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BIRALAT

Dr. Galgoczy Laszlo Norbert
,Uj gombaellenes stratégidk: Neosartorya (Aspergillus) fischeri-eredetii antifungdlis fehérjék
és alkalmazasi lehetoségeik” c. MTA Doktori értekezésérol

A dolgozatban Galgoczy Laszlé a Neosartorya (mai nevén: Aspergillus) fischeri fonalas
gomba NRRL 181 jell izolatuma 4ltal termelt két antifungalis fehérje, a NFAP és a NFAP2
illetve ezek peptid-szarmazékainak vizsgalatarol szolo eredményeket foglalja Ossze. Nem
lehetett egyszerti feladat a rengeteg elvégzett kisérletet, adatot és elemzést belezsufolni 143
oldalba (a teljes értekezés 186 szamozott oldalbdl all), ennek megfelelden a dolgozat szinte
minden sora alapos odafigyelést igényld olvasmany. Szerencsére a stilusa — Galgoczy Laszlo
eldadasaihoz hasonléan — gordiilékeny és jol kovethetd; elirasokat, gépelési hibakat is csak
elvétve tartalmaz.

A témavalasztas fontos és iddszerli a két évtizedet meghaladd kutatéi tevékenység
barmely iddszakat tekintve. A gyogyszer-rezisztens gombak altal okozott végzetes kimenetelii
mikézisok szama jelentdsen (visszafogott becslések szerint is a duplajara) nétt az elmult két
¢vtizedben, elsdsorban az immunszupresszalt betegek korében. A gombak altal okozott
fertézések azonban nem csak az egészségiigy, hanem a mezdgazdasdg szamara is komoly
feladatot jelentenek: az utobbi években — nem fliggetleniil a gyorsan melegedd éghajlattol —
folyamatosan emelkedik a novénypatogén fajok altal okozott szant6foldi és raktari kartételek
esetszama ¢és értéke. Becslések szerint az éves globalis mezdgazdasagi termés akar 6tdde is a
gombék martalékava vélhat!

Formailag a dolgozat az MTA doktori értekezések hagyomanyos felépitését koveti. A
kétoldalnyi ,,Roviditések jegyzékét” az ,,El0sz6” koveti, melyben a téma- és cimvalasztast
magyardzza el az olvasonak (utobbit, érzésem szerint, kissé nehézkesen). A rovid ,,Bevezetés”
a kutatas indokoltsagardl szol, sok érdekes €s naprakész adattal a gombak klinikai illetve
mezOgazdasagi kartételérdl. Az ,,Irodalmi attekintés” is ezt a kettds felépitést koveti: klintkum
illetve novényvédelem. Mindkét teriileten attekinti az antifungalis terapia illetve védekezés
torténetiségét, jelenét, kihivasait és lehetdségeit, végiil részletesen bemutatja a dolgozat
foszerepldit, vagyis a fonalas tomldsgombdk Eurotiomycetes osztalyanak fajai altal termelt
antifungalis proteineket.

Az ,,Anyagok és modszerek” fejezetnek minden tudoméanyos dolgozat esetében az a
célja, hogy a kisérleteket a nem laikus, de nem feltétleniil szakértd olvaso reprodukalni tudja.
Ez a feltétel csak az eredeti kozleményeket parhuzamosan olvasva teljesiil a dolgozatban, de
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tekintve az alkalmazott modszerek rendkiviil szertedgazo jellegét és nagy szamat, a megoldast
elfogadhaténak tartom.

A ,,Célkitlizések™ fejezet azokat a f0 1épéseket tartalmazza, melyeket egy potencidlisan
gyakorlati jelentoségli 1j bioldgiai hatdanyag fejlesztése kapcsan minden esetben el kell
végezni. Jelen esetben ez a biztonsagos (GRAS) fehérje-tultermeld rendszer kidolgozasat, az
antifungalis spektrum vizsgalatat, toxicitas-vizsgalatot, a hatdsmod illetve a kémiai szerkezet
felderitését, a szerkezet és a hatdsmdd kapcsolatdnak megértését, valamint a gyakorlati
(klinikai és mezdgazdasagi) alkalmazhatdsag bizonyitasat jelenti. A dolgozat (€s a bemutatott
kutatas) legfébb erénye, hogy ténylegesen végig vezeti az olvasot ezen az iton a felfedezéstol
a gyakorlati alkalmazasig.

