtsai. 2017). Ennek a jelenségnek az oka az NFAP, harom diszulfid-hid éltal rogzitett,
héstabil harmadlagos szerkezetében keresendé (Isd. 7.5.1. fejezet). Elektronikus
cirkularis dikroizmus (ECD) spektrométerrel torténd szerkezetanalizis azt jelezte, hogy
az NFAP legombolyodidsa még 95°C-on sem torténik meg teljes mértékben és a
szerkezete 60°C-ig teljesen intakt marad (becsiilt Tm=80°C). Ez az ECD 4ltal bizonyitott
hdstabil szerkezet a PAF-ra és az NFAP2-re is egyarant jellemzd (Sonderegger €s mtsai.
2016, Toth €s mtsai. 2016). Szintén ECD vizsgalatok alapjan megallapithatd volt, hogy
az NFAP2 szerkezete 70°C-ig intakt marad és ez utan kezdett csak legombolyodni
(becsiilt Tm=75°C). Az is megfigyelhetd volt, hogy 95°C-ra torténd melegitést kdvetden
az NFAP2 Saccharomyces cerevisiae SZMC 0644 izolatummal szemben mutatott MIC
érteke 0,195 pg/ml-rél minddssze 0,391 pg/ml-re nétt meg (Toth és mtsai. 2016).

Agardiffuzios érzékenységi tesztek jelezték, hogy az NFAP A. niger SZMC 601
izolatummal szemben mutatott novekedésgatld hatdsa még 10 mg/ml széles spektrumu,
szerin proteaz tipusl, proteindz K-val 20°C-on, 16 6ran 4t tartd kezelést (pH=8.,4)
kovetden is megmarad. Viszont a gitlasi zona atmérdje szignifikansan csokkent
(14,5+£0,5 mm; p<0,001, n=3, egyszempontos varianciaanalizis, Dunnett-proba) a
kezeltlen kontrollhoz (20,7+0,6 mm) viszonyitva (Kovacs és mtsai. 2011). Vizsgalataink
alapjan a PAF is nagymértékli ellendlloképességgel rendelkezik ezzel az enzimmel

szemben hasonl6 koriilmények kozott, mig egy endoprotedz, a tripszin 37°C-on szinte
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teljes mennyiségében lebontotta erésen savas kdzegben (pH=2,0) 24 ora alatt (Toth és
mtsai. 2020). Ez az ellenalloképesség a diszulfid-hidak jelenlétének kdszonhetd, amik a
harmadlagos szerkezetet stabilizaljak és szinte miden peptidet és proteint proteolizissel
szemben nagy ellenalloképességgel ruhaznak fel, aminek az er6ssége a diszulfid-hidak

szdmaval ndvelheto (Bulaj 2005).

7.4. A Neosartorya fischeri antifungalis proteinek hatasmodja

A N. fischeri-eredetii antifungalis proteinek gyakorlati alkalmazasahoz elengedhetetlen
azok antifungélis hatdsmddjanak a felderitése. Mivel az NFAP elsdsorban a fonalas-, mig
az NFAP2 az ¢élesztdgombakkal szemben mutatott nagymértékii gombaellenes aktivitast
(11. Tablazat), ezért az NFAP hatasmodjat A. nidulans-on, mig az NFAP2-ét C.

albicans-on tanulmanyoztuk.

7.4.1. Az NFAP hatasmodja Aspergillus nidulans-on

Az NFAP-t termeld A. nidulans CS2902 torzs sporai ugyan képesek voltak csiratomlot
képezni, viszont szdmos csirdzd konidiumban az inkubaciét kovetd 8. draban mar reaktiv
oxigén szarmazékok (ROS, reactive oxygen species) felhalmozodasa volt megfigyelhetd
diklorodihidrofluoreszcein-diacetat-alapu festési eljarassal. Ekkor a csirazo konidiumok
mar apoptotikus fenotipust mutattak és rovid idén beliil szétestek (8a. Abra) (Galgoczy
nidulans FGSC A4 sporak képesek voltak hifafonalat fejleszteni, viszont azok rovidek,
tobbszordsen elagazok voltak és duzzadt apikalis régioval rendelkeztek a kezeletlen
kontrollhoz viszonyitva (Viragh és mtsai. 2015, Galgoczy és mtsai. 2017) (8b. Abra).
Ez utobbi megfigyelések arra utaltak, hogy az NFAP valamilyen modon
megzavarja a sejtfal kiépiilését. Ezért vizsgaltuk az NFAP hatasat fejlodé A. nidulans
hifak aktin- és kitinmintazatara. Zold fluoreszcens fehérjével jelolt aktint termeld A.
kezelés hatasara megsziint az apikalis régiora jellemzd jellegzetes gytirli-szeri aktin
mintazat (Taheri-Talesh és mtsai. 2008), ami rendezetlenné valt (Viragh és mtsai. 2015)
(9a. Abra). Mivel az aktinnak fontos szerepe van a kitin sejtfalba torténd beépiilésébe

(Taheri-Talesh és mtsai. 2008), ezért calcofluor fehér festési eljarassal vizsgaltuk az
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NFAP hatasara bekovetkezd valtozasokat a kitin mintazat elrendezédésében. Az NFAP
hatasara a kitinnek a hifak szubapikalis régidjaban vald lokalizaciojat figyeltiik meg a
jellegzetes sapka-szerii mintazat helyett (Taheri-Talesh és mtsai. 2008) (9b. Abra). Ez
els6sorban ott valosult meg ahonnan 0j hifa eldgazodas indult meg (9b. Abra). Ezek
alapjan azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy az NFAP mar révid idon beliil megzavarja
az A. nidulans hifainak polarizalt novekedését, ami magyarazatul szolgalhat a

jelenlétében bekovetkezd torzult, tobbszordsen elagazd hifakra és a ndvekedésgatlasra
(8b. Abra).

a)

8. 6ra — NFAP-kezelt 8. 6ra — NFAP-kezelt

20. 6ra — Kezeletlen 20. 6ra — NFAP-kezelt

10 I":l ;
=i

8. Abra. a) Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit (Sigma—Aldrich, St. Louis, MO, USA)-tel festett

10 um

NFAP-termel6 Aspergillus nidulans CS2902 térzsek csirazo konidiumai 8 6ra, 37°C, 160 rpm inkubaciot
kovetéen komplett tapkézegben. A bal oldali kép fénymikroszkopos, a jobb oldali pedig fluoreszcens
mikroszkdpos felvétel. A csirdzo konidiumok teljes szétesése vagy azok koriil csiratdmlémaradvanyok (A)
figyelheték meg. Az életképességi festés alapjan a pirosra fest6dd csiratomlék (B) nekrotikusak. b) A.
nidulans FGSC A4 altal képzett hifak 20 ora, 37°C, statikus inkubaciot kovetéen NFAP nélkiili (bal) és
kontrollhoz viszonyitva az NFAP jelenlétében a rovid, tobbszorosen elagazo és duzzadt végii hifak jonnek

létre. Galgoczy és mtsai. (2013b) és Viragh és mtsai. (2015) alapjan.

FUN-1 festési eljarassal megallapitottuk, hogy mar 30 perc szubletélis

crer
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megsziinik az A. nidulans FGSC A4 hifak metabolikus aktivitisa (9¢c. Abra) (Virdgh és
mtsai. 2015, Galgoczy és mtsai. 2017). Az Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit-tel
torténd vizsgalat szignifikansan tobb apoptotikus csiratomlét jelezett ugyanebben az
idépontban a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva (NFAP-kezelt: 26,1+7,5%, kezeletlen:
3,5+1,2%; p<0,0001, n=3, egyszempontos varianciaanalizis, Bonferroni-féle tobbszords

Osszehasonlitas) (Viragh és mtsai. 2015).

a)

Kezeletlen NFAP-kezelt
B \A

=

A

Kezeletlen 4 NFAP-kezelet

b) F/

Kezeletlen NFAP-kezelt
D -

E

!

9. Abra. a) Zold fluoreszcens fehérjével jeldlt aktin-termeld Aspergillus nidulans hifacsucsok 30 perc,

(25 pg/ml) kiegészitett komplett tipkozegben. A jellegzetes sapka- és gylrii-szerlien elrendez6d6 aktin
eloszlas (A) rendezetlenné valasa (B) figyelhetd meg NFAP-kezelés hatasara. b) Calcofluor fehér-festett
A. nidulans FGSC A4 hifacsticsok 30 perc, 37°C-on tortént statikus inkubaciot kovetéen NFAP nélkiili
sapka-szertien elrendez6dé kitin eloszlas (C) NFAP-kezelés hatdsara eltinik (D) és helyette az
elagazodasoknal figyelheté meg a kitin felhalmozddasa (E). ¢) FUN-1 (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA) életképességi festése A. nidulans FGSC A4 hifaknak 30 perc, 37°C-on tortént statikus
inkubaciot kdvetéen NFAP nélkiili (bal) és szubletalis koncentraciojit NFAP-vel (25 pg/ml) kiegészitett
komplett tapkdzegben. Szinte kizarodlag csak metabolikusan inaktiv z6ld vakudlumok (F) figyelhetdk meg
az NFAP-kezelt mintakban, mig a kezeltelenben metabolikusan aktiv narancssarga vakuolumok (H) is

megjelennek. Viragh és mtsai. (2015) alapjan.
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Propidium-jodid (PI) -ami csak a sériilt sejtmembranon at képes bejutni a sejtbe -
festési kisérletek alapjan az NFAP-kezelést (szubletalis 25 pg/ml) kovetd 30. perchen a
membranintegritas még megmarad ¢és csak 16 6ra utan szlinik meg (nekrozis). Ezért azt
feltételeztiik, hogy a 16. o6raban megjelend nekrotikus hifdk az apoptozis kései
szakaszdban fellépd membrankarosodds kovetkezményei. Mindezekbdl arra
kovetkeztetiink, hogy az NFAP rovidtavon apoptdzist indukal az A. nidulans FGSC A4
hifakban, viszont a sejtmembrant kozvetleniii nem karositja. Egy indirekt
immunfluoreszcens festési eljaras azt mutatta, hogy az NFAP 30 és 60 perc inkubaciot
kovetben sem jut be a hifikba (10a. Abra). Jelenléte csak azoknal a buborék-szerii
pontoknal volt megfigyelhet6é 90 perc utan, ahol Pl-festés alapjan a membranintegritas
kezdett megszinni (10b. Abra). Ekkor a hifa még nem volt nekrotikus. Latrunculin B
(endocitotikus folyamatok gatloja) jelenlétében elvégzett hasonld kisérlet azt
bizonyitotta, hogy Az NFAP bejutdsa a hifa sériilt részeinél egy passziv diffuzio
eredménye (Viragh és mtsai. 2015).

pontjainal (A) és a sejtfal kitiiremkedéseinél (B) az NFAP felhalmozodasa figyelheté meg. Ezek az NFAP-nek a sejtbe

torténd passziv bejutasat jelzik, mivel a latB gatolja az endocitotikus folyamatokat. b) A. nidulans FGSC A4 hifak

NFAP-kezelés (25 pg/ml) utan. A PI felhalmozddasa figyelhetd meg a sejtfal kitiiremkedéseknél (C) és a hifédk torési

pontjainal (D), amik a membran karosodasat jelzik. Viragh és mtsai. (2015) alapjan.
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Az A. nidulans-ban megfigyeltekkel ellentétben, Neurospora crassa-ban zold
fluoreszcens BODIPY (boron-dipirrometén)-jelolt NFAP-vel elvégzett vizsgalatok azt
mutattdk, hogy az NFAP 30 perc inkubaciot kovetden a csirdzd konidiumok kiilsé
rétegeiben helyezkedik el, ahonnan az inkubéciot kovetd masodik ordban egy
energiafiiggd vakuolaris transzportfolyamattal jut be a sejtbe. A sejtben a vakudlumokbol
kiszabadulva (az inkubacidt kdvetd 8. 6rdban) apoptozist valt ki, amit a plazmamembran
sériilése €s a sejt szétesése kovet Pl-festés alapjan (Hajdu és mtsai. 2019).

Az NFAP hatasara az A. nidulans FGSC A4 t6rzson bekovetkez6 rovidtava

fenotipikus valtozasokat a 15. Tablazat foglalja 6ssze.

15. Tablazat. Az NFAP hatasara rovid (30 és 60 perc) és hossza (16 6ra) idén belill bekovetkezd

fenotipikus valtozasok Aspergillus nidulans-on.

L 1d6 L
Festési médszer 30perc 60perc 16 éra Vizsgalt valtozas

Az aktin mintdzat megvaltozasa a

Aktin-GFP Y v Y hifacsticsokban.

i Csokkent kitintartalom és
Calcofluor fehér v v Y megvaltozott kitin elrendezddés.
FUN-1 v v v Csokkent metabolikus aktivitas.
Propidium-jodid * x v Membréan permeabilizacio.
Annexin V-FITC / Propidium-jodid v v x Apoptotikus markerek megjelenése.
Annexin V-FITC / Propidium-jodid x x v Nekrotikus markerek megjelenése.

NFAP felhalmozodasa a sejtfal

Immunfluoreszcens festés x x v kitliremkedéseinél és a hifak torési

pontjainal.
GFP: z51d fluoreszcens fehérje (green fluorescent protein), FITC: fluoreszcein-izotiocianat. v": a vizsgalt véltozas

megfigyelhetd, %: a vizsgalt valtozas nem figyelheté meg. Viragh és mtsai. (2015) alapjan.

Az A. nidulans FGSCA4 ¢és kiilonbozo jelatviteli utakban sériilt A. nidulans
torzsek (1. Melléklet) eltérd inhibitorok jelenlétében in vitro mikrodiltcios tesztekben
mutatott NFAP-érzékenységébdl azt a kovetkeztetést vontunk le (2-4. Mellékletek), hogy
az NFAP vélhetéen egy heterotrimer G-protein-kapcsolt receptorhoz kotédve indukalja a
ciklikus adenozin-monofoszfat/ protein-kinaz A (cAMP/Pka) szignalizacios utvonalat,
amin keresztiil gatolja a polarizalt hifandvekedést és apoptozist indukal. Tovabba azt,
hogy az antifungalis hatas a sejtfalintegritas (CWI, cell wall integrity)-utvonaltol
fliggetlent, azonban az NFAP egy mitogén altal aktivalt protein-kindz (MpkA) altal
aktivalt, eddig ismeretlen célponton keresztiil apoptézist indukal (11. Abra) (Viragh és
mtsai. 2015).
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11. Abra. Az NFAP altal befolyésolt és az antifungélis hatas kivaltisaban szerepet jatszé6 molekularis
utvonalak Aspergillus nidulans-ban a vad tipusu és kiilonb6z6 jelatviteli utakban sériilt torzsek eltérd
inhibitorok jelenlétében mutatott NFAP-érzékenysége alapjan (1-4. Mellékletek). Az NFAP egy
heterotrimer G-protein-kapcsolt jelatviteli itvonalon keresztiil aktivalja a cAMP/Pka szignaltranszdukcios
utvonalat, amin keresztiil gatolja a polarizalt hifandvekedést és apoptdzist indukal. Az NFAP antifungalis
hatésa a sejtfalintegritas-utvonaltol fiiggetlen, azonban egy MpkA altal aktivalt, eddig ismeretlen célponton
keresztiil apoptozist indukal. 8-Br-cAMP: 8-bromoadenozin 3’5’-ciklikus monofoszfat. AC: adenilat-
ciklaz. cAMP: ciklikus adenozin-monofoszfat, CFW: calcofluor fehér (calcofluor white), Mpk: mitogén
altal aktivalt protein-kinaz, Pka: protein-kindz A A, Pkc: protein-kinaz C A, RhoA: guanozin-trifoszfat
(GTP)-kot6 fehérje, RImA: transzkripcids faktor. Viragh és mtsai. (2015) alapjan.

Az NFAP hatasmechanizmusanak tanulméanyozasa soran elért eredményeink
megerdsitik azokat a megfigyeléseket, amelyek szerint a hasonld fizikai-kémiai
tulajdonsaguk ellenére az Eurotiomycetes-eredetli AFP-k kiilonb6z6 moddon fejtik ki
gombaellenes hatasukat. Az NFAP antifungalis hatdsmechanizmusa hasonlé a PAF, de
nagymértékben eltér az AFPg és az AFPgnns3s3 altal mutatottol (8. Tablazat). Az NFAP
a PAF-hoz hasonléan egy guanozin-trifoszfat (GTP)-kotd fehérjétdl, az RhoA-tol
fiiggetlen modon fejti ki hatasat, de nem aktivalja a protein-kindz C (Pkc) szignalizaciot
(Binder ¢és mtsai. 2010). Az RhoA ¢és PkcA fehérjék a polarizalt novekedés
szabalyozasaban vesznek részt (Guest és mtsai. 2004; Katayama és mtsai. 2012). A PkcA

az MpkA fehérjén keresztiil még szerepet jatszik az apoptdzis szupresszidjaban is
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(Katayama és mtsai. 2012). A PAF is egy heterotrimer G-protein altal kozvetitett
jelatviteli uton keresztiil aktivalja a cAMP/Pka szignalizdcids Utvonalat, igy szintén
gatolja a polarizalt novekedést és sejthalalt indukal (Binder és mtsai. 2010), viszont az
NFAP esetében még egy CWI-tutvonaltol fliggetlen, MpkA 4altal aktivalt eddig ismeretlen
célpont is feltételeziink, aminek szintén szerepe lehet az apoptozis indukcidjaban (Viragh
¢és mtsai. 2015). Ez az ismeretlen célpont valdsziniisithetéen ugyanaz lehet, mint amit az
A. nidulans-ban feltételeztek a farnezol altal indukalt apoptdzis vizsgalata soran
(Colabardini és mtsai. 2010). Az NFAP-vel ellentétben a PAF nem aktivalja az MpkA
fehérjét (Binder és mtsai. 2010). Az NFAP, a PAF esetében megfigyeltekhez hasonldéan
szintén nem indukalja a CWI-utvonalat A. nidulans-ban (Viragh és mtsai. 2015). Ezzel
ellentétben az AFPg és az AFPgnns3ss képesek a CWI-utvonal aktivalasara A. niger-ben
az MpkA/RImA transzkripcids faktor altal aktivalt a-gliikan szintdzt kodold agsA gén
expresszios szintjének novelésével (Hagen €s mtsai. 2007, Binder €s mtsai. 2011). Az
AFPgnns3s3 antifungalis hatdsmodja is fliggetlen az RhoA fehérjétdl, és valdszintileg a
GAP (egy RhoA-GTP-az aktivald protein) valamely célpontjaval kdlcsonhatasba 1épve
fejti ki hatasat, amiben szerepet jatszik még egy Pkc/Mpk ttvonal is (Binder és mtsai.
2011). Eredményeink alapjan az NFAP hatdsmechanizmusa nagyon hasonlo az
¢lévilagban elterjedt mas antifungalis fehérjék altal mutatottakéhoz (Van Dijck 2009,
Hegediis és Marx 2013), amelyek egy G-protein-kapcsolt receptorhoz kotédve indukaljak
a cAMP/Pka szignalizacios Utvonalat, és ez 4ltal gatoljdk a polarizalt novekedést
(Bencina ¢és mtsai. 2005), tovabba programozott sejthaldlt indukélnak (Semighini és
mtsai. 2006).

Osszefoglalasként ~ felallithatjuk az NFAP  egyszeriisitett  antifungalis
hatasmechanizmusat A. nidulans-ban, ami két Gton keresztiil valosul meg: 1) Az NFAP
vakuolaris transzportfolyamattal bejut a sejtbe, majd a vaku6lumokbol kiszabadulva egy
ismeretlen célponton keresztiil apoptozist valt ki, ami ROS felhalmozodéssal és a
plazmamembran sériilésével jar egyiitt. 2) Az NFAP egy gombaspecifikus receptorhoz
kotddve egy olyan jelatviteli utvonalat kapcsol be, amin keresztiil gatolja a polarizalt
hifandvekedést és apoptdzist indukal, tovabba egy masik, egy ettdl fiiggetlen jelatviteli
utvonal aktivalasaval egy eddig ismeretlen célponton keresztiil szintén apoptdzist indukal

(12. Abra).
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12. Abra. Az NFAP feltételezett hatasmechanizmusa Aspergillus nidulans-ban. Az NFAP vakuolaris
transzportfolyamattal bejut a sejtbe, majd a vakudlumokbdl kiszabadulva egy ismeretlen célponton (?)
keresztiil apoptozist valt ki, ami reaktiv oxigén szarmazékok (ROS, reactive oxygen species)
felhalmozodasat és a plazmamembran sériilését vonja maga utan (A). Az NFAP vélheten egy gomba
specifikus receptorhoz (R) is kdtédve egy olyan jelatviteli utvonalat kapcsol be, amin keresztiil gatolja a
polarizalt hifandvekedést és apoptozist is indukal (B). Mindezek mellett egy masik, egy ettdl fliggetlen
jelatviteli utvonal aktivalasaval egy eddig ismeretlen célponton (?) keresztiil szintén apoptotikus

folyamatokat indit be.

7.4.2. Az NFAP2 hatasmédja Saccharomyces cerevisiae-n és Candida albicans-on

Az NFAP2 elsésorban élesztdgombdk ellen bizonyult hatdsosnak (11. Tablazat) (Toth
¢és mtsai. 2016). Hatdsmechanizmusarol kevesebbet tudunk, mint az NFAP esetében.
Fluoreszcens festési eljarasokkal kapcsolt mikroszkdpos technikdk alapjan a szubletélis
koncentracioban (0,089 pg/ml) alkalmazott NFAP2 nem gatolta a Saccharomyces
cerevisiae SZMC 0644 sejtek metabolizmusat (FUN1-festés) és nem indukalt apoptozis
(Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit alapjan) LCM-ben még 16 6ra, 30°C-on tortént
kezelést kovetéen sem. Viszont ekkor a PI altal pirosra festetett sejtek szama
szignifikansan tobb volt a NFAP2-vel kezelt mintakban (18,0+4,3%; p<0,05, n=3, paros
t-proba), mint a kezeltelenben (6,343,8%). Mindez a fehérje plazmamembranroncsolo
aktivitasara engedett kovetkeztetni. Ezt a feltételezést megerdsitette az a megfigyelésiink,
hogy amennyiben az NFAP2-t MIC értéken alkalmaztuk (0,195 pg/ml), akkor mar 10
perc utan szignifikansan tobb Pl-pozitiv sejt (44,3+£15,9%; p<0,05, n=3, Levene-teszt,
vel Kkezelttel (2,7+£3,6%) ¢és a kezeltelennel (2,5+3,1%) Osszehasonlitasban. A

sejtmembranroncsold hatas az idével intenzivebbé valt. Ugyanis 16 6ra hosszan tarto
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inkubaciot kovetden az NFAP2 MIC értékével kezelt 6sszes S. cerevisae SZMC 0644 sejt
(97,4£3,1%) Pl-pozitiv fenotipust mutatott, a kordbban a szubletdlis NFAP2
koncentracioval (18,0+4,3%; p<0,0001, n=3, Levene-teszt, paros t-proba) kezelttel és a
kezeltelennel  (6,3+3,8%%; p<0,0001, n=3, Levene-teszt, paros t-proba)
Osszehasonlitasban. Ez a megfigyelés a MIC értéki  NFAP2  gyors
plazmamembranroncsol6 hatdsara enged kovetkeztetni (Toth €s mtsai. 2016).

Ugyanez a sejtmembranroncsold hatds megfigyelhetd volt C. albicans ATCC
10231 esetében is LCM-ben (Toth ¢és mtsai. 2018). Orvosi alkalmazhatosag
szempontjabol az NFAP2 elonyds tulajdonsaganak bizonyult az, hogy a C. albicans-on
mutatott sejtmembranroncsold hatasat a klinikai tesztek soran alkalmazott RPMI-1640
tapkozegben (ami a human belsd folyadékok Gsszetételét részben imitalja) is megtartotta.
Aramlasi citometriaval elvégzett fluoreszcencia-aktivalt sejtvalogatas (FACS,
flourescence activated cell sorting) analizis az mutatta, hogy amennyiben nagyobb
flukonazol-rezisztens C. albicans 27700 sejtszamot kezeltiink annal, mint amennyivel
szemben az NFAP2 MIC értékét meghataroztuk (512 pg/ml RPMI-1640-ben), akkor
szignifikans kiilonbség mutatkozik a kezelt (38,2+3,1%; p<0,0001, n=3, Levene-teszt,
paros t-proba) és kezeletlen (3,3+1,7%) mintadkban észlelhetd PI-pozitiv sejt szazalékos
aranyaban. Pasztazo elektronmikroszkopiaval (SEM, scanning electron microscopy)
elvégzett vizsgalatok a C. albicans 27700 és CBS 5982 sejtek membranintegritasanak a
megsziinését jelezték NFAP2 jelenlétében LCM és RPMI-1640 tapkozegekben egyarant.
Ennek a sejtmembranroncsold hatasnak a pontos mechanizmusa még nem ismert (13.
Abra) (Kovacs és mtsai. 2019).

Kezeletlen NFAP2-kezelt

crer

medium) tapkozegben a kezeletlen kontrollal sszehasonlitasban (bal) 30°C-on, 30 percig, 160 rpm
inkubécio utan. Farkas Attila (HUN-REN SZBK, Novénybiologiai Intézet) felvétele.
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Az Eurotiomycetes-eredetii AFP-k élesztdgombacellenes hatasarol kevés
informacio all rendelkezésiinkre és az is a P. chrysogenum-eredetii PAF-ra, PAFB-re és
PAFC-re korlatozédik. Annyi elmondhato, hogy ezek is fungicid modon hatnak, viszont
az NFAP2-vel ellentétben egyik sem gatolja a C. albicans novekedését RPMI-1640 vagy
mas magas ionerdsségl tapkozegben (Galgoczy és mtsai. 2019, Holzknecht és mtsai.
2020). Mindharom antifungalis protein esetében kimutattuk, hogy azok eldszor a C.
albicans sejtek kiilsé rétegében lokalizalodnak, majd valamilyen energiafiiggd
mechanizmussal a sejt belsejébe jutva fejtik ki plazmamembranroncsold hatasukat
(Huber és mtsai. 2018, Sonderegger és mtsai. 2018, Holzknecht és mtsai. 2020). A PAFC-
kezelés hatasara a C. albicans sejtek felszine rancossa valik, elvesztik ozmotikus
stabilitdsukat, 6sszezsugorodnak, majd szétesnek, mikdzben a sejttartalmuk a kiilvilagba
keriil (Holzknecht és mtsai. 2020). Mindezekbdl valdszinisitheté az, hogy az
Eurotiomycetes-eredetli AFP-k, sok mas gombaellenes peptidhez hasonldan, relative
magas koncentracidban alkalmazva képesek az élesztégomba sejtek membranjat fizikai

modon roncsolni valamelyik altalanos mechanizmuson keresztiil (Struyfs és mtsai. 2021).

7.5. A Neosartorya fischeri antifungalis proteinek szerkezete és hatasmodja kozotti

osszefiiggés

Az NFAP és NFAP2 szerkezetének a megismerése elengedhetetleniil sziikséges volt
ahhoz, hogy megértiik a szerkezet - antifungalis hatés - hatékonysag kozotti 6sszefliggést
¢és hogy funkciondlisan aktiv peptid-szdrmazékokat tudjunk tervezni az egyes szerkezeti
motivumok alapjan. A P. chrysogenum-alapu expresszios rendszerben termeltetett °N-
és 13C-jelolt rekombinans NFAP (Protein Data Bank azonosité: 5OQS; Hajdu és mtsai.
2019) és NFAP2 (Protein Data Bank azonosito: 8RP9) oldatbeli szerkezetét Prof. Dr.
Batta Gyula, Dr. Czajlik Andras és Hajdu Dorottya (Debreceni Egyetem, TTK, Szerves
Kémiai Tsz.) hataroztdk meg magmagnesen rezonancia (NMR, nuclear magnetic
resonance) spektroszkopia modszerrel. Az oldatbeli szerkezetek ismertetése

elengedhetetlen a késébbi fejezetek megértése szempontjabol.

7.5.1. Az NFAP szerkezete és hatasmodja kozotti osszefiiggés
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Az NFAP szerkezetérdl a 14. Abra nyujt 6sszefoglal informaciot.

a)

[
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14. Abra. a) A Neosartorya fischeri antifungalis protein (NFAP) elsddleges szerkezete és masodlagos
szerkezeti elemei. Vastag betiivel, aldhtizva az evoliciésan konzervalt y-core motivum keriilt kiemelésre
(GXC-X3.9-C, ahol X barmilyen aminosav lehet). A ciszteinek altal képzett diszulfid-hidak (narancssarga
vonal) abcabc mintazatba rendezédnek. b) Az NFAP magmagneses rezonancia spektroszkopiaval
meghatarozott harmadlagos szerkezete (Protein Data Bank azonosito: 50QS, Hajdu és mtsai. 2019) (bal),
hidrofébicitas (k6zépen) és toltottségi (jobb) felszine. Narancssargaval a ciszteinek és a kozottiik kialakuld
diszulfid-hidak, zolddel a PB-red6k, mig kékkel a rendezetlen hurokrégiok keriiltek kiemelésre. A

fehérjeszerkezet az UCSF Chimera szoftverrel megjelenitve (Pettersen és mtsai. 2004).

Az NFAP oldatbeli szerkezete nagy hasonlésdgot mutat az azonos
Eurotiomycetes-eredeti AFP csoportba tartozo PAF szerkezetéhez (Batta és mtsai. 2009).
Az NFAP is egy kompakt, B-hordo-szerii fehérje (14b. Abra), amit hurokrégiokkal
osszekapcsolt 6t antiparallel allast B-redé épit fel (14a és b. Abra). A fehérje
harmadlagos szerkezetét a 7-35., 14-42. és 27-53. pozicidkban megtalalhato cisztein
molekulak ko6zott 1étrejové harom diszulfid-hid stabilizalja abcabc mintazatban (14a.

