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A palyazati program célja a Neosartorya fischeri fonalas tomlésgomba és rokon fajai altal
termelt defenzin-szerii antimikrobialis proteinek azonositasa és vizsgalata volt a Neosartorya
fischeri NRRL 181 (NFAP) antifungalis protein tanulmanyozasan keresztiil.

A munkat indokolta, hogy az éldvilagban széles korben elterjedt defenzinek szerkezetéhez
nagymértékben hasonld antimikrobialis proteinek jelenlétét minddssze csak Ot fonalasgombabol
mutattak ki a palyazat kezdetéig. A rendszertanilag tavol alld6 gombafajok termelte, szerkezetileg
hasonl6 defenzin-szer(i proteinek hatasmodja és antimikrobialis spektruma jelent6s eltér egymastol,
igy kiilon-kiilon is értékes alapot szolgaltathatnak alap és alkalmazott kutatisok szadmara (pl.
szerkezet-antimikrobialis hatas Osszefliggés vizsgalata, 10j peptid-alapt antifungalis szerek
kifejlesztése a gyogyaszatban, ndvényvédelemben és élelmiszertartositasban). Az NFAP, a N.
fischeri NRRL 181 izolatum (anamorfja: Aspergillus fischerianus) genomjaban megtalalhato
szekvenciabol szarmaztatott hipotetikus antifungalis protein, jelenléte csak in silico bizonyitott.
Klonozasardl, izolalasarol, antimikrobidlis spektrumérol, hatdsmodjardl és biologiai szerepérdl még
nem szamoltak be. Az NFAP atfogd vizsgalata jelentdsen boviti a fonalasgombak altal termelt
defenzin-szerii antimikrobialis proteinekrél meglévé ismereteinket lehetdséget teremtve 1j,
hatékony peptid-alapti antimikrobialis szerek kifejlesztésére. Tekintettel az NFAP-hez hasonlo
szerkezetli proteinek elterjedésére az ¢éldvilagban, kitlizott céljaink teljesitése mikrobioldgiai
problémakon talmutatd kérdésekre is valaszt adhat.

A kutatasi tervben a kovetkezd konkrét célkitlizések szerepeltek:

1. Az NFAP és ortologjainak azonositasa N. fischeri NRRL 181 izolatumbol és rokon

fajokbol.

Az NFAP in vitro antimikrobialis tulajdonsagainak vizsgalata.

Heterolog expresszios rendszer 1étrehozasa az NFAP termelésére.

4. Szerkezeti mutans NFAP-k létrehozasa, in vitro antimikrobialis tulajdonsaguk vizsgalata,
az NFAP szerkezete és hatasfoka kozotti osszefiiggés feltarasa.

5. Az NFAP hatasmechanizmusanak és biologiai szerepének vizsgalata.

wn

A tamogatasi id6szak alatt a kovetkezé konkrét eredményeket értiik el (Az eddig nem publikalt
eredmények részletesen bemutatva.):

1. Izolaltuk és Kklonoztuk az NFAP-t kodolo gént és cDNS-t a N. fischeri NRRL 181
izolatumbol.

A meghatarozott génszekvenciakat a GenBank nemzetk6zi adatbazisba deponaltuk (GenBank
ID: AM983570.1). Az altalunk izolalt gén kismértékli egyezést mutatott nukleotidsorrendjében a
korabban mar izolalt és jellemzett Penicillium chrysogenum (PAF) és Aspergillus giganteus
antifungalis proteineket (AFP) kodolé génekkel.

Ezt az eredményiinket az alabbi folyoiratcikkben,
Kovacs, L., et al. (2011) Isolation and characterization of Neosartorya fischeri antifungal protein (NFAP). Peptides 32, 1724-1731.
IF2011=2.434.

konyvfejezetben
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Galgbcezy, L., et al. (2010) Defensin-like antifungal proteins secreted by filamentous fungi. In: Méndez-Vilas, A. (szerk.) Current
Research, Technology and Education Topics in Applied Microbiology and Microbial Biotechnology Vol. 1, Microbiology Book
Series-Number 2. Badajoz: Formatex Research Center, 2010. pp. 550-559. (ISBN: 978-84-614-6194-3)

¢s nemzetkdzi konferencian kozoltiik:
Kovacs, L., et al. (2010) Investigation of Neosartorya fischeri antimicrobial protein (NFAP). Power of Microbes in Industry and
Environment 2010, september 22-25 2010. Malinska/Croatia. Programme and Abstracts. 92.

Az e feladat soran kidolgozott kisérleti és elemzési modszereket a tdmogatasi idGtartam alatt
sz€lesebb korben is sikeresen alkalmazni tudtuk és felhasznaltuk mas antimikrobialis peptidek és

fehérjék illetve génjeik azonositasahoz €s jellemzéséhez. Ezen eredményekbdl hazai
Viragh, et al. (2012) Isolation of thaumatin-like proteins from zygomycetous fungi. Clusiana 51(1) Supplement, 114-116.
1F2012=0.000.

¢és nemzetkozi konferencia anyagok sziilettek:

Viragh, M., et al. (2011) Structure efficacy relationship in Rhizopus microsporus var. oligosporus antibiotic peptide. Acta Microbiol.
Immunol. Hung. 58 Supplement, 237-238. IF2011=0.787.

Viragh, M., et al. (2011) Isolation of thaumatin-like antimcrobial protein encoding genes in Rhizopus species. In: 2nd CEFSER
workshop, Novi Sad, Serbia, 8-10 September 2011, Book of Abstracts, 82.

Viragh, M., et al. (2011) Construction of Rhizopus microsporus var. oligosporus structural mutant antimicrobial peptides. In: 2nd
CEFSER workshop, Novi Sad, Serbia 8-10 September 2011, Book of Abstracts, 81.

2. Vizsgalataink soran nfap ortolog gén jelenlétét tovabbi 4 N. fischeri és egy Neosartorya
spathulata izolatum esetén mutattunk Ki.

Neosartorya nemzetségbe tartozo, 12 fajt képviseld, 33 izolatumot vontunk be a vizsgalatainkba
(N. aurata, N. botucatensis, N. fennelliae, N. glabra, N. hiratsukae, N. pseudofischeri, N.
quadricinta, N. spathulata, N. spinosa, N. stramenia, N. tatenoi, N. udagawae). A 4 tovabbi N.
fischeri izolatum (NRRL 4075, NRRL 4161, NRRL 4585, A-7223) altal hordozott NFAP-t kodold
gén nukleotidsorrendje 100% megegyezést mutatott az NRRL 181 izolatuméval. A N. spathulata
SZMC 1380-bol izolalt gén 99,5% hasonlosagot mutat az nfap-vel, eltérés mindGssze a
szignalszekvencia 14. aminosavat kodolo tripletben taldlhatd (izoleucin-valin csere). A kitlizott
céljaink kozott szerepld filogenetikai vizsgalatokat az NFAP homologok kis szama miatt nem
tudtuk elvégezni, ezért vizsgaltuk az NFAP filogenetikai kapcsolatat, mas tomlésgombabol izolalt,
defenzin-szerii antifungalis fehérjével. A filogenetikai vizsgalat eredményeként megallapitottuk,
hogy az NFAP a PAF-t6l és az Aspergillus niger altal termelt ANAFP-t6l elkiiloniild6 AFP-rokon
kladban helyezkedik el.