A ,,Célkitizések” fejezetnek van egy masik — az értekezés felépitése szempontjabol
fontosabb — szerepe is. Galgdczy Laszlo a nyolc db célkitlizést egyfajta ,,elo-tézispont”-ként
definidlta, és a formalis téziseket ezekhez igazitotta, vagyis mindegyik pontot publikalt
eredményekkel tamasztotta ald. Birdlatom tovabbi részében ezeket a célkitlizés-tézispontokat
veszem gorcso ala.

Az elsé Célkitiizés illetve Tézispont a Neosartorya fischeri Antifungalis Proteinek
(NFAP illetve NFAP2) izolalasa és tultermelése biztonsagos expresszios rendszerekben. A
celkitizés — mint a dolgozat ezutdn kovetkezd részei bizonyitjadk — megvalosult, igy a
tézispont is elfogadhato.

Kérdéseim: a 68. oldalon azt irja, hogy ,,tobbféle tapoldat és tenyésztési koriilmény
tesztelése utan” sikeriilt kis mennyiségi NFAP-t izolalni a nativ torzsb6l (NRRL 181).
Melyek voltak a termelés szempontjabol legfontosabb tenyésztési koriilmények? Milyen szén-
¢és nitrogénforrast hasznaltak, volt-e specifikus induktor? Milyen id6profil szerint termelddik
nativan az NFAP? Az elsddlegesen eldallitott 1,25 mg/L fehérje a szakirodalom szerint — mas
fajokhoz ¢és antifungélis fehérjékhez képest — mennyire szamit soknak vagy kevésnek? A
szakirodalom ismeretében vannak-e kozO0s vonasai a kiilonbozé gombafajokban az
antifungalis fehérjék nativ termelésének? Végezetiil: a fonalas gombak természetes ¢€lettere az
€16 vagy elhalt novényi biomassza (vagyis szilard kozeg, nem folyadék). Probaltak-e ezeket a
nativ termel6 fajokat szilard fazist fermentacidval tenyészteni AP termelés céljabol?

A masodik Célkitiizés ill. Tézispont a Neosartorya fischeri Antifungalis Proteinek
hatasspektrumédnak, mas antifungalis szerekkel vald kolcsonhatisainak vizsgalata volt. A
terjedelmes 11. és 12. tablazatok alapjan a vizsgélatokba nagyszamii gombafajt, egyes fajok
esetén pedig tobb torzset is bevontak, az eredményeket megfeleld statisztikai modszerekkel
értékelték ki, igy ez a célkitlizés is teljesitettnek tekinthetd.
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Kérdéseim: mivel az élesztdkkel illetve fonalas gombakkal szemben eltéré a
hatékonysag, a dimorf gombak (pl. Candida albicans) esetében a morfologiailag eltérd (kerek
illetve fonalas) formak is eltérden reagaltak? Tovabba, volt-e hatékonysag-kiilonbség a teszt-
tenyészetek kora (= novekedési szakasza) fliggvényében? Masként reagal-e a fiatal, gyorsan
novekvo illetve az id0s, stacioner allapotu teszt-tenyészet?

A harmadik Célkitiizés ill. Tézispont a Neosartorya fischeri antifungalis proteinek
hatdsmoédjanak a felderitése. Mivel az NFAP a fonalasgombékkal, az NFAP2 pedig inkébb az
¢lesztOkkel szemben mutatott gombaellenes aktivitast, az elébbit az Aspergillus nidulans-on,
az utébbit a Candida albicans-on tanulmanyoztdk. Az NFAP hatasmddjara fel tudtak irni egy
meglehetdsen részletes (bar nem hianytalan) utvonalat, az NFAP2 esetében a hatasmodra
inkabb csak indirekt bizonyitékok allnak jelenleg rendelkezésre; ezzel egyiitt ezt a tézispontot
is elfogadom.

