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Irodalmi attekintés

A human patogén gombdak tobbsége opportunista patogén, egészséges
egyénekben nem valt ki kérfolyamatot. Az elmult évtizedekben jelentdsen
megemelkedett a gombak okozta megbetegedések szama azon betegek korében,
akik esetében bizonyos betegségek vagy a betegség kezelése soran alkalmazott
terapia az immunrendszer gyengiilését okozzak. A gombaellenes szerek
korlatozott szama, ezek hosszan tartdo alkalmazéasa soran fellépd karos
mellékhatasok, valamint a rezisztens torzsek ndvekvo szama miatt jelentOs
igény van Uj, hatékony gombaellenes szerek kifejlesztésére. Ezek a vegyiiletek
szarmazhatnak természetes forrasbol, illetve lehetnek mesterséges uton
eléallitott vegyiiletek.

Az antimikrobialis peptidek (AMP) igéretes jeloltek széles
hatasspektrumuk, alacsony toxicitdsuk, mérsékelt immunogenitasuk, jo
penetracios képességiik, valtozatos hatasmechanizmusuk, valamint azon
megfigyelés okan, hogy rezisztencia kisebb gyakorisaggal alakul ki ellentik.

A novények sokféle antimikrobialis peptidet termelnek, melyek tobbsége
a defenzinek csoportjaba tartozik. A pillangosviragi névényekben talalhat6 egy
géncsalad, mely tobb szaz, a defenzinek csoportjaba tartozo, giimé-specifikus
ciszteinben gazdag (nodule-specific cysteine-rich, NCR) peptidet kodol. Ezen
NCR peptidek koziil szamos rendelkezik in vitro antibakterialis és/vagy
antifungalis hatassal anélkiil, hogy jelent0s toxicitast mutatna human sejtekre
nézve. Az NCR-ek gyokérgiimokbol torténd izolalasa nehézkes a giimok kis
mérete miatt, tovabba az egy giimében termelddd hasonld méretii és fizikai-

kémiai tulajdonsagt peptidek nem teszik lehetévé egyedi peptidek izolalasat.



Igy szintetikus tton torténd eléallitasuk a legegyszeriibb mod arra, hogy tiszta
forméban kinyerjék dket, ami azonban a nagy peptidek esetében igen kdltséges
lehet. Szakirodalmi adatok szerint az AMP-¢k szintetikus analdgjai jellemzéen
hatékonyabbak, mint a természetben el6fordulo peptidek és nem rendelkeznek

a természetes AMP-ek stabilitasi, toxicitasi és aktivitasi problémaival.

Célkituzések

Munkank soran célul tliztiik ki szintetikus Gton eldallitott NCR peptidek és

peptidszarmazékok:

1. gombaellenes hatasanak és hatdsmechanizmusanak vizsgalatat, kiilonds
tekintettel a klinikai relevanciaval rendelkezé Candida és Cryptococcus
¢élesztogombakra

2. minimalis gatlé koncentracié meghatarozasat és €16 csiraszamra

gyakorolt hatasanak vizsgalatat

sejtmembran permeabilitasra gyakorolt hatasanak vizsgélatat

citotoxicitasanak vizsgalatat emlos sejtekre

kiilonb6z6 gombaellenes szerekkel torténd kdlcsonhatasuk vizsgalatat

makrofagok fagocitald képességére tett hatdsuk vizsgalatat

N oo a ~ w

C. albicans és C. tropicalis biofilm képzddésére és az €éleszt6-hifa
morfologiai valtasra gyakorolt hatdsuk vizsgalatat

8. protoplasztokra gyakorolt hatdsanak vizsgalatat

9. sejtméretre gyakorolt hatasuk viszgalatat

10. sejten beliili lokalizaciojanak vizsgalatat



Alkalmazott modszerek

Mikrobiologiai modszerek

o mikrohigitdsos modszer minimalis gatld koncentracié meghatdrozasara
o protoplasztképzés

o ¢lécsiraszam meghatarozas

o sakktabla titralasi” modszer peptidek és flukonazol in vitro

kolcsonhatdsanak vizsgalatara

Mikroszkodpia (fény- és fluoreszcens mikroszkopia, pasztdzo

elektronmikroszkopia):

o peptidek hatasa a hifa és biofilm képzdédésre, valamint Cryptococcus
neoformans sejtek méretére