Vizsgalataink eredményeit az alabbi folyodiratcikkben
Galgoczy, L., et al. (2013) Antifungal peptides homologous to the Penicillium chrysogenum antifungal protein (PAF) are widespread
among Fusaria. Peptides 39, 131-137. IF2012=2.522.

¢s hazai konferencidn mutattuk be:
Galgoczy L., et al. (2012) Do the ascomycetous filamentous fungi have an “immune system” based on B-defensin-like molecules?
Clusiana 51(1) Supplement, 35-36. 1F2012=0.000.

3. Kidolgoztuk az NFAP termelésére alkalmas taptalajt és tenyésztési koriilményeket, a
fermentlébdl izolaltuk és azonositottuk az NFAP-t.

Az NFAP antimikrobialis tulajdonsagainak vizsgélatahoz elengedhetetlen volt a tiszta protein
nagy mennyiségben torténd eldallitdsa. Az AFP-hez és a PAF-hoz hasonléan az NFAP-t kddolo gén
promoter régiojaban is szamos olyan szekvenciamotivumot mutattunk ki, amelyek kiilsé kornyezeti
hatdsokra ¢és eltérd stresszkoriilményekre termel6dd fehérjék kotohelyeit jelentik. Ezek
figyelembevételével sikeriilt optimalizalnunk az NFAP termelddését eldsegitd tapkdzeget €s
tenyésztési koriilményeket. Mindezek ellenére az ioncserés kromatografian alapuld fehérjetisztitasi
eljarads optimalizaldsa utdn is csak viszonylag kis mennyiségben sikeriilt a fehérjét eldallitanunk
(1250£123 pg egy liter fermentlébdl). Ez a mennyiség Osszevethetd az AFP és a PAF tisztitdsa
soran elért, a szakirodalomban megtalalhatdé adatokkal. A tisztitott proteint N-terminalis
szekvenalassal azonositottuk.

Ennek a pontnak az eredményei az alabbi publikacid
Kovacs, L., et al. (2011) Isolation and characterization of Neosartorya fischeri antifungal protein (NFAP). Peptides 32, 1724-1731.
IF2011=2.434.

¢és nemzetkdzi konferenciaszereplés részét képezik:
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Kovacs, L., et al. (2010) Investigation of Neosartorya fischeri antimicrobial protein (NFAP). Power of Microbes in Industry and
Environment 2010, september 22-25 2010. Malinska/Croatia. Programme and Abstracts. 92.

4. Meghataroztuk az NFAP antimikrobialis spektrumat, illetve aktivitasat eltéré kornyezeti
koriilmények kozott.

Antimikrobidlis érzékenységi tesztjeink soran kimutattuk, hogy az NFAP hatékonyan gatolta
szamos, human patogénként is ismert fonalas tomlOsgomba spérdinak csirazasat és hifainak
novekedését, mig a legtobb jaromsporas gombaizolatum rezisztensnek mutatkozott az NFAP-vel
szemben. Az NFAP hatasara az érzékeny gomban létrejové fenotipikus valtozasok a
szakirodalomban leirt rokon proteinekéhez (AFP, PAF) hasonloak: torzult, elagazo hifandvekedés.
Az NFAP a PAF-hoz ¢és az AFP-hez hasonléan nem mutatott antimikrobidlis hatast a
vizsgalatainkba bevont Gram-pozitiv, Gram-negativ baktérium- és kiilonb6zo élesztégomba
izolatumokkal szemben. Kimutattuk, hogy az NFAP antifungalis hatasat tig pH tartomanyon beliil
és 30 perces, 100 °C-on torténd hokezelés utan is megdrizte, tovabba azt, hogy a protein
nagymértékben ellenall proteolitikus kezeléssel szemben.

In vitro antifungalis érzékenységi tesztjeink eredményét az alabbi folyoiratcikkekben
Kovdcs, L., et al. (2011) Isolation and characterization of Neosartorya fischeri antifungal protein (NFAP). Peptides 32, 1724-1731.
IF2011=2.434.
Galgbcezy, L., et al. (2013) Potential applications of filamentous fungus derived B-defensin-like antifungal proteins in agriculture.
Review on Agriculture and Rural Development. 2, Supplement CD of XII Wellmann International Scientific Conference.
1F2012=0.000.
Viragh, M., et al. (2013) Production of a defensin-like antifungal protein NFAP from Neosartorya fischeri in Pichia pastoris and its
antifungal activity against filamentous fungal isolates from human infections. Protein Expres. Purif. submitted, in major revision.
IF2012=1.429.

és nemzetk6zi konferenciakon kozoltiik:

Kovacs, L., et al. (2010) Investigation of Neosartorya fischeri antimicrobial protein (NFAP). Power of Microbes in Industry and
Environment 2010, september 22-25 2010. Malinska/Croatia. Programme and Abstracts. 92.

Kovécs, L., et al. (2011) Antifungal activity of the Neosartorya fischeri antifungal protein (NFAP) against filamentous fungal
isolates from clinical sources. Clin. Microbiol. Infect. 17(S4), 327. 1F2011=4.540.

Az ennél a pontnal kidolgozott kisérleti modszereket (t6bbek kozt antifungalis és antimikrobialis
hatas ¢és érzékenység tesztelése, klinikai és mas gyakorlati jelentdséggel bird gombatorzsek
vizsgalata, fiziologiai és morfologiai tesztek) sikeresen alkalmaztuk a tamogatasi idétartam alatt
egy¢b antifungalis proteinek és antimikrobidlis hatasu vegyiiletek, valamint klinikai jelentéségii

gombacsoportok vizsgalataban. E kutatasokbol az alabbi folyodiratcikkek,

Galgoczy, L., et al. (2011) In vitro antifungal activity of phenothiazines and their combination with amphotericin B against different
Candida species. Mycoses 54, 737-743. 1F2011=2.247.

Galgoczy, L., et al. (2011) In vitro antibacterial effect of a mumijo preparation from Mongolia. Afr. J. Microbiol. Res. 5, 3832-3835.
IF2011=0.533.

Galgoczy, L., et al. (2012) In vitro interactions of amantadine hydrochloride, R-(-)-deprenyl hydrochloride and valproic acid sodium
salt with antifungal agents against filamentous fungal species causing central nervous system infection. Acta Biol. Hung. 63, 490-
500. IF2012=0.504.

Galgbcezy, L., et al. (2013) Antifungal peptides homologous to the Penicillium chrysogenum antifungal protein (PAF) are widespread
among Fusaria. Peptides 39, 131-137. IF2012=2.522.

Homa, M., et al. (2013) Fusarium keratitis in South India: causative agents, their antifungal susceptibilities and a rapid identification
method for the Fusarium solani species complex. Mycoses 56, 501-511. 1F2012=1.278.

Varadi, Gy., et al. (2013) Synthesis of PAF, an antifungal protein from P. chrysogenum by native chemical ligation: Disulfide pattern
and fold recovered in oxidative refolding. Chem. Eur. J., accepted, DOI: : 10.1002/chem.201301098. IF2012=5.831.

Nyilasi, I., et al. (2013) Susceptibility of clinically important dermatophytes against statins and different statin-antifungal
combinations, Med. Mycol. DOI:10.3109/13693786.2013.828160. IF2012=1.979.

hazai

Viragh, M., et al. (2012) Isolation of thaumatin-like proteins from zygomycetous fungi. Clusiana 51(1) Supplement, 114-116.
1F2012=0.000.