Az NFAP vakuolaris transzportfolyamattal jut be a sejtbe, majd a vakudélumokbol
kiszabadulva egy ma még ismeretlen célponton keresztiil apoptézist valt ki, ami reaktiv
oxigénformak (ROS) felhalmozddasaval és a sejtmembran sériilésével jar egyiitt. Ezen tul egy
gombaspecifikus receptorhoz kapcsolodva egy jelatviteli utvonalat is bekapcsol a fehérje,
amin keresztiil gatolja a polarizalt hifanovekedést, illetve szintén apoptozist indukal. A kivald
mindségii felvételekkel illusztralt eredmények jelentds részét nagyszerlien egymasra €piild
mikroszkopi-festési technikakkal érték el.

Kérdéseim: mivel a fungalis vakudlumok savas kémhatastiak (aminek szerepe van
egyes sejtalkotok lebontasaban) nem lehet ennek a savassagnak hatasa az AFP-k stabilitasara
¢és ezen keresztiil aktivitdsara, ha tényleg eltdltenek valamennyi id6t benniik? Milyen az AFP-
k kémhatas fiiggése? Tovabba, a vakuolizacié mértéke fiigg a tenyészet koratdl; tapanyag-
limitalt idésebb, stacioner gombatenyészetekben a vakudlumok megndnek, dsszeolvadnak, és
igy a sejttérfogat jelentés hanyadat tehetik ki. Eszleltek-e valtozast a teszt-tenyészetek AFP-
vel szembeni érzékenységében a vakuolizacié mértéke fiiggvényében?

A negyedik Célkitiizés ill. Tézispont a Neosartorya fischeri antifungalis proteinek
szerkezete és hatasmodja kozti 6sszefliggésnek a megismerése. Ehhez elengedhetetlen volt az
AFP-k oldatbeli szerkezetének megismerése magmagneses rezonancia-spektroszkopia (NMR)
segitségével. Az NFAP nagy hasonldsagot mutat az Eurotiomycetes-eredetii AFP-csoportba
tartozd0 PAF (Penicillium Antifungélis Fehérje) szerkezetéhez, mig az NFAP2 — éppen
ellenkezdleg — eltér tolilk. Szamos szerkezeti mutdns fehérjét hoztak Iétre, amelyek
segitségével azonositottdk a gombaellenes hatasért felelds illetve a sejtmembranhoz kotddni
képes régiokat. Véleményem szerint ez a legerdsebb tézispont (és természetesen elfogadhato).
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Kérdésem: van-e adat arrdl, hogy a természetben az antifungalis proteinek altalaban és
ezen beliil konkrétan az NFAP-k mennyire variabilis fehérjék? Léteznek-e ,,AF-izoformak™?
Ha igen, akkor ezekhez a szerkezeti kiillonbségeken tul eltérd funkcio/aktivitas is tartozik?

Az otodik Célkitiizés ill. Tézispont antifungalis hatasu peptidszarmazékok tervezése
a Neosartorya fischeri AP-k megismert szerkezeti elemei alapjan. Tudatosan alkalmazott
aminosav-cserékkel — szilard fazisu peptidszintézis eredményeként — a fehérjék fizikokémiai
tulajdonsagai elénydsen valtoztathatok, a gombaellenes hatékonysadg fokozhatod, a hatas-
spektrum szélesithetd. A doktori dolgozatban Léaszl6 az NFAP-nek négy, az NFAP2-nek két
szintetikus szarmazékat mutatta be, alapos fizikokémiai és biologiai hatastanulmanyok
mellett; ezért ezt a tézispontot is teljesitettnek tekintem.

Az NFAP ¢s az NFAP2 nativ ,,gamma-core” régioit lefedo szintetikus, linearis peptid-
szarmazékok nem mutatnak antifungalis hatast, szemben a ,,klasszikus” PAF-fal (Penicillium
Antifungalis Fehérje). Amikor aminosav-cserékkel megndvelték a fehérje pozitiv 0ssztoltését,
az antifungilis hatds megjelent, azonban — érdekes moédon — nem dézisfiiggd moddon: egy
bizonyos koncentraci6 folott teljes novekedés-gatlast okozott, alatta viszont semmilyen hatés
nem volt megfigyelhetd.

Kérdéseim: (1) Probaltak hipotézist alkotni a fenti jelenségre? (2) A ,,gamma-core”
régiot lefedd Neosartorya peptid-szarmazékok gombaellenes hatdsa nem igényel rendezett
szerkezetet (110. oldal); kordbban viszont arrol ir (105. oldal), hogy az NFAP2 ,,gamma-core”

crer

esetében nincs ellentmondés a két eredmény kozott?