Abra) (Hajdu és mtsai. 2019), ami a PAF-csoport tagjaira altalanosan jellemz6 (Batta és
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mtsai. 2009, Huber és mtsai. 2018). A PAF-hoz és a tobbi Eurotiomycetes-eredetii AFP-
hez hasonléan az NFAP felszinén is hidrofil és hidrofob teriiletek valtakozva
helyezkednek el (14b. Abra) (Galgoczy és mtsai. 2019, Hajdu és mtsai. 2019), ami jé
oldhatosagot biztosit szdmara kiilonféle oldoszerekben. A tobbi¢hez hasonldan pozitiv,
semleges és negativ toltottségli terliletek valtakozo elhelyezkedése is megfigyelhetd a
felszinén (14b. Abra) (Hajdu és mtsai. 2019). Az NFAP N-terminalis régiojaban, a PAF-
és az AFPg-csoportokra altaldnosan jellemz6 pozicidban (5. Abra), vagyis az elsé két p-
red6 kozott elhelyezkedd hurokrégioban megtaldlhatd az evolucidsan konzervalt y-core
motivum a GECFTKDNTC aminosavak altal alkotva (14a. Abra).

Mivel az NFAP harmadlagos szerkezete nagyon hasonlo6 az éldvilagban (n6vény,
allat, ember) altaldnosan eléforduld defenzin-szerli fehérjék harmadlagos szerkezetéhez
(Mattar és mtsai. 2016, Kudryashova és mtsai. 2017, Kovaleva és mtsai. 2020), ezért
feltételeztiik, hogy ugyanazok a szerkezeti elemek befolyasolhatjak az antifungalis
hatékonysagat, mint azoknak azzal a kiilonbséggel, hogy a PAF-hoz hasonl6an az NFAP
tartalmaz egy kozponti hidroféb magot a Y3, Y16, 118, Y23, Y44 aminosavak altal
alkotva (Batta és mtsai. 2009, Galgoczy és mtsai. 2017), amely a diszulfid-hidak
szerkezetet stabilizald hatdsan 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, Cheung és mtsai. 2002,
Camilloni és mtsai. 2016). A megfeleld diszulfid-hid mintdzat kialakulasa
elengedhetetlennek bizonyult a megfeleléen hatékony harmadlagos szerkezet
kialakulasdhoz az AFPg ¢s az NFAP2 esetében (Varadi €s mtsai. 2023a,b). A kdzponti
hidroféb mag mutéciodja kihatassal lehet egy fehérje stabilitasara és feltekerésére (Carter
¢s mtsai. 2001). A pre- és a pro-szekvencia megfelelé lehasadasa az N-terminalis részrol
elengedhetetlennek bizonyult az AFPg megfeleld harmadlagos szerkezetének a
kialakitasaban (Martinez-Ruiz és mtsai. 1997). Kimutattak, hogy a B-defenzinek N-
termindlisanak elsd 6t aminosava eldsegiti a feltekeredést és a megfeleld diszulfid-hid
mintazat kialakitasat (Taylor és mtsai. 2008), és mar egy aminosav mutacio is ebben a
régidban a harmadlagos szerkezet eltérését (Sahl és mtsai. 2005) vagy az antimikrobialis
hatékonysag csokkenését, a spektrum €s a toxicitds megvaltozasat okozhatja (Kliiver €s
mtsai. 2006).

Az el6z6 bekezdésben emlitetteket figyelembe véve feltételeztiik, hogy a
diszulfid-hidak kialakulasa, a kozponti hidrofob mag és az elsé 6t N-terminalis aminosav,

meghataroz6 szerepet jatszanak az NFAP antifungélisan hatékony szerkezetének a
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kialakitasaban és stabilizalasban. Ennek a vizsgalatira aminosavcserékkel olyan
szerkezeti mutans NFAP valtozatokat terveztiink, amelyekben nem alakulnak ki
diszulfid-hidak (NFAPAC: C7Y, C14Y, C27Y, C35Y, C42Y, C53Y cserék), vagy nem
tartalmaznak kézponti hidrofob magot (NFAPAh: Y3S, Y16S, Y23S, Y44S, 118S cserék),
vagy az els6 0t N-terminalis aminosavban eltérnek a vad tipustél (NFAPAN: L1G, Y3W,
G5A cserék) (16. Tablazat). Az alkalmazott aminosavcserék kovetkeztében az olyan
alapvetd fizikokémiai tulajdonsagok, amelyek befolyasolhatjdk a gombaellenes
hatékonysagot (im. 6ssztoltés, izoelektromos pont, hidrofobicitas) nem valtoztak a vad

tipushoz képest (16. Tablazat).

16. Tablazat. A Neosartorya fischeri antifungalis protein (NFAP) és szerkezeti mutans valtozatainak in

silico eldre jelzett fizikokémiai tulajdonsagai.

Molekulatomeg  Ciszteinek  Becsiilt Toltés B-redék  Diszulfid-hidak

Protein GRAVY”"

(Da)” szama” pl” (pH 7)™ szAma*** szAma****
LEYKGECFTKDNTCKYKIDGKTYLAKCPSAANTKCEKDGNKCTYDSYNRKVKCDFRH
NFAP 6625,52 6 8,93 +5,0 -1,214 5 abcabc
LEYKGEYFTKDNTYKYKIDGKTYLAKYPSAANTKYEKDGNKYTYDSYNRKVKYDFRH
NFAPAC 6985,74 0 9,35 +5,1 -1,614 4 -
LESKGECFTKDNTCKSKSDGKTSLAKCPSAANTKCEKDGNKCTSDSYNRKVKCDFRH
NFAPAh  6295,05 6 8,99 +5,0 -1,272, 4 bb
GEWKAECFTKDNTCKYKIDGKTYLAKCPSAANTKCEKDGNKCTYDSYNRKVKCDFRH
NFAPAN 6606,48 6 8,95 +5,0 -1,242 4 bb

GRAVY: atlagos hidrofobicitas érték (grand average of hydropathy value). *: EXPASy ProtParam Tool-lal szamolva
(Gasteiger és mtsai. 2005). **: Protein Calculator v3.4 server-rel szamolva (The Scripps Research Institute;
http://protcalc.sourceforge.net/). ***: In silico homolégia modellezés alapjan (15. Abra). ****: DISULFIND Cysteines
Disulfide Bonding State and Connectivity Predictor server-rel meghatarozva (Ceroni és mtsai. 2006). Az NFAPAh és
NFAPAN esetében két diszulfid-hid nem tud kialakulni, mert a ciszteinek kozott 1évé tavolsag nagyobb, mint 2.3A,

ami a kialakulasukhoz sziikséges maximum (Bhattacharyya és Chakrabarti 2004).

In silico homoldgia modellezés kimutatta, hogy a ciszteinek tirozinra torténd
cseréje miatt nyilvanvaléan nem alakulnak ki diszulfid-hidak (16. Tablazat), tovabba a
kompakt B-hordo-szerti szerkezet is sériil a harmadik B-red6 eltinése miatt (NFAPAC,
15. Abra). A kdzponti hidrofob régio megsziinésének kovetkezménye, hogy sériil a vad
tipusa NFAP-re jellemz6 harmadlagos szerkezet, eltlinik a masodik és a harmadik B-redd,
tovabba csak egy diszulfid-hid alakul ki a 14. és a 42. pozicidban megtalalhato ciszteinek
kozott (NFAPAh, 15. Abra). Az elsé 6t aminosavban végrehajtott cserék kovetkeztében
a kompakt B-hord6 szerkezet megmarad, de a harmadik B-redd eltlinik és csak egy
diszulfid-hid alakul ki a 14. és a 42. pozicioban megtalalhato ciszteinek kozott (NFAPAN,
15. Abra) (Galgbczy és mtsai. 2017).
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NFAPAh

15. Abra. Az NFAP, NFAPAC, NFAPAh és NFAPAN Neosartorya fischeri antifungalis protein (NFAP)
mutansok in silico homoldgia modellezéssel eldre jelzett harmadlagos szerkezete. Az aminosavcserék
pirossal, a kdzponti hidrofob magot alkoté aminosavak pedig kék szinnel kiemelve. Citromsarga szin jelzi
a ciszteineket és kozottik 1étrejové diszulfid-hidakat. A fehérjék szerkezete a MODELLER v9.934
programmal keriilt modellezésre (Sali és mtsai. 1995), majd ModRefiner-rel finomitasra (Xu és Zhang
2011), és az UCSF Chimera szoftverrel energiaminimalizalasra (Pettersen és mtsai 2004). A modellek
minésége RAMPAGE szerverrel ellendrizve (Lovell és mtsai. 2003). A létrehozott Ramachandran-plotok
alapjan a modellek megbizhatonak bizonyultak, ugyanis az aminosavak dont6 tobbsége az energetikailag
preferalt régoban helyezkedik el (NFAP: 94,5%, NFAPAC, NFAPAh és NFAPAN: 98,2%). A
fehérjeszerkezetek az UCSF Chimera szoftverrel megjelenitve (Pettersen és mtsai 2004). NFAP: vad-tipusa
NFAP, NFAPAC: diszulfid-hid delécios NFAP mutans, NFAPAh: kézponti hidrofob mag deléciés NFAP
mutans, NFAPAN: elsé 6t N-terminalis aminosavban mutans NFAP. A végrehajtott aminosavcserék
kovetkeztében (NFAPAC, NFAPAh és NFAPAN) sériilt a vad tipust NFAP-re jellemz6, diszulfid-hidak

altal stabilizalt, B-hordo-szert szerkezet. Galgoczy és mtsai. (2017) alapjan.

A mutans NFAP valtozatokat rekombinans modon, a korabban mar alkalmazott
P. pastoris KM71H-alapt expresszids rendszerben allitottuk el6 a vad tipus mellett abbol
a célbol, hogy ECD spektroszkopia, tomegspektrometria, forditott fazisi nagy
teljesitményti folyadékkromatografia (RP-HPLC, reversed-phase high-performance
liqguid chromatography) modszerekkel vizsgalni tudjuk a szerkezetiiket, tovabba
antimikrobialis érzékenységi tesztekkel a hatékonysagukat A. nidulans FGSC A4
izolatummal szemben. A P. pastoris-alapu expresszios rendszer alkalmasnak bizonyult
az NFAP, NFAPAh és NFAPAN fehérjék termelésre 11,3+4,7 mg/1 (n=3), 29,14+0,8 mg/I
(n=3) és 7,7+0,1 mg/l (n=2) hozamokkal. Az NFAPAC valtozatot nem sikeriilt az
expresszios rendszer feliilisz6jabol izolalnunk, viszont tomegspektrometrids modszerrel

ennek olyan peptid-fragmentumai kimutathatok voltak, amelyek lefedték az érett fehérje
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szekvenciajanak a 74%-at. Ezen eredmény alapjan megéllapitottuk, hogy az NFAPAC
termelddik, de a diszulfid-hidak hidnyanak kovetkeztében lebomlik. Mindez -nem
meglepé modon- azt bizonyitotta, hogy a diszulfid-hidak jelenléte sziikséges a stabil,
kornyezeti hatasoknak és proteolizisnek ellenalld szerkezet kialakulasahoz (Galgoczy és
mtsai. 2017).

Az RP-HPLC vizsgalatok soran észlelt retencids idok alapjan az NFAP egy-, mig
az NFAPAh és NFAPAN valtozatok tobb szerkezeti allapotban voltak jelen a tenyészetek
feliilaszojaban (16a. Abra). Tomegspektrometriai analizis bizonyitotta, hogy az NFAP
megfelelden érett formaban, a vart elsédleges szerkezettel termelddott meg és kialakult a
harom diszulfid-hid a hat cisztein k6z6tt. Ezzel szemben az NFAPAh-nak és NFAPAN-
nek az N- és/vagy a C-terminalisan egy vagy akar hét aminosavval rovidebb valtozatai is
megfigyelheték voltak. A harom diszulfid-hid ezek mindegyikben kialakult
valosziniisithetéen eltérd mintazattal (16b. Abra). ECD spektrumok alapjan a P. pastoris
altal termelt vad-tipusi NFAP ugyanazzal a diszulfid-hidak altal stabilizalt, B-red6zott
fehérjékre jellemzd rendezett szerkezettel ¢és masodlagos szerkezeti elemekkel
rendelkezett, mint a nativ termeldbdl izolalt NFAP. Ezzel szemben az NFAPAh és
NFAPAN ECD spektruma azt mutatta, hogy ezek elveszették a rendezett masodlagos
szerkezetiiket és tobbféle diszulfid-hid mintazata véltozataik is kialakultak (16c. Abra)
(Galgodczy és mtsai. 2017). Mindez arra utalt, hogy a kdzponti hidroféb mag és az elsé 6t
N-termindlis aminosav elengedhetetlentil sziikséges az NFAP megfeleld feltekeredéséhez
¢és nativ diszulfid-hid mintazat kialakulasihoz.

Mikrodilucios érzékenységi tesztek azt mutattak, hogy a kozponti hidroféb mag
hianydban megsziinik az NFAP gombaellenes hatékonysaga, ugyanis még 400 pg/ml
NFAPAh sem gatolta az A. nidulans FGSC A4 novekedését (110,0+6,6%). Ezzel
szemben az NFAP és NFAPAh képes volt azt 31,3+0,2% (p<0,05), illetve 69,0+8,2%-ra
(p<0,005) visszaszoritani a kezeletlen kontrollhoz (100,1£1%) viszonyitva LCM
tapkozegben (n=9, egyszempontos varianciaanalizis, Bonferroni-féle tobbszords
Osszehasonlitds). Az NFAP dozis-fiiggd mddon hatott: Az alkalmazott 50 pg/ml, 100
ng/ml és 200 ng/ml koncentraciok esetében rendre 97+7% (p>0,05), 69+4% (p<0,005),
47£11% (p<0,005) és 31+0% (p<0,0001) (n=9, egyszempontos varianciaanalizis,
Bonferroni-féle tobbszords dsszehasonlitas) ndvekedés volt megfigyelhetd a kezeletlen
kontrollhoz (100% ndvekedés) viszonyitva. Az NFAPAN antifungalis hatasa viszont az
alkalmazott dozistol fliggetlennek bizonyult, ugyanis 50 pg/ml, 100 pg/ml, 200 pg/ml és
400 pg/ml koncentraciokban is nagyon hasonlé mértékben 68.5+4,7% (p<0,05),
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67,2+£19,5% (p>0,05), 79,8+17,7% (p<0,05), 69+8% (p<0,05)-ra szoritotta vissza az A.
nidulans FGSC A4 novekedését a kezeletlen kontrollhoz (100% novekedés) viszonyitva
(n=9, egyszempontos varianciaanalizis, Bonferroni-féle tobbszoros 6sszehasonlitas)

(Galgodczy és mtsai. 2017).
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16. Abra. A Pichia pastoris KM71H altal termelt és tisztitott Neosartorya fischeri antifungalis proteinnek
(NFAP) ¢és mutans valtozatainak (NFAPAh és NFAPAN) a) forditott fazisi nagy teljesitményti
folyadékkromatografia (RP-HPLC, reversed-phase high-performance liquid chromatography) kromatogramja,
b) témeg- és c) elektronikus cirkularis dikroizmus (ECD) spektrumai. Az RP-HPLC kromatogramokon észlelt
retencids idok alapjan az NFAP egy, mig az NFAPAh és NFAPAN tobbféle szerkezeti allapotban van jelen.
Ennek a szerkezeti sokféleségnek az oka lehet az, hogy a tomegspektrumok alapjan az NFAPAh és NFAPAN N-
és/vagy a C-terminalisarol egy vagy akar hét aminosav is lehasadhat. Az ECD spektrumok alapjan az NFAPAh
és NFAPAN valtozatok az NFAP-vel ellentétben elveszették a rendezett masodlagos szerkezetiiket és tobbféle
diszulfid-hid mintazata valtozat is kialakult az esetiikben. NFAP: vad-tipusa NFAP, NFAPAC: diszulfid-hid
delécios NFAP mutans, NFAPAh: kozponti hidrofob mag delécios NFAP mutans, NFAPAN: els6 6t N-terminalis

aminosavban mutans NFAP. Galgdczy és mtsai. (2017) alapjan.
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Sem az NFAPAN, sem az NFAPAh jelenlétében a novekvd A. nidulans FGSC A4
hifdk nem mutattak azokat a jellegzetes morfoldgiai elvaltozasokat, amiket az NFAP
okozott, tgymint a rovid és tobbszordésen elagazo hifak, duzzadt apikalis régioval (17a.
Abra). Tovabba az NFAP-vel ellentétben nem okoztak a metabolizmus megsziinését
FUN-1 festés alapjan (17b. Abra), nem valtoztattak meg a novekvé hifa csticsi régiojara
jellemz6 gyliri- és sapka-szerii aktin és sapka-szerti kitin eloszlast (17c-d. Abra)
(Galgodcezy és mtsai. 2017). Ezen megtfigyelések alapjan feltételezziik, hogy az NFAPAN
az NFAP-t6l eltéré6 modon fejti ki antifungalis hatasat.

A 200 pg/ml koncentracioban alkalmazott NFAPAN ho- és pH-érzékenysége az
NFAP altal mutatotthoz volt hasonlé mikrodiliicids érzékenységi tesztben, komplett
tapkozegben. Az 50°C-on, 30 percig torténd kezelés nem okozott szignifikans csdkkenést
(p>0,05, n=9, egyszempontos varianciaanalizis, Bonferroni-féle tobbszoros
Osszehasonlitas) sem az NFAP, sem az NFAPAN A. nidulans FGSCA4 torzzsel szemben
mutatott hatékonysagaban (50+£6%, illetve 81,2+1,0% ndvekedés a kezeletlen kontrollhoz
[99,9+£5,9%] viszonyitva) a 25°C-on, szintén 30 percig kezelt mintahoz viszonyitva
(55,5+6,7%, illetve 81,9+5,1%). Viszont mindkét protein inaktivnak bizonyult
ugyanennyi ideig 100°C-on torténd hokezelés utan (106+7%, illetve 100+£4% novekedés)
(Galgodczy és mtsai. 2017).

Az NFAPAN az NFAP-hez hasonldéan (200 pg/ml) enyhén ligos kémhatason
(pH=8,0) mutatta a legnagyobb aktivitast A. nidulans FGSCA4 torzzsel szemben
(64,5+4,3%, illetve 34+6% novekedés a kezeletlen kontrollhoz [100+£7%] viszonyitva;
p<0,005, n=9, egyszempontos varianciaanalizis, Bonferroni-féle tobbszords
Osszehasonlitds) komplett tapkozegben. Semleges kémhatison (pH=7,0) az NFAP
48+3%-ra, mig az NFAPAN 80+9%-ra csokkentett a gomba ndvekedését a kezeletlen
kontrollhoz viszonyitva (100+£3% novekedés) (p<0,005, illetve p<0,0001; n=9,
egyszempontos varianciaanalizis, Bonferroni-féle tobbszords Osszehasonlitas). Az
NFAP-vel ellentétben az NFAPAN enyhén savas kémhatason (pH=6,0) nem mutatott
novekedésgatlo hatast A. nidulans FGSC A4-en (59+8%, illetve 94,8+5,5% novekedés a
kezeletlen kontrollhoz [100+7%] viszonyitva; p<0,005, n=9, egyszempontos
varianciaanalizis, Bonferroni-féle tobbszoros 0sszehasonlitas) (Galgoczy és mtsai. 2017).

Az NFAP antifungalis hatékonysagat az A. nidulans FGSCA4 torzzsel szemben a
25 mM NaCl nem befolyasolta (48,9+8,1% novekedés, p<0,005), addig az 50-100 mM
NaCl és 25-100 mM MgSOs dozisfiiggd mddon csokkentette azt (61+1%-119+11%
novekedés). Ezzel szemben a 25 mM NaCl (113,848,1% novekedés) vagy MgSOq
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(96,3+£0,1% novekedés) jelenlétében az NFAPAN mar inaktivnak bizonyult (Galgdczy és
mtsai. 2017).

Kezeletleny NFAP-kezelt NFAPAh-kezelt NFAPAN-kezelt
Kezeletlen L NFAP-kezelt (S * = & )
PSR S % e ¢ el \B
e f N
¥ - A
pr ¢ [ A . e~
SN L& o ~3
= &5 §*
9 =
S o 10um
[ > —
NFAPAh-kezelt
S 4 B 7 > Kezeletlen NFAP-kezel}, NFAPAh-kezelt NFAPAN-kezelt
g i 7 Qo S ¢ G
& ' N | F B Fo
- el 2 5 - H
4 ) [ v 3 F
~
S l
2

Kezeletlen NFAP-kezelt NFAPAh-kezelt NFAPAN-kezelt

B

0~

573 e

17. Abra. a) Aspergillus nidulans FGSC A4 altal képzett hifak 48 6ra, 37 °C-on tortént statikus inkubéaciot
kovetéen Neosartorya fischeri antifungalis protein (NFAP)-kezelés nélkiil (bal felsd) és szubletalis
koncentracioja (25 pg/ml) NFAP-vel (jobb fels6), NFAPAh-val és NFAPAN-nel (alsé sor) kiegészitett komplett
tapkozegben. Az NFAP jelenlétében a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva révid, tobbszorosen elagazé duzzadt
végli hifak képzddnek (A), amik az NFAPAh és NFAPAN jelenlétében nem figyelhet6k meg. b) FUN-1 (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) életképességi festése az A. nidulans FGSC A4 hifaknak 30 perc, 37°C-
NFAP-vel (balrél masodik), NFAPAh-val (balrél harmadik) és NFAPAN-nel (utolsd) kiegészitett komplett
tapkozegben. A kezeletlen, az NFAPAh-val és az NFAPAN-nel kezelt mintdkban metabolikusan aktiv
narancssarga vaku6lumok (B) és inaktiv z6ld vakudlumok (C) egyarant megfigyelhetdk, mig az NFAP-kezelés
hatasara csak a zold, metabolikusan inaktivak. ¢) Z6ld fluoreszcens fehérjével jelolt aktin-termeld A. nidulans
hifacsucsok 30 perc, 30°C-on torténd statikus inkubaciot kovetéen NFAP-kezelés nélkiili (balrdl elsd) és
szubletalis koncentracioju (25 pg/ml) NFAP-vel (balrol masodik), NFAPAh-val (balrol harmadik) és NFAPAN-
nel (utolso) kiegészitett komplett tapkozegben. A jellegzetes sapka- és gylirii-szeriien rendez6d6 aktin eloszlas
(D) rendezetlenné valasa (E) figyelhet6 meg NFAP-kezelés hatasara, mig az NFAPAh és NFAPAN jelenléte nem
okoz ilyen valtozast. d) Calcofluor fehér-festett A. nidulans FGSC A4 hifacsucsok 30 perc, 37°C-on torténd
statikus inkubaciot kovetden NFAP nélkiili (balrol els6) és 25 pg/ml NFAP-vel (balrdl masodik), NFAPAh-val
(balrdl harmadik) és NFAPAN-nel (utolsé) kiegészitett komplett tapkézegben. A jellegzetes sapka-szer(ien
rendezddd kitin eloszlas (F) az NFAP-kezelés hatasara eltiinik (G) és helyette az elagazodasoknal figyelheté meg
kitin felhalmozddas (H). Ez a valtozas nem kovetkezik be NFAPAh és NFAPAN jelenlétében. Galgdczy és mtsai.
(2017) alapjan.
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A fentebb talalhat6 bekezdésekben ismertetett az eredmények azt mutatjak, hogy
az N-terminalis régidoban alkalmazott aminosavcserék hatasara bekovetkezd szerkezeti
valtozasok csak az NFAPAN s6 érzékenységét fokozzak, a ho- illetve pH-érzékenységét
nem.

Az NFAPAC, NFAPAh és NFAPAN vizsgalatai soran elért eredmények alapjan
megallapitottuk, hogy az antifungalis hatas és spektrum novelése érdekében modosithato
szerkezeti elemek els6sorban a rendezetlen hurokrégiokra korlatozodnak az NFAP
esetében. Egy ilyen hurokrégio lehet az elsé két B-redd kozott elhelyezkedd, az NFAP-
ben is megtalalhaté evoluciésan konzervalt. y-core motivum (GECFTKDNTC) (16a.
Abra). Novényi-eredetii, gombaellenes hatissal rendelkezd B-defenzineknél
bebizonyosodott, hogy ez a régido befolydsolja az antifungalis hatasmodot ¢&s
hatékonysagot, tovabba alkalmas lehet antifungdlisan hatékony peptid-szarmazékok
tervezésére. Amennyiben a y-core motivumot elsdsorban pozitiv toltésti és hidrofil
aminosavak épitik fel, akkor a defenzin sejtmembranroncsold, fungicid hatassal bir. Ezzel
szemben, ha negativan toltott és hidrofob aminosavak talalhatoak itt, akkor a defenzin
morfongenikus valtozasokat (tobbszordsen elagazd, rovid hifak) indukal a fejlédd hifan
és sztatikus hatdssal van a gomba ndvekedésére (Sagaram és mtsai. 2011). Az
Eurotiomycetes-eredetiit AFP-k y-core motivumon keresztiil térténd modositasanak
lehetdségét a PAF esetében bizonyitottuk. Amennyiben a PAF amugy is hidrofil és
végre, amelyek novelték a pozitiv téltés erésségét és még hidrofilebbé tették azt (PAFO
valtozat), akkor a PAF sokkal hatékonyabba valt C. albicans-szal szemben és a vad tipusu
PAF MIC értékének az egyotdde is elégnek bizonyult a teljes novekedésgatlas eléréséhez.
A PAF és a PAF y-core régidit lefedd szintetikus peptid-szarmazékok is antifungalisan
aktivnak bizonyultak, ahol a hidrofilebb és nagyobb pozitiv Ossztoltéssel rendelkezd
modositott valtozat hatékonyabbnak bizonyult az eredetinél (Sonderegger €s mtsai.

2018).

7.5.2. Az NFAP2 szerkezete és hatasmodja kozotti osszefiiggés

Az NFAP2 szerkezetérdl a 15. Abra nyujt dsszefoglalé informaciot.
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18. Abra. a) A Neosartorya fischeri antifungalis protein 2 (NFAP2) elsédleges szerkezete és masodlagos
szerkezeti elemei. Vastag betiivel, alahuzva az evoliciosan konzervalt y-core motivum keriilt kiemelésre
(GXC-X3.9-C, ahol X barmilyen aminosav lehet). A ciszteinek altal képzett diszulfid-hidak (narancssarga
vonal) abbcac mintazatba rendezédnek. b) Az NFAP2 magmagneses rezonanciaspektroszkopiaval
meghatarozott harmadlagos szerkezete (PDB azonosito: 8RP9, Varadi és mtsai. 2023a) (bal), hidrofobicitas
(kozépen) és toltottségi (jobb) felszine. Narancssargaval a ciszteinek és a kozottiik kialakuld diszulfid-
hidak, zolddel a B-red6k, 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 NMR-rel vagy
rontgenkrisztallografiaval eddig meghatarozott Eurotiomycetes-eredetli AFP-k altal
mutatottaktol. A PAF- (Batta és mtsai. 2009, Huber és mtsai. 2018), az AFPg- (Campos-
Olivas és mtsai. 1995) és a BP-csoport (Olsen és mtsai. 2004, Czajlik és mtsai. 2021)
tagjaira a f-hordo-szerti szerkezet jellemzé (Galgoczy és mtsai. 2019) (6. és 14. Abrak).
Ezzel szemben az NFAP2-t szerkezetileg két nagy egységre lehet osztani. Az els6 N-
terminalis rész (1-21 aminosavak: IATSPYYACNCPNNCKHKKGS) egy rendezetlen

hurok-régio;  mig  masodik,  C-terminalis  részt  (22-52.  aminosavak:
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GCKYHSGPSDKSKVISGKCEWQGGQLNCIAT) harom antiparallel B-redd épiti fel,
melyeket rovid hurokrégiok kapcsolnak ossze (18a. Abra). Ezt a szerkezetet az N-
terminalis hurokrégioban (C11-C15), az N-terminalis hurokrégio és a C-terminalis -
red6zott szerkezet kozott (C9-C40), tovabba a B-red6zott szerkezetben (C23-C49)
talalhato ciszteinek kozott 1étrejové  egy-egy diszulfid-hid stabilizalja abbcac
mintazatban (18a. Abra) (Véradi és mtsai. 2023a). Ez eltér a szintén hat ciszteint
tartalmazo PAF, PAFB és NFAP altal mutatott abcabc mintazattol (Batta és mtsai. 2009,
Huber és mtsai. 2018, Hajdu és mtsai. 2019) (6. és 18. Abra). Az NFAP2 elsédleges
szerkezetében is felismerhetd az evolucidsan konzervalt y-core motivum, az NFAP-vel
ellentétben viszont nem az N-terminalis (14. Abra), hanem a C-terminélis régioban
talalhaté meg az utolso két B-redd egy-egy része és kozottiik 1évo hurokrégid altal alkotva
(GKCEWQGGQLNC) (18a. Abra). Az NFAP2 felszinén az NFAP-hez hasonlésan (14.
Abra) hidrofil és hidrofob; tovabba pozitiv, semleges és negativ toltottségii teriiletek
valtakozo6 elhelyezkedése figyelheté meg (18b. Abra).

