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Roviditések jegyzéke

ASD
CP

CWI
DCM
DHN
DOPA
DUG

ECB
ER
ESR
FC

FGSC
FPKM

vYGpNA
yGT
GPx
GR
GSH
GSSG
G6PDH
h-H,0;
HOG

kat
1-H,0,
MAPK

autolitikus sejtfaldegradacio

a qPCR reakciokban a PCR termék akkumulalodasahoz sziikséges ciklusok
szdma (crossing point).

sejtfal integritasi (jelatviteli itvonal) (cell wall integrity pathway)

szaraztomeg (dry cell mass)

1,8-dihidroxinaftalén

L-3,4-dihidroxifenilalanin

A citoszolikus glutation lebontdsdban kozremiikodd anyagcsere 1t
Saccharomyces cerevisiaeben (Deficient in Utilization of Glutathione)
echinocandin B

endoplazmatikus retikulum

kornyezeti stresszvalasz (Environmental Stress Response)

egy gén transzkripcids valtozasa (fold change) a transzkriptomikai vizsgalatok
esetében; leggyakrabban FC = Ixezer/Ixezeletien, Vagy FC = Inutans/Ikontroll torzs
Fungal Genetic Stock Centre (www.fgsc.net)

a beazonositott fragmensek szama, osztva a kérdéses gén kbp-ban megadott
hosszaval és az 0Osszes beazonositott fragmens szadmaval (fragments per
kilobase per million mapped fragments)

y-glutamil-p-nitroanilid (yGT aktivitdisméréshez hasznalt y-glutamil donor)
y-glutamil transzpeptidaz

glutation peroxidaz

glutation reduktaz

(redukalt) glutation

glutation diszulfid (oxidalt glutation)

gliik6z-6-foszfat dehidrogenaz

nagy (75 mM) H,O, koncentracioval torténd kezelés (high-H,0,)

tobbek kozott a hiperozmotikus stresszvalaszt szabalyozo jelatviteli utvonal
(high-osmolarity glycerol signaling pathway)

a transzkriptomikai vizsgalatok esetében szamolt normalizalt jelintenzitas (egy
adott gén esetében)

mol/s; 1 s alatt képz6dott termék, vagy fogyott szubsztrat moljainak a szama
kis (5 mM) H,0, koncentracioval torténd kezelés (low-H,0,)

mitogén aktivalt protein kinaz
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MDS
MEC

MIC

MICy
MSB
PKA
Prx
RIA
RNI

ROS
RT-qPCR
SDS
SDS-PAGE
SOD
tBOOH
TOR

Trx
TrxR
UPSR

w/w %

w/v %

sokdimenzios skaldzas (multidimensional scaling)

minimalis hatdsos koncentracié (minimal effective concentration); Aspergillus
fajok  mikropelletes novekedését indukalé legkisebb (echinocandin)
koncentracio

a legkisebb koncentracié, ami mar teljes ndvekedés gatlast okoz (minimal
inhibitory concentration)

a legkisebb koncentracid, ami mar xx %-os novekedés gatlast okoz

menadion natrium-biszulfit

protein kindz A

peroxiredoxin

reduktiv vas asszimilacios utvonal (reductive iron assimilation)

reaktiv nitrogén részecskék (reactive nitrogen intermedietes); az angol nyelvi
irodalomban szintén hasznalt RNS (reactive nitrogen species) rovidités a
magyarban zavar6 lenne.

reaktiv oxigén részecskék (reactive oxygen species)

reverztranszkriptaz kvantitativ polimeraz lancreakciéd

Na-laurilszulfat (sodium-dodecilsulfate)

Na-laurilszulfatos poliakrilamid gélelektroforézis

szuperoxid dizmutéaz

terc-butil-hidroperoxid

tapanyagellatottsag érzékelésében fontos jelatviteli fehérje/jelatviteli utvonal
(target of rapamycine)

tioredoxin

tioredoxin reduktaz

nem-feltekeredett fehérjék altal indukalt stresszvalasz (unfolded protein stress
response)

tomegszazalék (weight/weight %)

vegyes szdzalék (weight/volume %)
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1. Bevezetés