Galgbcezy, L., et al. (2012) Fusarium keratitis in South India: identification, phylogeny, antifungal susceptibility and evaluation of a
rapid identification method for the Fusarium solani species complex. Meeting of the Hungarian Society for Microbiology 2012,
Keszthely, Hungary, Abstracts. 13.

¢és nemzetkdzi konferenciaszereplések anyagai késziiltek:

Viragh, M., et al. (2011) Structure efficacy relationship in Rhizopus microsporus var. oligosporus antibiotic peptide. Acta Microbiol.
Immunol. Hung. 58 Supplement, 237-238. IF2011=0.787.

Viragh, M., et al. (2011) Construction of Rhizopus microsporus var. oligosporus structural mutant antimicrobial peptides. In: 2nd
CEFSER workshop, Novi Sad, Serbia 8-10 September 2011, Book of Abstracts, 81.
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Galgbcezy, L., et al (2012) Investigation the antibacterial effect of a Mongolian mumijo preparation. 14th DKMT Euroregional
Conference on Enviroment and Health. Szeged, Hungary, 18-19 May 2012. CD-ROM.

Shobana, C.S., et al. (2011) Molecular investigation of Fusarium isolates from keratomycosis. Clin. Microbiol. Infect. 17(S4), 463.
IF2011=4.540.

Homa, M., et al. (2012) Molecular investigation of South-Indian Fusarium isolates from keratomycosis and their susceptibilities to
conventional antifungal agents. Mycoses 55 Supplement, 192. IF2012=1.278.

Varadi, Gy., et al. (2012) Synthesis of PAF, an antifungal protein from Penicillium chrysogenum by native chemical ligation. 32nd
European Peptide Society Symposium, Athen, Greece 2-7 September 2012. Proceedings.

Galgbcezy, L., et al. (2013) Isolation and characterization of a Penicillium chrysogenum antifungal protein homolog from Fusarium
polyphialidicum. International Scientific Conference on Bacteriocins and Antimicrobial Peptides 2013 Kosice, Slovakia, Conference
proceedings. 14-15.

Guba, M., et al. (2013) Antidermatophytic activity of a Bacillus mojavensis strain isolated from mumijo a traditional Mongolian
medicine. Conference abstracts of 4th CEFORM, accepted.

Homa, M., et al. (2013) Fusarium napiforme, a new emerging pathogen from human keratomycosis. Conference abstracts of 4th
CEFORM, accepted.

5. In silico modszerekkel meghataroztuk az NFAP lehetséges térszerkezetét, fizikai és kémiai
tulajdonsagait.

In silico vizsgalatainkhoz a szakirodalomban leirt, az interneten ingyenesen hozzaférhet6
szoftvereket hasznaltunk [1-7]. Az érett NFAP egy 57 aminosavbol felépiild, 2 doménbdl alld
6625,5 Da tomegl antifungalis protein. Izoelektromos pontja 8,93, toltéttsége +5,0 (pH=7). In silico
modszerekkel meghatarozott harmadlagos szerkezete (Megbizhatésag a Ramachadran-plot alapjan:
90,2%.) hasonlé a defenzinekéhez: 5 antiparellel allast B-red6, hurokrégiokkal Gsszekapcsolva,
Osszességében [-hordd szerkezetet mutatva. Az NFAP antimikrobidlisan aktiv szerkezetét 3
diszulfid-hid stabilizalja, amik a 7-35; 14-42; 27-53 pozicidban 1évé ciszteinek kozott jonnek 1étre
(1. Abra). Hasonléan az AFP-hez és a PAF-hoz, az NFAP is amfipatikus felszinnel rendelkezik,
amit pozitivan és negativan toltott feliileti régiok hoznak létre (1. Abra), és szintén rendelkezik egy
kozponti hidrofob maggal, amit a 3-as, 16-0s, 23-as, 44-es pozicidban 1évé tirozin molekuldk és a
18-as pozicoban megtalalhato izoleucin alkot.

A
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hidrofdb i drofil

B

1. Abra. A: Az NFAP aminosavsorrendje, feltételezett masodlagos szerkezete; B: feltételezett harmadlagos
szerkezete, elektrosztatikus és hidrofobicitas felszine (jobbrdl balra.) Az egyes aminosvak alatt a
hidrofobicitasuk, az egyes szakaszok alatt a toltdttségiiket jeleztiik.

Az NFAP a PAF-hoz hasonléan nem rendelkezik oligonukleotid/oligoszacharid- és kitin-kotd
doménnel, amik jelenlétét az AFP esetén bizonyitottak. Az NFAP in silico elére jelzett harmadlagos
szerkezete kiilonbozik az AFP és a PAF esetén kisérletesen meghatarozottol: Az AFP és a PAF nem
hordozza az NFAP estén kimutathatdo C-terminalis ,,farok régiot” (F55-H57), illetve az NFAP
kompakt B-hordét mutaté szerkezetébol kinyilik a T33-D38 alkotta hurokrégio (2. Abra).

In silico vizsgalataink eredményeirdl részben az alabbi folyodiratcikkekben,
Kovacs, L., et al. (2011) Isolation and characterization of Neosartorya fischeri antifungal protein (NFAP). Peptides 32, 1724-1731.
1IF2011=2.434

4
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Galgbcezy, L., et al. (2013) Potential applications of filamentous fungus derived B-defensin-like antifungal proteins in agriculture.
Review on Agriculture and Rural Development. 2, Supplement CD of XII Wellmann International Scientific Conference.
1F2012=0.000.

hazai

Galgoczy L., et al. (2012) Do the ascomycetous filamentous fungi have an “immune system” based on B-defensin-like molecules?
Clusiana 51(1) Supplement, 35-36. 1F2011=0.000.

¢s nemzetkdzi konferencian szamoltunk be:

Kovacs, L., et al. (2010) Investigation of Neosartorya fischeri antimicrobial protein (NFAP). Power of Microbes in Industry and
Environment 2010, september 22-25 2010. Malinska/Croatia. Programme and Abstracts. 92.

2. Abra. Az NFAP (z6ld, in silico), a PAF (sarga, pdb: 2KCN) és az AFP (narancssarga, pdb: lafp)
harmadlagos szerkezetének 6sszehasonlitisa.

6. Sikeresen megtermeltettiik az NFAP-t heterolog médon Pichia pastoris-ban és Aspergillus
nidulans-ban.

Mivel a N. fischeri NRRL 181 izolatum, az NFAP termelése szempontjabodl figyelembe vehetd
stresszfaktorok alkalmazasa ellenére is csak kis mennyiségben termeli meg a proteint, a késobbi
esetleges gyakorlati célu felhasznalashoz sziikséges lehet az NFAP nagy mennyiségben,
gazdasagosan torténd eldallitdsa. Erre a kiilonb6z6 heterolog expresszids rendszerek alkalmasak
lehetnek.

Az NFAP-t koédoldo ¢cDNS-t pPICZaA vektorba klonoztuk, a konstruktot a P. pastoris KM71H
torzsébe transzformaltuk, igy ez a torzs metanollal torténd indukci6 utdn alkalmassé valt az NFAP
nagy mennyiségii termelésére. Az alkalmazott proteintisztitasi eljarastol fliggéen a P. pastoris-alapu
expresszios rendszer hozama kb. 5-6-szorosa (59584236 pg egy liter fermentlébdl) volt a nativ
termel6ének.