Szamos tanulmany mar beszamolt arrdl, hogy az AFP-K egyes régioi alapjan
szintetizalt peptidek is gombaellenes hatdst mutatnak és plazmamembranroncsold hatast
fejtenek ki abban az esetben, amennyiben hidrofilek és nagymértékii pozitiv 6ssztoltéssel
rendelkeznek (Sagaram és mtsai. 2011, Garrigues, ¢s mtsai. 2017). Megfigyeléseink
alapjan az NFAP2 roncsolja az élesztésejtek plazmamembranjat (7.4.2. fejezet, 13. Abra)
(Toth és mtsai. 2016, 2018). Feltételezésiink szerint ezért a hatasért a protein
nagymértékben pozitivan toltott és hidrofil 13-23. aminosavak altal alkotott
(NNCKHKKGSGC) N-terminalis kdzéprégioja a felelés nem pedig a y-core motivum
(18a. Abra). Ezt a feltételezésiinket az un. fehérje funkcionalis térképezésének a
moédszerével vizsgaltuk. Ennek soran a 19a. Abran lithaté modon eléallitottuk az
NFAP2-t lefed6 N- és C-terminalis peptid-fragmentumokat (Fr-1 és Fr-2), illetve ezeket
lefedé tovabbi négy kisebb peptid-fragmentumot (Fr-2, F-4, Fr-5, fr-6). Ezeknek a
gombaellenes és plazmamembranroncsold hatdsait mikrodilucios érzékenységi teszttel és
Pl-festéssel vizsgaltuk (19b. Abra). Antifungalis érzékenységi tesztekben csak az N-
termindlis részt lefedé Fr-2 és annak az Fr-4 &ltal alkotott mdasodik fele mutatott
gombaellenes és sejtmembranroncsold hatast C. albicans ATCC 10231 izolatummal
szemben (19b. Abra). In silico elérejelzések és NMR szerkezet alapjan ez a peptid régid
a molekula kiils6é részén elhelyezkedd, konnyen hozzaférhetd hurokrégiot alkot (18. és
19a. Abrik), ami képes lehet elektrosztatikusan kapcsolodni a gombasejtmembran

negativan toltott részeihez.
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NFAP2

NFAP2 — Fragmentum 2 (Fr-2) NFAP2 — Fragmentum 1 (Fr-1)

NFAP2 - Fragmentum 6 (Fr-6) | NFAP2 - Fragmentum 4 (Fr-4)) NFAP2 - Fragmentum 5 (Fr-5) I NFAP2 - Fragmentum 3 (Fr-3)
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19. Abra. a) A Neosartorya fischeri antifungélis protein 2 (NFAP2) PSIPRED (v3.3) Protein Analysis
Workbench (Buchan és mtsai. 2013) segitségével eldre jelzett masodlagos szerkezete. A sarga nyilak a B-
reddket, a fekete vonalak a hurokrégiokat jelolik. AA: aminosav-szekvencia, CP: az adott régio6 analizisének
a megbizhatésaga aminosavakra lebontva, Szerk: feltételezett masodlagos szerkezet. A funkcionalis
térképezés soran antifungalis hatast mutatd peptid-fragmentumok kapcsos zarojellel jelolve, alatta a
mikrodilcios érzékenységi tesztben 48 ora, 30°C-on statikus inkubacid utan meghatarozott minimalis gatlo
koncentraciojuk (MIC) Candida albicans ATCC 10231 sejtekkel szemben. A szintetizalt NFAP2 peptid-
fragmentumok eltéré szinekkel jelolve a megegyez6 aminosav-szekvencia felett. Az antifungalisan aktiv
peptid-fragmentum (Fragmentum-4, Fr-4), vagyis az NFAP2 feltételezett funkcionalisan aktiv része piros
kerettel keriilt kiemelésre. b) Az NFAP2 és gombaellenes aktivitdst mutatd peptid-fragmentumainak
sejtmembranroncsold hatasanak (sejtek piros fluoreszcencidja) a bizonyitasa C. albicans ATCC 10231
izolatumon propidium-jodid festéssel 10 percig, 30°C-on, 160 rpm-en a minimalis gatlé koncentracioban
alkalmazott fehérjével és peptid-fragmentumokkal alacsony ionerésségii (LCM, low cationic medium)

tapkdzegben torténd kezelés utan. Toth és mtsai. (2018) alapjan.

A fent emlitettek eredmények alapjan nagyon valdszinii, hogy az NFAP2 N-

terminalis kozéprégidja feleldés a gombaellenes hatasért. Az antifungalis hatasért felelds
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peptid motivum megismerése lehetdséget ad az NFAP2 modositott aktivitassal,
hatékonysaggal és szelektivitassal rendelkezd valtozatainak a kifejlesztésére. Az el6z6
fejezetben mar emlitésre kertilt, hogy az Eurotiomycetes-eredetii AFP-k y-core régidja
részben vagy egészben felelds lehet a sejtmembranroncsolason keresztiil megvaldsulo
¢leztégomba-ellenes hatasért, ami a PAF esetében bizonyitast nyert annak emelet pozitiv
Ossztoltéstt és hidrofilebb y-core motivumot hordoz6 valtozatanak a vizsgéalataval
(PAF°™) (Sonderegger és mtsai. 2018). Utesch és mtsai. (2018) molekuladinamikai
szimulaciok soran kimutattak, hogy az A. giganteus altal termelt AFPg y-core régidja
képes a gomba sejtmembranhoz kapcsolodni és azt szétroncsolni. Ezt figyelembe véve
kémiai szintézis modszerrel eldallitottuk az NFAP2-nek egy olyan valtozatat, amiben a
38-49. aminosavak 4ltal alkotott szinte semleges Ossztoltésti (-0,2; pH=7,0) és hidrofil
(atlagos hidrofobicitas érték [GRAVY, grand average of hydropathy value]: -0,933)
GKCEWQGGQLNC y-core motivumot kicseréltiik a Sonderegger és mtsai. (2018) altal
a PAF modositasa (PAF™) esetében hasznaltra, a GKCKTKKNKC-re, ami nagyobb
pozitiv 6ssztdltéssel (+4,2 pH=7,0) rendelkezik és sokkal hiodrofilebb (GRAVY: -1,910).
Ez a valtozas mintegy kétszeresére emelte az NFAP2 0ssztoltését (+5,2-r61 +10,2-re,
pH=7,0), viszont a hidrofilicitasat csak enyhén emelte (GRAVY -0,731-r6l -0,918-ra).
ECD spektroszkopias vizsgaltok alapjan, a PAF-fal ellentétben (Sonderegger €s mtsai.
2018) a y-core modositas kovetkeztében az NFAP2 elvesztette a rendezett B-red6zott
fehérjékre jellemz6 masodlagos szerkezetét annak ellenére, hogy rendelkezett az abbcac
diszulfid-hid mintazattal (Varadi és mtsai. 2023a). Ezen feliil a y-core modositott NFAP2
MIC értéke LCM tapkozegben 6,25 pg/ml-rél, 12,5 ug/ml-re emelkedett C. albicans CBS
5982 izolatummal szemben. Ennek ellenére a y-core modositott NFAP2 megtartotta
ugyanolyan mértékii C. albicans sejtold hatékonysagat. Aramlasi citometriaval elvégzett
FACS analizisek alapjan, ugyanis MIC értéken alkalmazva szdzalékos ardnyban
ugyanannyi sejt mutatott Pl-pozitiv fenotipust (a 2x10° db sejtbdl) a y-core modositott
NAP2-vel torténd kezelés hatasara (30,1+3,5%), mint amennyi a vad-tipusu fehérje
esetében (27,6+0,6%) megfigyelhetd volt 16 6ra, 30°C-on, 160 rpm-en, LCM-ben tortént
inkubaciot kovetden. Ezek alapjan azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy a PAF-fal
ellentétben a y-core région keresztiil torténd fehérjemddositas nem egy jarhatd ut az
NFAP2 gombaellenes hatékonysaganak €s spektrumanak a novelése céljabol, és azt, hogy
a y-core régonak elsdsorban szerkezetkialakitdo és megfeleld feltekeredést eldsegitd

szerepe lehet ebben a fehérjében (Varadi és mtsai. 2023a).
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7.6. Neosartorya fischeri antifungalis proteinek peptid-szarmazékai

Szamos tanulmany alapjan az antimikrobialis hatdssal rendelkezd proteinek bizonyos
aminosav-szekvenciamotivumait lefedé szintetikus peptidek hatékonyan gatolhatjak
egyes mikroorganizmusok novekedését. Az ilyen peptidekben tudatosan végrehajtott
aminosavcserékkel pedig megvaltoztathatd a hatékonysdg, a spektrum és az emlds
sejteken mutatott toxicitas (Torres és mtsai. 2019). Munkank sordn vizsgaltuk azt, hogy
ez igaz lehet-e a N. fischeri altal termelt antifungalis proteinekre, ezért az NFAP és
NFAP2 kiilonb6z6 peptid-szarmazékait allitottuk eld és tanulmanyoztuk. A kisérletek
soran felhasznalt peptid-szarmazékokat Prof. Dr. Toth Gabor, Dr. Varadi Gyorgyi (SZTE
SZAOK, Orvosi Vegytani Intézet) ¢és munkatarsaik Aallitottdk eld szilard fazisu

peptidszintézissel.

7.6.1. Peptid-szarmazékok tervezése a y-core régié alapjan

Korabbi tanulmanyok ramutattak arra, hogy a gombaellenes novényi B-defenzinek
evoluciosan konzervalt y-core motivumait lefedd szintetikus peptid-szarmazékok
ugyanolyan cidikus vagy sztatikus antifungalis hatassal rendelkezhetnek ndvénypatogén
fonalasgombakkal szemben, mint amilyeneket a teljes hossziisag defenzinek mutatnak
(Sagaram és mtsai. 2011, Lacerda és mtsai. 2014). Ez igaz lehet az Eurotiomycetes-
eredetli AFP-kre is (Garrigues €s mtsai. 2017, Sonderegger €s mtsai. 2018). Ezen peptidek
gombaellenes hatékonysaga és annak milyensége nagymértékben fiigg a y-core régiot
felépitd aminosavaktol és annak fizikokémiai tulajdonsagaitol. Tudatosan alkalmazott
aminosavcserékkel a hatékonysag fokozhato, a spektrum szélesithetd (Sagaram és mtsai.
2011).

Mindezeket figyelembe véve, gy gondoltuk, hogy az NFAP és az NFAP2 y-core
régioi alapjan antifungalisan hatékony peptid-szdrmazékok tervezhetok ndovénypatogén
fonalasgomba izolatumokkal szemben. Olyan, a y-core régiot lefedd peptideket
szintetizaltunk, amelyek ezen tilnytlé harom aminosavat tartalmaztak az acilalt N-
termindlisukon és egy lizint az amidalt C-terminalisukon. Korabbi tanulméanyunk alapjan
ezek a moddositasok sziikségesnek bizonyultak a neutralis végek Iétrejottéhez, a
funkcionalisan aktiv szerkezet kialakulasdhoz, tovabba jelentds ellenalloképességgel
ruhaztak fel a peptideket proteolitikus hatasokkal szemben (Sonderegger és mtsai. 2018,
Toth és mtsai. 2020b). Annak érdekében, hogy vizsgalni tudjuk vajon a nagy pozitiv
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Ossztoltés vagy a hidrofil jelleg ruhazza fel a y-core peptid-szarmazékot antifungalis
tulajdonsaggal, olyan aminosavcseréket hordozo valtozatait is eléallitottunk az NFAP vy-
core peptid-szarmazéknak (YNAP), ami megemelt pozitiv ossztdltéssel rendelkezik és
hidrofil (yNFAP-opt). Ez utébbinak pedig olyan valtozatat, ami neutralis toltésii de
megtartja atlagos hidrofobicitas értékét (yNAP-opt-Chz), tovabba egy olyat, ami megtartja
megemelt pozitiv Ossztoltését, de atlagos hidrofobicitas értéke jelentésen emelkedik
(YNFAP-optGZ) (Toth és mtsai. 2020a). Az NFAP2 esetében a nativ y-core motivum

mellett egy emelt pozitiv dssztoltésti valtozatot is terveztiink (yNTAP2

-opt). A y-core
motivumokat lefedd, szintetikus peptid-szarmazékok fizikokémiai tulajdonsagait a 17.

Tablazat foglalja 6ssze.

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

tervezett szintetikus peptid-szarmazékok és azok fizikokémiai tulajdonsagai.

Peptid Aminpsavak Molekulazﬁmeg Cisz:[eingk K/I,?/I-l Becsjilt Tiiltés** GRAVY*
szama (Da) szama arany pl (pH 7)
NFAP y-core peptid-szarmazékok
Ac-EYKGEC(-SH)FTKDNTC(-SH)K-NH,
AP 14 1707,879 2 3/0/0 6,26 -0,1 -1,500
Ac-EYKGKC(-SH)KTKKNKC(-SH)K-NH,
YNFAP-opt 14 1728,089 2 7/0/0 9,84 +5,8 -2,264
Ac-QSNGNC(-SH)QTNQNQSN-NH,
NFAP,
optChz 14 1578,539 1 0/0/0 5,52 -0,1 -2,264
Ac-EIKIKC(-SH)KIKKIKC(-SH)K-NH,
L 14 1745,291 2 7/0/0 9,93 +5,8 -0,557
optGZ
NFAP?2 y-core peptid-szarmazékok
Ac-VISGKC(-SH) EWQGGQLNC(-SH)K-NH,
yNFAP2 16 1792,049 2 2/0/0 8,02 +0,8 -0,450
Ac-VISGKC(-SH)KTKKNKC(-SH)K-NH,
YNFAPZopt 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 szimolva
(Gasteiger és mtsai. 2005). **: Protein Calculator v3.4 server-rel szamolva (The Scripps Research Institute;

http://protcalc.sourceforge.net/). Toth és mtsai. (2020a, 2022) alapjan.

7.6.2. A y-core régio alapjan tervezett peptid-szarmazékok antifungalis spektruma

és hatékonysaga

A 17. Tablazatban feltlintetett szintetikus 7y-core szadrmazékok ndvénypatogén
fonalasgomba izolatumokkal szemben mutatott hatékonysagat a 18. Tablazat foglalja
Ossze. A mikrodilticios antifungalis érzékenységi tesztek adatai ravilagitottak arra, hogy
a nativ y-core régiot lefedd neutralis (0ssztoltés: -0,1 pH=7,0) és erdsen hidrofil
(GRAVY: -1,500) YNFAP tovabba az enyhén pozitiv 6ssztoltésii (+0,8 pH=7,0) és enyhén
hidrofil (GRAVY:: -0,450) yNFAP2 nem gatolja a gombak ndvekedését (MIC>200 pg/ml).
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Ezzel szemben a megemelt pozitiv dssztdltéssel rendelkezd és hidrofil YN™AP-opt (+5,8
pH=7,0, GRAVY: -2,264) és yNFAP2_opt (+5,8 pH=7,0, GRAVY: -1,079) valtozatok mir
hatékonynak bizonyultak a vizsgalatokba bevont Botrytis (MIC: 12,5-200 pg/ml),
Cladosporium (MIC: 12,5-100 ug/ml) és néhany Fusarium (MIC: 12,5->200 pg/ml)

izolatumokkal szemben.

18. Tablazat. A Neosartorya fischeri antifungalis protein (NFAP) és 2 (NFAP2) y-core régidi alapjan
tervezett szintetikus peptid-szarmazékok minimalis gatld koncentracidé (MIC, minimum inhibitory
concentration) értékei 10-szeresre higitott burgonyakivonat-gliikoz tapkézegben (0,1xPDB, potato
dextrose broth) ndvénypatogén gomba izolatumokkal (2x10* spéra) szemben in vitro mikrodilticios

érzékenységi tesztben, 25°C, razatas nélkiili inkubacié utan.

MIC (pg/ml)

Izolatum PNFAP_opt  yNFAPZ gt Izolalas és egyéb adatok
Aspergillus flavus SZMC 3014 >200 >200 Triticum aestivum, Magyarorszag
Aspergillus flavus SZMC 12618 >200 >200 ’
Aspergillus flavus SZMC 20745 >200 >200 Zea mays, Magyarorszig
Aspergillus flavus SZMC 20755 >200 >200 ’
Aspergillus niger SZMC 0145 >200 >200 gylimolcs, Magyarorszag
Aspergillus niger SZMC 2759 >200 >200 maszola, Magyarorszag
Aspergillus welwitschiae SZMC 21821 >200 >200 Allium cepa, Magyarorszig
Aspergillus welwitschiae SZMC 21832 >200 >200 ’
Botrytis cinerea SZMC 21472 200 200 Rubus idaeus, Magyarorszag
Botrytis cinerea SZMC 21474 50 200 Fragariaxananassa, Magyarorszag
Botrytis cinerea NCAIM F.00751 50 12,5 Magyarosrzsag
Botrytis pseudocinerea SZMC 21470 100 50 Brassica napus, Magyarorszég
Botrytis pseudocinerea SZMC 21471 100 200 ’
Cladosporium herbarum FSU 1148 12,5 100 n.a.
Cladosporium herbarum FSU 969 12,5 100 n.a.
Fusarium boothi CBS 110250 50 >200 Zea mays, Dél-Afrika
Fusarium graminearum SZMC 6236J 50 >200 5ldsée. M .
Fusarium oxysporum SZMC 6237J 50 >200 Z0IASeE, Viagyarorszag
Fusarium solani CBS 115659 12,5 50 Solanum tuberosum, Németorszag
Fusarium solani CBS 119996 50 200 Daucus carota, Hollandia

Toth és mtsai. (2020a és 2022) alapjan. Torzsgytijtemények: CBS: Centraalbureau voor Schimmelcultures, Utrecht,
Hollandia; FSU: Fungal Reference Centre University of Jena, Jéna, Németorszag; NCAIM: National Collection of
Agricultural and Industrial Microorganisms, Budapest, Magyarorszag, SZMC: Szeged Microbiology Collection,
Szeged, Magyarorszdg. n.a.: nincs adat. A tablazat kettd vagy harom fliggetlen kisérletbdl (kisérletenként n=2)

szarmaz6 eredmények értékét tiinteti fel.

A YNFAP_opt MIC értékénél (12,5 pg/ml) a C. herbarum FSU 1148 konidiumai
nem voltak képesek csirdzni vagy hifafonalat fejleszteni. Amennyiben csiratomlot
fejlesztettek, azok rovidek maradtak vagy szétestek valoszinlsithetéen egy

crer

jellemzd morfolégiai valtozasokat indukald hatas nem volt megfigyelhet6 (20. Abra). A

yNFAP_opt antifungalis hatdsa nem bizonyult dézis-fiiggének mikrodilucios érzékenységi
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tesztben: MIC értéken alkalmazva szignifikansan csokkentette (1,0+1,0% novekedés;
p<0,0001, n=6, Levene-teszt, paros t-proéba) a C. herbarum FSU 1148 novekedését a
kezeletlen kontrollhoz képest (100,1+£9,4% novekedés). A MIC érték alatt (6,25 és a 3,125
pg/ml) nem mutatott szignifikans ndvekedéscsokkentd hatast s a gomba ndvekedésének
a mértéke ugyanakkoranak adoédott mind a két koncentracid esetében (89,3+18,6%,
illetve 87,1+4,4%) (To6th és mtsai. 2020a). Hasonlot megfigyeléseket tettek Garrigues és
mtsai. (2017) a P. digitatum altal termelt AfpB funkcionalis térképezése soran, ami azt
mutatja, hogy az Eurotiomycetes-eredetii AFP-k egyes szerkezeti motivumai alapjan
tervezett peptid-szarmazékok nem dozis-fiiggd modon hatnak, vagyis el kell érniiik egy
bizonyos koncentraciot, amikor teljes novekedésgatld hatast mutatnak. Ez alatt

semmilyen szintli antifungalis hat4s nem figyelhetd meg.

optChZ, yNFAP-optGZ) jelenlétében 25°C-on, 72 6raig tartd statikus inkubaciot kovetden a kezeletlen

kontrollal 6sszehasonlitasban. Egyik peptid-szarmazék sem okozta az NFAP jelenlétében megfigyelhetd
morfologiai elvaltozasokat (rovid, tobbszordsen elagazo hifak duzzadt apikalis résszel; 1sd. piros nyil). A

natfv y-core alapjan tervezett peptid-szarmazék (yN™A) nem gatolta a gomba novekedését ellentétben a

NFAP

megemelt pozitiv dssztd1tésti és hidrofilebb yNFAP-opt valtozattal. Ez az antifungélis hatds csak a yNFAP-opt

NFAP

ugyanakkora t6ltésti, de csokkent hidrofilicitasu y™-optGZ valtozatanal marad meg, a semleges toltési,

de ugyanakkora hidrofobicitas értékiinél (yNFAP-optChZ) nem. T6th és mtsai. (2020a) alapjan.
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A YNFAP opt pozitiv Ossztdltésével rendelkezé, de jelentésen csokkentett GRAVY
értékkel bird yNFAP-optGZ valtozat jelenlétében szintén nem csiraztak a C. herbarum FSU
1148 konidiumok (20. Abra), tovabba mikrodilucids tesztben ugyanolyan mértékben
csokkentette a gomba ndvekedését mint az (1+£0%, 83+£13%, 117+2%, illetve 1£1%,
89+17, 87+4% novekedések rendre 3,125 pg/ml, 3,25 pg/ml és 12,5 pg/ml peptid

koncentracioknal). Ezzel szemben a yNFAP

-opt GRAVY értékét megdrzd, de szinte
neutralis t6ltésti YN™P-optChZ nem mutatott gombaellenes hatast (20. Abra) (Toth és
mtsai. 2020a).

A fentebb targyalt eredmények alapjan megallapithatdé volt, hogy egy
Neosartorya-eredetli antifungalis protein y-core régidja alapjan tervezett és modositott
peptid-szarmazék antifungalis hatékonysaga elssorban a pozitiv Gssztoltéstol fligg és
nem a hidrofilicitastol (To6th és mtsai. 2020a).

ECD spektroszkopids vizsgalatok alapjan az Osszes altalunk szintezialt y-core
peptid-szarmazék rendezetlen szerkezetiinek mutatkozott vizes kozegben és a
gombaspora jelenléte nem indukalt olyan szerkezeti atrendezddést, amely alapjan
jellegzetes masodlagos szerkezeti elemek felismerhetdk lettek volna. Ebbdl azt a
kovetkeztetést vontuk le, hogy a gombaellenes hatas nem kivan rendezett peptid
szerkezetet (Toth és mtsai. 2020a). Vizsgalatainkhoz hasonléan a P. digitatum AfpB
(Garrigues és mtsai. 2017), tovabba a P. chrysogenum PAF y-core régioi alapjan tervezett
peptid-szarmazékok is rendezetlen szerkezetiiecknek bizonyultak (Sonderegger és mtsai.

2018).

7.6.3. Az NFAP y-core régioja alapjan tervezett peptid-szarmazékok szerkezeti

integritasa és annak novelése

Az antifungalisan aktiv NFAP vy-core peptid-szarmazékok vizes oldatban -20°C-on
torténd taroldsa soran tobbszori kiolvasztis-visszafagyasztas ciklust kovetden azt a
jelenséget tapasztaltuk, hogy a peptidek veszitenek antifungalis hatékonysagukbol.
Ennek okat abban lattuk, hogy a szintetizalt y-core peptidekben taldlhatd 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 linedris, monomer véltozatokétol. A szerkezeti
integritds megdrzése elengedhetetleniil sziikséges lehet a biztos és allanddé mértékii

gombaellenes hatas szempontjabol egy peptid-alapti fungicid készitmény esetén. Ez
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megoldhat6 a ciszteinek aminosavcseréjével, vagyok azok szulfhidriljeinek specifikus
véddcsoportokkal torténd blokkolasaval. Ezért a szulthidril-csoporttal nem rendelkezd, a
ciszteinekhez szerkezetileg és fizikokémiai tulajdonsagai tekintetében nagyon hasonld
szerinre cseréltiik az NFAP y-core peptid-szarmazékainak egy vagy két ciszteinjét (C13S,
illetve C6S,C13S valtozatok), vagy S-terc-butilt kapcsoltunk a szulfhidril-csoportokhoz
(S-tBu valtozatok). Ezek a modositasok elsGsorban a peptid-szarmazékok GRAVY
értékét valtoztattak meg (altalaban csokkentették), a pozitiv 0ssztoltést nem (Varadi és

mtsai. 2024). Ezekrdl a peptid-szarmazékokrol a 19. Tablazat nyqjt atfogd informaciot.

19. Tablazat. A Neosartorya fischeri antifungalis protein (NFAP) y-core motivuma alapjan tervezett

szintetikus peptid-szarmazékok és azok cisztein modositott valtozatainak fizikokémiai tulajdonsagai.

Peptid Amsi ;l;;r:;vak Molel((lgg;zﬁmeg CLSZ?I(i::Sk ;(!zf)l/—i Be;lsjilt (;'jl;é)s* . GRAVY*
Ac-EYKGEC(-SH)FTKDNTC(-SH)K-NH,

yNFAP 14 1707,879 2 3/0/0 6,26 -0,1 -1,500
Ac-EYKGECFTKDNTSK-NH,

NFAPCLSS 14 1691,814 1 3/0/0 6,27 -0,1 -1,736
Ac-EYKGESFTKDNTSK-NH,

NFAPCES,C135 14 1675,749 0 3/0/0 6,28 -0,1 -1,971

Ac-EYKGEC(-StBU)FTKDNTC(-StBu)K-NH,
yNFAPS-Bu 14 1820,108 2 3/0/0 n.a. n.a. n.a.
Ac-EYKGKC(-SH)KTKKNKC(-SH)K-NH,

NFAP_opt 14 1728,089 2 7/0/0 9,84 +5,8 -2,264
Ac-EYKGKCKTKKNKSK-NH,

yNFAP_optCIss 14 1712,025 1 7/0/0 10,02 +5,9 -2,500
Ac-EYKGKSKTKKNKSK-NH,

yNFAP_QptCEs.C138 14 1695,960 0 7/0/0 10,22 +5,9 -2,736

Ac-EYKGKC(-StBu)K TKKNKC(-S5tBu)K-NH,
YNFAP-gptStBu 14 1840,318 2 710/0 n.a. n.a. n.a.
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,
YNFAP_optGZC13s 14 1729,226 1 7/0/0 10,14 +5,9 -0,793
Ac-EIKIKSKIKKIKSK-NH,
o’:t/z-zwsws 14 1713,162 0 7/0/0 10,40 +5,9 -1,029

Ac-EIKIKC(-StBu)KIKKIKC(-StBu)K-NH,
YNFAP-optGZStBu 14 1857,520 2 71010 n.a. n.a. n.a.
GRAVY: atlagos hidrofobicitas érték (grand average of hydropathy value). *: EXPASy ProtParam Tool-lal szimolva

(Gasteiger és mtsai. 2005). **: Protein Calculator v3.4 server-rel szamolva (The Scripps Research Institute;

http://protcalc.sourceforge.net/). n.a.: nincs adat. Varadi és mtsai. (2024) alapjan.

A 19. Tablazatban feltiintetett peptidek gombaellenes hatékonysagat
mikrodilucios érzékenységi tesztben, szerkezeti integritdsukat pedig RP-HPLC és ECD
analizisekkel vizsgaltuk Ggy, hogy a szintézis befejeztével elkésziilt liofilizat peptideket

vizben feloldottuk és azonnal érzékenységi tesztet mértiink dssze veliik, majd a vizes

111



oldatot két részre osztottuk. Az egyiket rogton -20°C-ra helyeztiik (-20°C minta) a
szerkezetvizsgalatig, a masikat pedig 4°C-ra, 7 napra ez altal biztositva az oxidativ
koriilményt. Ezutdn ezzel a masodik adaggal is mikrodilucios érzékenységi tesztet
mértiink Ossze, majd a maradékot szintén -20°C-ra helyeztik (4°C minta) a

szerkezetvizsgilatig. Az érzékenységi tesztek eredményei alapjan a yNFAP

nem gatolta a
vizsgalatba bevont Aspergillus fumigatus CBS 101355 és a C. albicans SC5314
izolatumok ndvekedését. A yNAP_opt (MIC: 12,5-50 pg/ml) és yYNFAP-optGZ (MIC: 12,5-
25 ug/ml) mindegyike gatolta a C. albicans SC5314 ndvekedését, mig az A. fumigatus
CBS 101355 izolatumra csak a yNAP-optGZ (MIC: 25-50 pg/ml) és a yNFAP-optS B4 (MIC:
25 pg/ml) voltak antifungélis hatassal. Altalanossagban elmondhato volt, hogy a cisztein-
szerin csere és az S-terc-butilacido csokkentette az NFAP y-core peptid-szarmazék
hatékonysagat C. albicans SC5314 izolatummal szemben (MIC: 25-50 pg/ml). Az S-terc-
butil mddositas hatékonnya tette a yNAP-opt-ot 4. fumigatus CBS 101355-tel szemben

(MIC: 25 pg/ml) és nem viéltoztatta meg a yN AP

-optGZ hatékonysagat, amit a cisztein-
szerin cserék csokkentettek (MIC: 50 pg/ml). Az egy hét 4°C-on torténd tarolas csak a
yNFAP-opt hatékonysagat csokkentette C. albicans SC5314-gyel szemben, a tobbi peptid
hatékonysaga valtozatlan maradt (Véradi és mtsai. 2024). Ezeknek a mikrodilicios

érzékenységi teszteknek az eredményeit a 20. Tablazat foglalja 6ssze.

