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Megjegyzéseire és kérdéseire az alabbiakban valaszolok:

A szénéhezést kisérd valtozasok leirasa inkabb felsorolaskeént hat és nem érzi az olvaso a
kiilonbozo folyamatok egyiittes jelenlétét, egymasra épiilését... ,,

Sajnos ismereteink jelenleg mozaikosak; rengeteg sejtést fogalmaztak meg a kutatdk
az elmult években, de csak kevés, kisérleti adattal is jol alatdmasztott kovetkeztetés lett
publikalva. Igy egy, az ok-okozati kapcsolatokat is bemutatd dsszefoglald dbra elkészitése
helyett egy talan kevésbé elegans, de szakmailag tarthatobb megoldés, azaz az események
egyszerii felsorolasa mellett dontottem. Egyetértek Opponensem véleményével: az egyes
események kozotti lehetséges kapcsolatokra, 6sszefliggésekre ezen megoldas keretein beliil is

érdemes lett volna jobban felhivni az olvas6 figyelmét.

LA jelolt a 7. abran egy, a szénéhezéssel valosziniileg kozvetleniil nem is kapcsolatos
apoptozist és az arra jellemzo markerek megjelenését mutatja be. Ez azért is furcsa, mert pont
sajat munkdjara hivatkozva vonja kétségbe az apoptozis jelentoségét a szénéhezés

folyamataban.’

Egyetértek, az abrat és a bekezdést érdemes lett volna kihagyni.

K1: Nem lehetséges, hogy az autofdagia soran felléepé mitokondriumok emésztése (mitofagia),
vagy a belsé membrdanrészletek emésztésének kovetkeztében megnovekvd intracellularis Ca’*
koncentracio novekedése okozza a megnévekedett oxidativ stresszt?

A Ca?" koncentracio véltozdsa sok fajban hatdssal van a mitokondriumok reaktiv
oxigén részecske (ROS) termelésére és a szintén ROS termeld NADPH oxiddzok aktivitasara.
A ROS koncentracié valtozasa ugyanakkor az endoplazmatikus retikulum Ca?" csatornainak

mukodését befolyasolja. E kapcsolat lehet kdlcsondsen stimuldlo hatasu is, igy a citoszolikus
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Ca®" koncentracio kismértékii novekedése végiil jelentés oxidativ stressz kialakulasdhoz
vezethet [1]. Hasonld kapcsolatot a gombdk esetében is feltételeznek és e folyamatoknak
fontos szerepet tulajdonitanak a gombdk programozott sejtpusztuldsi folyamatainak
(apoptozis és autofagia) inicidlasaban [2]. Gombak esetében rdadasul a f6 Ca®" raktarnak
tobbnyire nem az endoplazmatikus retikulumot, hanem az autofagidban is kozponti
jelentéségli vakudélumot tekintik [3]. fgy nemcsak a ROS és Ca?* homeosztazis
befolyasolhatja egymast kolcsondsen, de az altaluk indukalt autofagia — a mitofagian tul - is
visszahathat e jelatviteli folyamatokra.