Az NFAP-t kodolo cDNS-t egy altalunk Ilétrehozott pAMA-alapii expresszids vektorba
klonoztunk, a konstruktot az A. nidulans CS2902 torzsébe transzformaltuk, ami igy konstitutivan
megtermelte a proteint. Azaltal, hogy ez a gombatodrzs kis mértékben, de érzékenynek bizonyult az
NFAP-re, alkalmassa valt a protein hatasara Ilétrejovo élettanai valtozasok ¢és a protein
hatasmodjanak a tanulmanyozasara. Az A. nidulans-alapt konstitutiv expresszios rendszer hozama
kb. ugyanakkor (16804223 pg egy liter fermentléb6l) mint a nativ termeldé, ennek okat az
alkalmazott expresszios rendszer ,,0nmérgez6” tulajdonsagaban kell keresni. A termelt heterolog
NFAP-ket N-terminalis szekvenalassal és/vagy MALDI-TOF tomegspektrometrias analizissel
azonositottuk.

A P. pastoris KM71H ¢s az A. nidulans CS2902 altal termelt hNFAP hatékonysagat
agardiffuzids lyukteszttel és mikrodilticios teszttel vizsgaltuk. Kisérleteink alapjan a hNFAP
megoérizte  antimikrobidlis  aktivitasat a  korabban NFAP-re érzékenynek  bizonyult
mikroorganizmusokkal szemben, az NFAP és a hNFAP-k novekedésgatld hatasa kozott nem
figyeltiink meg szignifikans kiilonbséget.

NMR spektroszkopias vizsgalatok soran megallapitottuk, hogy a P. pastoris altal termelt ANFAP
valdsziniisithet6en felveszi a nativ NFAP-re jellemz6 térszerkezetet.
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Mindezen eredményeinkrol az alabbi folyoiratcikkekben,
Galgbcezy, L., et al. (2013) Investigation of the antimicrobial effect of Neosartorya fischeri antifungal protein (NFAP) after
heterologous expression in Aspergillus nidulans. Microbiol-SGM 159, 411-419. IF2012=3.173.
Viragh, M., et al. (2013) Production of a defensin-like antifungal protein NFAP from Neosartorya fischeri in Pichia pastoris and its
antifungal activity against filamentous fungal isolates from human infections. Protein Expres. Purif. submitted, in major revision.
IF2012=1.429.

hazai

Kovacs, L., et al. (2012) Examination of antimicrobial effect of Neosartorya fischeri antifungal protein (NFAP) on an NFAP-
producing Aspergillus nidulans strain. Clusiana 51(1) Supplement, 102-104. IF2012=0.000.

Viragh, M., et al. (2012) Heterologous expression of Neosartorya fischeri antifungal protein (NFAP) in Pichia pastoris. Meeting of
the Hungarian Society for Microbiology 2012, Keszthely, Hungary, Abstracts. 64-65.

¢s nemzetkdzi konferencian szamoltunk be:

Viragh, M., et al. (2013) In vitro antifungal activity of Neosartorya fischeri antifungal protein (NFAP) after heterologous expression
in Pichia pastoris. International Scientific Conference on Bacteriocins and Antimicrobial Peptides 2013 Kaosice, Slovakia,
Conference proceedings. 33.

7. Szerkezeti mutans NFAP-k vizsgalatan keresztiil kimutattuk, hogy a protein hidroféb
magja fontos szerepet jatszik a megfelelo, antifungalisan aktiv térszerkezet kialakitasaban.
Elézetes, templat alapu, in silico szerkezetbecslés soran kimutattuk, hogy a Y3, Y16, (Y23), Y44
¢és 118 altal alkotott hidrofob mag elmutaltataisa (NFAPAh) az NFAP kompakt harmadlagos
szerkezetének a megsziinését eredményezi (Megbizhatdsdg a Ramachadran-plot alapjan: 90,2%.)
(3. Abra), igy fontos szerepet jatszhat az NFAP antifungalis hatasanak a kialakitasdban.

Mindezek utdn a hasonld szerkezetli antifungalis proteineknél (AFP, PAF) is konzervalt
pozicidoban elhelyezkedd, az NFAP hidrofob magjat alkoté 3 tirozint (Y3, Y16, Y44), és egy
izoleucint (118) eltéré kombinaciokban egy-egy alaninra cseréltiik (Y44A; Y44,118A; Y3,44,118A,
Y3,16,44,118A) a QuikChange® Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagen) alkalmazéasaval. A
1étrehozott szerkezeti mutans proteineket az elébbi pontban emlitett P. pastoris KM71H-alapu
expresszios rendszerben termeltettiik meg. A részlegesen tisztitott fehérjék in vitro antimikrobialis
aktivitasat a 4. pontban emlitett agardiffuzios lyuk- és mikordiltcios teszttel vizsgaltuk. Eldzetes
vizsgalataink soran az Y44A ¢és Y44118A mutansok antifungalis aktivitasaban nem tapasztatunk
szignifikans eltérést az NFAP és P. pastoris altal termelt ANFAP antimikrobialis hatasahoz képest,
mig a harom (Y3,44,118A) és négy (Y3,16,44,118A) hidroféb aminosav mutaciojat érinté hNFAP
esetén mar szignifikdns kiilonbség volt kimutathato a protein altal 1étrehozott névekedésgatlasban.
In vitro antimikrobialis tesztjeink eredményének a megerdsitése jelenleg is folyamatban van
tovabbi, az NFAP-re kordbban szenzitivnek és rezisztensnek mutatkozott gombaizoldtumok
bevonasaval.

Ez a megfigyelés igazolhatja az in silico vizsgalataink eredményét, vagyis azt hogy a hidrofob
mag megléte elengedhetetlen az antifungélisan aktiv térszerkezet kialakuldsahoz. Erre a munkara
alapozva késébbiekben tervezziik a mutans hNFAP-k szerkezetének pontos meghatarozasat NMR
spektroszkopias modszerek segitségével. Ez a vizsgalat feltarja majd, hogy a hidrofob mag valoban
szerepet jatszik-e az NFAP térszerkezetének a kialakitasaban, illetve azt hogy a pontos térszerkezet
valoban sziikséges-e az antimikrobialis hatas kivaltasahoz?

In silico vizsgalataink soran tovabbi javaslatokat tettiink arra, hogy az NFAP mely régioi, mely
szerkezeti elemei jatszhatnak még szerepet a megfeleld6 harmadlagos proteinszerkezet
kialakitasaban. Feltételezéseink szerint a diszulfid-hidak (NFAPAC: C7,14,27,35,42,53Y) és az N-
terminalis B-red6 (NFAPAN: L1G, Y3W, G5A) megsziintetése aminosavak cseréjével zavart okoz
az NFAP megfelel6 térszerkezetének a kialakitasaban (Megbizhatésag a Ramachadran-plot alapjan:
94,1% és 86,5%.) (2. és 3. Abra). Ezekre az in silico eredményekre timaszkodva a késGbbiekben
szeretnénk megtermeltetni ezeket a mutans proteineket, vizsgalni antimikrobiélis hatékonysagukat
¢s szerkezetiiket.