20. Tablazat. A Neosartorya fischeri antifungalis protein (NFAP) y-core régioi alapjan tervezett szintetikus
peptid-szarmazékok és azok cisztein modositott valtozatainak MIC (minimum inhibitory concentration)
értékei alacsony ioner6sségii tapkozegben (LCM, low cationic medium) in vitro mikrodilucios érzékenységi

tesztben (1x10* spoéra, 30°C, 48 ¢6ra [Candida albicans] és 72 ora [Aspergillus fumigatus] statikus

inkubacio).
MIC (ug/ml)
Peptid A. fumigatus CBS 101355 C. albicans SC5314
-20°C minta 4°C minta -20°C minta 4°C minta
yNFAP-opt >200 >200 12,5 25
YNFAP-optCL3s >200 >200 50 50
yNFAP_ptCos.C138 >200 >200 50 50
YNFAP_gptS-Bu 25 25 50 50
YNFAP-optGZ 25 25 12,5 12,5
YNFAP-optGZC13s 50 50 25 25
YNFAP-optGZCeSCIss 50 50 25 25
yNFAP_optGZStBu 25 25 25 25

C13S és C6S,C13S: cisztein-szerin cserélt valtozatok, S-tBU: S-terc-butilalt valtozat. Véaradi és mtsai. (2024) alapjan.

A tablazat kett6 vagy harom fiiggetlen kisérletbdl (kisérletenként n=2) szarmazé eredmények értékét tiinteti fel.
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Az A. fumigatus-szal elért eredményeink valamilyen mértékben ellentmondtak a
C. herbarum-mal elért korabbi megfigyelésiinknek (7.6.2. fejezet), amely szerint egy v-
core régio alapjan tervezett peptid akkor rendelkezik gombaellenes hatassal, ha jelentds
pozitiv dssztoltéssel bir, és a hidrofobicitas nem jatszik ebben szerepet. Ugyanis a yNFAP-
opt peptid véltozatok ugyanakkora Ossztdltéssel rendelkeznek, mint a yNFAP-optGZ
peptidek, viszont ez utdbbiak kevésbé hidrofilek (19. Tablazat) és mégis gatoltdk az A.
fumigatus CBS 101355 novekedését (20. Tablazat). Az is érdekes, hogy az S-terc-

NFAP

butilacio (ami jelentés mértékben noveli a hidrofobicitast) hatékonnya tette a y™ " -opt

NFAP_optGZ hatékonysagat

peptidet ezzel a gombaval szemben, és nem befolyasolta a y
(20. Tablazat). Ezek alapjan ugy tlinik, hogy a y-core peptidek antifungalis aktivitasa és
hidrofobicitasa kozott nincsen altaldnos dsszefliggés és az nagymértékben inkabb fligg a
vizsgalatba bevont gombafajtol nem ugy, mint az antibakterialis hatassal rendelkez6
peptidek esetében, ahol a hidrofobicitas novelése emeli a membranpermeabilizacios
hatékonysagot (Kumar és mtsai. 2018).

A cisztein-szerin cserélt y-core peptid valtozatokkal elért eredményeink alapjan a
diszulfid-hid képzés és az ez altali szerkezet stabilizacio nem sziikséges az antifungalis
hatas kifejtéséhez, habar a megfigyelt MIC értékek alapjan ez a hatékonysagot
csokkentheti (20. Tablazat). Cisztein-szerin cserélt antibakterialis hatast peptideknél is
hasonlo jelenséget figyeltek meg Gram-negativ baktériumokkal és élesztégombakkal
szemben (Pal és mtsai. 2006, Imamura és mtsai. 2008). Viszont ez az aminosavcsere
novelte vagy egyaltalan nem befolyésolta az antibakterialis hatékonysagot Gram-pozitiv
fajokkal szemben (Pal és mtsai. 2006, Imamura és mtsai. 2008, Bjorn és mtsai. 2012, O'
Connor és mtsai. 2018).

C. albicans SC5314 izolatummal a y-core peptidek jelenlétében felvett Olési
gorbék részletesebb betekintést engedtek abba, hogy iddben hogyan is befolyasoltak a
cisztein modositasok az antifungalis hatékonysagot (21. Abra). Ezek alapjan
megerdsitést nyert az, hogy a ciszteinek jelenléte sziikséges a nagyobb mértéki
antifungalis hatashoz (21a-C. és e-g. Abra), viszont valamilyen mértékben ellentmondott
az S-terc-butilalt valtozattal a MIC meghatarozédsa soran elért eredménytlinknek (20.
Tablazat). Ugyanis, az 6lési gobék alapjan az S-terc-butilacié rovid idétavon beliil
hatékonyabba tette a peptidet C. albicans SC5314-gyel szemben, habar bizonyos id6 utan
ezen a nagyobb 6lési hatékonysagon a gomba tul tudott 1épni (21a,d,e,h. Abra). Hasonld
jelenséget S-terc-butilalt antibakterialis hatast peptideknél is megfigyeltek mar kordbban

(Imamura és mtsai. 2008).
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21. Abra. A hatékonynak bizonyult Neosartorya fischeri antifungalis protein (NFAP) y-core peptid-
szarmazékok és cisztein modositott valtozatainak (YN™P-opt: a — d, yNFAP-optGZ: e — h) id6-61és gorbéi
eltéré6 minimalis gatlo koncentracié (MIC, minimum inhibitory concentration) értékeken Candida albicans
SC5314 mid-log fazisu sejtekkel (ODgpo=0,2) szemben, alacsony ionerGsségii tapkozegben (LCM, low
cationic medium) 24 ora alatt, 30°C-on, statikus inkubaci6é soran. A cisztein-szerin cserék (C13S és
C6S,C13S) rontjak az 6lési hatékonysagot, mig az S-terc-butilacié (S-tBu) rovidtdvon emeli azt. A
diagramok két fiiggetlen kisérletbdl (kisérletenként n = 3) szarmazé eredmények atlagértékét tiintetik fel

szorassal egyiitt. Varadi és mtsai. (2024) alapjan.
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Annak ellenére, hogy az oxidativ koriilmények kozotti tarolds nem befolyasolta
lényegesen gombaellenes hatékonysagot (20. Tablazat), az NFAP y-core régioja alapjan
tervezett peptidek jelentds szerkezeti atrendezOdésen mentek at a kiilonbozd tarolasi
koriilmények utan felvett RP-HPLC elucios profiljaik szerint (5-7. Mellékletek). Mar a -
20°C-on tarolt YNFAP peptid esetében is megfigyelhetd volt kis mennyiségii ciklikus és
dimer forma jelenléte, amik mennyisége az oxidativ koriilmények kozotti tarolas kozben
jelentdsen megemelkedett. A cisztein-szerin csere €s az S-terc-butilacié kovetkeztében a
peptid meglrizte a szerkezeti integritasat, csak a linedris forma jelenléte volt

megfigyelheté (5. Melléklet). Hasonld jelenség volt észlelheté a yNFAP

-optGZ esetében
is, habar itt a cisztein modositason nem atesett peptid teljes mennyisége ciklizaloédott az
oxidativ koriilményeknek torténd kitettség utan (7. Melléklet). A yNFAP-opt peptid
jelentds mennyisége a -20°C-on torténd tarolds utan ciklizalddott és mar csak ez a forma
volt jelen oxidativ koriilmény kozott torténd tarolas utan (6. Melléklet). A C13S csere
ennél a peptidnél nem segitette a linearis forma megtartasat, ugyanis a -20°C-os mintaban
is megfigyelhetd volt dimer forma jelenléte €s a peptid mennyiségének kortilbeliil a fele
dimerizalodott oxidativ koriilmények kozott (6. Melléklet). A C13S,C6S ¢és az S-terc-
butilalt valtozatoknal csak a lineraris forma volt jelen (6. Melléklet).

Minegyik NFAP y-core peptid rendezetlen szerkezetiinek mutatkozott kiilonb6z6
tarolasi koriilmények utan felvett ECD spektrumaik alapjan (8. Melléklet). Kismértékii

intenzitasbéli kiilonbségek megfigyelhetdk voltak az oxidativ koriilményeknek torténd

NFAP NFAP

kitettség utan elsdsorban a vy €s a v V-opt €s cisztein modositott szarmazékaik

esetében, aminek a szerkezetbeli atrendezddés vagy a peptidek lebomlasa lehet az oka. A
YNFAPoptGZ esetében kismértékii helikdlis hozzajarulas volt megfigyelhetd az ECD
spektrumban, ami a CI3S és az S-terc-butilalt valtozatok esetében bizonyult a
legjelentdsebbnek ¢és intenzitdsuk az oxidativ koriilmények kozotti tarolas soran
emelkedett (8. Melléklet).

Az RP-HPLC ¢és az ECD analizisek eredményei alapjan 0Osszességében
elmondhat6 volt, hogy a lineraris, szabad szulfhidril-csoportot tartalmazé y-core peptidek
mar oxidativ koriilményeknek rovid ideig tartd kitettség utan is képesek voltak
dimerizalodni és ciklizalodni, amit a mindkét cisztein szerinre torténd cseréje vagy azok
S-terc-butilacidja képes volt megakadalyozni. Ezek a mddositasok, segitették a szerkezeti

integritds megtartasat (5-7. Mellékletek), de nem csokkentették Iényegesen az

antifungalis hatékonysagot (20. Tablazat) (Varadi és mtsai. 2024).
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7.7. A Neosartorya fischeri antifungalis proteinek toxicitasa novényeken és allatokon

Annak ellenére, hogy szamos antifungalis hatassal rendelkez6 természetes eredetii vagy
szintetikus peptidrol bebizonyosodott, hogy biztonsagosan alkalmazhato Iehet
névényvédelmi vagy gydgyaszati célokra, néhany azonban valamilyen karositd hatéssal
rendelkezhet allati vagy ndvényi sejteken (Ciociola és mtsai. 2016, Rautenbach és mtsai.
2016, Li és mtsai. 2021b, Lima és mtsai. 2022). A N. fischeri altal termelt NFAP, NFAP2
és azok y-core peptid-szarmazékainak mezégazdasagi és a gyogyaszati céli gyakorlati
alkalmazasa megkivanja azt, hogy ne mutassanak karositdo hatast novényeken és
allatokon. Ezt figyelembe véve vizsgaltuk ezeknek a fehérjéknek és peptideknek a csirdzo
novény ndvekedésére gyakorolt hatasat és a ndvényi sejtmembranroncsolo aktivitasat;
vorosvértesteken, emlds sejtvonalakon, szovetmodellen és allatokon pedig az azokra

gyakorolt citotoxikus és sejtmembrant karositoé hatasukat.

7.7.1. Toxicitasvizsgalatok novényeken

A Medicago truncatula A-17 egy laboratoriumi koriillmények kozott, Petri-csészében is
konnyen tenyészthetd ndvény és kivaldan alkalmas kiilonbozd vegyiiletek ndovény
fejlodését befolyasold hatasanak a vizsgalatara (Barker és mtsai. 2006). Az NFAP ¢s az
antifungalisan hatékony yN™P-opt és yYNFAP-optGZ peptid-szarmazékok 400 pg/ml, illetve
sem volt megfigyelheté morfologiai elvaltozas a fejlodé M. truncatula A-17 névényen
(22a. Abra). Ezen feliil nem volt szignifikans kiilonbség a fogyokér hosszaban (NFAP:
92+3 mm, YNAP-opt: 9244 mm, YNFAP-optGZ: 91+9 mm) és az oldalgydkerek szamdban
(NFAP: 7£1 db, yNAP-opt: 442 db, yNFAP-optGZ: 4+1 db) a kezeletlen kontrollhoz (96+6
mm, illetve 843 db) viszonyitva (22b. Abra) (T6th és mtsai. 2020a).

Az NFAP, NFAP2 és a yNPopt, yNFAP2opt  peptidek novényi
sejtmembranroncsol6 hatdsat intakt paradicsomnovények levelén vizsgaltuk Evan’s kék
festési modszerrel, amely a klorofill szinének eltavolitdsa utan kék szintire festi a
sejtmembran roncsolodasa kovetkeztében elhalt szoveti részeket. Eredményeink alapjan
a paradicsomnovény levél abaxialis levélepidermiszének féerei kozé felvitt fehérje €s

peptid oldat cseppek koziil csak a yNTAP2-

opt mutatott enyhe sejtmembran karosito hatast
a B. cinerea SZMC 21472 izolatummal szemben mutatott MIC értékének kétszeresénél

(400 pg/ml) (23. Abra) (Téth és mtsai. 2022).
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Ezen eredmények alapjan azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy mindkét
antifungalis protein és az NFAP vy-core peptid-szarmazékok biztonsagosan
alkalmazhatdak lehetnek a ndvény vagy termésének védelmére. Hasonlo tesztek sordn
egy masik tanulmanyunkban szintén biztonsdgosan alkalmazhatonak bizonyult a P.
chrysogenum PAF, ennek az antifungalis hatékonysag és spektrum szélesitése céljabol
létrehozott y-core modositott valtozata (PAF°) és ez utdbbi motivumot lefedd szintetikus

peptid-szarmazék (Py°") is (T6th és mtsai. 2020b).

vN FAP_optGZ

70% Et-OH

Fégyokér hossza (mm) Oldalgyokerek szama (db)

12 -
100 11 1
10 -
80 A 9 4
8 -
60 4 7 -
6 -
. 5 1
40 4 -
3 -4
20 A 2
* %k 1 i
0 - 0 -

NFAP  yNFAP.gpt yNFAP.optGZ ddH,0 70% Et-OH NFAP  yNFAPopt yNFAP-optGZ ddH,0 70% Et-OH

22. Abra. A fejl6dé Medicago truncatula A-17 ndvény a) morfoldgiaja, b) fogyokér hossza és oldalgyokér
szama 10 napon at tartd 400 pg/ml Neosartorya fischeri antifungalis proteinnel (NFAP), illetve 25 pg/ml
y-core peptid-szarmazékaival (YNFAP-opt- és yNFAP-optGZ) torténd kezelést (20 ul/nap) kdvetden 23°C-on,
60% paratartalom és a gyokér feletti rész folyamatos megvilagitasa (1200 lux) mellett. Az NFAP-vel, a
YNFAP-opt- és yNFAP-optGZ peptidekkel torténd kezelést kovetéen nem volt szemmel megfigyelhetd
morfologiai elvaltozas a fejlodé ndvényen, tovabba a fogyokér hossza és a mellékgyokerek szama sem
kiilonbozott szignifikansan a desztillalt vizzel kezelt kontrollhoz viszonyitva. Ezzel szemben az 6lési
kontrollként hasznalt 70%-os etanollal torténd kezelés hatasara a ndvény elpusztult, oldalgydkereket nem
képzett. ***: p<0,0001 - szignifikans kiilonbség (Levene-teszt, paros t-proba). A b) panelen lathatd
diagramok két fiiggetlen kisérletbdl (kisérletenként n=12) szarmazé eredmények atlagértékét tintetik fel

szoréssal egyiitt.
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Kezeletlen 0,1xPDB

NFAP NFAP2

23. Abra. Intakt paradicsomndvény leveleinek Evan’s kék festése az abaxilis levélepidermisz ferei kozé

6t pontban (10 ul) felvitt Neosartorya fischeri antifungalis proteinek, NFAP (12,5 pg/ml), NFAP2 (100

ug/ml), és y-core peptid-szarmazékok, yNAP-opt és yNFAPZ-opt (400 pg/ml) oldatcseppjeivel torténd
kezelését kdvetden 3 hét, 23°C-on, 60% paratartalom és 12-12 ora fény-sotét ciklus (1200 lux) inkubacid

NFAP2_qpt

utan. Csakay -tal torténd kezelést kovetden volt megfigyelhetd a sejtmembranroncsold hatast jelzo

kék szinelvaltozas a felcseppentés helyén, amit a fekete nyilak jeldlnek.
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7.7.2. Toxicitasvizsgalatok emlés sejteken, szovetmodellen és allaton

Biztonsagos gyakorlati alkalmazhatésaguk eldrejelzése céljabol, munkank soran
vizsgaltuk az NFAP, NFAP2 és y-core peptid-szarmazékaik karositd hatasait eml6s
sejtvonalakon (Kovacs ¢és mtsai. 2019, Téth és mitsai. 2020a), haromdimenzids
szovetmodellen  (Holzknecht ¢és mtsai. 2022) és  Galleria  mellonella
allatmodellrendszerben (Varadi és mtsai. 2024).

Amennyiben az NFAP és az y-core motivuma alapjan tervezett antifungalisan
aktiv szintetikus peptid-szarmazékokat biofungicidként szeretnénk felhasznalni, akkor a
novényi toxicitds teszteken til érdemes megvizsgalni azt is, hogy kivalthatnak-e
valamilyen kérositd hatast olyan sejttipusokon az emberi/allati szervezetben, amelyek
kozvetlen kontaktusba keriilhetnek veliikk a fehérje- vagy peptid-kezelt mez6gazdasagi
termék fogyasztasa esetén. Ilyenek sejttipusok lehetnek a keratinocitak és a bélhamsejtek.
Az elébbick az epidermisz {6 sejttipusa, az utdbbiak pedig szerepet jatszanak a
tapanyagok felszivasaban, tovabba nagymértékben hozzajarulnak a velesziiletett és az
adaptiv immunvélaszok kialakuldsdhoz. Monocitékat szintén bevontunk a vizsgalatokba,
amik, mint a szervezet fontos immunsejtjeiként a fert6z6 mikroorganizmusok vagy
sejtkarositd  molekuldkkal szembeni védelemben jatszanak szerepet. Ezeken a
sejtvonalakon elvégzett metabolikus aktivitasmérésén alapul6 életképességi vizsgalatok
azt mutattdk, hogy az NFAP és a yN™P-opt C. herbarum FSU 1148 izoldtummal szemben
mutatott MIC értékének a kétszere (200 pug/ml, illetve 25 pg/ml) sem befolyasolja a sejtek
életképességét (24a-b. Abra), ellenben a yN™AP-optGZ-vel, ami ennél a koncentracional
(25 pg/ml) és a MIC értéken (12,5 pg/ml) mar szignifikdnsan csdkkentette a monocitak
¢letképességét (73+£3%, illetve 78+6%) a kezeletlen kontrollhoz (100+5%) viszonyitva
(24c. Abra). Erdekes méodon a 12,5 pg/ml, tovabba a 6,25 pg/ml koncentraciéji yNAP-
opt pedig szignifikdnsan novelte a keratinocitdk metabolikus aktivitasat, és azt 131+13%,
illetve 119+3%-ra novelte a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva (100+£0%) (24b. Abra).
Véres agarlemezen elvégzett hemolizis tesztek azt mutattdk, hogy sem az NFAP sem az
antifungalisan aktiv y-core peptid-szarmazékai nem roncsoljak a voOrdsvértestek
membrénjat (24d. Abra) (Téoth és mtsai. 2020a).

A nagy viaszmoly larvan (G. mellonella) alapulé allatmodellrendszer kittinben
alkalmas lehet arra, hogy eldre jelezziik egyes molekuldk lehetséges toxikus hatasat az
allati szervezet egészére nézve (Ignasiak és Maxwell 2017). Az antifungalisan aktiv

NFAP vy-core peptid-szarmazékok és azok cisztein modositott valtozatai (17-20.
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Tablazatok) még a MIC értékiik tobbszorosénél (200 pg/ml) sem okoztdk a larvak
szignifikans elhullasat az azokba torténé injekciozast kdvetd 6. napon (25a. Abra.). A
cisztein modositott antifungalisan aktiv  NFAP vy-core peptid-szarmazékok (C13S,
C6S,C13S és S-tBu valtozatok) (19-20. Tablazatok) egyike sem okozta a vorosvértestek

hemolizisét véres agarlemezen (25b. Abra.) (Varadi és mtsai. 2024).

a) b)
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24. Abra. Human HaCaT keratinocita (kék), HT-29 bélhamsejt (narancssarga) és THP-1 monocita (sziirke)

Eletképesség (%)

sejtvonalak életképessége CCK8 Cell Proliferation and Cytotoxicity Assay Kit-tel (Dojindo Molecular
Technologies Inc.; Rockville, MD, USA) végzett spektrofotometrias (OD4so) metabolikus aktivitas mérések

alapjan az a) Neosartorya fischeri antifungalis protein (NFAP) és y-core peptid-szarmazékok, b) yNFAP-opt

és ¢) YNFAP-optGZ eltérd koncentracidinak a jelenlétében 24 éra, 37°C, 5% CO; jelenlétében torténd

inkubaciot kovetden a kezeletlen kontrollal (N.k.) &sszehasonlitasban. Olési kontrollként a sejtek 10 percig

tartd etanol-kezelésen (50% Et-OH, V/V%) estek at. *: p<0,05, **: p<0,005, ***: p<0,0001 - szignifikans

NFAP

kiilonbség (Levene-teszt, paros t-proba). Az eredmények alapjan a y™ " -opt kis mértékben noveli, mig a

NFAP
Y

nem befolyasoljak. d) SziirGpapir korongra felvitt vizes oldata NFAP (40 ug) és antifungalisan aktiv y-core

-optGZ kis mértékben csokkenti a keratinocitak ¢letképességét, mig mas kezelések mas sejttipusokét

NFAP NFAP

peptid-szarmazékainak (25 pg/ml YN 4 -opt és yNF-optGZ) hemolitikus aktivitasa juhvéres agarlemezen
(Columbia Blood Agar) 24 6ra 37°C-on tortént inkubaciot kovetden a vizzel és a 20% (V/V) Triton X-100-
zal kezelt mintakkal 6sszehasonlitasban. Az eredmények alapjan egyik NFAP y-core peptid-szarmazék sem
okozta a vorosvértestek hemolizisét, mig a pozitiv kontrollként alkalmazott Triton X-100-kezelés igen. Az
a) - ¢) paneleken lathato diagramok két fiiggetlen kisérletbdl (kisérletenként n=3) szarmazo6 eredmények

atlagértékét tiinteti fel szorassal egyiitt. Toth és mtsai. (2020a) alapjan.

120



VNFAP-Opt
0
100 ! -=Nem kezelt
o | T --IPS-kezelt
S -=-Triton X-100-kezelt*
i g
% 40 _._VNSAP_DptCSS,CISS
=
20 —an yNFAP_QptC13S
0 YNP-optstBu
0 1 2 3 4 5 6
Napok

YNFAP_optGZ

e p—— 3 -=-Nem kezelt
80 1:i -=|PS-kezelt
9 & -Triton X-100-kezelt*
101, - yNAPQptGZ
5 40 NP QpEGZESSC13S
20 = yNFAP. QP GZC13S
0 VAP QptGZS ey
0 1 2 3 5 6
Napok
yNFAP_opt yNFAP_optGZ

- \\ P

25. Abra. a) Galleria mellonella larvak tilélése szazalékban kifejezve yNFAP-opt és yNFAP-optGZ és cisztein
mddositott (C13S, C6S,C13S, S-tBu) valtozataikkal torténd kezelést (20 pl, 200 pg/ml, rovar fiziologias
s6oldatban [IPS, insect physiological saline] oldva) kovetden, a kezeltlen, az IPS-sel és a 20% (V/V%)
Triton X-100-zal kezelt kontrollokkal 6sszehasonlitasban 6 nap, 37°C-on torténé inkubécioé utan. *: p<0,05
- szignifikans kiilonbség (Mantel-Cox és Gehan-Breslow-Wilcoxon tesztek). Az eredmények alapjan egyik
NFAP y-core peptiddel torténd kezelés sem okozta az allatok szignifikans elhullasat, mig az Olési
kontrollként alkalmazott Triton X-100-kezelés igen. b) Sziirépapir korongra felvitt vizes oldata yNFAP-opt
és YNFAP-optGZ (10 pg) peptidek hemolitikus aktivitasa juhvéres agarlemezen (Columbia Blood Agar) 24
ora 37°C-on torténd inkubaciot kdvetden a vizzel és a 20% (V/V%) Triton X-100-zal dsszehasonlitasban.
A: ddH,0; B: médositastalan peptid, C: C13S valtozat, D: C6S,C13S valtozat, E: S-terc-butilalt valtozat,
F: Triton X-100 (20% [V/V%]). Az eredmények alapjan egyik NFAP y-core sem okozta a vordsvértestek
hemolizisét, mig a pozitiv kontrollként alkalmazott Triton X-100-kezelés igen. Az a) panelen lathato
diagramok két fliggetlen kisérletbdl (kisérletenként n=20) szarmazd eredmények atlagértékét tiintetik fel.

Viéradi és mtsai. (2024) alapjan.
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Mivel az NFAP2 alkalmazasat elsdsorban felszini gombafert6zések kezelésében
képzeltik el (Galgdczy és mtsai. 2019), ezért vizsgaltuk a keratinocitak és dermalis
fibroblaszt sejtek életképességét a fehérje jelenlétében (Kovacs és mtasi. 2019), tovabba
lehetséges karositd hatasat haromdimenzios bérmodellen (Holzknecht é€s mtsai. 2022).

A keratinocitak az epidermiszt alkotd f6 sejttipusok, a dermadlis fibroblasztok
pedig az extracellularis matrix és a kollagén termelésért felelosek. Emiatt fontos szerepiik
van a szoveti Osszetartds kialakitasaban. PI- és Hoechst-festési eljarasok kombinalt
alkalmazasaval megallapitottuk, hogy még az RPMI-1640-ben egy flukonazol-rezisztens
C. albicans 27700 izolatummal szemben mutatott MIC érték kétszerese, az 1600 pug/ml
NFAP2 koncentracié sem okozza ezeknek a sejttipusoknak az elhalésat (26. Abra)
(Kovacs és mtsai. 2019). Ezen eredmények alapjan valoszintisitettiik, hogy az NFAP2
magat a kiiltakarot sem karositja topikalis alkalmazas esetén, amit egy haromdimenzios

bérmodellen bizonyitottunk (Holzknecht és mtsai. 2022).

a) Hoechst Hoechst-PI Hoechst Hoechst-PI

26. Abra. A Neosartorya fischeri antifungalis protein 2 (NFAP2) in vitro citotoxikus hatasa a) human

NFAP2
l ]
800 pg/ml
uapiajazay

1600 pg/ml
HO-13 %0S

800 pg/ml
|
ua|1a|azay

NFAP2
|

1600 pg/ml

I
HO-33 %08

keratinocitakon és b) dermalis fibroblaszt sejteken 24 dra, 37°C, 5% CO: jelenlétében torténd inkubacio

utan CnT-BM (CeIInTec basal medium), illetve R-10 tapkdzegben. Kombinalt Hoechst-propidium (PI)-

ey

elhalasat (piros fluoreszcencia), mig az 61ési kontrollként alkalmazott 50% (V/V%) etanol (50% Et-OH)

igen. Kovacs és mtsai. (2019) alapjan.

A kereskedelmi forgalomban elérhetdk patofizioldgiai és farmakologiai kutatdsok
szempontjabol megbizhatéan alkalmazhatdé haromdimenzios bérmodellek (Neupane és
mtsai. 2020, Pfuhler és mtsai. 2021). Mar szamos tanulmény bizonyitotta ezek

alkalmazhat6sagat felszini gombafert6zések vizsgalataban ¢€s 1) topikalis gombaellenes
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molekulak toxicitasanak és hatékonysaganak a tesztelésében (Kiihbacher és mtsai. 2017,
Fink és mtsai. 2022, Merk ¢és mtsai. 2022). Egy lényeges szempont az, hogy a
haromdimenziés bérmodellek alkalmazasa ilyen jellegli vizsgalatokban 6sszhangban all
az un. 3R alapelvvel, ami az angol replacement (helyettesités), reduction (csokkentés) és
refinement (tokéletesités) szavakbol eredeztethetd. A 3R alapelv alapjan, amennyiben
lehetdség adodik, akkor ne alkalmazzunk allatkisérleteket, viszont amennyiben sziikséges
akkor csak a tudomanyos kérdés megvalaszolasdhoz sziikséges lehetd legkevesebb allatot
hasznaljuk ugy, hogy azokat a lehetd legkevesebb szenvedés érje (Tannenbaum és
Bennett 2015). A P. chrysogenum-eredetii PAF®, PAFB és PAFC antifungilis
proteinekhez hasonléan az NFAP2 is j6 penetracios tulajdonsagokkal rendelkezett a
stratum corneum-ba (27a. Abra). Hematoxilin-eozin (H-E) festés alapjan az NFAP2
ezekhez hasonlésan szintén nem roncsolta a modellt, és nem okozott morfologiai és
vastagsag valtozast az egyes rétegekben (27b. Abra). Lucifer sarga CH (LS)-festéssel
torténd vizsgalatok alapjan nem sértette az epidermalis permeabilitas gat mikodését sem
(27b. Abra), ui. az NFAP2 kezelés hatasara az LS festék csak a stratum corneum-ban
halmozédott fel (27c. Abra). TUNEL-festés (TdT-mediated dUTP-biotin nick end
labeling) alapjan az NFAP2 nem indukalt programozott sejthalalt a szévetmodellben
(27b. Abra), és nem okozta proinflammatérikus citokinek (interleukin, IL-6 és IL-8)
Abra) (Holzknecht és mtsai. 2022).