Vizsgalataink alapjan szénéhezés alatt a légzésintenzitds jelentésen csokkent, és
kozben megndtt az alternativ 1égzés ardnya a citokrom c oxidaz-fiiggd 1égzés¢hez képest [4].
Ezzel parhuzamosan a citomsav ciklus enzimeit, illetve a 1égzési elektrontranszport lanc
enzimeit kodolo gének aktivitasa csokkent [5]. Azaz szénéhezés alatt megvaltozott a
mitokondriumok miikodése. Arra vonatkozoan, hogy ez kapcsolatban van-e az intracellularis
Ca?" koncentracié esetleges novekedésével és oxidativ stressz kialakuldsahoz vezet-e,
nincsenek adataink. A szénéhezés alatt megfigyelt intenziv fehérjeszekrécid és szdmos
endoplazmatikus retikulumhoz koétheté gén aktivitdsanak novekedése ugyanakkor arra utal,
hogy ezen jelentés ROS termelésérdl is ismert sejtorganellum muiikodése is megvaltozik, ami
szintén hozzijarulhat a ROS és a Ca?>" homeosztazis megvaltozasahoz [4-6]. A
feltételezhetéen Ca?'/kalmodulin-fiiggd protein kinazokat kodold gének (cmkB, cmkC, chkC)
aktivitasa szénéhezés alatt ndtt, mig a Ca** transzmembran transzportjaban fontos gének koziil
a vexd (feltételezett vakuolaris H'-Ca®* antiporter gén) és a yvel (feltételezett Ca®" csatorna
fehérje génje) aktivitdsa nott, a figd és trp2 (feltételezett Ca** csatorna fehérjék génjei)
aktivitdsa csokkent [5]. E véltozasok szintén azt sugalljak, hogy a Ca?"-fiiggé jelatvitelnek
fontos szerepe lehet a szénéhezésre adott stresszvalasz szabdlyozasaban. A ROS tartalom
novekedését idézheti eld az antioxidans rendszer aktivitasanak/kapacitdsanak a csokkenése is.
Szénéhezés alatt a glutation peroxiddz és katalaz aktivitasok, valamint a sejtek glutation
tartalmanak csokkenését figyeltik meg, ami azonban a szuperoxid dizmutdz aktivitdsok
novekedésével jart egyiitt [4]. Transzkriptomikai adataink alapjan szénéhezés alatt a sejtek
lecser¢lik a novekedd tenyészetekre jellemzd antioxidativ enzimeiket mdas antioxidativ
enzimekre: pl. a catA, catB katalaz és sodA, sodB szuperoxid dizmutaz gének helyett a catC
kataldz, a cped kataldz-peroxiddz, valamint az AN1131 és ANO0785 szuperoxid dizmutdz
gének aktivalodnak. [5]. E valtozdsoknak a ROS akkumuléciora gyakorolt hatdsa azonban

nem ismert. Legfrissebb vizsgalataink alapjan ugyanakkor, ha a glutation koncentraciok



csokkenését mérsékeljiik a glutation lebontdsaban résztvevd enzimeket kodolo gének (dugB
¢s dug() inaktivéalasaval, az valoban késlelteti az oxidativ stressz kialakuldsat [5].
Osszességében az oxidativ stressz kialakuldsanak oka, okai egyel6re nem ismertek. A
mitokondrium miikodésének és a Ca**-fiiggé jelatviteli folyamatoknak a megvaltozasa nagy
valoszintiséggel hatassal van a szénéhezé gomba tenyészetek ROS termelésére is. Eppen ezért
e jelenségek vizsgalata egy igen igéretes kutatasi irdnyt jelenthet a szdmunkra is a (kozeli)

jovoben.
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K2: Mi az oka annak, hogy a kiilonbozo Aspergillus fajoknal eltéré referencia géneket
hasznaltak?

A referencia gének kivalasztasanal két szempontot vettiink figyelembe:
1. A referencia gén aktivitdsa legyen stabil és jol detektalhatdo a vizsgalt kisérleti
elrendezésben.
2. Legyen irodalmi adat arra vonatkozo6an, hogy masok is hasznaltak mar ezt a gént referencia
génként a kérdéses fajban.
Tapasztalataink szerint stressznek kitett tenyészetekben sok ,.klasszikus” referencia gén (pl.
glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz gén, foszfoglicerinsav kindz gén, riboszomalis
fehérjék génjei) aktivitasa jelentdsen megvaltozik. Sokszor még ugyanazon faj esetében is
igaz, hogy az a referencia gén, ami az egyik (pl. novekedd tenyészeteket vizsgald) kisérletben

még hasznalhatonak bizonyul, az egy masik (pl. ndvekedd és ¢€hezd tenyészeteket



Osszehasonlitd) kisérletben mar nem az. Azaz a referencia gének kivalasztasat inkabb a
tenyésztési koriilmények és az alkalmazott kezelések befolyasoltdk és nem a vizsgalt faj.
Nincs tapasztalatunk arra vonatkozdan, hogy ugyanazon referencia gének, ugyanolyan
tenyésztési koriilmények kozott, kiilonbozo Aspergillus fajokban eltéré modon viselkednének.
(Valoszintlileg fajtol és a tenyésztési koriilményektdl fiigg, hogy mikor igen €s mikor nem.)
Annak oka, hogy az Aspergillus fumigatus esetében mas referencia géneket hasznaltunk, mint
az Aspergillus nidulansal végzett kisérleteknél technikai jellegli: Azon A. fumigatus gének
koziil, amelyek referencia génként térténd felhasznaldsat mar publikaltak az irodalomban ez a
harom gén volt az elsé harom olyan gén, amely az RNS szekvenalasi és RT-qPCR adatok

alapjan alkalmasnak bizonyult a kisérletek kiértékelésére.