Ebben a pontban 6sszefoglalt eredményeinket egy elnyert posztdoktori 6sztondij (Isd. 13. oldal)
keretén beliil tovabbi in vitro antifungalis tesztekkel szeretnénk még megerdsiteni, a vizsgalatba
bevonni a diszulfid-hid és N-terminalis f-red6 mutans NFAP-ket, majd NMR vizsgalatok utan
nemzetkozi folyodiratcikkben €s konferencian kdzdlni.
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NFAPAhQ

NFAPAC

NFAPAN

3. Abra. A hidrofoéb mag mutans (NFAPAh), a cisztein mutans (NFAPAC) és az N-terminalis B-redd mutans
(NFAPAN) NFAP feltételezett harmadlagos szerkezete, elektrosztatikus és hidrofobicitas felszine (jobbrol
balra). Az abran az egyes mutansok egyik legvaldsziniibb, lehetséges szerkezete lathatdé. Az abrakon a
lehetséges, de nem biztosan kialakul6 diszulfid-hidakat jeloltiik sargaval.

8. Megfigyeltiik az NFAP hatasara, a ra érzékeny gombaban létrejové élettani valtozasokat,
illetve javaslatot tettiink az NFAP lehetséges hatasmechanizmusara.

Kisérleteink soran kimutattuk, hogy az NFAP képes elektrosztatikusan kotddni az érzékeny
gomba membranjahoz, azt szétrombolni és reaktiv oxigéngyokok indukcidjan keresztiil apoptozist
kivaltani. Bizonyitottuk, hogy az NFAP jelenlétében zavart szenved a kitin filamentumok, igy a
szenzitiv gomba sejtfalanak a megfeleld kiépiilése, aminek kovetkeztében a sejtfal torzult
morfologiat mutat. Ezt a megfigyelésiinket késébb bizonyitottuk olyan A. nidulans torzs (Actin GFP
WA3; pyroA4; actin_GFP::pyrG (pyr G 89)) vizsgalataval, amely az aktint zold fluoreszcens
proteinnel (GFP) fuzionaltatva termeli meg. A szakirodalomban leirtakhoz hasonldéan [9,10] a
fejlodé hifaban az aktin foltok egyenletesen elosztva talalhatok szubletalis koncentracidju (25
ng/ml) NFAP jelenlétében (4. Abra B), nem pedig a csucsi részre lokalizalédva, mint a kezeletlen
minta esetében (4. Abra A). Mindez jelzi, hogy az érzékeny gombéaban az NFAP hatéséra az aktin
polarizacioja és csucsi lokalizacidja, ami sziikséges a kitin tartalma sejtfal hifacsticson torténd
kiépiiléséhez zavart szenved. Ennek kovetkeztében az NFAP-érzékeny gombaban a hifa polarizalt
novekedése szintén zavart szenved vagy megsziinik az NFAP alkalmazott koncentracigjatol
fliggben. Ezt a kordbbi fénymikroszkopos morfologiai megfigyeléseink is alatdmasztjak, mely
szerint az NFAP hatdsara tobbszorosen elagazo, rovid, gorbiilt hifak jonnek 1étre.

FUN-1 festéssel (Life-technologies, Invitrogen) bizonyitottuk, hogy a PAF esetén, a
is csokken az érzékeny gomba metabolitikus aktivitasa, majd megsziinik (5. Abra).

Ezeknek az eredményeinknek egy részét az alabbi folyodiratcikkekben,
Kovacs, L., et al. (2011) Isolation and characterization of Neosartorya fischeri antifungal protein (NFAP). Peptides 32, 1724-1731.
IF2011=2.434.
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Galgbcezy, L., et al. (2013) Investigation of the antimicrobial effect of Neosartorya fischeri antifungal protein (NFAP) after
heterologous expression in Aspergillus nidulans. Microbiol-SGM 159, 411-419. IF2012=3.173.

nemzetkozi

Koviécs, L., et al. (2012) Investigation of antimicrobial effect of Neosartorya fischeri antifungal protein (NFAP). 11" European
Conference of Fungal Genetics. Marburg, Germany, March 30-April 2 2012. Meeting Abstracts, 274.

¢s hazai konferencian kozoltiik:

Kovacs, L., et al. (2012) Examination of antimicrobial effect of Neosartorya fischeri antifungal protein (NFAP) on an NFAP-
producing Aspergillus nidulans strain. Clusiana 51(1) Supplement, 102-104. IF2012=0.000.

4. Abra. Az aktin filamentumok elhelyezkedése az Aspergillus nidulans aktin-GFP torzs fejlédé hifaiban. A:
kezeletlen, B: 25 ng/ml NFAP kezelt minta, a: aktin filamentumok lokalizacioja.

5. Abra. Az Aspergillus nidulans FGSCA4 metabolikus aktivitasanak vizsgalata NFAP kezelés hatasara. A:
kezeletlen, B: 25 pg/ml NFAP kezelt minta. Az intravakuolaris voros fluoreszcencia (a) a metabolikus
aktivitast jelzi.

Habar a projekt kezdetén az NFAP pontos hatasmodjanak a felderitésére DNS chip alapu és
protoplaszt regeneracios kisérleteket terveztiink az 1dékozben megjelent, hasonld témat vizsgalo
publikaciok [9,10,12] megjelenése utan célszerlinek talaltuk, hogy atgondoljuk kisérleti terveinket.
A harom id6kozben megjelent publikacié az AFP és a PAF lehetséges hatasmodjarol szamol be
kiilonb6zo jelatviteli utakban sériilt, mutans A. nidulans torzsek tanulmanyozasan keresztiil. Azért
hogy az NFAP hatdsmoddjanak tanulmanyozasa soran elért eredményeink Osszehasonlithatoak
legyenek a szakirodalomban a két rokon protein esetén leirtakkal, az elébb emlitett cikkekben
hasznalt kisérleti rendszerek és modszerek alkalmazasa mellett dontottiink. Az A. nidulans
mutansokat a palyazat 3. évére sikeriilt beszerezniink.