A fent ismertetett eredmények alapjan azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy az
NFAP2, az ugyanebben a tesztrendszerben vizsgalt Eurotiomycetes-eredetiit AFP-khez
(PAF°", PAFB, PAFC) hasonlban biztonsagosan alkalmazhaté lehet felszini mikézisok
kezelésében, ugyanis vizes oldatban is kivalo penetracids tulajdonsagokkal rendelkezett
¢és nem karositotta a kiiltakardt (Holzknecht és mtsai. 2022). Mds tanulmanyok is hasonlo
eredményre jutottak természetes (Do €s mtsai. 2014), vagy szintetikus antimikrobidlis
hatdssal rendelkezd peptidek esetében (Xu és mtsai. 2023), amelyek szintén jo
penetracios tulajdonsdgokkal rendelkezhetnek az epidermiszben €s nem toxikusak a
keratinocitakkal (Do és mtsai. 2014), illetve dermaélis fibroblasztokkal szemben (Xu és
mtsai. 2023), sugallva ezzel biztonsagos topikalis alkalmazhatosagukat a felhamot érint6

mikrobialis fertdzések kezelésében.
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27. Abra. a) Vizben oldott BODIPY (boron-dipirrometén)-jelolt Neosartorya fischeri antifungélis protein 2 (Bd-
NFAP2: 25 ul, 6,4 mg/ml) penetracidja haromdimenzids bérmodellben 24 6ra, 32°C, 5% CO; jelenlétében és
sotétben torténd inkubacio utan. A z6ld fluoreszcens jel a Bd-NFAP2 jelenlétére utal a stratum corneum-ban.
DAPI: Sejtmagok festése 4',6-diamidin-2-fenilindollal (kék fluoreszcencia). b) NFAP2-kezelés (25 pul, 6,4 mg/ml
az epidermalis permedbilitds gat mikodésére (LS és LS+DAPI: lucifer sarga CH-festés, illetve lucifer sarga +
DAPI-festés kombinacid), és életképességére (TUNEL-festés, TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling) 24
ora, 37°C, 5% CO; jelenlétében torténd inkubaciot kdvetden a kezeletlen, a dodecil-szulfat natrium soval (SDS)
és DNéazzal kezelt mintakkal (SDS/DNaz) 6sszehasonlitasban. Az LS (200 pl, 1 mg/ml)-kezelés két 6ra hosszaig
tortént az inkubacid utan hasonlo koriilmények kozott sotétben, mig az 1% SDS- (m/V%) és a DNaz (1U) kezelés
60 percig. Ez utobbiak szolgaltak toxicitas kontrollként a H-E- és az LS(+DAPI)-, illetve a TUNEL-festések
szamara. A H-E-festés eredményei alapjan az NFAP2-kezelés nem roncsolja a fels§ epidermisz réteget
ellentétben az SDS-sel. Az LS (z6ld fluoreszcencia) felhalmozodasa csak a stratum corneum-ban figyelheté meg
(LS és LS+DAPI), ami a permeabilitas gat miikodésének a sértetlenségére utal, szemben az SDS-kezelt mintaval,
ahol a festék a bormodell mélyebb €16 epidermalis rétegeiben is megjelenik. TUNEL-festés alapjan nem
figyelheték meg apoptotikus sejtmagok (barna elszinez6dés) az NFAP2-kezelt mintaban, szemben az SDS-
kezelttel. c) LS fluoreszcencia jelintenzitasa a b)-ben kezelt szovetmodell mintaknak, ahol a sziirke oszlopok a
stratum corneum-ban mért zold fluoreszcencia jelintenzitdsokat, mig a fehér oszlopok az él6 epidermalis
rétegekben mérteket mutatjadk. Az eredmények alapjan az NFAP2-kezelés nem sérti a modell permedbilitas
gatjanak miikodését, mivel az NFAP2 kezelés utana az LS a kezeletlen mintdhoz (N.k.) hasonléan csak a stratum
corneum-ban halmozodik fel, szemben az SDS-kezelt mintéval, ahol a felhalmozdodés a mélyebb, €16 epidermalis
rétegekben is megfigyelhetd. **: p<0,005 - szignifikans kiillonbség (egyszempontos varianciaanalizis, Tukey-
proba). d) A bérmodell interleukin-6 (IL-6) és interleukin-8 (IL-8) termel6képessége NFAP2-kezelés (25 pl, 6,4
mg/ml vizes oldat) hataséara a kezeletlen kontrollal 6sszehasonlitasban 24 6ra, 32°C, 5% CO3 jelenlétében torténd
inkubacié utan. Az eredmények alapjan az NFAP2 nem okoz szignifikdns valtozast egyik interleukin
termel8désében sem. Az c) és d) paneleken lathatd diagramok harom fiiggetlen kisérletbél (kisérletenként n=1)

szarmaz6 eredmények atlagértékét tiinteti fel szorassal egylitt. Holzknecht és mtsai. (2022) alapjan.
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7.8. A Neosartorya fischeri antifungalis proteinek és peptid-szarmazékaik gyakorlati

alkalmazhatosaga

Mivel az NFAP és a y-core régidja alapjan tervezett peptid-szarmazékok elsdsorban a
ndvénypatogén fonalasgombak ellen mutattak nagymértékii hatékonysagot é¢s az NFAP2
pedig a humanpatogén élesztégombakkal szemben (11., 18., 20. Tablazatok), ezért az
elobbi gyakorlati alkalmazhatésagat a mezdgazdasagban a ndévénykorokozo
fonalasgombdkkal szembeni védelemben, mig utébbiét a gyogyaszatban az
¢lesztégombak altal okozott fertdzések kezelésére képzeltiik el és végeztiink ilyen irdnyt

laboratoriumi kisérleteket.

7.8.1. Az NFAP és vy-core peptid-szarmazékok novény- és terményvédelmi

alkalmazhatdésaga

Az NFAP ¢és a y-core peptid-szarmazékok bioldgiai-eredeti fungicidként torténd
gyakorlati alkalmazhatosagat B. cinerea SZMC 21472 ¢és C. herbarum FSU 1148
izolatumokkal szemben paradicsomndvényen vizsgaltuk laboratoriumi koriilmények
kozott. Az elobbi gomba szamtalan termesztett zoldség €s gyiimolcs sziirkerothaddsanak
korokozojaként ismert, tovabba nekrotrof parazitaja a paradicsomndvény fold felletti
részeinek (Williamson és mtsai. 2007). A raktarozott paradicsomtermésben is hatalmas
kart okoz miden évben (Brito és mtsai. 2021). A Cladosporium nemzetség tagjai, a
raktarozott zoldségek ¢€s gylimolcsok kartevdjeként ismertek, elsdsorban akkor
amennyiben azokat valamilyen sériilés €ri a tarolds vagy a szallitas sordn (Saleh és Al-
Thani 2019). Az utdbbi években nem csak Eurdpa, hanem vildgszerte egyarant
nehézséget jelent a B. cinerea elleni 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 ndvény-
¢és terményvédelmi megoldasok sziikségesek ennek a problémanak a megoldéasara (Yin
¢s mtsai. 2023). A paradicsomndvény kitind modellszervezet a B. cinerea
patogenitasanak a nyomon kovetésére, ¢és ehhez jol kidolgozott laboratoriumi
modszerleirasok elérhetdk (Lian és mtsai. 2018). Mivel az NFAP és y-core peptid-
szarmazékok nem bizonyultak toxikusnak az intakt paradicsomndvény levelén (23.
Abra), ezért mi is ezt a modellszervezetet vélasztottuk novény- és terményvédelmi

kisérleteinkhez.
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Checkerboard-titralas modszerével megallapitottuk, hogy az NFAP képes
szinergista kolcsonhatasba 1épni a yNFAP-opt peptiddel B. cinerea SZMC 21472 ellen in
vitro (frakcionalis gatld koncentracio index=0,28). A teljes novekedésgatlas eléréséhez

NFAP

kombinalt alkalmazas soran az NFAP 1,56 pg/ml, mig a y" " -opt 6,25 pg/ml

pg/ml, illetve a 200 pg/ml koncentraciokkal (Toth és mitsai. 2022). Ezt az igéretes
kombinaciot a novényvédelmi kisérleteinkbe is bevontuk.

Az NFAP, a yNFAP_opt és a ketté kombinaciojanak feliileti szerként torténd
alkalmazhatdsagat levagott paradicsomndvény levélen vizsgaltuk ugy, hogy fert6zéshez
hasznalt konidiumokat a fehérje/peptid jelenlétében vagy anélkiil 0,1xPDB oldatban
cseppentettiik fel az abaxialis levélepidermisz foerei kozé. Evan’s kék festési kisérletek
eredményei alapjan a fehérje/peptid hianyaban a B. cinerea SZMC 21472 képes volt
kolonizalni a levelet és annak a szovetét jelentés mértékben roncsolni (28a. Abra). Mind
az NFAP, mind a yN"AP-opt a MIC értékén (6,25 pg/ml, illetve 200 pg/ml) ezt a
folyamatot megakadalyozta (28a. Abra). Ezzel szemben a kombinacioban alkalmazott
MIC értéknél az NFAP (1,56 pg/ml) egyediil ezt csak mérsékelte, mig a yNP-opt (6,25
ng/ml) egyaltalan nem akadalyozta meg (28a. Abra). Az utobbi koncentraciokkal torténd
kombinalt alkalmazas esetén a fehérje és peptid onalléan mutatott MIC értéke soran
megfigyelt eredményhez hasonld volt elérhetd, vagyis a B. cinerea nem kolonizalta a
paradicsomnovény levelét (28a. Abra). Statisztikai analizisek alapjan a B. cinerea SZMC
21472 fertdzés kialakitd képessége (93+7% fertdzés kialakulas) szignifikansan 11£11%
és 18+10%-ra csokkent a MIC értékit NFAP (6,25 pg/ml) és yNAP-opt (200 pg/ml)
jelenlétében (28b. Abra). A MIC érténél alacsonyabb, szinergista koncentraciok
kombinalt alkalmazasa (1,25 pg/ml és 6,25 pg/ml) esetében is megfigyelhetd volt ez a
szignifikans csokkenés (18+10%) (28b. Abra) (Toth és mtsai. 2022), mig ha a fehérjét
vagy a peptidet onalldan alkalmaztuk ezeken a koncentracidértékeken, akkor nem
(93+7%, illetve 96+4%) (28b. Abra).

Megfigyeléseink osszevethetdk voltak egy masik munkéank eredményeivel, amely
soran az alkalmazott paradicsomndvény modellrendszerben laboratoriumi koriilmények
kozott bizonyitottuk a PAF alkalmazhatosagat B. cinerea-val szembeni védelemben.
Ezzel szemben ennek a fehérjének korabban emlitett y-core modositott valtozata (PAF)
és az ezen a région alapuld peptid-szarmazék (Py°"") fokozta a fertdzés intenzitasat, habar

onmagukban alkalmazva nem karositottdk a novényi szoveteket (Toth és mtsai. 2020b).
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28. Abra. a) Paradicsomnévény levagott leveleinek Evan’s kék festése az abaxialis levélepidermisz ferei
kozott harom pontban felvitt Botrytis cinerea SZMC 21472 izolatummal tértén fertézést (10 ul, 1x107
konidium/ml, 10-szeresre higitott burgonyakivonat-gliikoz tapkézegben [0,1xPDB, potato dextrose broth]
elkészitve) kdvetéen 4 nap 23°C-on, 60% paratartalom és 12-12 ora fény-sotét ciklus (1200 lux) inkubacid
utan a kezeletlen és a 0,1xPDB-vel kezelt kontrollokhoz viszonyitva. Bein: fert6zott és nem kezelt, Komb:
1,56 pg/ml NFAP + 6,25 pg/ml yNFAP-opt kombinacidval kezelt, NFAPwmic): 6,25 ug/ml Neosartorya
fischeri antifungalis protein (NFAP)-kezelt, NFAPmickomb): 1,56 pg/ml NFAP-kezelt, yNFAP-optuicy: 200
ug/ml yNFAP-gpt-kezelt, yNFAP-0ptmickom): 6,25 pg/ml yNFAP-opt-kezelt. Az NFAP és a yNFAP-opt a minimalis
gatld koncentracio (MIC, minimum inhibitory concentration) értékeik jelenlétében és szinergista
koncentracié kombinaciojuk (Komb) esetében képesek megakadalyozni a B. cinerea kolonizacidjat a
NFAP ezt csak mérsékeli, a YNFAP-opt (MICkomb) pedig egyaltalan nem befolyasolja. b) A B.cinerea
fertézés/kolonizacié kialakulasanak gyakorisaga az a) panel kisérletében a: szignifikans kiilonbség
(p<0,001; egyszempontos varianciaanalizis, Tukey-proba) a fert6zott de nem kezelt kontrollal (Bcin)
Osszehasonlitasban, b: szignifikans kiilonbség (p<0,001; egyszempontos varianciaanalizis, Tukey-proba) a
fert6zott és NFAP + yNFAP-opt szinergista kombinacidval kezelt mintaval (Komb) dsszehasonlitasban. A b)
panelen lathat6 diagramok harom fiiggetlen kisérletbdl (kisérletenként n=9) szdrmaz6 eredmények atlagértékét

tiinteti fel szorassal egyiitt. Toth és mtsai. (2022) alapjan.
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Garrigues ¢és mtsai. (2018) is bizonyitottak, hogy a P. digitatum-eredetti AfpB és a P.
expansum PeAfpA is hatékonyan, koncentracio-fiiggd modon gatolja a B. cinerea
kolonizécigjat paradicsomnovény levelén €s azt, hogy egy mar fertézott ndvény rovid
1don beliili (hat oraval a fert6zés utan) utdlagos kezelésével a tiinetek visszaszorithatok
(Garrigues és mtsai 2018). Ehhez hasonldé megfigyelést tettek Shi és mtsai. (2019),
amikor is a Pencillium digitatum AfpB-t a dohanyfélékhez tartozo Nicotiana
benthamiana-ban termeltették meg és a névény levelének kivonata, ami tartalmazta az
antifungalis fehérjét, hatékonyan megakadalyozta a paradicsomndévény levelén a B.
cinerea fert6zés elterjedését (Shi és mtsai. 2019).

A fent részletezett megfigyelések azt jelezték, hogy a nagy pozitiv 6ssztoltésii és
nagymértékben hidrofil tulajdonsagu Eurotiomycetes-eredetli AFP-k ¢és peptid-
szarmazékaik hatékonynak lehetnek nekrotrof novényi gombakorokozokkal szemben in
planta, de fokozhatjak a patogenitasat és elsegithetik annak novényi kolonizaciojat egy
esetleges a protein/peptid karositd hatasara adott stresszvalasz reakcid beinditasaval. A
patogenitas fokozodasa, mintegy stresszvalasz reakcio a nekrotrof fitopatogén gombak
esetében (igy a B. cinerea-ndl is) egy altalanosa megfigyelhetd jelenség (Castillo és mtsai.
2017, Singh és Verma 2021).

Az ¢el6z8 bekezdésben emlitett MIC értékiit NFAP (6,25 pg/ml), yNFAP-opt (200
ng/ml) kezelt paradicsomndvény levelek SEM felvételei azt mutattak, hogy a konidium
szuszpenzio felcseppentésének a teriiletérél a képzodo B. cinerea SZMC 21472 hifak nem
tudnak tovabb terjedni (29a. Abra) és nem képeznek olyan siirli hélozatot, mint a
kezeletlen és a kombinacidoban mutatott MIC értékkel kezelt (1,56 pg/ml és 6,25 pg/ml)
mintdk esetében (29b. Abra). Az NFAP jelenlétében Osszeesett, sériilt csirazo

konidiumok is megfigyelheték voltak (29b. Abra).
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29. Abra. Paradicsomnovény abaxialis levélepidermiszének péasztizé elektronmikroszkopos felvétele
Botrytis cinerea SZMC 21472 izolatummal tortén fertézést (10 pl, 1x107 konidium/ml, 10-szeresre higitott
burgonyakivonat-gliikoz tapkézegben [0,1xPDB, potato dextrose broth] elkészitve) kovetéen 4 nap 23°C-
on, 60% paratartalom és 12-12 6ra fény-sotét ciklus (1200 lux) inkubacié utan a kezeletlen kontrollokhoz
viszonyitva a) 60x és b) 300x nagyitasban. Bcin: fert6zott és nem kezelt, Komb: 1,56 pg/ml NFAP + 6,25
pg/ml yNFAP-opt kombinacidval kezelt, NFAPmic): 6,25 pg/ml Neosartorya fischeri antifungalis protein
(NFAP)-kezelt, NFAPwickomb): 1,56 pg/ml NFAP-kezelt, yNFAP-optmic): 200 pg/ml yNFAP-opt-kezelt, yNFAP-
Optmickom): 6,25 pg/ml yNFAP-opt-kezelt. a) A fehér szaggatott vonal a konidium szuszpenzid
felcseppentésének a helye, ahonnan a B. cinerea hifak nem tudnak tovabb terjedni 6,25 pg/ml NFAP, 200
pg/ml yNFAP-opt (MIC), és 1,56 ug/ml NFAP + 6,25 pg/ml yN"AP-opt (MICkomb) jelenlétében. A kezeletlen
és a MICkomb koncentracioval kezelt mintak esetében ez megfigyelhetd volt. b) A 6,25 pg/ml NFAP, 200
pg/ml yNFAP-opt (MIC), és 1,56 ng/ml NFAP + 6,25 ng/ml yYNFAP-opt (MICkomb) jelenlétében kevésbé
stir(i hifahalozat jon létre, mint a kezeletlen és a MICkomb koncentracioval kezelt mintak esetében. A fehér
nyilak az NFAP jelenlétében megfigyelhetd Osszeesett, sériilt csirazoé konidiumokat mutatjak. Toth és

mtsai. (2022) alapjan.
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Paradicsomtermésvédelmi kisérletek soran hasonlé modon jartunk el, mint a
novényvédelmi kisérletek esetében. Ekkor a termés kocsany melletti részét harom ponton
megszurtuk ¢és szharaspontokba 0,1xXPDB-ben elkészitett B. cinerea SZMC 21472

konidium szuszpenziot fecskendeztiink NFAP, yNFAP

-opt, vagy a kettd fentebb emlitett
szinergista kombinacidjanak a jelenlétében vagy ezek nélkiil. Az alkalmazott kezelések
koziil csak a MIC értékii NFAP (6,25 pg/ml) és a szinergista NFAP (1,25 pg/ml) + yNFAP-
opt (6,25 ng/ml) kombinacié volt képes kis mértékben csokkenteni a fertdz¢Es tiineteit, de
nem voltak képesek azt teljes mértékben visszaszoritani (30. Abra). Szoveti roncsolas
minden fert6zés és kezelés esetében megfigyelhetd volt (30. Abra) (T6th és mtsai. 2022).
Ezzel szemben az NFAP, a yNFAP-opt és a yYNFAP-optGZ MIC értékein alkalmazva (100
ug/ml, illetve 12,5 pg/ml) képes volt gatolni a C. herbarum FSU 1148 fertézés

kialakulasat a paradicsomtermésen (31. Abra) (T6th és mtsai. 2020a).

a) b)
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30. Abra. Botrytis cinerea SZMC 21472 izolatummal fertézott paradicsomtermés (10 pl, 1x107

NFAP

-optmic -opt(Mickomb)

konidium/ml, 10-szeresre higitott burgonyakivonat-gliikoz tapkozegben [0,1xPDB, potato dextrose broth]
elkészitve) a) feliilnézeti és b) keresztmetszeti képe 7 nap, 23°C-on torténd inkubaciot kovetden az
inokulum készitéséhez hasznalt 0,1xPDB-vel kezelt kontrollal 6sszehasonlitasaban. Bcin: fertozott és nem
kezelt, Komb: 1,56 ug/ml NFAP + 6,25 pg/ml yNFAP-opt kombinacidval kezelt, NFAPwic): 6,25 pg/ml
Neosartorya fischeri antifungalis protein (NFAP)-kezelt, NFAPmickoms): 1,56 pg/ml NFAP-kezelt, yNFAP-
opt(MIC): 200 pg/ml YNFAP-opt-kezelt, YNFAP-0ptmickomb): 6,25 pg/ml yNFAP-opt-kezelt. A nyilak a fert6zési
pontok helyét jeldlik. A MIC értékén alkalmazott NFAP (MIC) és a szinergista NFAP + yNFAP-gpt
kombinaci6é (Komb) minddssze mérsékelni tudta a fertézés kialakulasat. A tobbi kezelés esetében a Bcin-

hez hasonlo fert6zés intenzitas és szoveti karosodas volt megfigyelhetd. Toth és mtsai. (2022) alapjan.
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Kezeletlen 0,1xPDB

NFAP

31. Abra. Cladosporium herbarum FSU 1148 izolatummal fertézott paradicsomtermés (10 pl, 1x107
konidium/ml, 10-szeresre higitott burgonyakivonat-gliikoz tapkozegben [0,1xPDB, potato dextrose broth]
elkészitve) keresztmetszeti képe 7 nap, 23°C-on térténd inkubaciot kdvetden a kezeletlen és az inokulum
készitéséhez hasznalt 0,1xPDB-vel kezelt kontrollokkal Osszehasonlitasaban. Cherb: fert6zo6tt és nem
kezelt, NFAP: 100 png/ml Neosartorya fischeri antifungélis protein (NFAP)-kezelt, yN*AP-opt: 12,5 pg/ml
yNFAP_opt-kezelt, YNFAP-optGZ: 12,5 pg/ml yNFAP-optGZ-kezelt. A nyilak a fertdzési pontok helyét jelolik.
A MIC értékén alkalmazott NFAP, yNFAP-opt és yNFAP-optGZ megakadalyozta a fertézés kialakuldsat,

jelentds szoveti karosodas nem volt megfigyelhetd. Toth és mtsai. (2020a) alapjan

Egy masik munkankban megfigyeltik, hogy az NFAP2 rovidtdvon képes
megvédeni a narancstermést P. digitatum fertézéssel szemben (Gandia és mtsai. 2021).
Ezek a megfigyeléseink tovabb erdsitik azt a feltételezést, hogy az antifungalis hatassal
rendelkez6, a kornyezeti koriilmények kozott stabil szerkezettel és a proteolitikus
degradacioval szemben ellendlld antifungélis proteinek és peptidek felhasznalhatdok
lehetnek a raktdrozott termény védelmére penészgomba kartevokkel szemben.
Alkalmazasuk szempontjabdl kiilondsen elényds lehet az, hogy mikotoxin termeld
gombak novekedését is képesek visszaszoritani in vitro (Martinez-Culebras és mtsai.
2021a,b).

7.8.2. Az NFAP2 alkalmazhatosaga feliileti human gombas fert6zések kezelésében

Az NFAP2 nagymértekll élesztdgombaellenes aktivitassal rendelkezett még a klinikai
érzékenységi tesztek soran alkalmazott RPMI-1640 tapkozegben is (11. Tablazat) (To6th
¢s mtsai. 2018, Kovacs és mtsai. 2019, 2021), hatékonynak bizonyult (multi)drog-
rezisztens izolatumokkal szemben €s képes volt a Candida biofilmeket is megsziintetni
(13. Tablazat) (Kovacs és mtsai. 2019, 2021). Mivel az NFAP2 nagymértékben képes a

human szérumalbuminhoz k6tédni és eddigi kisérleteink alapjan intravénasan alkalmazva
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nem hatékony (Kovacs és mtsai. 2019, nem kozolt adat), ezért gombaellenes szerként
torténd alkalmazasat elsdsorban a kiiltakard vagy belsd nyalkahartya felszinét érintd
mikozisok kezelésben képzeltiik el. A bér vagy a nyalkahartya megfelelé és hatékony
terapidja nehéz lehet, ugyanis szdmos a ma alkalmazott antifungalis szercsoportok
valamelyikével szemben rezisztenciadt mutatd felszini gombés fertdzés konnyen
szisztémassa valhat az immunszupresszalt paciensek esetében (Barlow és mtsai. 2020).
Feltételezésiink szerint az NFAP2 képes lehet a felszini (akar antifungalis szer-rezisztens)
mikozisok kialakulasat mar a fert6zés korai szakaszdban megakadalyozni. Kisérleteink
soran ezt bizonyitottuk haromdimenzids bdr- (Holzknecht és mtsai. 2022), illetve egér
vulvovagindlis candididzis (VVC) modellekben (Kovacs és mtsai. 2019) laboratoriumi
koriilmények kozott.

Immunszupresszalt paciensek esetében a gyakori kutan C. albicans fert6zés
konnyen szubkutan onnan pedig sulyos, az életet is veszélyeztetd invaziv forméva
alakulhat (Vazquez és Sobel 2002, Cavalheiro és Teixeira 2018). A kutan és szubkutan
forma kezelésére echinokandinokat, azolokat és nisztatint alkalmaznak (Pappas és mtsai.
2016, Pfaller és mtsai. 2016). Ezek hasznalata az immunkompetens egyének esetében 70-
100%-o0s terapias sikerrel jarhat, viszont az immunszupresszaltak esetében nem,
elsésorban azért mert a gazda immunrendszere nem ,,asszisztal” a goballenes szer
hatasahoz. Mindezt tovabb sulyosbitja az azol-rezisztens Candida izolatumok
folyamatos, vilagszintli terjedése (Pappas és mtsai. 2016, Taudorf és mtsai. 2016).
Korabban mar emlitésre keriilt, hogy a haromdimenzidés bérmodell rendszer képes
kivaltani az allatkisérleteket ¢és kivaloan alkalmas a gombak okozta fertézések
patofiziologids vizsgalatara, tovabba 1) gombaellenes vegyiiletek hatékonysaganak a
tesztelésre (Kiihbacher és mtsai. 2017, Fink és mtsai. 2022, Merk és mtsai. 2022). Egy
ilyen modellrendszerben az NFAP2 vizes oldatanak felszini alkalmazasa képes volt a C.
albicans CBS 5982 kolonizacidjat és az ehhez sziiksége éleszt6bol fonalas formaba
torténd atalakulast nagymértékben csokkenteni. Az NFAP2 kezelés hatasara a gomba
csak a stratum corneum-ban volt megtalalhato csekély szamban, szemben a kezeletlen-
fertdzott modellel, ahol az epidermiszben €s a dermalis rétegekben is nagy mennyiségben
eléfordult (32a. Abra). Az NFAP2 kezelés megovta az epidermalis permedabilitas gat
mikodést a C. albicans fert6zés karositd hatasaval szemben. Ugyanis, a kezeletlen-
fertdzott mintaval ellentétben, ahol a kimutatasra alkalmazott LS festék jelenléte az egész

epidermiszben a dermalis rétegig megfigyelhet6 volt, addig az NFAP2 kezelés hatasara,
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32. Abra. a) Candida albicans CBS 5982 izolatummal fertézott (25 ul, 1,6x10 sejt/ml foszfattal pufferelt sooldatban)
haromdimenzios bérmodell perjodsav-Schiff- festése 25 ul vizes oldata Neosartorya fischeri antifungélis protein 2-vel
(NFAP2, 6,24 pg/ml) és flukonazol (FLK, 0,02 pg/ml) torténd kezelést kovetden a kezeletlen-nem fertdzott és a
kezeletlen-fertdzott mintdkkal Osszehasonlitasban. A modellek NFAP2 és FLK kezelése, 24 o6ra, 32°C, 5% CO2
jelenlétében torténd inkubacio utan kezd6dott meg és 24 ora hosszaig tartott ugyanezen inkubacios koriilmények kozott.
epidermalis permeabilitas gat miikodésének a vizsgalata az a) pontban leirt vizes oldati NFAP2-vel és FLK-val torténd
kezelést kovetden a kezeletlen-nem fertdzott és a kezeletlen-fertdzott mintakkal dsszehasonlitasban. LS és LS+DAPI:
lucifer sarga CH-festés (z0ld fluoreszcencia), illetve lucifer sarga + DAPI (4',6-diamidin-2-fenilindollal; kék
fluoreszcencia)-festés kombinacié. Az NFAP2 és az FLK megakadalyozta a fert6zés kovetkeztében 1étrejovo
epidermalis permeabilitds gat miikddésének az elvesztését, mivel a vizsgaltra alkalmazott LS festék csak a stratum
corneum-ban volt megtalalhaté a kezeletlen-nem fert6zott kontrollhoz hasonléan, mig a kezeletlen-fertézott minta
esetében az €16 epidermisz rétegekben is megfigyelhet§ volt. ¢) LS fluoreszcencia jelintenzitasa a b)-ben kezelt
mintanak, ahol a sziirke 0szlopok a stratum corneum-ban mért intenzitasokat, mig a fehér oszlopok az €16 epidermisz
rétegekben mért jelintenzitasokat mutatjak. Az eredmények alapjan az NFAP2- és FLK-kezelés megakadalyozza a
fertézés kovetkeztében kialakulod epidermalis permeabilitas gat miikodésének a megsziinését, mivel LS festék csak a
stratum corneum-ban halmozodik fel kezeletlen-nem fert6zott mintdhoz (N.k.) hasonldan, szemben a kezeletlen-
fert6zott (F.) mintaval ahol a felhalmozdodas a mélyebb, €16 epidermisz rétegekben is megfigyelhetd volt. **: p<0,005
- szignifikans kiilonbség (egyszempontos varianciaanalizis, Tukey-proba). d) A fertézott bérmodell interleukin-6 (IL-
6) és interleukin-8 (IL-8) termel6képessége NFAP2- és FLK-kezelést kovetGen a kezeletlen-nem fert6zott (N.f.) és a
kezeletlen-fert6zott (F.) mintakkal 6sszehasonlitisban. Az eredmények alapjan az NFAP2- és FLK-kezelés soran nem
torténik szignifikans valtozast az IL-6 termelésében, mig az IL-8 termelés alacsonyabb szintii volt, mint a kezeletlen-
fert6zott mintaban és ugyanakkora, mint a kezeletlen-nem fert6zott esetében. **: szignifikans kiilonbség (p<0,005)
egyszempontos varianciaanalizis. Az ) és d) paneleken lathato diagramok harom fiuiggetlen kisérletbdl (kisérletenként

n=1) szarmaz6 eredmények atlagértékét tiinteti fel szorassal egylitt. Holzknecht és mtsai. (2022) alapjan.
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a nem fertézott kontrollhoz hasonldan csak a stratum corneum-ban (32b. Abra). Ezt az
eredményt a stratum corneum és az €16 epidermisz rétegek fluoreszcens jelintenzitasainak
a mérései is megerdsitették (32¢c. Abra). A fertdzott-kezeletlen mintahoz viszonyitva az
IL-8 szint szignifikdns csOkkenése volt megfigyelheté az NFAP2-kezelés hatdsara, mig
az IL-6 esetében semmilyen valtozds nem volt megfigyelheté (32d. Abra). Az IL-8
kemokin a fagocitalé6 immunsejteket vonzza a fertézés helyszinére (Dongari-Bagtzoglou
és mtsai. 2003, Javed és mtsai. 2012), mig az IL-6 citokin a pro- és az antiinflammatorikus
regenerativ folyamtokban jatszik szerepet (Scheller és mtsai. 2011, Faway és mtsai.
2019). Az NFAP2-kezelt mintaban a kezeltlen-nem fertézott mintaval azonos 1L-8 szint
azt jelezte, hogy komoly fertézés nem alakult ki vagy az mar lecsengett; mig az ennél
nagyobb szint az IL-6 esetében azt, hogy miikodnek a pro- és az antiinflammatorikus
regenerativ folyamtok (32d. Abra). Hasonlo jelenségek voltak megfigyelhetdk a
flukonazol alkalmazasa esetében is (32. Abra), ami azt jelezte, hogy az NFAP2 felszini
gombafertdzésekkel szemben mutatott hatékonysaga 6sszemérhetd azéval (Holzknecht
¢és mtsai. 2022).