K3: A referencia gének esetében a transzidacioban szereplo eEF-3, eEF-44 és eEF-1 szintje
nem valtozott az egyes alkalmazott stressz hatasara? Ugyanez felmeriil az 1,3-f-gliikan
szintaz katalitikus alegységet kodolo gén esetében is.

A novekedd ¢€s szénéhezd Aspergillus nidulans tenyészetekben mért transzkripcids
adatok Osszehasonlitasakor az AN6700 (feltételezett eEF-3 transzlacids elongacios faktor) gén
aktivitasa megfelelon stabilnak bizonyult az ezen kisérletekben hasznalt referencia torzs
esetében. (Egy jelenleg folyamatban 1évé vizsgadlatban ugyanakkor e gén aktivitasa
szénéhezés hatasara jelentésen csokkent az egyik (AdugB-AdugC) mutans torzsben.) Az
oxidativ stressz hatdsdnak tanulmanyozasakor valoban csokkent az AN6700 gén aktivitdsa
tobb stresszor jelenlétében is. E kisérletekben emiatt az actd (y-aktin) gént hasznaltuk
referencia génként.

Az Aspergillus fumigatus esetében az Afu6gl2400 (fksl; feltételezett 1,3-B-gliikan
szintaz katalitikus alegység) ¢és az Afu3g08160 (#if]1; elF4A transzlacios iniciacios faktor)
gének aktivitdsa stabil volt; sem a vaséhezés, sem a hidrogén-peroxid stressz, sem a kettd
kombinacidja nem befolydsolta érdemben az mRNS-iik mennyiségét. Az Afulg06390 (fefl;
feltételezett eEF-1 transzlacids elongacids faktor o-alegység) gén esetében a kombinalt
kezelés mar tulsagosan erdsnek bizonyult €s szignifikansan csOkkentette aktivitasat. Ebben az
esetben az elemzést mindhdrom génnel elvégeztiik, de csak az fks/ génnel szamolt adatokat

hasznaltuk fel az eredmények diszkutélasakor.



K4: A DNS chip vizsgalatoknal az egyes mintakbol (3-3) poolt készitettek. Ez azt is jelenti,
hogy igy nem volt biologiai ismétlés? Nem deriilt ki, hogy volt-e technikai ismétlés és, hogy az
elso kisérletben alkalmaztak-e szincserés ismétlést?

A DNS chip vizsgélatoknal nem volt lehetdségiink technikai és biologiai ismétlések
kivitelezésére, illetve a kétszinli jelolés esetén szincserés ismétlésre sem. Anyagi okokbol
csak arra volt lehetdségiink, hogy a tobb (harom) fiiggetlen kisérletbdl szarmazd mintat, RNS
koncentraciojuk alapjan 1:1:1 aranyban, elegyitsiik és ezt az egyesitett mintat vizsgaljuk meg.
A kapott eredményekbdl a harom kisérlet egyfajta ,,atlagat” tudtuk meghatarozni, de az
adatok szorasara természetesen nem tudtunk kovetkeztetni. Az ebbdl adodo hianyossagokat
(fals pozitiv eredmények) két modon probaltuk kompenzdlni: 1) A DNS chip adatokat
els6sorban arra hasznaltuk, hogy segitségiikkel kivalasszuk azokat a géneket, amelyeknek a
transzkripcids valtozéasait RT-qPCR segitségével is ¢érdemes megvizsgalni ¢és a
kovetkeztetéseinket ezen, RT-qPCR-rel ellendrzott gének adataira alapoztuk. 2) A adatok
kiértékelésénél kertiltiik az egy-egy konkrét gén viselkedésére vonatkoz6 megallapitasokat,
helyette inkdabb a nagyobb géncsoportokra jellemzd transzkripciés valtozasokra

koncentraltunk.

K5: Az RNS szekvenalaskor a mintdk elemzése nem vilagos: a 3 ismétlést szintén egyesitették
1 poolban. és azon végezték el a szekvenaldst?

Az RNS szekvenalas esetében 0sszesen 12 mintat szekvenaltunk meg, azaz a négyféle
kezelés hatasat harom biologiai ismétléssel tanulmanyoztuk. Ez lehetévé tette, hogy
meghatarozzuk az egyes kezelésekben differencidltan expresszalt géneket, de ebben az
esetben is torekedtiink arra, hogy a diszkusszido szempontjabol valdéban fontos gének

transzkripcidjanak (mRNS-ének mennyiségi) valtozasait RT-qPCR-rel is ellendrizziik.