Munkank soran megallapitottuk, hogy a protein kindz A (PKA) deléciés A. nidulans torzs
(ApkaA: papaAl; yA2; ApkaA::argB; AargB::trpC; trpC801; veAl) kevésbé volt érzékeny az
NFAP-re, mint a vad tipusu sziil6i torzse (RKIS 1: papaAl; yA2). Ez jelezi azt, hogy a PAF-hoz
hasonloan [9] az NFAP is képes G-protein kozvetitette jelatviteli iton a cAMP/PKA szignalizacios
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kaszkad aktivalasara, ami altal megzavarja az aktin polimerizaciot, illetve apoptozist indukal. A G-
protein kozvetitette szignalizaciot az A. nidulans FGSC1035 (yA2 fadAG203R) G-protein mutans
torzsnek a sziiléi torzséhez (FGSC116: yA2) képest csokkent NFAP-érzékenységével is
bizonyitottunk a szakirodalomban leirt kisérleti rendszer alkalmazasaval [13]. Az NFAP feltehetéen
az AFP-hez és a PAF-hoz hasonléan az antifungélis hatdsat szintén képes a stressz indukalta, a
sejtfal ujraépitésében szerepet jatszo protein kinaz C/mitogén aktivalta protein kinaz (PKC/MPK)
szignalizacios kaszkad PKC tagjanak gatlasan keresztiil is Kkifejteni, amit a PKC represszalt A.
nidulans  torzs  (alcA-PkcA: wA2; pyroA4; pyrG89::pyrdalcA(p)::pkcAAp) NFAP-
hiperszenzitivitasa jelez a sziil6i torzséhez képest (R153: wA2; pyroA4) [9,10]. A PAF és az AFP
esetén megfigyelttel ellentétben (miszerint a PAF a PKC/MPK szignalizacios kaszkad MPK tagjat
szintén gatolja) [9,10] a PKC/MPK szignalizaciés kaszkad MPK tagjaban delécios A. nidulans
mutans (AmpkA) rezisztensnek mutatkozott az NFAP-vel szemben a sziil6i térzséhez képest (GR5:
pyrG89; wA3; pyroA4). Ez a megfigyelés egy, az MPK hatasara aktivalodo ismeretlen célpontot
feltételez, amin keresztiil az NFAP képes kivaltani antifungalis hatisat (6. Abra). Ennek a
célpontnak a felderitésére tovabbi kisérletek sziikségesek. Az NFAP antifungalis hatdsa RhoA
(GTPaz) figgetlennek mutatkozott a PAF-hoz és az AFP-hez hasonléan [9,10], amit az A. nidulans
RhoA®™Y (A773 + pGG2 (rhoA G14) and pRG3AMAL co-transformation plasmid) muténsnak a
sziil6i torzséhez (GR5: pyrG89; wA3; pyroA4) hasonld NFAP-érzékenységével bizonyitottunk.
Mikrodiltcios novekedési tesztjeink eredményeit a 1. Tablazat foglalja Gssze. Mindezek a
megfigyelések alatamasztjak az el6z6 bekezdésben emlitett morfoldgiai és €lettani valtozasokat.

Osszefoglalva megallapithatjuk, hogy az NFAP hatdsmechanizmusa hasonlosagot mutat az AFP
¢s a PAF esetén leirtakkal, de azoktdl kiilonbdzen valdsziniileg egy MPKA aktivalta eddig
ismeretlen célpontja is van (6. Abra).

Eredményeinket az ismeretlen célpont felderitése utan kivanjuk folyoiratcikkben és
konferenciakiadvanyban ko6zolni. Ezeket a céljainkat egy elnyert posztdoktori sztondij (Isd. 13.
oldal) keretén beliil kivanjuk a tovabbiakban megvaldsitani.

Az NFAP hatdsmechanizmusardl szerzett eddigi ismereteink egy nemzetkozi konferencia
eldadas anyagat képezi:

Galgbcezy, L., et al. (2013) NFAP: A novel cysteine-rich antifungal protein from Neosartorya fischeri. Conference abstracts of 4th
CEFORM, accepted.

sres

névekedésére 30 °C-on (vagy torzstol fliggden 37 °C-0n), 48 ora inkubacio utan.

NFAP (ug/ml) / Térzs 200 pg/ml 100 pg/ml 50 pg/ml Torzs tipus
RhoA®™* 48+15,2%"™ 57+4.5%"™ 86+12,5%"™ mutans
AmpkA 100% " 100% 100% "~ mutans
GR5 4747,5% 58+5,4% 83+11,9% s7iil8i
alcA-PkcA 48+10,6% 57+0,6% 64+12,5% mutéans
R153 72+2.8% 83+4.4% 100% sziil&i
ApkaA 56+6,1% 69+5,3% 83+11,5% mutans
RKIS 1 40+2,7% 48+1,6% 66:4,0% sziil&i
FGSC 1035 5241,9% 7840,2% 100% mutans
FGSC 116 4246,7% 59+1,9% 7542.3% sziil&i

A novekedés mértékét a kezeletlen kontrollhoz (100%) viszonyitva adtuk meg. Jelmagyarazat: ~ : p<0.0001,
7 p<0.005, ": p<0.05, ™: nincs szignifikans kiilonbség.
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6. Abra. Az NFAP lehetséges hatasmechanizmusa Binder et al. (2010) alapjan [9]. Roviditések: AC, adenilat
ciklaz; CAMP, ciklikus adenozin-monofosztfat; Pka, protein kinaz A; Pkc protein kinaz C; Mpk, mitogén
aktivalta protein kinaz.

9. Az NFAP szerepet jatszik a tapanyagokért és az élohelyért folytatott versenyben a hasonlo
okologiai niche-t elfoglalo gombafajokkal szemben.

Munkank soran eléallitottuk a N. fischeri NRRL 181 NFAP-t kodolo génben deléciés mutansat
(Anfap) [14]. Vizsgaltuk a vad tipust és deléciés mutans torzsek novekedését, tovabba az emlitett
torzsek in vitro antagonizmus képességét az adott proteinre érzékeny és ellenalld, hasonld dkoldgiai
niche-t elfoglalé gombaizolatumokkal szemben komplett és minimal taptalajon. A minimal taptalaj
csokkentett, nehezen hozzaférhetd tapanyagtartalma stresszfaktort jelent a gomba szdmara, ami
korabbi ismereteink alapjan eldsegiti €s fokozza az NFAP expressziojat hasonldan a tobbi
fonalasgomba defenzin-szerii proteinnél megfigyelthez [15]. A vizsgalt Neosartorya torzsek in vitro
antagonizmus képességét az in vitro antagonizmus index-szel (IVAI) jellemeztiik [16].

Eredményeink 6sszefoglalasaként megallapitottuk, hogy a vad tipushoz képest a Anfap mutans
torzs szignifikansan lassabb mértékli novekedést mutatott MM taptalajon. Ez a megfigyelés az
NFAP-nek a gomba novekedésében betoltott szerepére enged kovetkeztetni stresszkoriilmények
kozott (2. Tablazat).

2. Tablazat. A vad és a Anfap mutans Neosartorya fischeri torzsek novekedése komplett és minimal
taptalajon 25 °C-on, 10 nap inkubacio utan.

1ds Komplett taptalaj Minimal taptalaj
vad telepatméré (mm) Anfap telepatméré (mm) | vad telepatméré (mm) Anfap telepatméré (mm)

24h 13,3+0,6 10+0,0” 11,3+0,6 11,7+0,6™
48h 24,3+0,6 20,3+0,6 19+1,0 18,3+0,6™
72h 35,7+0,6 32,0+1,7 27,7+0,6 25,3+0,6"
96h 43,7+0,6 41,7+1,5™ 35,7+2,1 32,3+1,2"
120h 52+1.0 50,3+0,6™ 44,7+1,2 39,7+0,6™
144h 64,3+0,6 62,3+0,6™ 56+1,0 42,7+0,6™"
168h 71,7+0,6 71,0+1,0" 63+2,0 48,0+1,07"

Jelmagyarazat: ~ : p<0,0001, ~: p<0,005, ": p<0,05, ™: nincs szignifikans kiilonbség.
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A vad tipust torzs szignifikdnsan hatékonyabban gatolta az NFAP-érzékeny izolatumok
novekedését, mint a delécios torzs. A vad tipusu torzs gatlo hatasa elsésorban minimal taptalajon
érvényesiilt. Amennyiben a vad és deléciés mutans torzsek ndvekedésgatld hatast mutattak
ugyanazon kompetitor gombaizolatummal szemben, a delécios torzs IVAI értéke szignifikansan
kisebb volt. Eredményeinket a 3. Tablazatban foglaltuk 6ssze. Mindezek jelzik azt, hogy
elsésorban a stressz (csokkentett, nehezen hozzaférhetd tapanyagtartalom; a masik gomba jelenléte,
illetve az ennek kovetkeztében 1étrejovo tapanyagfogyas) hatdsara termelédd NFAP szerepet jatszik
az adott ¢léhelyért folytatott versenyben is a hasonld 6kologiai niche-t elfoglalé gombaval szemben.