Az NFAP2 alkalmazhatosagat antifungalis szer-rezisztens élesztgomba torzsek
altal okozott nyalkahartya fertézések kezelésére egy egér VVC modellben vizsgaltuk
flukonazol-rezisztens C. albicans izolatummal szemben (Kovacs és mtsai. 2019). A
vulvovagindlis candididzis az egyik legyakoribb gombas megbetegedés (Sobel 2007,
Sherry és mtsai. 2017), ami a kiils6 n6i nemi szervnek és/vagy a hiively nyalkahartyajanak
Candida (elsésorban C. albicans) altal okozott fert6zését jelenti (Gongalves és mitsai.
2016). A ndi1 populacio ~75%-a legalabb egyszer érintett élete soran ezzel a fertdzéssel.
Az esetek ~10%-a folyamatosan visszatéré a nem megfeleld terapia kovetkeztében és
sulyos egészségiigyi kovetkezményekkel jarhat (pl. medddség) (Gongalves és mtsai.
2016). A fertdzés kezelésére altaldban valamilyen flukonazol-tartalmt készitményt
alkalmaznak topikalisan, de alternativ mdodon tabletta szdjon at torténd szedése is szoba
johet (Sobel 2013, Muzny és Schwebke 2015). Heveny esetben akar féléven at tartod
intravénas flukonazol alkalmazés a javasolt, ami sulyos mellékhatdsokat vélthat ki a
gazda szervezetében (Brand és mstai 2018). A flukonazol-rezisztens C. albicans torzsek
elterjedésével a VVC esetek sikeres kezelése egyre nagyobb kihivassa valt (Marchaim és
mtsai 2012, Sherry és mtsai. 2017). Mar bizonyitottak, hogy antifungalis hatassal
rendelkezd peptidek terdpias alkalmazasa egy megoldést jelenthet erre a problémara,

ugyanis hatékonyan képesek gatolni VVC-bdl szarmazo C. albicans izolatumok
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novekedését in vitro érzékenységi tesztekben (Ng és mtsai. 2017). Ezt megfontolva
vizsgaltuk az NFAP2 terapias hatékonysagat ennek a fertdzésnek a kezelésében.

Az NFAP2 hatékonyan gatolta egy VVC-b6l szarmazé flukonazol-rezisztens C.
albicans izolatum planktonikus és szesszilis biofilm sejtjeinek a novekedést egyarant 800
ug/ml MIC értékkel, RPMI-1640 tapkozegben in vitro (11. Tablazat). Ezt a
hatékonysagat az NFAP2 vizes oldatt feliileti szerként alkalmazva in vivo koriilmények
kozott 1s megorizte VVC egérmodellben a fertdzés utani 24. éraban megkezdett terapia
soran. Szemben az intarperitonealisan vagy intravaginalisan alkalmazott fiziologias
sooldattal (0,5 ml, illetve 25 pl), tovabba az intraperitonedlisan flukonazollal kezelt
(humén doézishoz aranyosithato egyszeri 0,5 ml 35 mg/kg vagy naponta egyszeri 0,5 ml 2
mg/kg) csoportokkal, az NFAP2 naponta egyszeri (25 pl, 800 pg/ml) intravaginalis
alkalmazdsa szignifikdnsan csokkentette a fertdzést kovetd negyedik napon a
vulvovaginalis szévetek ¢16 C. albicans sejtszamét (33a. Abra). Mindez az NFAP2 in
vivo topikalis hatékonysagat jelezte flukonazol-rezisztens C. albicans-szal szemben. Az
elébb emlitett ¢ldsejtszam csokkenés sokkal szembetlindbb volt abban az esetben, amikor
az NFAP2 kezelést kiegészitette a napi egyszeri, intraperitonealis flukonazol-kezelés (0,5
ml, 2 mg/kg) (33a. Abra) (Kovacs és mtsai. 2019). Ez utobbi eredményiink arra enged
kovetkeztetni, hogy az NFAP2 adjuvans szereként Ujra érzékennyé tehet egy rezisztens
C. albicans izolatumot flukonazollal szemben akar in vivo koriilmények kozott is.

Hisztologiai vizsgalatok alapjan az NFAP2 nem okozott morfologiai
elvaltozasokat €s sulyos patologids reakciokat a vagindlis és vulvalis szovetekben,
tovabba a kezelt szervek makromorfologiajaban (nem kozolt adat) és nagymértékben
gatolta a C. albicans hifalis formaba torténd atalakulasat (33b. Abra) (Kovacs és mtsai.
2019), ami a biofilm képzéshez sziikséges egyik kulcslépés (Cavalheiro és mtsai. 2018).
A fertézési folyamatra aktivalodod neutrofil granulocitdk jelenléte az Osszes szoveti
mintaban megfigyelhetd volt, de az NFAP2-vel és NFAP2 + flukonazol kombinacioval
kezeltekben kisebb mértékben (33b. Abra). Ez azt jelezte, hogy a fehérje nem gatolta
ezeknek az immunsejteknek a mitkddését az immunvélasz kialakuldsa soran €s azt, hogy
a gyulladasi folyamat kisebb mértékii volt, mint a kezeletlen és az flukonazollal kezelt
mintakban. Annak ellenére, hogy az NFAP2-vel torténd kezelés nem sziintette meg teljes
mértékben a fertdzést, az annak kialakitasara hasznalt magas élésejtszamot (~1x10’
koloniaképzd egység) akar két-harom nagysagrenddel is képes volt csokkenteni a rovid
kezelési idén beliil (32a. Abra) (Kovacs és mtsai. 2019). Ez a hatas sokkal nagyobb

mértéki is lehet hosszabb ideig tarto terapia esetében.
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33. Abra. a) A Neosartorya fischeri antifungalis protein 2 (NFAP2) és az NFAP2 + flukonazol
(NFAP2+FLK) kombinécié hatékonysaga €l0sejtszam alapjan vulvovaginalis candidiazis egérmodellben
FLK-rezisztens Candida albicans 27700 izoldtummal szemben a fertézést (25 ul ~1x107 koloniaképzd
egység) kovetd 4. napon a kezeletlen-fert6zott (N.k.) és a FLK-kezelt (FLK(a) és FLK(b)) csoportokkal
Osszehasonlitasban. N.k: 0,5 ml, 25 pl/nap intraperitonealis/intravaginalis fiziologias so6oldat, NFAP2:
naponta egyszer intravaginalis 25 ul, 800 pg/ml NFAP2, FLK(a): egyszeri intraperitonealis 0,5 ml 35
mg/kg FLK, FLK(b): naponta egyszeri intraperitonealis 0,5 ml 5 mg/kg FLK, NFAP2+FLK(b): NFAP2 és
FLK(b) kombinacioja. Az NFAP2- és az NFAP2+FLK(b)-kezelés szignifikansan csokkentette a C.
albicans él6sejtszamot a fert6zott vulvalis és vaginalis szovetekben. **: p<0,05 - szignifikans kiilonbség
(Kruskal-Wallis-proba, Dunn-teszt). b) A kezelt szovetek (A-D) hisztologiai vizsgalata Grocott, GOmori-
féle ezilistmetamin (bal) és hematoxilin-eozin (jobb) festéssel a kezeletlen-fert6zott (A, N.k.) és a
kezeletlen-nem fert6zott (E) kontrollokhoz viszonyitva. B: FLK(b), C: NFAP2, D: NFAP2+FLK(b)
kezelések. A kék nyilak a C. albicans (bal) és a neutrofil granulocitak (jobb) jelenlétét mutatjak. Az NFAP2
és NFAP2+FLK(b) kezelések hatasara kevesebb C. albicans sejt és neutrofil granulocita lathato, tovabba a
gombasejtek fonalasodasa nagymértékben gatolt. CFU: koloniaképz6 egység (colony-forming unit). Az a)
panelen lathato diagram két fliggetlen kisérletbdl (kisérletenként n=5) szarmazé eredmények atlagértékét

tiinteti fel szorassal egyiitt. Kovacs és mtsai. (2019) alapjan.

A VVC egérmodell vizsgalata soran elért eredményeink Osszevethetdk Palicz és

mtsai. (2013, 2016) altal leirtakkal, amikor is egy masik Eurotiomycetes-eredetii AFP, a
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PAF intraperitonedlis alkalmazas soran nem bizonyult toxikusnak egerekben (Palicz és
mtsai. 2013), tovabba intranazalisan alkalmazva meghosszabbitotta az egerek tulélést egy
A. fumigatus tidoéfertézés modellben, ami az NFAP2-hoz hasonloan szintén
szembetiindbb volt amfotericin B-vel torténd kombinalt alkalmazasa esetén (Palicz és
mtsai. 2016). Ez utobbi eredmény is erdsiti az Eurotiomycetes-eredetli AFP-k adjuvans

gombaellenes szerként torténd alkalmazasanak a lehetdségét.
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8. Kovetkeztetések és tovabbi tervek

Kutatomunkank elsédleges célja az volt, hogy a Neosartorya (Aspergillus) fischeri-
eredetiic NFAP és NFAP2 gombacllenes fehérjék tanulmanyozasaval, egy lehetséges
valasszal szolgaljunk napjaink antifungalis kihivasaira. Vagyis, hogy egy a
gyogyaszatban vagy a mezdgazdasagban alkalmazott Gj gombaellenes stratéga olyan
olcson, nagy mennyiségben eldallithaté molekulan alapuljon, amely széles spektrummal
rendelkezik, bevethetd szesszilis, biofilmet alkotd sejtekkel szemben is, minimalis
eséllyel alakul ki rezisztencia ellene, gomba-specifikus célpontot tamad, a gazdara nézve
biztonsagosan alkalmazhato, a kornyezetre nézve artalmatlan és az aktualis kihivasoknak
megfeleléen modosithato. A N. fischeri antifungalis proteinekkel és y-core peptid-
szarmazékaikkal (AFP-K) elért eredményeink a kovetkezé bekezdésekben részletezettek
alapjan segithetik ennek a célnak a megvaldsitasat vagy mutathatnak 0j kutatési 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,
gyogyszer- és ¢élelmiszeripari szempontbodl alapvetden biztonsdgosnak itélt (GRAS,
generally recognized as safe) Pichia pastoris (ujabban: Komagataella phaffii) és
Penicillium chrysogenum-alapu expresszidos rendszerek alkalmasnak bizonyultak a
minimalis gatld koncentracioértékek (MIC, minimum inhibitory concentration)
figyelembevételével relative nagy mennyiségben torténd (9. Tablazat), és akar ipari
koriilmények kozott is alkalmazhato eldallitasukra (Viragh €s mtsai. 2014, Sonderegger
¢s mtsai. 2016, Galgoczy és mtsai. 2017, Toth és mtsai. 2018). A tenyészetek
feliilisz6jabol egy ultrasziirési folyamat utan mindkét fehérje nagy tisztasagban (93-97%)
izolalhaté volt mar egylépéses kation-cserélé oszlopkromatografids rendszer
alkalmazaséaval is (nem kozolt adat), ami egyes felhasznalasi teriiletek (pl. novényveédo-
vagy terménytartésitd szer) szempontjabdl a feldolgozasi €és kereskedelmi forgalomba
hozataluk koltséghatékonysagat jelzi.

A kornyezeti koriilmények kozott stabil harmadlagos szerkezettel rendelkezd
NFAP és NFAP2-nek a munkank soran megfigyelt kiilonb6zd, de kismértékii atfedéssel
jellemezhetd antifungalis spektruma alkalmassd teheti Oket eltérd gombéak okozta
fertdzések és kartételek kezelésére vagy visszaszoritasara (11. Tablazat) (Toth €s mtsai.

2016,2018,2020a,2022, Kovacs és mtsai. 2019, Gandia ¢és mtsai. 2021, Holzknecht és
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mtsai. 2022, Dan és mtsai. 2024). Altalanosan megallapithatd volt, hogy az NFAP
els6sorban a novénypatogén fonalasgombakkal, mig az NFAP2 humanpatogén
élesztégombakkal szemben mutat jelent6s novekedésgatld hatast in vitro (11. Tablazat).
A megfigyelt, széles antifungalis spektrumaik alapjan bevethetokké valhatnak akéar
ujonnan felbukkan6 gombakérokozokkal szemben is, ez altal megoldast jelenthetnek az
antifungalis kezelések epidemiologiai kihivasaira.

Az NFAP2 gyogyaszati szempontbol kiillondsen elényds tulajdonsaganak az
bizonyult, hogy képes volt a (multi)drog-rezisztens Candida izolatumok (Candida
albicans és Candida auris) altal képzett biofilmeket mar 6nalldo alkalmazasa soran is
megsemmisiteni, tovabba, hogy a klinikumban alkalmazott antifungélis szerekkel
szinergisztikus kolcsonhatasba 1épett elleniik (13. Tablazat) (Kovacs és mtsai.
2019,2021). Ez utébbi altal a biofilmek antifungalis szerrel szemben mutatott
érzékenységét a rezisztenciat jelenté koncentraciotartomanybol a klinikai szempontbol
érzékenynek tekinthetd tartomanyba akar vissza lehet szoritani. Ez mintegy valaszul
szolgalhat a biofilmek hagyomanyos antifungalis szerekkel szemben mutatott
nagymértékii rezisztencidjara. A megfigyelt szinergizmus felveti az NFAP2 adjuvans,
kiegészitd terapias szerként valo felhasznalasat a klinikai gyakorlatban. Ezen kiviil még
alkalmas lehet orvosi muszerek és eszk6zok (pl. katéterek, sontok) Candida biofilm-
mentesitésére, amelyek 4altalaban elsédleges forrasként szolgalnak nozokomialis
gombafertézések szdmara (Cavalheiro és Teixeira 2018). Jelenleg az NFAP2
biofilmellenes molekularis mechanizmusat tanulmanyozzuk C. albicans és C auris
sejteken. Eddigi eredményeink alapjan feltételezhetd, hogy gatolja az €lesztébdl fonalas
formava torténd atalakuldst, ami a biofilmképzés egyik kulcslépése (Cavalheiro és
Teixeira 2018).

Az, hogy vizsgalataink soran az NFAP és NFAP2 nem Iépett szinergisztikus
kolcsonhatasba egymassal novénypatogén fonalasgombakkal szemben (Toth és mtsai.
2022) (13. Tablazat), azt jelzi, hogy hatasmddjuk talan valamilyen szinten hasonlo lehet.
A kombinalt alkalmazasuk soran megfigyelt paradox hatast (ami egyediili alkalmazas
soran nem volt megfigyelhetd) azt jelzi, hogy a gombak valdsziniileg valamilyen
stresszvalasz folyamat bekapcsoldsan keresztiil til tudnak jutni a karositd hatasaikon
akkor, ha egymas jelenlétében és nagy koncentracioban alkalmazzuk a fehérjéket. Ez
gyogyaszati szempontbol nem jelenthet nagy veszélyt, hisz ezek a koncentraciok nem

valdszinii, hogy elérhetdk az €16 szervezetben. Novényvédelmi szempontbdl viszont
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kockézatos lehet, amennyiben a két kiilonbozd AFP-t egyszerre vagy egymas utan
alkalmazzuk.

Egy Ujonnan kifejlesztett antifungalis szerjelolt molekula hosszatavu gyakorlati
alkalmazasanak a lehetdségét az is jelzi, hogy milyen eséllyel és mennyi id6 alatt alakul
ki rezisztencia vele szemben. Mivel mind az NFAP, mind az NFAP2 viszonylag rovid
id6n beliil, mar viszonylag alacsony MIC értéken elpusztitja a gombasejtet (13. Tablazat)
(Viragh ¢és mtsai. 2015, Téth és mtsai. 2016,2018), vagyis cidikus modon hatnak, a
rezisztencia kialakulasanak a kockazata sokkal kisebb veliik szemben, mint egy csak a
novekedést gatlo (sztatikus) szer ellen. Ezt a felvetést az NFAP2 esetében bizonyitottuk
egy, a dolgozat irdsa kdzben birdlati folyamaton ates6 kéziratunkban: Mikroevoltcids
kisérleteink eredményei alapjan a C. albicans-ban kisebb eséllyel alakult ki rezisztencia
stabil genomi mutaciok kovetkeztében az NFAP2-vel, mint a sztatikus flukonazollal
szemben. Vizsgalataink szerint az NFAP2-rezisztencia hatterében a gombasejt csokkent
NFAP2-koto és/vagy felvételi képessége allhat, ami nem befolyasolta mas kiilonb6zo
tipusti, hagyoményos antifungalis szerekkel (allilaminok, azolok, echinokandinok és
poliének) szembeni érzékenységet. Az NFAP2-rezisztens C. albicans torzsek csokkent
mértéki toleranciaval rendelkeztek sejtfal, hd és UV stresszhatasokkal szemben, a sziil6i,
vad tipushoz képest, de nem mutattak megvaltozott metabolikus fitneszt ¢és virulenciat
(Bende és mtsai. 2024). Mindezek azt jelzik, hogy az NFAP2 akar éveken at is
hatékonyan alkalmazhaté antifungélis szer lehet a klinikai terapiaban a (multi)drog
rezisztencia kialakuldsédnak az alacsony kockazata mellett.

Novényeken, human sejtvonalakon, vorosvértesteken, szovetmodellen és Galleria
mellonella-n elvégzett toxicitas tesztek az NFAP és az NFAP2 a gomban kiviili, mas
organizmuskora nézett biztonsagos alkalmazhatosagat és gomba-specifikus célpontokon
keresztiil megvalosulé hatdsmechanizmusnak a meglétét feltételezik (Toth és mtsai.
2020a,2022, Kovacs és mtsai. 2019, Holzknecht és mtsai. 2022, Varadi és mtsai. 2024).
Az NFAP esetében ez a célpont a feltart molekularis hatdsmechanizmus folyamatanak
egyik eleme lehet. Ez valoszinisithetdleg egy membranba agyazott G-proteinnel kapcsolt
receptor, ami a polarizalt hifandvekedés gatlasban €s apoptozis indukcidjaban jatszik
szerepet; tovabba egy mitogén-altal aktivalt protein-kindzon keresztiil aktivalodo
ismeretlen célpont, ami sejthalalt okoz (11. és 12. Abrak) (Viragh és mtsai. 2015). Ezek
azonositasa keresztkotdé molekuldkat alkalmaz6 fehérje-fehérje kolcsonhatési
kisérletekkel jelenleg folyamatban van. Tekintetbe véve az NFAP eldre jelezett rossz

farmakokinetikai ¢s -dinamiai tulajdonsagait ¢€s azt, hogy emiatt valdsziniileg
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intravéndsan kozvetleniil nem alkalmazhatdé gombdk okozta fertézések kezelésére, a
célpontok igéretes templatul szolgalhatnak molekula-adatbazisok szerkezet-alapu
szlirésére egy gyogyszer-ujrahasznositasi folyamatban, hogy olyan mar engedélyezett
gyogyszermolekulakat taldljunk, amik terapias szempontbdl jobb tulajdonsdgokkal
rendelkeznek az NFAP-nél, de ugyanazt a gomba-specifikus célpontot tamadjak. Ilyen
gombaellenes molekuldk irdnt egyre siirgetobb sziikség mutatkozik figyelembe véve azt,
hogy a hagyoméanyos gombaellenes szerekkel szembeni rezisztencia terjedése miatt a
rajuk alapuld kezelések iddtartama folyamatosan novekszik, ami egyre nagyobb
kockazatot jelent az egyes szerveket vagy az egész szervezetet karositd6 mellékhatasok
kialakulasaban (Spencer és mtsai. 2023).

Az NFAP2 esetében egy viszonylag egyszerii hatdsmechanizmus, a gomba
plazmamembranjanak a szelektiv roncsolasa valdszintisitheté (13. és 19. Abrak) (Toth
és mtsai. 2016,2018). Egy most megjelent koézleményiink és eddig nem kozolt
megfigyeléseink eredményei alapjan viszont azt feltételezziikk, hogy a NFAP2
koncentracio-fiiggd hatasmoddal rendelkezik C. albicans sejteken. Kiilonb6z6
organizmusok membranjat modellezé micellakon végzett in vitro, molekuladinamikai
(MD) szimulaciokkal is alatdmasztott kisérletek alapjan MIC értéken alkalmazva az
NFAP2-nek gomba-szelektiv plazmamembranroncsol6 hatasa van, vagyis az NFAP2 a
gomba sejtmembran egyik jellegzetes lipid alkotoelemével a foszfoinozitol-ceramiddal
lép kolcsonhatasba és dimereket képez, amit a plazmamembran sériilése kovet.
Bakterialis €s emlds sejtmembranmodelleken ez nem volt megfigyelheté (Pavela és
mtsai. 2024). Ugyanezek az MD szimulaciok megerdsitették (Pavela és mtsai. 2024),
hogy az NFAP2-nek ugyanaz az N-terminalis kozépsé régoja alakitja ki ezt a
kolcsonhatast a gomba sejtmembrannal, mint amit a peptid funkcionalis térképezése
soran is megallapitottunk (19. Abra) (Toth és mtsai. 2018). A MIC értéknél alacsonyabb
koncentraci6 alkalmazasa esetén az NFAP2 el6szor a C. albicans sejtek kiils6 rétegeiben
lokalizalodik anélkiil, hogy megzavarna a sejtmembran integritasat. Ezutan, az NFAP2
egy vakuolaris transzportfolyamattal bejut a sejtbe és ott intracellularis fehérjékhez
kapcsolodva fejti ki gombaellenes hatasat (nem kozolt adat). Ezeknek a sejten beliili
célpontoknak az azonositasa fehérje-fehérje kolcsonhatasi kisérletekkel jelenleg
folyamatban van, és szintén felhasznalhatok lehetnek gyogyszer-adatbazisok szerkezet-
alapu szlirésére egy gyogyszer-Ujrahasznositasi stratégia soran 0j gombaellenes szerek

azonositasara.
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Transzkriptom analizisekkel mélyebb betekintést nyerhetiink az NFAP vagy az
NFAP2 hatasara a gomba ¢életmitkddésében bekovetkezd valtozasokba. Ezek alapjan
kovetkeztetni lehet az AFP-K hatasmechanizmusara, tovabba a veliikk szemben mutatott
stresszvalasz reakciokra. Ilyen iranyu kisérletek mind az NFAP-vel, mind az NFAP2-vel
folyamatban vannak Aspergillus nidulans-on, illetve C. albicans-on. Az utdbbival
kapcsolatban rendelkezésre allo6 eredmények alapjan az NFAP2 hatdsdra szamos
membrantranszport, bioszintetikus és metabolikus folyamat, tovabba a fonalas forméaba
torténd atalakulas gatlodik, mig a sejtfal szintézisben szerepet jatszo €s az €hezésre adott
stresszvalasz reakciokkal kapcsolatosak pedig fokozodnak (nem kozolt adat). Ezek
Osszevethetok az NFAP2 biofilmellenes hatékonysagaval (élesztébdl fonalas formaba
torténd atalakulds gétlasa) és talan valaszul szolgalhatnak az NFAP2 NFAP-vel torténd
kombinalt alkalmazas sordn megfigyelt paradox hatdsra (13. Tablazat) (T6th és mtsai.
2022).

A szerkezet-antifungalis hatas feltarasara iranyuld kisérleteink eredményei
alapjan az NFAP estében megallapithato volt, hogy az antifungalisan aktiv szerkezet
kialakitasban és/vagy annak stabilizaldsban szerepet jatszd ciszteinek szamaban és
meglétében, a kozponti hidroféb magban és az elsd 6t N-terminalis aminosavban
bekovetkezd valtozasok megsziintethetik vagy csokkenti a kornyezeti hatasokkal
szembeni ellenalloképességet és a gombaellenes hatékonysagot (Galgdczy és mtsai.
2017). Ezért az antifungalis hatékonysag novelése és a spektrum szélesitése céljabol a
NFAP ,,szabadon” szerkeszthetd elemeit a fehérjét alkotd 6t B-redd kozott megtalalhato,
rendezetlen szerkezetli hurokrégiok jelentik (14. és 18. Abrak). Egy késGbbi
tanulmanyban Giner-Llorca és mtsai. (2023b) megfigyelték (mintegy igazolva az NFAP-
re tett megallapitasunkat), hogy az NFAP szerkezetéhez nagyon hasonld, P. expansum
altal termelt PeAfpB hurokrégidiban létrehozott tobbszords aminosaveserék nem
befolyasoljak a harmadlagos szerkezetet, viszont az antifungalis hatékonysagot
novelhetik vagy csokkenthetik (Giner-Llorca és mtsai. 2023b). Az egyik ilyen hurokrégio
az evoluciosan konzervalt y-core motivum, ami az AFP-K esetében felelds lehet a hatas
kivaltasaért, elsésorban plazmamembran roncsoldson keresztiil (Sagaram és mtsai. 2011,
Lacerda és mtsai 2014). A P. chrysogenum altal termelt PAF-fal elért eredményeink
alapjan feltételeztiik (Sonderegger és mtsai. 2018, To6th €s mtsai. 2020b), hogy a y-core
régid megvaltoztatasaval (nagyobb pozitiv Ossztoltés és csokkent hidrofobicitas)
emelheté egy N. fischeri-eredetiit AFP hatékonysaga €s bdvithetd a spektruma, anélkiil

hogy sériilne a harmadlagos szerkezet. Megfigyeléseink alapjan az NFAP elsddleges
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szerkezetében bekovetkezd ilyen valtozas, igaz hogy noveli a fehérje hatékonysagat
Cladosporium herbarum-mal szemben, de egy alapvetéen rendezetlen fehérjeszerkezetet
okoz (nem kozolt adat). Az NFAP2 esetében pedig csokkenti a hatékonysagot C.
albicans-szal szemben ¢és szintén rendezetlen szerkezet kialakulasat vonja maga utan
inkabb szerkezet kialakito vagy stabilizalé szerepe lehet és nem felelds egy sejtmembran
roncsolason keresztiil megvalosulé gombaellenes hatdismechanizmusért. Ez megerdsiti az
NFAP2 estén a kozépso N-termindlis régioval kapcsolatos megfigyelésiinket, vagyis azt,
hogy ennél a fehérjénél ez felelés az ilyen moédon megvalosulé gombaellenes hatasért
(19. Abra) (Toth és mtsai. 2018). A y-core région kiviil feltart tobbi ,,szabadon”
szerkeszthetd fehérjeszerkezeti elemek lehetdséget adhatnak az NFAP és NFAP2
szerkezetének, hatékonysaganak és spektrumanak a megvaltoztatasara, ami egy eszkoz
lehet az esetleges veliik szemben mutatott rezisztencia elleni harcban, vagy valaszul
szolgalhat az j epidemiologiai kihivasokra.

Az NFAP és NFAP2 y-core régiok alapjan tervezett szintetikus peptid-motivumok
onmagukban nem mutattak semmilyen gombaellenes hatast ellentétben a PAF ¢és a
novényi AFP-K y-core motivumaival, amiknél ez megfigyelhetd (18. Tablazat) (Sagaram
¢s mtsai. 2011, Sonderegger ¢s mtsai. 2018, Téth €s mtsai. 2020a és b,2022, Varadi és
mtsai. 2024). Ez az eredmény tovabb erésitette az el6bbi kdvetkezetesiinket, hogy ez a
fehérjerégio nem jatszik szerepet az antifungalis hatasuk kivaltasaban, nem gy, mint a
PAF ¢és a novényi defenzinek esetében (Sagaram €s mtsai. 2011, Sonderegger és mtsai.
2018). Viszont az NFAP és NFAP2 y-core peptid-szarmazékokra szintén igaz volt az (17.
¢és 19. Tablazatok), hogy az aminosavcserékkel torténd pozitiv 6ssztoltés novelés és
hidrofébicitas csokkentés noveli a peptid antifungélis hatékonysagat (19. és 20.
Tablazatok) (Toth és mtsai. 2020a,2022, Varadi és mtsai. 2024). Mivel ezen peptidek
tobbsége nem bizonyult karosnak a kordbban emlitett toxicitds tesztek soran ezért
biztonsagosan és megbizhatoan felhasznalhatok lehetnek gyakorlati célra (Toth és mtsai.
2020a,2022, Varadi és mtsai. 2024), elsésorban akkor, ha biztositjuk a szerkezeti
integritasukat. Egy ilyen lehetdség a ciszteinek szabad szulfhidril-csoportjainak az S-terc-
butilacioja, ami megakaddlyozza a kénhidakon keresztiil 1étrejovo ciklikus és dimer
formak kialakulasat oxidativ koriilmények kozott (5-7. Mellékletek). Igaz, hogy
eredményeink alapjan ez a valtoztatds kismértékben csokkentheti a hatékonysagot (20.
Tablazat), de a spektrumot tagithatja, tovabba nem teszi a peptidet toxikussa allatokon

(Varadi és mtsai. 2024) (25. Abra). Az egyre gazdasagosabbé és hatékonyabba vald
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szilard fazist peptidszintézis modszerek miatt a kozeljovoben realitasa lehet a szintetikus
AFP-k széleskorii gyakorlati alkalmazasanak (Hisashi és Fuse 2022). Els6sorban akkor,
ha azt is figyelembe vessziik, hogy ezzel a mddszerrel olyan valtoztatasok (pl. D- és nem
esszencialis aminosavak beépitése) is végrehajthatok a peptideken, amik €16, expresszios
rendszerrel nem. Ezaltal ennek a médszernek az alkalmazasaval gyorsan és hatékonyan
fejleszthet6vé valhatnak biztonsagosan alkalmazhato, Gj AFP-k valaszul a gombaellenes
stratégiak rezisztenciaval és epidemiologiai valtozasokkal szembeni kihivasaira.