A hatodik Célkitiizés ill. Tézispont a Neosartorya fischeri antifungalis peptidek és
szintetikus peptid-szdrmazékok toxicitdsanak vizsgalata csirdz6 novényeken (Medicago
truncatula) és allatokon: vordsvértesteken, emléssejteken, szdvetmodellen. Osszefoglaléan:
az antifungalis fehérjéknek nincs karos hatdsa a MIC-értékek koncentracié tartomanyaban a
vizsgalt teszt-szervezeteken. Az eredmények alapjan ez a tézispont is teljesitettnek tekinthetd.

Kérdéseim: a keratinocitak és a dermalis fibroblaszt sejtek ¢letképességét csak NFAP2
jelenlétében vizsgaltak, mivel az NFAP2 alkalmazasat elsdsorban felszini gombafertézések
kezelésében képzelik el. Jelenti-e azt, hogy az NFAP-vel (melynél ezeket a teszteket nem
végezték el) nem lesz javasolt felszini gombafertdzéseket kezelni? Ha igen, akkor miért?

A hetedik Célkitiizés ill. Tézispont a Neosartorya fischeri NFAP és szarmazékai
gyakorlati alkalmazhatésaganak bizonyitdsa a novény- és terményvédelemben. Ez a peptid in
vitro elsésorban a ndvénypatogén fonalasgombék ellen volt hatékony, ezért a vizsgalatokat
valos koriilmények kozott is elvégezték. A vizsgalt teszt-gombafajok a Botrytis cinerea — a
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szlirkerothadds korokozoja — illetve a raktari kartevd Cladosporium herbarum voltak.
Paradicsomndvényen (Botrytis) illetve -termésen (Cladosporium) végzett kisérletek alapjan a
terményvédelmi kisérletek teljes mértékben megakadalyoztdk a Cladosporium fertézést, mig
a B. cinerea fert6zés tiinetei mérséklodtek. Ezzel ez a tézispont is teljesitettnek tekinthetd,
azzal a megszoritassal, hogy az eredmények egyenlére ,,csak™ azt mutatjak: az antifungalis
fehérjék képesek megakadalyozni a fert6zést. Ehhez kapcsolddik a kérdésem: nem tervezik
vizsgalni a hatast mar fert6zott ndvény illetve termés esetében is?

A nyolcadik Célkitiizés illetve Tézispont a Neosartorya fischeri NFAP2
alkalmazhatosdga feliileti humén gombés fertdzések kezelésében. Haromdimenzids
boérmodelleken végrehajtott fertézési kisérletekben a peptid megakadalyozta a Candida
albicans kolonizaciojat ¢és mélyebb szoveti rétegekbe jutasat; egérmodellben pedig
csokkentette a C. albicans ¢€l6sejtszamot, és gatolta a hifalis formaba torténd atalakulast.
Mindezek alapjan ezt a tézispontot is elfogadom.

A mezbégazdasagi alkalmazhatosag kapcsan szeretném végiil megkérdezni: vannak-e
elképzelések az NFAP nagyléptéki eldallitdsanak technikai lehetdségeirdl, illetve torténtek-e
mar barmilyen hozzavetdleges becslések ennek koltségeirdl? A szabadfoldi alkalmazéas soran
milyen modon tartjak elképzelhetonek a termék kijuttatasat?

Osszefoglaloan: Galgoczy Laszlo MTA Doktori értekezése rendkiviil magas szakmai
szinvonalu, jol felépitett és igényesen elkészitett munka, melynek minden tézise meggy06z0o, és
rangos folyoiratokban publikalt tudomédnyos bizonyitékokra épiil. Szeretném kiemelni a
munka letisztult, kompakt jellegét: a tobb mint 20 éves kutatds soran végig két fehérjével
foglalkozik, a bioinformatikai adatbazisok elemzésétdl kezdve az izolalason és jellemzésen at
a kémiai modositasokig, végiil pedig a gyakorlati alkalmazasokkal befejezve. Az értekezést
nyilvanos vitara messzemendkig alkalmasnak tartom, és sikeres védés esetén javaslom az
MTA Doktora cim odaitélését.
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Debrecen, 2025. majus 30.

Prof. Karaffa Levente
Az MTA doktora