K6: Az RNS szekvendlas esetében mire normaltik az eredményeket?

A dolgozatban szerepld FPKM kifejezés (,,Fragments Per Kilobase Million™), illetve a
cufflinks program emlitése félrevezetd. A cufflinks valoban FPKM értékeket szamol, ami a
mi esetiinkben (a fragmenseknek csak az egyik vége lett megszekvendlva; ,,single-end read
sequencing”’) megegyezik az RPKM (,,Reads Per Kilobase Million”) értékekkel. E program a
génekhez tartozo ,,count” adatokat az adott minta illesztett ,,read”-jeinek millidban megadott

szaméaval osztja, hogy a mintdk eltéré ,,szekvendlasi mélységébodl” adodo hibakat
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kikiiszobolje. Ezt a ,,normalizalast” a differencialtan expresszalt gének meghatdrozasara nem
hasznaljak. A differencidltan expresszalt géneket a cuffdiff program (2.2.1 verzid)
segitségével azonositottuk. Ez a program egy ,,méretfaktorral” (,,size factor””) normalizal. A
,méretfaktor” kiszamitasanal valamennyi minta valamennyi génjének ,,count” adatait
figyelembe veszi: Egy mintan beliil kiszamitja az 6sszes génre a ,,count” érték és az adott gén
Osszes mintabol meghatarozott ,,count” értéke mértani kozepének hanyadosat és ezek
medidnjat veszi (,,median of geometric means”) [1,2]. Ma méar a cuffdiff (cuffdiff2 is)
elavultnak szamit, igy a tophat illeszté program és a cuffdiff differencialt génexpressziot
meghatarozo6 programok helyett a hisat2 illeszté programot és a deseq2 programot hasznaljuk.

A deseq és deseq2 programok hasonléan normalizaljak az adatokat, mint a cuffdiff.

1. Anders S, Huber W. (2010) Differential expression analysis for sequence count data. Genome Biol. 11:R106.
2. Evans C, Hardin J, Stoebel DM. (2018) Selecting between-sample RNA-Seq normalization methods from the

perspective of their assumptions. Brief Bioinform. 19:776-792.

K7: Hany tobb stresszvalaszban egyiittes kifejezodeést mutato, de eddig funkcionalisan nem
annotalt gent sikeriilt azonositaniuk? Ezek koziil volt-e olyan uj RNS, amelyrol kideritették,
vagy kideriilt, hogy kodolo genje valamely stresszfolyamatban szerepet jatszik?

Sajnalatos mdédon a fonalas gombdk genomjanak annotaltsdga igen gyenge. Az
Apergillus Genome Database (www.aspgd.org) adatai szerint az Aspergillus nidulans
genomja 10687 nyitott olvasasi keretet (ORF) tartalmaz, amelybdl az igazolt nyitott olvasasi
keret (,,verified ORF”) minddsszesen csak 1213 (11 %). Ugyanez az ardny a Saccharomyces
cerevisiae esetében 78 % (www.yeastgenome.org). Az Apergillus Genome Database
honlapjan 1063 A. nidulans génr6l van genetikai vizsgalatokkal szerzett informécio
feltiintetve ¢és mintegy 6000 génhez van rendelve ,,biological process GO term”. A fentiek
alapjan nem meglepé modon nagyon konnyen lehet ismeretlen funkcioju géneket azonositani
transzkriptomikai munkak segitségével. Az A. nidulansban menadion, tert-butilhidroperoxid
¢s diamid kezelésekben egyarant feliilszabalyozott vagy alulszabalyozott gének koziil minden
adatbazisokban. E gének funkcidjanak felderitésébe nem kezdtiink bele, de jelenleg tobb mas
olyan genetikai munka is folyamatban van tanszékiinkon, melyeket transzkriptomikai
vizsgéalatok inicidltak: 1) A kozelmultban sikeriilt igazolnunk delécidos mutansok

vizsgalataval, hogy a dugB ¢és dugC (glutamin amidotranszferaz) gének felelések széné¢hezd