Feliileti kontakt novényvédészerként alkalmazva mind az NFAP és y-core peptid-
szarmazékaik képesek voltak a megakadalyozni a nekrotrof, Botrytis cinerea fertdzés
kialakuldsat paradicsomnovény levelén vagy annak intenzitdsat csokkenteni mar
mikromolos koncentracidtartomanyban laboratoriumi kériilmények kozott (28. Abra)
(Toth ¢és mtsai.2022). Ezen feliil hatékonynak mutatkoztak a paradicsomtermés
védelmében is ugyanezzel a gombakorokozoval és C. herbarum-mal szemben (29. és 30.
Abrak) (Toth és mtsai. 2020a,2022). Az NFAP és y-core peptid-szarmazékaik egyes
tulajdonsagaik alapjan (biomolekuldk ¢és eldrelathatolag nem toxikusak mas
¢lélénycsoportokra mint a gombak) megfelelnek a kornyezet kémiai peszticidektol
torténd tehermentesitését is megcélzo, az ,,Ut a szennyezéanyag-mentes levegd, viz és
talaj felé” eurdpai unios cselekvési tervben tdmasztott kovetelményeknek (Europai
Bizottsag 2021). Novény- és terményvédelmi gyakorlati alkalmazhatosagukig azonban
még sok felmeriild problémat meg kell oldani és szamos vizsgalatot sziikséges elvégezni,
amiket laboratoriumi ¢€s liveghazi koriilmények kozott mi is terveziink a kozeljovoben.
Az egyik megoldand6 problémat a kontakt novényveéddszerként torténd alkalmazas veti
fel. Amennyiben az NFAP vagy a y-core peptid-szarmazékok nem jutnak be a novénybe,
akkor a ndvény felszini részeirdl az esé konnyen lemoshatja dket és nagy mennyiségben
a talajba juthatnak. Informacio arrél, hogy a talajba jutva hogyan befolyasoljak a rizobiom
Osszetételét (ami sziikséges lehet a novény egészséges fejlodéséhez ¢és a megfeleld
terméshozam eléréshez) még nem all rendelkezésiinkre. Ezért mindenképpen sziikséges
okotoxikologiai vizsgéalatokat elvégezni, amik nem csak a rizobiom Osszetételére, hanem
mas él6lényekre, pl. rovarok is iranyulnak. A ndvényi feliilethez torténd ,,rogzitésiik”
megoldhatd lehet a mezdgazdasigban mar alkalmazott tapadast eldsegitd
készitményekkel. Mikrodilucids érzékenységi tesztek eldzetes eredményei alapjan az
ilyen jellegii készitmények csak kismértékben csokkentik az NFAP és y-core peptid-
szarmazékok antifungdlis hatékonysagat és a novény levelén ilyen készitmény

jelenlétében is hatékonyan megakadalyozzak a fert6zés kialakulasat (nem kozolt adat).
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Alkalmazasuk masik lehet0ségét a szisztémas ndvényvédodszerként torténd hasznalat
jelentené. Ehhez meg kellene oldani azt, hogy a ndvénybe jussanak a viaszos
kutikularétegen keresztiil és vizsgalni kellene ilyen formdban mutatott hatékonysagukat.
A y-core peptid-szarmazékok lipopeptidként torténd eldallitasa és novényvédelmi
hatékonysaguk vizsgélata a rovid tavua terveink kozott szerepel. A ndvényi szovetekbe
torténd bejutast eldsegithetik, ha megfeleld lipid lancot kapcsolunk hozzajuk, vagyis
lipopetidként allitjuk el6 6ket, ha sejtpenetrald peptidhez kapcsoljuk 6ket, vagy ha olyan
nanokapszulaba csomagoljuk, ami képes atjutni ezen a rétegen. Persze ebben az esetben
is fontos, hogy megorizzék gombaellenes hatékonysagukat. Raktarozott terményvédelmi
szempontbol elonyds tulajdonsaguk lehet az, ha képesek csokkenteni a mikotoxin
szennyezddés mértékét. Ilyen jellegii kisérleteket mar végezetiink NFAP-vel és NFAP2-
vel Aspergillus flavus, illetve Fusarium verticillioides ellen, de szignifikans mikotoxin
szint csokkenést nem figyeltiink meg egyik esetben sem (nem kozolt adat).

Figyelembe véve az NFAP2 nagymértékii élesztdgomba-ellenes hatasat és azt (11.
és 13. Tablazatok), hogy a (multi)drog-rezisztens Candida izolatumok altal okozott
fertdzések kezelése egyre nagyobb kihivast jelent a hagyomanyos antimikotikumokkal
(Lass-Florl és Steixner 2023); antifungalis szerként torténd klinikai terapias alkalmazasat
ennek a N. fischeri-eredeti AFP-nek képzeltiik el. Elozetes vizsgalataink alapjan
intravénasan alkalmazva az NFAP2 nem igazan alkalmas invaziv gombafertézések
kezelésére koszonhetéen a humdan szérumalbuminhez valé nagymértékii kotddésének
(nem kozolt adat, Kovacs és mtsai. 2019). Topikalis szerként viszont alkalmasnak
bizonyult akar flukonazol-rezisztens C. albicans altal okozott feliileti bér- vagy
nyalkahartya fertdzés kezelésére haromdimenzids bér-, illetve egér vulvovaginalis
candidiazis (VVC) modellben anélkiil (32. és 33. Abrak), hogy a gazdara nézve
valamilyen karosit6 hatast valtott volna ki (Kovacs és mtsai. 2019, Holzknecht és mtsai.
2020). Tekintettel arra, hogy immunszupresszalt pacienseknél a felszini mikoézisok
konnyen szisztémassa valhatnak az NFAP2 hatékony klinikai alkalmazasa az ilyen
pacienseknél és jellegli gombafertdzések esetében képzelhetd el (Barlow és mtsai 2020).
Ezéltal csokkenthetd lehet a szervezet hagyomanyos gombaellenes szerekkel torténd
terhelése, ami, mint tudjuk hosszan tart6 terdpia esetén sulyos mellékhatasokat valthat ki
(Spencer és mtsai. 2023). Figyelembe véve az NFAP2 VVC modellben mutatott
nagymértékii hatékonysagat (33. Abra) (Kovéacs és mtsai. 2019), hiivelyzuhanyként
torténd alkalmazasa elképzelhetdé akar hagyomanyos antifungélis szerekkel szemben

rezisztenciat mutatdé gomba okozta hiivelynydlkahartya fertdzés kezelésére. Ehhez
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azonban tovabbi vizsgdlatok ¢és klinikai tesztfdzisokban torténd sikeres szereplés
sziikséges. Mindenesetre az NFAP2 az eddigi antifungalis szerekétdl kiillonbozo, 1j
hatdsmoddal rendelkez6é alternativat jelenthet a feliileti mikdzisok kezelésében.
Napjainkban viszont a szisztémas mikozisok hatékony kezelésére alkalmas 1j
antifungalis molekulara lenne leginkabb sziikség a klinikumban (Wall és Lopez-Ribot
2020a). Az NFAP2 human szérumalbuminhez valé kotoképessége elonyds lehet abbol a
szempontbol, hogy akadalyozza a molekula gyors kiiiriilését a szervezetbdl és segiti
annak eljutasat a szervezet minden részére, viszont csokkentheti a hatékonysagat. Az
NFAP2 kiilonésen elonyds tulajdonsaga lehet, ha képes atjutni a vér-agy gaton és
alkalmas lenne kdzponti idegrendszeri gombas fertézések kezelésére, amire jelenleg nem
all rendelkezésiinkre a vér-agy gaton kivaldan penetrdld €és nagy hatékonysaggal
alkalmazhat¢ szer. A fentieket figyelembe véve mindenképpen érdemes lenne az NFAP2-
t olyan kiszerelésben alkalmazni (pl. ciklodextrinek), amelyek javithatjak az intravénas
alkalmazhatdsagat.

Az NFAP, NFAP2 ¢és y-core peptid-szarmazékok tovabbi gyakorlati
alkalmazdsénak csak a fantazia szab hatart. A fentebb targyaltakon kiviil egy masik
alkalmazasi teriilet lehet a miilemlékvédelem, elsésorban a beltéri falfestmények (pl.
freskok)  penészgombéikkal szembeni védelme. Ugyanis ezek  hatékony
penészmentesitésére €s a penészesedés megakadalyozasara jelenleg nem igazan allnak
olyan moddszerek a rendelkezésiinkre, amelyek ne okoznanak tovabbi allagkarositast,
mint pl. a fizikai modszerekkel vagy szerves olddszer alapu fungicidekkel torténd
penészmentesités €s védelem. Az NFAP ¢és NFAP2 hatékonynak bizonyult egy
miiemlékvédelem ala els6 templom belsd falairdl izolalt penészgombakkal szemben. Egy
altalunk kifejlesztetett falmodell rendszerben pedig vizes oldataik feliileti szerként
torténd alkalmazasa hatékonyan gatolta egy toxinogén beltéri penész, az Aspergillus
creber elszaporodasat még harom honappal az alkalmazas utan is (Dan és mtsai. 2024).
Ezen kiviil kiilondsen elényos tulajdonsaguk az volt, hogy a falmodellen jelentésen
csokkentették a konidioforok, igy a képz6dd konidiumok szdmat is, ami felveti
alkalmazhatdsagukat a beltéri penészgombak altal okozott allergids reakciok elleni
kiizdelemben. Kutatasaink a kozeljovOben erre is iranyulnak majd.

A kovetkez6 években tanulmanyozni kivanjuk az Eurotiomycetes-eredetti AFP-k
,bubble” protein csoportjadhoz tartozé harmadik N. fischeri AFP-t, az NFBP-t (10.
Tablazat). Az NFPB aminosav-szekvencia szinten 76% hasonlosagot mutat az

ugyanebben a csoportban megtalalhat6 és jol jellemzett P. chrysogenum PAFC-hez, ami
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alapjan azt feltételezziik, hogy spektruma és hatékonysaga eltérhet ezétdl. A P.
chrysogenum Q176-alapti  expressziés rendszer alkalmatlannak bizonyult a
megtermeltetésére, viszont a P. pastoris KM71H-alaptval ~8,4 mg/l hozamot sikerilt
elérniink. Az igy termelt rekombindns NFBP hatékonysaga (MIC) alulmaradt az NFAP
¢s az NFAP2-vel szemben és szamos gomba a novekedését nem gatolta, amelyekét a
masik kettd igen (nem kozdlt adatok). Igaz, a mikrodilicios érzékenységi tesztekbe eddig
csak azok a gomba izolatumok keriiltek bevonasra, amelyek novekedését az NFAP
¢s/vagy az NFAP2 hatékonyan gatolta. Ezért nem kizart, hogy az NFBP teljesen mas
antifungalis spektrummal rendelkezik, mint az NFAP és az NFAP2, aminek a
tanulmanyozasa jelenleg folyamatban van.

Osszefoglalasként elmondhaté, hogy a N. fischeri altal szekretalt AFP-k és
szintetikus peptid-szarmazékaik igéretes biologiai-eredetli fungicid molekulak, amelyek
kozvetlen alkalmazésa, ha nem is mindegyik fentebb vazolt probléméara fog megoldast
nytjtani a kozeljovoben, de hatdsmechanizmusuk tanulméanyozéasa sordn uj gomba-
specifikus célpontokat tathatunk fel, amelyekre 10j tipusu biztonsagosan alkalmazhat6

molekulak tervezhetOk.
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9. A legfontosabb 1j eredmények 6sszefoglalasa

Munkank legfontosabb eredményeit az alabbi pontokban foglalhatjuk 6ssze réviden:

e Kimutattuk, hogy a Neosartorya (Aspergillus) fischeri NRRL 181 izolatum
harom, kiilonb6z0 Eurotiomycetes-eredetli antifungalis protein csoportba
sorolhatd fehérjét termelhet: 1) a Neosartorya fischeri antifungalis proteint, az
NFAP-t (Penicillium chrysogenum antifungalis protein, PAF-csoport), 2) a
csoportnak nevet ado N. fischeri antifungalis protein 2-t, az NFAP2-t, 3) és a N.
fischeri ,,bubble” proteint, az NFBP-t (Penicillium brevicompactum ,,bubble”
protein, BP-csoport). Ezekbdl kettét (NFAP és NFAP2) sikeriilt a nativ termeld
folyadéktenyészetének a feliilisz6jabol kis mennyiségben izolalnunk.

o Az NFAP-t ¢s szerkezeti mutdns valtozatait nagy mennyiségben sikeresen
megtermeltettik egy gyogyszer- ¢és ¢lelmiszeripari szempontbol alapvetéen
biztonsagosnak itélt (GRAS, generally recognized as safe) Pichia pastoris
(4jabban: Komagataella phaffii) KM71H-alapt expresszids rendszerben.

e Az NFAP és az NFAP2 nagy mennyiségben torténd eldallitdsara és magmagneses
rezonancia (NMR, nuclear magnetic  resonance) spektroszkopias
szerkezetvizsgalatokhoz kidolgoztunk egy GRAS P. chrysogenum Q176-alapt
expresszios rendszert, amiben mindkét fehérjét sikeresen megtermeltettiik.

e Megallapitottuk az NFAP és NFAP2 antifungalis spektrumait eltéré human- €s
ndvénypatogén gomba izolatumokon, amibdl azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy
az NFAP elsésorban a fonalas-, mig az NFAP2 az élesztdgombakkal szemben
hatékony.

e Az NFAP2 hatékonynak bizonyult (multi)drog-rezisztens Candida izolatumok
altal képzett biofilmekkel szemben és szinergisztikus kolcsonhatasba 1épett a
klinikumban terapids alkalmazott antifungalis szerekkel (amfotericin B,
echinokandinok, flukonazol). Novénypatogén gombakkal szemben az NFAP ¢és
az NFAP2 kombinalt alkalmazasa indifferens kdlcsonhatast mutatott és ekkor az
un. paradox hatas is megfigyelhetd volt.

o Megfigyeltiik, hogy az NFAP magas hdmérsékleten torténd inkubacid utan,

crer

kezelés utan is megdrzi antifungalis hatasat. Az NFAP antifungélis hatékonysagat
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a kétértékli kationokra disszociald sok nagy mennyiségli jelenléte jelentdsen
csOkkenetette. Bizonyitottuk az NFAP2 hostabilitasat.

Felvazoltuk az NFAP lehetséges hatasmechanizmusat Aspergillus nidulans-on,
ami alapjan a fehérje egy membranba agyazott heterotrimer G-proteinnel kapcsolt
receptoron keresztiil egy a ciklikus adenozin-monofoszfat/protein-kinaz A
szignalizacios utvonalat indukal, ami a polarizalt hifanovekedés gatlasban és
apoptozis indukcidjaban jatszik szerepet. Ezen kiviil apoptozist indukalhat még
egy mitogén-aktivalt protein-kindz altal aktivalt ismeretlen célponton keresztiil.
Mindezek rovid tobbszordsen elagazd hifak képzodésében, a metabolikus
folyamatok leéllasaban és végiil sejthalalban nyilvanulnak meg.

Megallapitottuk, hogy az NFAP2 minimalis gatld koncentracion (MIC)
alkalmazva roncsolja a Candida albicans sejtmembranjat, ami az egyik
hatasmechanizmusa lehet, €s ezért a fehérje N-terminalis kozéprégidja a felelds.
Izotop-jeldlt (N és °N/C) NFAP- és NFAP2-t allitottunk el6 NMR
szerkezetvizsgalatokhoz, amik alapjan az NFAP harmadlagos szerkezete egy
harom diszulfid-hid altal, abcabc mintazatban stabilizalt kompakt B-hordo, amit
hurokrégiokkal 6sszekapcsolt 6t antiparallel allasu B-redd épit fel. Ezzel szemben
az NFAP2-t szerkezetileg két nagy egységre lehet bontani, az N-termindlis
rendezetlen hurokrégiora és a C-terminalis B-red6zott szerkezetre, amit
hurokrégiokkal dsszekapcsolt harom antiparallel allasu B-redd alkot. Az NFAP2
harmadlagos szerkezetét szintén harom diszulfid-hid stabilizalja, de abbcac
mintdzatban. Mindkét fehérje felszinén hidrofil és hidrofob; tovabba pozitiv,
semleges €s negativ toltottségli teriiletek valtakozo elhelyezkedése figyelhetd
meg. Az el6bbi nagymértékii oldhatdsagot biztosit szamukra kiilonb6z6
oldoszerekben.

Szerkezeti mutans valtozatok vizsgélatan keresztiill megallapitottuk, hogy az
NFAP antifungélisan (megfelelden) aktiv szerkezetének a kialakitdsdban és/vagy
annak stabilitasaban a ciszteinek és a kozottik 1étrejovo diszulfid-hidak, a
kozponti hidrofob mag és az els 6t N-termindlis aminosav jatszik szerepet. Ez
alapjan a fehérje antifungalis hatasanak ndvelés és spektrumanak szélesitése
céljabol a ,,szabadon” szerkeszthetd elemeket az o6t P-redd kozott talalhatd
hurokrégiok jelentik. Egyik ilyen az elsé két B-redd kozott megtalalhato, a

cisztein-gazdag antimikrobidlis peptidekben altalanosan el6forduld, az

149



antifungalis hatés kivaltdsdban szerepet jatszhato, evoluciosan konzervalt, un. y-
core motivum GXC-X3-9-C felépitéssel, ahol X barmilyen aminosav lehet.
Megallapitottuk, hogy a P. chrysogenum altal termelt PAF-fal ellentétben, az
NFAP2  y-core régid pozitiv  Ossztoltésének és  hidrofilicitdsanak
aminosavcserékkel torténd novelése rendezetlen fehérjeszerkezetet eredményez
¢s csokkenti az antifungalis hatékonysagot. Ez azt jelezte, hogy az NFAP2
esetében a y-core régionak elsdsorban a megfeleld feltekeredésében €s a szerkezet
stabilizalasban lehet szerepe.

Megfigyeltiik, hogy az NFAP ¢és az NFAP2 nativ y-core régioit lefedd szintetikus,
linearis peptid-szarmazékok nem mutatnak antifungalis hatast, ami viszont
megfigyelhetd volt a PAF y-core régidja alapjan tervezett szintetikus peptidek
esetében. Az NFAP és az NFAP2 nativ y-core régioja alapjan tervezett peptidek
antifungélisan hatékonnya valtak olyan aminosavcserékkel, amelyek novelték a
pozitiv Ossztdltést és a hidrofilicitast. Ebben az esetben az antifungalis
hatékonysag elsdsorban a pozitiv dssztoltéstdl €s nem a hidrofobicitas értektol
fliggott.

Az NFAP y-core régidja alapjan tervezett és antifungélisan hatékony szintetikus,
linearis peptidek szerkezeti integritisa megdrizhetd volt cisztein-Szerin
aminosavcserékkel vagy a ciszteinek S-terc-butilacidjaval. Ezaltal elkertiilhetoveé
valt, hogy hosszan tartd tarolds és 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 tagithatja az
antifungalis spektrumot.

Novényeken elvégzett toxicitastesztek alapjan az NFAP ¢és antifungalisan
hatékony vy-core peptid-szarmazékai a MIC értekeik tObbszordsénél sem
befolyasoltak a Medicago truncatula csirandvények fejlodését és nem voltak
szOvetroncsolo hatdssal a paradicsomnovény levelén. Ugyanezek nem okoztdk a
vorosvértestek hemolizisét és egy y-core peptid-szarmazék kivételével nem
befolyasoltdk kiilonb6z6é human sejtvonalak (keratinocitdk, bélhdmsejtek,
monocitak) metabolikus aktivitasat (életképességét). Galleria mellonella
allatmodellben egyik antifungalisan aktiv y-core peptid-szarmazék sem bizonyult

artalmasnak. Ezek az eredmények az NFAP és a y-core peptid-szarmazékaik
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novényvédelmi (és akar orvosi terdpids) célbol torténd biztonsagos
alkalmazhatdsagat valdszinisitette.

Human keratinocitdkon, dermalis fibroblasztsejteken és haromdimenzids
bérmodellen elvégzett toxicitdsvizsgalatok alapjan az NFAP2 egyikre nézve sem
bizonyult artalmasnak ¢és a megfigyeléseink szerint akar a MIC értékének a
tobbszordse is biztonsdgosan alkalmazhatd lehet kutdn, vagy a nyalkahartyat
érintd mikozisok kezelésére.

Paradicsomndvényen elvégzett novényvédelmi kisérletek soran az NFAP, és egy
y-core peptid-szarmazéka ¢és ezek szinergista koncentracio kombinacidja
topikalis, kontak novényvéddszerként alkalmazva megakadalyoztak a Botrytis
cinerea fert6zés kialakulasat vagy annak szétterjedését a novény levagott levelén.
Paradicsomtermésen elvégzett terményvédelmi kisérletekben az NFAP ¢és az
antifungalisan hatékony vy-core peptid-szarmazékai megakadalyoztak a
Cladosporium herbarum altal okozott fertdzést, mig B. cinerea fert6zés tiineteit
mérsékelték.

Héaromdimenziés bérmodellen végrehajtott fert6zési kisérletekben az NFAP2
topikalis alkalmazasa megakadalyozta a C. albicans kolonizaciojat és mélyebb
szoveti rétegekbe jutasat. A fertdzéssel egyiitt jaro szovetkarosodasok nem voltak
megfigyelhetok. Az NFAP2 alkalmazdsa nem befolyasolta az interleukin-6
szintet, ami azt jelezte, hogy az NFAP2 jelenlétében is aktivalédhatnak az ehhez
kapcsolodo pro- és az antiinflammatorikus regenerativ folyamtok.
Flukonazol-rezisztens izolatummal végrehajtott vulvovaginalis candidiazis
egérmodellben az NFAP2 topikalis alkalmazasa szignifikansan csokkentette a C.
albicans ¢ldsejtszamot a wvulvalis és vaginalis szovetekben. Hisztologiai
vizsgélatok alapjan az NFAP2 nem okozott stlyos patologias reakciokat a vulvalis
¢és vaginadlis  szovetekben, ¢és  elvaltozasokat a  kezelt szervek
formaba torténd atalakulasat. A fertdzési folyamatra aktivalodd neutrofil
granulocitak jelenléte az Osszes szoveti mintdban megfigyelhetd volt, ami az
ehhez a sejttipushoz kapcsolodé immunfolyamatok miikodoképességének a

valoszinliségét jelezte az NFAP2 jelenlétében.
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10. Koszonetnyilvanitas

Nehéz szamba venni azt, hogy az elmult hasz évben kik és hogyan segitették ¢és
tamogattak szakmai palyafutdsomat azért, hogy eljussak ennek a dolgozatnak a
megirasaig. Célszerlinek tartottam idérendben felsorolni ezeket a személyeket, ami nem
feltétleniil egy fontossagi sorrendet jelent, viszont a dolgomat megkonnyitette. Valoszini,
hogy nem akarattal, de kihagyok valakit a felsorlasbol. Toliik eldre is elnézést kérek, nem
szandékos volt!

Sorban eldszor szeretném megkdszonni Prof. Dr. Vagvolgyi Csabanak (SZTE,
TTIK, Biotechnoldgiai és Mikrobiologiai Tanszék — régebben Mikrobiologiai Tanszék)
diplomamunkam ¢s doktori dolgozatom témavezetdjének, hogy Prof. Dr. Pocsi Istvannal
(DE, TTK, Molekularis Biotechnoldgiai és Mikrobioldgiai Tanszék) egyiitt tudoméanyos
érdekldédésemet a fonalas tomldsgombék altal termelt antifungalis proteinek irdnydba
terelték. Prof. Dr. Vagvolgyi Csabanak kiilon koszonom, hogy a doktori évek utan az
altala vezetett tanszéken posztdoktorként és Osztondijasként dolgozhattam, tdmogatta
szakmai Otleteim megvaldsitasat, amikkel jelentds sikereket értem el. A fent emlitett
személyeken keresztiil keriiltem kapcsolatba Dr. Florentine Marx-szal (Innsbrucki Orvosi
Egyetem, Molekularis Biologiai Intézet), akinek a laboratoriumaban dolgozhattam a
posztdoktori témamon 2014-2017. év kozott. Neki halas vagyok az ott eltoltott évekert,
amik alatt mind szakmailag, mind emberileg sokat fejlédtem és azért, hogy az addig
megszokottaktol teljesen mas fényben vilagitotta meg szamomra a tudomanyos, szakmai
munkdhoz valo hozzaallast. K6szondm neki, hogy mind a mai napig intenziv szakmai
egylittmiikodésben dolgozunk!

Az SZTE, TTIK, Biotechnologiai és Mikrobiologiai Tanszékérdl kitiintettet
koszonetet szeretnék mondani a kdvetkezd személyeknek ugyanebbdl az iddszakbdl,
akikre baratilag és/vagy szakmailag folyamatosan szamithattam az elmult évek alatt: Dr.
Csernetics Arpéd, Farkas Elvira, Prof. Dr. Gacser Attila, Dr. Hamari Zsuzsanna, Dr.
Kocsubé Sandor, Dr. Kredics Laszlo, Dr. Manczinger Laszlo, Dr. Nagy Gabor, Dr.
Nyilasi Ildik6, Dr. Papp Csaba, Prof. Dr. Papp Tamas, Dr. Pfeiffer Illona, Dr. Szebenyi
Csilla, Dr. Szekeres Andras, Dr. Také Miklos.

Kiilon készondm Prof. Dr. Batta Gyulanak (DE, TTK, Szerves Kémiai Tanszek)
mar nem csak szakmainak, hanem baratinak is mondhatd tamogatasat és azt, hogy

fantaziat latott az Eurotiomycetes-eredetli antifungalis proteinekben ¢és oldatbeli
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szerkezetiik meghatdrozasaban. Csoportjanak (kdszonettel Dr. Czajlik Andrasnak, Dr.
Fizil Adamnak és Hajdu Dorottyanak) eredményire épitve rengetek otletiink tamadt és 1j
kutatasi irdnyokat jeloltiink ki. Professzor tron keresztiil keriiltem kapcsolatba olyan
kivalo szakemberekkel, akik kutatasi t¢émamat teljesen mas, elsdsorban szerkezeti kémiai
szempontbol vilagitottdk meg, 6k Prof. Dr. Bodor Andrea (ELTE, Kémiai Intézet,
Analitikai és BioNMR Laboratorium) és Dr. Gaspari Zoltan (PPKE, ITK). Kdszondm
nekik értékes szakmai észrevételeiket €s a kémiai gyorstalpalokat!

Amennyiben mar a vegyészeknél tartunk, szeretném megkOszonni Dr. Borics
Attila (HUN-REN, SZBK, Biokémiai Intézet) elektronikus cirkularis dikroizmus
spektroszkopias mérésekben, molekula és kdlcsonhatds modellezésekbe nytjtott, a mai
napig tartd folyamatos szakmai tdmogatasat. Koszonom!

Halasan koszonom Prof. Dr. Toth Gabornak (SZTE, SZAOK, Orvosi Vegytani
Intézet), aki felkarolta és tamogatta az y-core peptid-szarmazékokkal és antifungalis
fehérjék kémiai szintézisével kapcsolatos dtleteinket és tdamogatta ezek megvalosulasat.
Kitlintetett koszonet illeti Dr. Varadi Gyorgyit, ugyanebbdl az intézetbdl, aki (a forditott
fazisti nagy teljesitményii folyadékkromatografias tisztitdsok mellett) faradhatatlanul
tamogatja kutatasainkat peptidek és fehérjék kémiai szintézisével, de ami a legfobb,
kivalo és uj irdnyokba mutatd szakmai Otleteivel. K6szondm neki, hogy nem ismer
lehetetlent és addig gondolkozik, majd dolgozik egy szintézis probléman, amig meg nem
tudja oldani! Ugyanebbdl az intézetbdl egy masik személynek, Dr. Kele Zoltannak is
szeretném megkdszonni mindent felilmulod szakmai tdmogatasat és profizmusat, amit
tomegspektormetriai mérések teriiletén nyljt szdmunkra mind a mai napig.

Koszonettel tartozom kollégaimnak Dr. Florentine Marx (Innsbrucki Orvosi
Egyetem, Molekularis Biologiai Intézet) kutatocsoportjabol, akikkel az elmult évek alatt
lehetdségem adodott szamos izgalmas kutatéasi projekten egyiitt dolgozni. Baratsaguk és
munkafegyelmiik példaértékii volt. Ok a kovetketd személyek: Dr. Jeanett Holzknecht,
Dr. Anna Huber, Doris Bratschun-Khan, Dr. Christoph Sonderegger. Ugyanitt
koszonettel tartozom az akkori intézetvezetének, Dr. Peter Loidl-nak a szakmai
tamogatasért.

Kutatohelyvaltasok miatt nehéz volt szamomra a 2018. év. Ennek elviselését és
megkonnyitését nagyban segitette Dr. Maroti Gergely (HUN-REN, SZBK,
Novénybiologiai Intézet), akinek a laboratériuma befogadott minket és elkezdhettiik az
antifungélis proteinek és peptidek ndvényvédelmi alkalmazhatosaganak a vizsgalatat.