Eredményeink Osszevethetok a szakirodalomban megtalalhato hasonl6 kisérletek eredményeivel:
AFP-t termel6 A. giganteus izolatummal végzett in vitro antagonizmus kisérletek soran kimutattak,
hogy egy hasonldo Okologiai niche-t elfoglald fonalasgomba jelenléte fokozza az afp gén
expressziojat, ezaltal a kornyezetben megnétt AFP mennyisége elényt biztosit az A. giganteus
szamara a hasonlo ¢él6helyért folytatott kiizdelemben amennyiben a kompetitor gomba érzékeny az
antifungalis proteinnel szemben [15]. A mi munkakhoz hasonléan ebben a kisérleti rendszerben is
az alkalmazott taptalaj Osszetétele befolyasolta az A. giganteus antagonista képességét [32]. A
fonalasgombak altal termelt defenzin-szerli antifungalis proteinek tovabbi bioldgiai szerepének
vizsgalata sordn id6kozben megfigyelték, hogy a mitospora fejlodéséért felelds kozponti szabalyozo
gének expresszidjanak moduldldsdval a PAF fokozza a termeld gomba aszexualis szaporodast
stresszkoriilmények kozott. Ezt a hipotézist a P. chrysogenum esetében sikeriilt alatamasztani egy
paf delécios torzs létrehozasaval, amelyben a mitospora kialakulasanak szignifikans csokkenése
volt megfigyelheté [16], kovetkeztetésképpen a PAF a konidiogenezis beinditasaval, annak
intenzitdsanak a novelésével eldsegiti a gomba tilélését stresszkoriilmények kozott amit akéar egy
masik gomba jelenléte is kivalthat. A N. fischeri altal termelt NFAP aszexualis és szexualis
szaporodasban val6 szerepét maig nem vizsgaltak. A késdbbiekben ezt tanulmanyozni kivanjuk egy
elnyert posztdoktori 6sztondij (Isd. 13. oldal) keretében, majd a fenti eredményeinkkel egyiitt
folyoiratcikkben, konferenciakiadvanyban publikélni.

Ezen eredményeink egy részét hazai konferencian mar bemutattuk

Galgbcezy L., et al. (2012) Do the ascomycetous filamentous fungi have an “immune system” based on B-defensin-like molecules?
Clusiana 51(1) Supplement, 35-36. IF2012=0.000.

¢s egy nemzetkozi konferenciaszereplés anyagat képezi:
Galgoczy, L., et al. (2013) NFAP: A novel cysteine-rich antifungal protein from Neosartorya fischeri. Conference abstracts of 4th
CEFORM, accepted.

A fenti pontokat osszefoglalva elmondhatd, hogy a Kkitiizott célokat megvalositottuk, a
kutatasi program f6 eredményeként:

- izolaltuk az NFAP-t

- meghataroztuk az NFAP antimikrobialis spektrumat és antifungalis tulajdonsagait
eltéro kornyezeti koriilmények kozott

- insilico jellemeztiik az NFAP szerkezetét

- sikeresen megtermeltettiik az NFAP-t egy éleszto- és egy fonalasgomba-alapu heterolog
expresszios rendszerben

- megfigyeltiik, hogy az NFAP hidrofob magjanak szerepe lehet az antifungalisan aktiv
szerkezet kialakitasaban

- megfigyeltik az NFAP hatasara a szenzitiv gomban bekovetkezo morfologiai és
élettani valtozasokat

- Jjavaslatot tettiink az NFAP hatasmechanizmusara és egyik biologiai szerepére.
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3. Tablazat. A vad tipusu és a Anfap mutans Neosartorya fischeri in vitro antagonizmus képességének
vizsgalata jaromspoéras és tomldésgomba izolatumokkal szemben komplett és minimal taptalajon 25°C-on, 10

nap inkubacio utan.

. Komplett taptalaj Minimal taptalaj
Fal vad (IVAI) Anfap (IVAI) vad (IVAI) Anfap (IVAI)
Jaromsporas gombéak

Actinomucor elegans (NRRL 1706) 37,8141,92°  32,64+0,24°7  473443,11°  20,55+0,13% "
Backusella circina (NRRL 3293) 23,26+1,41° 22,2442 36" "™ 27,66+1,73" 26,81+2,53" "™
Gilbertella persicaria (IMI 101638(+)) 0,00+0,00" 0,000,007 ™ 0,00+0,00° 0,00+0,00% ™
Mortierella ramanniana (NRRL 5844) 55,2243,72° 50,64+0,53"" 41,02+4,87° 37,722,015 ™
Mortierella nantahalensis (NRRL 5842) 35,82+2.62° 29.96+2,53%" 51,42+2.07" 49,86+3,88" "™
Mucor rammanianus (WRL CN(M)304) 71,43+0,59° 66,274228""  41,02+9,38" 27,97+4,42%"
Mycotypha africana (NRRL 2978) 81,24+0,63 79,05+0,56 ™ 95,29+0,44" 96,35+0,337"™
Rhizomucor miehei (CBS 360.92) 47,68+1,69°  39,71+1,88%""  44,724523" 37,75+2,51%"

Rhizopus oryzae (CBS 146.90) 0,00+0,00° 0,00+0,00" ™ 0,00+0,00° 0,00+0,00" "™
Syncephalastrum racemosum (SZMC 11084)  50,36+1,53° 43,69+2,47%" 39,30+0,39° 37,72+5,20% ™

Tomlésgombak

Aspergillus carbonarius (SZMC 2066) 43.5440,66° 44,63+1,13%"™ 49,5240,76° 46,1042,84%™
Aspergillus giganteus (IMI 343707) 50,80+1,62° 46,76+1,52%" 4223+7,07°  40,14+0,88" "™
Aspergillus japonicus (SZMC 2157) 43,63+0,26°  46,00+0,56" ™ 38,03+1,72° 36,78+2,77% "™
Aspergillus niger (SZMC 2608) 52,8842,00°  4556+2,797  44,29+44,62°  43,60+1,18%"™
Aspergillus terreus (SZMC 2414) 66,55+1,19° 63,672,977 "™ 68,73+2,32° 64,94+3,757"™
Fusarium cerealis (SZMC 11048) 4545+2.31" 40,64+2,77"" 4533+1,76"°  29,84+4,68" "
Fusarium graminearum (SZMC 11054) 37,59+2,21° 36,501,127 ™ 28,96+1,45" 32,15+3,98"™
Fusarium poae (SZMC 11045) 36,31+2,67" 35,64+1,26"™ 29,40+0,88" 26,25+2,79% "™
Fusarium polyphialidicum (SZMC 11042) 40,9242,18" 38,68+2,027"™ 32,20+1,34" 33,9242,44% "
Penicillium chrysogenum (IMI 392 788) 67,98+3,12° 67,08+2,75%"™ 71,89+1,66° 72,38+5,35% ™

Trichoderma longibrachiatum (UAMH 7955) 9,72+0,74° 52340417 12,2141,14° 9,47+1,367"™

Jelmagyarazat: -: negativ hatas; +: pozitiv hatas; 0: semleges hatas; ﬁ*: p<0,0001, ﬁ: p<0,005, B p<0,05,
nincs szignifikans kiilonbség. IVAL: in vitro antagonizmus index.