tenyészetekben a glutation koncentraciok gyors csokkenésért. E génekre a szénéhezd
tenyészetekkel végzett transzkriptom vizsgalataink hivtak fel a figyelmiinket. 2) Szintén a
transzkriptom adataink alapjdn gyanitjuk, hogy a zipB (feltételezett bZIP transzkripcids
faktor) gén fontos szerepet jatszhat az oxidativ stresszvalasz szabalyozasaban szénéhezd
tenyészetekben. (A AzipB mutansok készitése folyamatban van, hogy tesztelni tudjuk
hipotézisiinket.). Folynak genetikai munkdk poliketid szintdzokat, illetve nem riboszomalis
peptid szintazokat kodold génekkel kapcsolatban is annak érdekében, hogy az A. nidulans
altal termelt, eddig még nem leirt szekunder metabolitokat tudjunk azonositani. A gének
kivalasztasanal fontos szempont volt, hogy legyenek olyan tenyésztési koriilmények, amikor a
kérdéses klaszter génjei nagy aktivitdst mutatnak és ennek eldontéséhez a mar meglévo

transzkriptom adatsorainkat hasznaltuk fel.

K8: Van-e informdcio arrdl, illetve terveznek-e olyan kisérleteket, ahol kiilonbozo, mar
engedélyezett antifungdlis szereket hasznalnak valamilyen (oxidativ stressz, vas/cink
eheztetés) stresszel kombinalva, a terdpia hatékonysaganak novelése céljabol?

A ,kombinatorikus” stressz kezelések alkalmazasa és a kapott stresszvalaszok
szisztematikus elemzése az utobbi években kezd a kutatdk érdeklddésének koézéppontjaba
keriilni. Az eddig publikalt legtobb kisérlet azt vizsgalta, hogy a tapkodzeg szénforras tartalma
(szénstressz) hogyan befolydsolja a kiilonb6z6 Candida fajok antifungalis szerekkel, vagy
mas stresszorokkal szembeni érzé¢kenységét [1-3]. Mas kisérletekben kifejezetten az emberi
szervezetben is fellépd stresszek egylittes hatdsat tanulméanyoztdk Candida fajokon [4-5]. A
nem Candida fajokkal végzett és kiilonOsen az omikai megkdozelitést is alkalmazo vizsgalatok
szdma ma még kevés [6-8].

A szénforras limitacids stressz (gliikdz helyett tejsav volt a szénforrds) megnovelte a
vizsgalt Candida albicans torzsek caspofungin, tunicamycin és amphotericin B tolerancigjat,
de a sejtek érzékenyebbé valtak a miconazolra [2]. E valtozasok pontos oka nem ismert, a
szerzOk a sejtfal Osszetételének megvaltozasat detektaltdk a kisérletekben. A cikk fontos
iizenete, hogy az antifungalis szerekkel szembeni érzékenység in vitro vizsgalatakor a nem
megfeleld tenyésztési koriilmények megvalasztasa félrevezetd eredményekre vezethet.

Tobb tanulmény is foglalkozik azzal a lehetdséggel, hogy a gombédkban az emberi
szervezetben vald novekedés alatt kialakuld vas, illetve cink éhezést a megfeleld kelatorok
adésaval felerdsitsék [9-10]. E készitmények dnmagukban is antifungalis hatadsuak lehetnek,

de sok esetben kifejezetten mas, mar bevalt antifungalis szerekkel egyiitt kivanjak alkalmazni
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oket. A Cryptococcus neoformans esetében példaul megfigyelték, hogy a vas kelator EDTA,
deferiprone, illetve deferasirox és az amfotericin B antifungalis hatasa kozott szinergizmus
van [9]. Az azolok (pl. vorikonazol és itrakonazol) esetében viszont antagonizmust mutattak
ki [9].

A ,kombinatorikus” stresszvalaszok tanulméanyozasa jelenleg is folyamatban van a
tanszékiinkon. Egy olyan gyorsteszt optimalizdlasan dolgozunk, amely lehetdvé tenné
nagyszamu torzs (pl. eltérd in vivo patogenitdst mutatdé A. fumigatus torzsek)
,kombinatorikus” stressz tolerancidjanak gyors Osszehasonlitasat. E modszert szeretnénk
felhasznalni arra is, hogy megvizsgaljuk az A. fumigatus antifungalis szerekkel szembeni
érzékenységét stressz, illetve ,kombinatorikus” stressz alatt. Természetesen, ha azt
tapasztaljuk, hogy az antifungélis szerekkel szembeni érzékenység jelentds mértékben
csokken, vagy n6 a gombat ért stresszhatasok kovetkeztében, akkor ennek hatterét szeretnénk

majd részletesen megvizsgalni transzkriptomikai modszerek segitségével is.
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