o FITC-jelolt peptid sejten beliili lokalizacidjanak meghatarozasa

Aramlasi citometria:

o Calcein sejten beliil torténd felhalmozodasanak mérése
o J774.2 egér makrofag sejtek és Alexa Fluor 488 fluoreszcens festékkel

jelolt Cr. neoformans sejtek kolcsonhatasanak vizsgalata

Molekularis médszerek:

o Elesztégomba sejtek életképességének vizsgalata XTT redukcios
modszerrel (biofilmképzés)

o  Human keratinocita és J774.2 egér makrofag sejtek életképességének
vizsgalata MTT redukcios modszerrel

o Peptidek DNS-hez val¢ affinitasanak vizsgalata gélelektroforézissel

o Affinitas kromatografiai vizsgalatok
4



Elért eredmények

Munkank soran 27 peptid hatasat vizsgaltuk 6t kiilonboz6 Candida faj
¢és Cr. neoformans ellen. A peptidek koziil 19 mutatott antifungalis aktivitast.
Az NCR335 peptidnek mind az N-terminalis (NCR335N;3:), mind a C-
terminalis (NCR335Ci133) régidja, valamint e régiok szarmazékai, az
NCR335N7.21, NCR335N1.19, NCR335N1.15, NCR335C17.33 és NCR335C13.33
tovabba az NCR169 peptid C-terminalis régioja (NCR169C17.33) és ennek 2
szarmazéka (NCR169C17.3sW10,20/A és NCR169C17.350X) egyarant hatasosnak
bizonyult a vizsgalt fajokkal szemben. Az AMP1, AMP2 ¢s AMP2b peptidek
mindegyike Cryptococcus-ellenes aktivitast mutatott, és e peptidek esetében
mértiik a legalacsonyabb minimalis gatlo koncentracio (MIC) értékeket, YNB
tapoldatban hatékonyabbnak bizonyultak, mint a cryptococcosis kezelése soran
alkalmazott flukonazol és amfotericin B. Az AMP2b minimalis gatld
koncentracioja még X-VIVO tapoldatban is alacsonyabbnak bizonyult a
flukonazol MIC értékénél. Ezen peptideken kiviil az NCR044, az NCR247 és
ennek 2 szarmazéka (NCR247C és NCR247C/S) valamint a TP10 is
gombaellenes hatassal rendelkezett. A 12 aminosavnal rovidebb €s +5 toltés
alatti peptidek esetében nem tudtunk antifungalis hatast kimutatni. Az altalunk
vizsgalt, gatloaktivitast mutatd peptidek és peptid-szarmazékok cidikus
hatastnak bizonyultak.

Eredményeink bizonyitottdk a peptidek sejtmembran permeabilitasra
gyakorolt hatasat, melyet a fluoreszcens calcein Cr. neoformans sejtekben
torténd felhalmozodasan keresztiil igazoltunk. A peptidek sejten beliili

lokalizacidjat fluoreszcens mikroszkopban tanulmanyoztuk. Megallapitottuk,



hogy a FITC-jelolt NCR335 jelen volt a sejtmembranban, de nagyobb
koncentraciéban a citoplazmaban volt kimutathatdo, ahol nem tudtuk
specifikusan lokalizalni egyik sejtszervecskéhez sem. Kimutattuk, hogy a
protoplasztok ¢és az intakt sejtek eltéré érzékenységet mutatnak a vizsgalt
peptidekkel szemben. A peptidek szignifikansan hatékonyabban csokkentették
az intakt sejt populaci6 telepképzdegységeinek szamat, mint a sejtfaluktol
illetve a Cr. neoformans sejteket koriilvevé tokanyagnak szerepe lehet a
peptidek sejtfelszinhez valé kotddésében ¢és ezaltal a sejtekbe torténd
bejutasukban.

NCRO044 peptiddel tortént kezeléssel, valamint proteinaz K és DNaz
enzimek hasznalataval vizsgaltuk a peptidek DNS-sel valé kolcsonhatasat. Ezen
eredmények arra utaltak, hogy a pozitiv t6ltésti peptid az inkubécid soran a
negativ toltéstt DNS-hez kotédve semlegesitette annak toltését, azonban a peptid
fehérjebontd enzimmel tortént eltavolitasa utan a DNS visszanyerte a negativ
toltését. A peptidek kotddése nem biztosit olyan szoros ,burkot”, ami
megvédené a DNS-t a DNaz kezelés hatasatol.