Pozitiv hatés (+): A N. fischeri visszaszoritja a masik gomba névekedését, kozottiik gatlasi zona alakul ki, a
masik gombaizolatum telepszélénél homoru morfoldgiaju névekedés tapasztalhatdo vagy a N. fischeri rané.
Negativ hatas (-): A N. fischeri novekedése gatlodik, telepszélénél homori morfologiaju novekedés
tapasztalhato, vagy a masik izolatum rand. Semleges hatas (0): Nincs kolcsonhatas a két gombaizolatum
kozott, nem alakul ki gatlasi zona, a telepek dsszeérnek, egymassal szembe esé telepszéleik egyenesek.
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Noha a kutatasi szerzédésben vallalt feladatokat teljesitettiik, amelyet mar az eddig megjelent
tudomanyos kozlemények €s konferenciaszereplések is jol tikroznek, az eredmények egy része
(pontos hatasmechanizmus, masik bioldgiai szerep, szerkezet-hatas Osszefiiggés) még tovabbi
vizsgalatokat igényel, igy azok publikalasa a kovetkez6 1-2 évre athuzodik. Ezeket az
eredményeket is, az eddigieckhez hasonloan, rangos nemzetkozi folyoiratokban és konferenciakon
kivanjuk kozzétenni.

Ugyanakkor fontos megemliteni, hogy az OTKA palyazat keretében megvalositott projekt uj
kutatasi iranyok kiinduldépontjaul is szolgalt. Ezek jelenleg harom irdnyba haladnak, az egyik az
NFAP pontos cellularis célpontjanak a felderitése egy érzékeny mikroorganizmushban; a masik az
NFAP ¢s tervezett mutansok szerkezetének a meghatarozasa NMR spektroszkopias eljarasokkal,
igy a pontos szerkezet-hatas Osszefiiggés feltarasa; a harmadik pedig az NFAP-nek a gomba
szexualis €és aszexualis szaporodasaban betoltott szerepének a vizsgalata. Ezekhez a munkakhoz a
projekt ideje alatt sikeres egyiittmiikddést alakitottunk ki prof. Batta Gyula (DE, TEK-TTK Szerves
Kémiai Tanszék, Debrecen), Dr. Maroti Gergé (SZBK, Biokémiai Intézet, Szeged)
kutatocsoportjaval és tovabb mélyitettitk mar meglévd szakmai kapcsolatunkat Dr. Florentine Marx
(Innsbruck  Medical University, Division of Molecular Biology, Innsbruck, Austria)
laboratoriumaval.

A projekt megvaldsitasdhoz kapcsoloddan az 0Osztondijas kutaté vezetésével egy MSc
diplomamunka és harom BSc szakdolgozat sziiletett, illetve két PhD (Kovacs Laura és Viragh

Maté) és egy tovabbi BSc dolgozat (Szabo Anna) elkészitése folyamatban van.
Riba Adrienn (BSc). A Neosartorya fischeri antimikrobialis protein in vitro antifungalis hatisa néhany klinikai szempontbol jelentés
fonalasgomba izolatummal szemben. Szakdolgozat. SZTE, TTIK, Mikrobiologiai Tanszék, 2011.
Fekete Bernadett (BSc). Kationonk hatasa a Neosartorya fischeri antimikrobialis protein aktivitasara. Szakdolgozat. SZTE, TTIK,
Mikrobioldgiai Tanszék, 2013.
Vords Dora (BSc). Heteroldg Neosartorya fischeri antifungalis protein (NFAP) hatasa klinikai szempontbdl jelent§s fonalasgomba
izolatumokkal szemben. Szakdolgozat. SZTE, TTIK, Mikrobioldgiai Tanszék, 2013.
Toth Liliana (MSc). Az NFAP hatasmechanizmusanak és biologiai szerepének vizsgalata. Diplomamunka. SZTE, TTIK,
Mikrobioldgiai Tanszék, 2013.

A tamogatési id6tartam alatt kidolgozott kisérleti mddszereket sikeresen alkalmaztuk a palyazat
témajahoz szorosan nem illeszkedd, az Osztondijas iranyitdsa alatt készilt két MSc

diplomamunkahoz és négy BSc szakdolgozathoz.

Toth Liliana (BSc). Kozponti idegrendszeri szerek antimikotikumokkal valo kolcsonhatdsinak vizsgalata Aspergillus fajok
novekedésgatlasara in vitro. Szakdolgozat. SZTE, TTIK, Mikrobiologiai Tanszék, 2010.

Guba Melinda (BSc). A mumio in vitro antibakterialis hatasanak vizsgélata. Szakdolgozat. SZTE, TTIK, Mikrobiologiai Tanszék,
2011.

Homa Monika (MSc). Keratitiszt okozé human patogén Fusarium fajok molekularis vizsgéalata. Diplomamunka. SZTE, TTIK,
Mikrobioldgiai Tanszék, 2011.

Vass Veronika (BSc). Thaumatin-szerii fehérjék vizsgalata jaromsporas gombakban. Szakdolgozat. SZTE, TTIK, Mikrobiologiai
Tanszék, 2012.

Dunai Anett Ildiké (BSc). Keratitiszt okozd human patogén Fusarium fajok antibiotikum érzékenység vizsgalata. Szakdolgozat.
SZTE, TTIK, Mikrobiologiai Tanszék, 2012.

Csonka Daéniel (MSc). Rhizomucor pusillus altal termelt thaumatin-szeri fehérje vizsgalata. Diplomamunka. SZTE, TTIK,
Mikrobioldgiai Tanszék, 2013.

Jelen kutatds szdmos pontja kiinduldsi alapként szolgdlt az NFAP tovabbi tanulmanyozasat
megcélzd posztdoktori Osztondij elnyeréséhez (A Neosartorya fonalasgomba nemzetség altal
termelt B-defenzinszerli antifungalis proteinek molekularis bioldgiajanak €s biologiai szerepének
vizsgalata;, témavezetd: Dr. Galgdczy Laszlo, Magyary Zoltan Posztdoktori Osztondij a
Konvergencia Régidkban, A2-MZPD-12-0029, 2013. 09. 01.-2014. 12. 31., TAMOP 4.2.4. A/2-11-
1-2012-0001 Nemzeti Kivalosagi Program). A tamogatasi iddszak alatt a vezetd kutato
témavezetésével egy a témahoz szorosan kapcsolddo hallgatol 0sztondij is elnyerésre keriilt (A
Neosartorya fischeri antifungalis protein (NFAP) biologiai szerepének a vizsgalata; sztondijas:
Toéth Liliana, E6tvos Lorand Hallgatoi Osztondij, A2-ELMH-12-0098, 2013. 03. 01.-2014. 01. 01.,

TAMOP 4.2.4.A/2-11-1-2012-0001 Nemzeti Kivalosag Program).
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