Szeretném megkdszonni az ugyanebben a laboratériumban dolgoz6 Farkas Attila

153



Onzetlen szakmai segitségét a konfokalis és pasztaszo elektron mikroszkoppal torténd
magas szinvonalu képek elkészitésében. Ugyanebbdl az intézetbdl koszonom Dr. Nagy
Istvan tamogatasat és Dr. Boros Eva segitségét a humdan sejtvonalakon végzett
vizsgalatokban.

Ugyanebben az évben Dr. Rékhely Gabor (SZTE, TTIK, Biotechnologiai
Tansz¢ék) befogadta kutatdcsoportomat az altala vezetett tanszékre, amivel egy allando és
magas szinvonalu kutatohelyet biztositott szakmai munkamnak. Kutatécsoportomat
szakmailag, anyagilag ¢s emberileg folyamatosan tamogatta 2023. év novemberében
bekovetkezett halalaig. Ezért mindorokre halas leszek neki. Hidnya potolhatatlan.

Kiilon koszonom Dr. Kovacs Renatonak és Dr. Majoros Laszlonak (DE, AOK,
Orvosi Mikrobioldgiai Intézet) hogy alkalmunk volt és van egyiitt dolgozni az NFAP2
Candida-ellenes hatasanak a vizsgalataban. K6szonom értékes szakmai észrevételeiket
és megbizhaté munkéjukat! Otleteik nélkiil talan mind a mai napig rejtve maradna a
fehérje in vivo hatékonysaga és biofilmroncsold képessége.

Régi bardtommal, Dr. Nagy Laszléval (HUN-REN, SZBK, Biokémiai Intézet) az
utobbi 6t évben sikeriil egy gyiimoles6z0 szakmai kapcsolatot is kiépiteni, ami a
mikroszkopikus gombakra szikiilt 1atokéromet a kalapos gombak csodalatos vilagaval
tagitotta. K6szonom neki és parjanak Demcsak Anettnek a baratsagukat és a tamogatast!

Szintén az utobbi 6t-hat évben keriiltem szakmai kapcsolatba Dr. Beke-Somfai
Tamassal (HUN-REN, TTK, Anyag- és Kornyezetkémiai Intézet) és kutatocsoportjanak
néhany tagjaval (Dr. Juhasz Tiinde, Dr. Kohut Gergely, Pavela Olivér), akik nem csak a
gombaellenes hatdsu peptidek novényvédelmi alkalmazasaban lattak meg a fantaziat,
hanem nagyban segitik az NFAP2 gombaspecifikus antifungalis hatdsmechanizmusanak
a megértését. Altaluk rengeted uj, elsésorban szerkezeti kémiai ismerettel és modszerrel
boviilt a tudasom. Koszondm nekik!

fgértem, hogy idérendben haladok, de ezt meg kellett szegnem, hisz majdnem a
felsorolas végére maradtak a PhD, MSc és BSc hallgatok, akik faradhatatlanul és nagy
lelkesedéssel dolgoztak a kutatdsi projektjeimen. A volt és mara mar végzett PhD
hallgatok: Dr. Kovacs Laura, Dr. Virdgh Maté, Dr. Homa Monika, Dr. To6th Lilidna, Dr.
Foldi Csenge. Koszonom nekik szakmai odaadasukat és azt, hogy bizalommal voltak a
kutatasi projektek irant az elmult évek alatt! Kiilon szeretném megkdszonni Dr. Toth
Lilidananak a mai napig kitartd6 munkajat, azt hogy BSc hallgatdé kora ota a
kutatocsoportom nélkiilozhetetlen tagja. Nélkiile nem olyan eredményesen miitkddne a

kutatocsoport, mint most. Koszonom jelenlegi PhD hallgatoimnak és a csoporttagjaink,
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hogy a Szegeden fellelheté szdmos kutatasi projekt koziil az enyéimet valasztottak, és
hogy nagy lelkesedéssel dolgoznak rajta. Ok a kovetkezd személyek: Bende Gabor, Dan
Kinga, John K. Karemera, Merber Richard, Papp Rebeka. K6szénom az 6sszes volt és
jelenlegi BSc és MSc szakdolgozomnak a téméaban nytjtott munkajukat!

Majdnem a végére maradt parom (Mara Petra) és kisfia (Polya Péter), akikkel egy
szeretd csalad 6romét és minden nytigjét megélhetem. Kszondm nekik a sok szeretet,
tamogatast ésazt, hogy kitartottak mellettem a dolgozat megiras kozben. Tudom, nem volt
konnyti. Koszonom!

A legvégére hagytam a sziileimet. Halas vagyok nekik, hogy kisgyerekkorom o6ta
tamogattak (néha csapongd) tudomanyos érdeklddésemet, azt hogy biztak bennem,
folyamatosan tdmogattak a tanulmanyaimat és az almomat, hogy felndtt koromban kutato
lehessek. Biiszke vagyok ra, hogy 6k lehetnek a sziileim, minden gyermeknek ilyeneket

kivanok!

Kiilon koszonet illeti azokat a szakmai szervezeteket, amelyek anyagi tdmogatasukkal
segitették a dolgozat alapjat képezd kutatdbmunkidmat. Ezek a kovetkezdk: Nemzeti
Kutatasi, Fejlesztési és Innovacioés Hivatal - NKFIH (Orszagos Tudomanyos Kutatasi
Alap) - PD 83355, PD 135248, ANN 131341, FK 134343, K 146131; Osztrak
Tudomanyos alap - FWF Lise Meitner Program - M1776-B20; MTA Bolyai Janos
Kutatasi Osztondij; Uj Nemzeti Kivalosag Program; Nemzeti FelsGoktatasi Kivalosag
Osztondij - Bolyai+ Felsoktatasi Fiatal Oktatoi, Kutatéi Osztondij; Konvergencia-
Magyary Zoltan Posztdoktori Osztondij-2012.
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11. Sajat kozlemények jegyzéke

A folyoiratcikkek utan a cikk megjelenésének évének impakt faktora (ahol nem elérhetd
a legutolsd évi ismert) keriilt feltiintetésre, tovabba a cikk profiljdhoz legjobban

illeszked6é tudomanyteriilet SJIR (Scimago Journal Rank) indikatora.

11.1. Az értekezés alapjaul szolgalé publikaciok

Dan K, Kocsubé S, Toth L, Farkas A, Rakhely G, Galgoczy L. Isolation and identification
of fungal biodeteriogens from the wall of a cultural heritage church and potential
applicability of antifungal proteins in protection. J. Cult. Herit. 2024;67:194-202. doi:
10.1016/j.culher.2024.03.002. 1F2023: 3,5 (Scopus - Conservation - SJR indikator: D1);
Fiiggetlen idézok szama: 2

Galgoéczy L, Kovacs L, Karacsony Z, Viragh M, Hamari Z, Vagvolgyi C. Investigation of
the antimicrobial effect of Neosartorya fischeri antifungal protein (NFAP) after
heterologous expression in Aspergillus nidulans. Microbiology (Reading). 2013;159:411-
419. doi: 10.1099/mic.0.061119-0. 1Fx013: 2,835 (Scopus - Microbiology - SJR indikator:
Q1); Fiiggetlen idéz6k szdma: 21

Galgoczy L, Borics A, Viragh M, Ficze H, Varadi G, Kele Z, Marx F. Structural determinants
of Neosartorya fischeri antifungal protein (NFAP) for folding, stability and antifungal
activity. Sci Rep. 2017;7:1963. doi: 10.1038/s41598-017-02234-w. IF2017: 4,122 (Scopus -
Multidisciplinary - SJR indikator: D1); Fiiggetlen idézok szama: 8

Gandia M, Kakar A, Giner-Llorca M, Holzknecht J, Martinez-Culebras P, Galgéczy L, Marx
F, Marcos JF, Manzanares P. Potential of antifungal proteins (AFPs) to control Penicillium
postharvest fruit decay. J Fungi (Basel). 2021;7:449. doi: 10.3390/jof7060449. 1F2021: 5,724
(Scopus - Plant Science - SJR indikator: Q1); Fliggetlen idézok szama: 15

Hajdu D, Huber A, Czajlik A, Téth L, Kele Z, Kocsubé S, Fizil A, Marx F, Galgoczy L,
Batta G. Solution structure and novel insights into phylogeny and mode of action of the
Neosartorya (Aspergillus) fischeri antifungal protein (NFAP). Int J Biol Macromol.
2019;129:511-522. doi: 10.1016/j.ijbiomac.2019.02.016. IF2019: 5,162 (Scopus - Medicine
(miscellaneous) - SJR indikator: Q1); Fiiggetlen idézOok szama: 6

Holzknecht J, Dubrac S, Hedtrich S, Galgoczy L, Marx F. Small, cationic antifungal proteins

from filamentous fungi inhibit Candida albicans growth in 3D skin infection models.
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Microbiol Spectr. 2022;10:60029922. doi: 10.1128/spectrum.00299-22. 1F2022: 3,7 (Scopus
- Microbiology (medical) - SIR indikator: Q1); Fiiggetlen idézok szama: 7

Kovacs L, Viragh M, Také M, Papp T, Vagvolgyi C, Galgoczy L. Isolation and
characterization of Neosartorya fischeri antifungal protein (NFAP). Peptides.
2011;32:1724-1731. doi: 10.1016/j.peptides.2011.06.022. 1Fz011: 2,434 (Scopus -
Biochemistry - SJR indikator: Q2); Fiiggetlen idézék szama: 58

Kovacs R, Holzknecht J, Hargitai Z, Papp C, Farkas A, Borics A, Toth L, Varadi G, Toth
GK, Kovéacs I, Dubrac S, Majoros L, Marx F, Galgéczy L. In vivo applicability of
Neosartorya fischeri antifungal protein 2 (NFAP2) in treatment of vulvovaginal candidiasis.
Antimicrob Agents Chemother. 2019;63:€01777-18. doi: 10.1128/AAC.01777-18. IF2019:
4,904 (Scopus - Pharmacology (medical) - SJIR indikator: D1); Fiiggetlen idéz6k szama: 14

Kovacs R, Nagy F, Toth Z, Forgacs L, Téth L, Varadi G, Toth GK, Vadaszi K, Borman AM,
Majoros L, Galgéczy L. The Neosartorya fischeri antifungal protein 2 (NFAP2): A new
potential weapon against multidrug-resistant Candida auris biofilms. Int J Mol Sci.
2021;22:771. doi: 10.3390/ijms22020771. 1Fx021: 6,208 (Scopus - Medicine (miscellaneous)
- SJR indikator: Q1); Fliggetlen idézok szama: 15

Sonderegger C, Galgéczy L, Garrigues S, Fizil A, Borics A, Manzanares P, Hegediis N,
Huber A, Marcos JF, Batta G, Marx F. A Penicillium chrysogenum-based expression system
for the production of small, cysteine-rich antifungal proteins for structural and functional
analyses. Microb Cell Fact. 2016;15:192. doi: 10.1186/512934-016-0586-4. 1F2016: 3,681
(Scopus - Applied Microbiology and Biotechnology - SIR indikator: D1); Fiiggetlen idéz6k
szama: 22

Toth L, Kele Z, Borics A, Nagy LG, Varadi G, Viragh M, Tako M, Vagvolgyi C, Galgéczy
L. NFAP2, a novel cysteine-rich anti-yeast protein from Neosartorya fischeri NRRL 181:
isolation and characterization. AMB Express. 2016;6:75. doi: 10.1186/s13568-016-0250-8.
IF2016: 1,825 (Scopus - Applied Microbiology and Biotechnology - SJIR indikator: Q2);
Fliggetlen 1dézdk szama: 26

Toth L, Varadi G, Borics A, Batta G, Kele Z, Vendrinszky A, Toth R, Ficze H, Toth GK,
Vagvolgyi C, Marx F, Galgoczy L. Anti-candidal activity and functional mapping of
recombinant and synthetic Neosartorya fischeri antifungal protein 2 (NFAP2). Front
Microbiol. 2018;9:393. doi: 10.3389/fmich.2018.00393. IF201s: 4,259 (Scopus -
Microbiology - SJR indikator: Q1); Fliggetlen idéz6k szama: 15

Téth L, Varadi G, Boros E, Borics A, Ficze H, Nagy I, Téth GK, Rakhely G, Marx F,
Galgéczy L. Biofungicidal potential of Neosartorya (Aspergillus) fischeri antifungal

protein NFAP and novel synthetic y-core peptides. Front Microbiol. 2020;11:820. doi:
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10.3389/fmicb.2020.00820. 1F2020: 5,64 (Scopus - Microbiology - SJR indikator: Q1);
Fiiggetlen idézok szama: 17

Téth L, Poor P, Orddg A, Varadi G, Farkas A, Papp C, Bende G, Toth GK, Rakhely G, Marx
F, Galgéczy L. The combination of Neosartorya (Aspergillus) fischeri antifungal proteins
with rationally designed y-core peptide derivatives is effective for plant and crop protection.
Biocontrol (Dordr). 2022;67:249-262. doi: 10.1007/s10526-022-10132-y. 1F202: 2,5
(Scopus - Agronomy and Crop Science - SIR indikator: Q2); Fliggetlen idéz6k szama: 7

Varadi G, Kele Z, Czajlik A, Borics A, Bende G, Papp C, Rakhely G, Téth GK, Batta G,
Galgéczy L. Hard nut to crack: Solving the disulfide linkage pattern of the Neosartorya
(Aspergillus) fischeri antifungal protein 2. Protein Sci. 2023;32:€4692. doi:
10.1002/pro.4692. 1F2023: 4,5 (Scopus - Biochemistry - SJR indikator: D1); Filiggetlen
idézok szama: 0

Varadi G, Bende G, Borics A, Dan K, Rakhely G, Toth GK, Galgéczy L. Rational design of
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2024;9:7206-7214. doi: 10.1021/acsomega.3c09377. IF223: 3,7; (Scopus - Chemistry
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IF2014: 1,695 (Scopus - Biotechnology - SJR indikator: Q2); Fiiggetlen idézok szama: 17
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528. doi: 10.1007/s13238-015-0167-z. 1F2015: 3,817 (Scopus - Medicine (miscellaneous) -
SJR indikator: D1); Fiiggetlen idézdk szdma: 21
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158



11.2. Az értekezés témajahoz kapcsolodo, a dolgozatban idézett publikaciok
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Borics A, Toth GK, Marx F, Batta G. Solution structure, dynamics, and new antifungal
aspects of the cysteine-rich miniprotein PAFC. Int J Mol Sci. 2021;22:1183. doi:
10.3390/ijms22031183. 1Fx21: 6,208 (Scopus - Spectroscopy - SJR indikator: DI1);
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Holzknecht J, Kiihbacher A, Papp C, Farkas A, Varadi G, Marcos JF, Manzanares P, Toth
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Fungi (Basel). 2020;6:141. doi: 10.3390/jof6030141. IF2020: 5,816 (Scopus - Microbiology
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Huber A, Hajdu D, Bratschun-Khan D, Gaspari Z, Varbanov M, Philippot S, Fizil A, Czajlik
A, Kele Z, Sonderegger C, Galgoczy L, Bodor A, Marx F, Batta G. New antimicrobial
potential and structural properties of PAFB: A cationic, cysteine-rich protein from
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Galgoczy L, Papp T, Lukécs G, Leiter E, Pocsi I, Vagvolgyi C. Interactions between statins
and Penicillium chrysogenum antifungal protein (PAF) to inhibit the germination of
sporangiospores of different sensitive Zygomycetes. FEMS Microbiol Lett. 2007;270:109-
115. doi: 10.1111/j.1574-6968.2007.00661.X. 1F2007: 2,274 (Scopus - Microbiology - SIR
indikator: Q2); Fiiggetlen idéz0k szdma: 23

Galgoéczy L, Papp T, Pocsi I, Hegedus N, Vagvolgyi C. In vitro activity of Penicillium
chrysogenum antifungal protein (PAF) and its combination with fluconazole against
different dermatophytes. Antonie Van Leeuwenhoek. 2008;94:463-470. doi:
10.1007/s10482-008-9263-x. IF20s: 1,673 (Scopus - Medicine (miscellaneous) - SJR
indikator: Q1); Fiiggetlen idézék szama: 10

Galgéczy L, Kovacs L, Vagvolgyi C. Defensin-like antifungal proteins secreted by
filamentous fungi. In: Current Research, Technology and Education Topics in Applied

Microbiology and Microbial Biotechnology, Vol. 1., Microbiology Book Series-Number 2,
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ed. (Szerk.: Méndez-Vilas A) Formatex, Bajadoz, Spain (2010): 550-559. ISBN-13: 978-
84-614-6195-0. Filiggetlen idézok szama: 9

Galgoczy L, Viragh M, Kovécs L, Toth L, Vagvolgyi C. Potential applications of filamentous
fungus derived B-defensin-like antifungal proteins in agriculture. In: Review on agriculture
and rural development, (2) 1. (2013): 217-223. ISSN 2063-4803. Fiiggetlen idézOk szama:
0

Galgoéczy L, Yap A, Marx F. Cysteine-rich antifungal proteins from filamentous fungi are
promising bioactive natural compounds in anti-Candida therapy. Isr J Chem. 2019;59:360-
370. doi: 10.1002/ijch.201800168. IF2019: 2,32 (Scopus - Chemistry (miscellaneous) - SIR
indikator: Q1); Fiiggetlen idézdk szdma: 11

Sonderegger C, Varadi G, Galgoczy L, Kocsubé S, Posch W, Borics A, Dubrac S, Téth GK,
Wilflingseder D, Marx F. The evolutionary conserved y-core motif influences the anti-
Candida activity of the Penicillium chrysogenum antifungal protein PAF. Front Microbiol.
2018;9:1655. doi: 10.3389/fmich.2018.01655. 1F201s: 4,259 (Scopus - Microbiology - SJR
indikator: Q1); Fliggetlen idéz0k szdma: 9

Téth L, Boros E, Poor P, Ordodg A, Kele Z, Varadi G, Holzknecht J, Bratschun-Khan D, Nagy
I, Toth GK, Réakhely G, Marx F, Galgoczy L. The potential use of the Penicillium
chrysogenum antifungal protein PAF, the designed variant PAF°" and its y-core peptide
Py in plant protection. Microb Biotechnol. 2020;13:1403-1414. doi: 10.1111/1751-
7915.13559. 1F2020: 5,813 (Scopus - Applied Microbiology and Biotechnology - SJR
indikator: Q1); Fiiggetlen idéz6k szama: 14

Varadi G, Téth GK, Kele Z, Galgéezy L, Fizil A, Batta G. Synthesis of PAF, an antifungal
protein from P. chrysogenum, by native chemical ligation: native disulfide pattern and fold
obtained upon oxidative refolding. Chemistry. 2013;19:12684-12692.  doi:
10.1002/chem.201301098. IFx13: 5,696 (Scopus - Chemistry (miscellaneous) - SJR
indikator: D1); Fiiggetlen idézdk szdma: 15

Viaradi G, Batta G, Galgéczy L, Hajdu D, Fizil A, Czajlik A, Viragh M, Kele Z, Meyer V,
Jung S, Marx F, Toth GK. Confirmation of the disulfide connectivity and strategies for
chemical synthesis of the four-disulfide-bond-stabilized Aspergillus giganteus antifungal
protein, AFP. J Nat Prod. 2023;86:782-790. doi: 10.1021/acs.jnatprod.2c00954. 1F2023: 3,3
(Scopus - Organic Chemistry - SJR indikator: Q1); Fliggetlen idéz6k szama: 1
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Az értekezés témajahoz kapcsolodod, a dolgozatban idézett publikaciok Osszesitett
impakt faktora: 45,117
Az értekezés témajahoz kapcsolodd, a dolgozatban idézett publikaciokra kapott

fiiggetlen hivatkozasok szama: 172

Az értekezés alapjaul szolgalo és a témajahoz kapcsolodo, a dolgozatban idézett
publikaciok osszesitett impakt faktora: 115,323
Az értekezés alapjaul szolgalé és a témajahoz kapcsolodd, a dolgozatban idézett

publikaciokra kapott fiiggetlen hivatkozasok szama: 444

11.3. Tudomanymetriai adatok

A 10002102-es szami MTMT-azonosité alapjan.

Tudomanyos folyoiratcikkek szama: 73

Az elsd, vagy utolsé szerzds tudomanyos folyoiratcikkek szdma: 34

Osszesitett impakt faktor: 196,564

Osszes kdzleményre kapott fiiggetlen hivatkozasok szdma: 1517

Fliggetlen hivatkozasok szama a disszertacio és egyéb tipust idézOk nélkiil: 1338

Az elsd, vagy utolso szerzOs tudomanyos folyodiratcikkek Osszesitett impakt faktora:
81,473

Az elsd, vagy utolso szerzds tudomanyos folyoiratcikkekre kapott fliggetlen hivatkozasok
szdma: 483

Az értekezés alapjaul szolgélo elsd, vagy utolsd szerzds tudoményos folydiratcikkek
Osszesitett impakt faktora: 51,939

Az értekezés alapjaul szolgalo elsd, vagy utolsd szerzds tudomanyos folyodiratcikkekre
kapott fliggetlen hivatkozasok szama: 222

Hirsch index: 25
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13. Mellékletek

1. Melléklet. A Neosartorya fischeri antifungalis protein (NFAP) gombaellenes hatdsmechanizmusanak

felderitése soran hasznalt Aspergillus nidulans torzsek.

Az izolatum

Fajnév kédja/torzsgyiijteményi Az izolalas adatai/egyéb adatok
azonositoé
Aspergillus nidulans FGSC A4 genotipus: Glasgow wild type
Aspergillus nidulans FGSC 116 genotipus: yA2
Aspergillus nidulans FGSC 1035 genotipus: YA2fadAG203R; Ronen és mtsai. (2007)
Aspergillus nidulans R153 genotipus: WA2;pyroA4; Ronen és mtsai. (2007)

genotipus: wA2; pyroA4; pyrG89::pyrdalcA(p)::pkcA4p;

Aspergillus nidulans alcA-pkcA Ronen és mtsai. (2007)

Aspergillus nidulans GR5 genotipus: pyrG89; wA3; pyroA4; Guest és mtsai. (2004)
. - A773+pGG2 (rhoAC*) és pRG3AMAL; Guest és mtsai.
Gl14v >
Aspergillus nidulans RhoA (2004)
Aspergillus nidulans AmpkA genotipus: AmpkA; Bussink és Osmani (1999)
Aspergillus nidulans RKIS1 genotipus: papaAl; yA2; Shimizu és Keller (2001)

genotipus: papaAl; yA2; ApkaA::argB; AargB::trpC;
trpC801; veAl; Shimizu és Keller (2001)
Aspergillus nidulans Actin GFP Taheri-Talesh és mtsai. (2008)

GFP: z61d fluoreszcens fehérje (green fluorescent protein). Torzsgylijtemények: FGSC: Fungal Genetics Stock Center,
Kansas, MO, USA. Viragh és mtsai. (2015) alapjan.

Aspergillus nidulans ApkaA

2. Melléklet. Aspergillus nidulans torzsek novekedése in vitro mikrodilucios érzékenysagi tesztekben

(alcA-PkcA, R153) vagy 37°C-on tortént statikus inkubacioé utan komplett tapkézegben.

Ntli:if\st’/ 200 pg/ml 100 pg/ml 50 pg/ml Tipus
RhoAG14Y 48+15,2% 57+4,5% 86+15,5% mutans
AmpkA 108+9,1%*** 105+6,7%*** 103+0,9% mutans
GlaV 4 e
GRS 47+7,5% 58+5.4 % 83+11,9% féfzhsz & a Ampkd sziiloi
alcA-pkcA? 48+10,6%%** 57+0,6% 6412, 5% %** mutans
alcA-pkcAP 74+7,6% 77+0,5% 99+0,2% mutans
R153 72+2.8% 83+4,4% 102+1,8% az alcA-PkcA sziil6i torzse
ApkaA 56+6,1%%*** 69+5,3%*** 83+11,5%** mutans
RKIS1 40+2,7% 48+1,6% 66+4,0% a ApkaA sziilbi torzse
FGSC 1035  52+1,9%* 78+0,2%*** 1012£0,4%*** muténs
FGSC 116 42+6,7% 59+1,9% 75+2,3% az FGSC 1035 sziil6i torzse

A kezeletlen kontroll torzs novekedését tekintettiik 100%-nak és az egyes cellakban a kontrollhoz viszonyitott
novekedési szazalékokat tiintettiik fel. *,*****: p<0,05, p<0,005, p<0,0001 - szignifikdns névekedéscsokkenés
(egyszempontos varianciaanalizis, Bonferroni-féle tobbszords Osszehasonlitds) a kezeletlen kontrollhoz (100%
novekedés) viszonyitva. a: A. nidulans alcA-pkcA torzs gliikoz jelenlétében. b: A. nidulans alcA-PkcA torzs glicerol
jelenlétében. A tablazat harom fiiggetlen kisérletbdl (kisérletenként n=3) szarmazo eredmények atlagértékét tiinteti fel

szorassal egyiitt. Viragh és mtsai. (2015) alapjan.
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Neosartorya fischeri antifungalis protein (NFAP) és NFAP+5 mM 8-Br-cAMP/20 mM Kkoffein

kombinaciok jelenlétében 48 oraig, 37 °C-on tortént statikus inkubacid utan komplett tdpkozegben.

egyéb ’;I;tAéznlyagok 0 pg/ml 50 pg/ml 100 pg/ml 200 pg/ml
FGSC A4
NFAP 100%  91+6,0% 67+6,7% 52+3.2%
NFAP+5 mM 8-Br-cAMP  0+1,6%  58+4,2%"" 57+3,8%™" 41£3,2%™
NFAP+20 mM koffein T1£2,1%  74+£3,7% 6142,6%"" 108+1,5% "
ApkaA

NFAP 100% 83+11,5% 69+5,3% 56+6,1%
NFAP+20 mM koffein 63+6,5%  123+7,9%" 195430,6%"" 196+3,0% "

A kezeletlen kontroll térzs novekedését tekintettiik 100%-nak és az egyes cellakban a kontrollhoz viszonyitott

novekedési szazalékokat tiintettiik fel. ***: p<0,0001 - szignifikans novekedéscsokkenés (egyszempontos
varianciaanalizis, Bonferroni-féle tobbszords dsszehasonlitas) a kezeletlen kontrollhoz (100% ndvekedés) viszonyitva.
A tablazat harom fiiggetlen kisérletbdl (kisérletenként n=3) szarmazé eredmények atlagértékét tiinteti fel szorassal

egylitt. Viragh és mtsai. (2015) alapjan.

4. Melléklet. Kiilonb6z6 szignalizacidés utvonalakban sériilt Aspergillus nidulans torzsek novekedése
koffein ¢és calcofluor fehér (CFW, calcofluor white) jelenlétében in vitro mikrodiltcids érzékenységi
tesztekben, 48 6ra, 30°C (alcA-PkcA, R153) vagy 37°C-on (RhoA®%V, AmpkA, GR5) tortént statikus

inkubacid utan komplett tapkdzegben.

Hatéanyagok / Koffein CFW Tious
Torzs 10mM __ 20mM 10 pg/ml___ 20 pg/ml P
RhoAG1V 78£12%™"  60£84%  92+7.1%  55+7,7%" muténs
AmpkA 1743.9%™  1582.6%™  76+2.5%™ 49+4.0™  mutdns
G14V 4
GR5 5941.1%  48427%  9742.1%  60433% 82 RMOATésaAmpkd
sziil6i torzse
alcA-PkcA 20403%™  21+4.4%™  44+59%™  22452%™  mutdns
R153 87£2.9%  79+14.4%  95+3,0%  74+2.6% ?grj;ZA'PkCA sziiloi

A kezeletlen kontroll térzs novekedését tekintettiik 100%-nak és az egyes cellakban a kontrollhoz viszonyitott
novekedési szazalékokat tiintettiik fel. *,** ***. p<0,05, p<0,005, p<0,0001 - szignifikans novekedéscsokkenés
(egyszempontos varianciaanalizis, Bonferroni-féle tobbszords Osszehasonlitds) a kezeletlen kontrollhoz (100%
novekedés) viszonyitva. A tablazat harom fuggetlen kisérletbdl (kisérletenként n=3) szarmazo eredmények atlagértékeét

tiinteti fel szorassal egyiitt. Viragh és mtsai. (2017) alapjan.
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5. Melléklet. A a) YNFAP peptid és b-d) cisztein modositott valtozatainak forditott fzist nagy teljesitményti
folyadékkromatografias (RP-HPLC, reversed-phase high-performance liquid chromatography) eltcios

profiljai -20°C-on és 7 napig 4°C-on torténd tarolas utan.

a) YNEAR, _20°C YNEAR goC

P linedris 150
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6. Melléklet. A a) yNFAP-opt peptid és b-d) cisztein modositott véltozatainak forditott fazisi nagy
teljesitmény(i  folyadékkromatografias (RP-HPLC, reversed-phase  high-performance liquid
chromatography) elticios profiljai -20°C-on és 7 napig 4°C-on torténd tarolas utan.

d ) YNEAP_opt, —20°C YNFAP_opt, 4°C
50
ciklikus 200 | Ciklikus
40
~ 30 o linedris Z 150
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- g
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7. Melléklet. A a) yYN"AP-optGZ peptid és b-d) cisztein moédositott valtozatainak forditott fizisi nagy
teljesitményli  folyadékkromatografias  (RP-HPLC, reversed-phase high-performance liquid
chromatography) elticios profiljai -20°C-on és 7 napig 4°C-on torténd tarolas utan.
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50 110
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8. Melléklet. A a) yNFAP ) yNFAP-opt és a ¢) yNFAP-optGZ peptidek és cisztein modositott valtozataiknak

elektronikus cirkularis dikroizmus (ECD) spektroszkopia spektrumai -20°C-on és 7 napig 4°C-0n torténd

tarolas utan.
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