Vizsgalataink soran az NCR169Ci73s, NCR169Ci7380x és
NCR335Ci17.33 peptidek egymassal és flukonazollal torténd kolesonhatasaban
harom kombinaci6 esetében szinergizmust figyeltiink meg C. auris ellen.

Az altalunk vizsgalt NCR peptidek alacsony koncentracioban nem
mutattak jelentds citotoxicitast, azonban az alkalmazott legmagasabb (25 uM)
koncentracioju  peptid-kezelés soran a human keratinocita sejtek

¢letképességeének csokkenése volt megfigyelhetd négy peptid esetében. Egér



makrofag sejtekre nézve a TP10, NCR247 ¢és NCR335Ci7.33 peptidek
citotoxikusnak bizonyultak.

Megallapitottuk, hogy az AMP1; AMP2b és NCR169C17.33 peptidekkel
kezelt Cr. neoformans sejteket szignifikansan nagyobb aranyban fagocitaltak a
makrofagok, mint a kezeletlen sejteket.

A vizsgalt peptidek eltéré hatast gyakoroltak a Cr. neoformans sejtek
méretére. Mig két peptid (NCR044 ¢és NCR335Ci7.33) esetében a sejtek
méretének csokkenése volt megfigyelheté, addig a tobbi peptiddel végzett
kezelés utan szignifikans sejtméret ndvekedést tapasztaltunk.

A széles hatasspektrummal rendelkez6 NCR335C17.33, NCR169C17.35 és
az NCR169C17.330x peptidek szubletalis koncentraciéban gatoltak a dimorf C.
albicans és C. tropicalis fajok esetében az éleszt6-hifa atalakulast. Kimutattuk,
hogy az &sszes aktiv peptid gatolta mindkét faj biofilm képzddését.

Eredményeink azt bizonyitjak, hogy az altalunk vizsgalt peptidek
tobbsége széles spektrumli gombaellenes hatassal rendelkezik. Gatoljak az
¢lesztO-hifa atalakulast, tovabba a biofilm képzddését. Gombaellenes szerekkel
valé szinergikus kolcsonhatasaik és human sejtekre gyakorolt alacsony
toxicitasuk miatt igéretes terapias gyogyszerjeloltek lehetnek patogén
¢lesztogombak ellen. Hatdsmechanizmusuk pontos feltardsa tovabbi
kisérleteket igényel, azonban eredményeink alapjan pozitiv toltésiik miatt
képesek a negativ toltésti makromolekulakhoz, igy a nukleinsavakhoz torténd
kotodésre, ilyen modon feltételezhetden sokrétli hatast gyakorolhatnak a sejt

mukodésére.



Summary

Millions of individuals are affected by serious fungal infections annually,
resulting in over 1.3 million deaths. The primary cause of treatment failure often
derives from inaccurate or delayed diagnoses. Despite the notable attention
given to the development of antifungal agents in recent years, these agents
remain limited to a few specific compound families. Consequently, my research
focused on examining the characteristics of antimicrobial peptides as potential
alternatives to the currently utilized polyenes, azoles, and echinocandins for
treating fungal diseases. The objective of my study was to elucidate the impact
and mechanism of action of certain nodule-specific cysteine-rich peptides
(NCR) and their shorter derivatives on human pathogenic yeasts. Our findings
verify that a majority of the tested peptides possess a broad-spectrum antifungal
effect. Notably, we successfully identified peptides with lower minimum
inhibitory concentration (MIC) values compared to currently available
antifungal agents such as fluconazole and amphotericin B. Through my results,
it is evident that the concurrent use of certain peptides can reduce the MIC value
of fluconazole, thereby mitigating its adverse effects. Additionally, these
peptides inhibit yeast-to-hyphae transformation and biofilm formation. Due to
their synergistic interactions with antifungal agents and minimal toxicity to
human cells, they hold promise as potential therapeutic drug candidates against
pathogenic yeasts. However, further experiments are necessary to ascertain their
precise mode of action. Our investigation indicates that peptides possessing a
positive charge can bind to negatively charged macromolecules (such as nucleic
acids), enabling them to exert a broad range of effects on various cellular

processes.
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