A stressz, stresszor €s stresszvalasz fogalmakat tobb mint 80 évvel ezelott a sokak altal
,»az orvosi kutatasok Einsteinje”-ként is emlegetett Selye Janos alkotta meg (Selye 1936,
Szabd és munkatarsai 2012). Bar a stresszvalasz fogalmat kezdetben csak mint ,,a szervezet
aspecifikus neuroendokrin reakcidja” (,,the non-specific neuroendocrine response of the
body”) értelemben hasznaltak, a stresszel kapcsolatos kutatasok hamar altalanosan elterjedtek
az ¢lettudomanyok legkiilonfélébb agaiban, €s a stressz fogalma része lett a koznyelvnek is. A
stressz kifejezést a mikrobiologusok is rendszeresen hasznaljak, bar gyakran eltéré modon
értelmezik, definidljadk e fogalmat (Hallsworth 2018). A jelen dolgozatban a stresszt a
Hohmann ¢és Mager (2003a) altal megfogalmazottak alapjan fogom hasznélni. Eszerint
stressznek tekintjiik azokat a kiilsé hatasokat, melyek veszélyeztetik a gombak talélését, vagy
legalabbis megakadalyozzak optimalis miikodésiiket, csokkentik a fitnessziiket.
Stresszvalaszon, ennek megfelelden, a gomba stressz altal indukalt valaszreakcioit értjik,
melyek célja a fitnessz csokkenésének megakaddlyozasa, mérséklése. A gombdk
stresszvalaszainak vizsgéalatakor tulajdonképpen arra a komplex kérdésre keressiik a valaszt,
hogy hogyan alkalmazkodnak a mikroorganizmusok a folyamatosan valtozo kornyezetiikhoz.
E kérdést sokféleképpen kozelithetjiik meg. Tanulmanyozhatjuk, hogy hogyan érzékelik a
gombak a stresszt és a jelatviteli halozat mely elemeinek kozremiikddésével mely gének,
fehérjék aktivitasa valtozik meg a stresszvalasz alatt (molekularis bioldgiai megkdozelités).
Mas esetekben a hangsuly annak megértésén van, hogy a stresszvalasz keretében szabalyozott
gének, fehérjék hogyan jarulnak hozza a stressz karos hatasainak elkeriiléséhez, a stresszhez
valé adaptacidhoz (élettani megkdzelités). A gombdk stresszvalaszainak kutatdsa egy
izgalmas alapkutatatési teriilet, amely nem az optimalis (,,stresszmentes”) koriilmények kozott
vizsgalja a sejtek ,,normal” miikodését, hanem viselkedésiiknek, a biokémiai ¢€s jelatviteli
halozataik szervezddésének lényegét olyan mdédon probalja megragadni, hogy kimozditja a
mikrobédkat idedlis életfeltételeik koziil (stressznek teszi ki Oket) és megvizsgalja, hogy
hogyan reagalnak e valtozasokra. Ezek a kutatdsok hozzdjarulnak a jelatviteli halézatok
felépitésének ¢és milkodésének megértéséhez (Yu ¢és munkatarsai 2015, Valiante ¢és
munkatarsai 2015, Hagiwara és munkatarsai 2016a, Pardo ¢s munkatérsai 2016, Smethurst €s
Cooper 2016, Atay ¢és Skotheim 2017), segitenek megvilagitani szamos gén, fehérje,
biokémiai folyamat, sejtszervecske élettani jelentdségét (Fountain €s munkatarsai 2016a,
Paege ¢s munkatarsai 2016, Ting és munkatarsai 2016, Chernova ¢s munkatéarsai 2017,
Garcia-Neto ¢s munkatarsai 2017, Levine és Klionsky 2017), de hozzajarulnak a mikrovilag

nagyfoku diverzitdsa mogotti okok mélyebb megértéséhez is (Katz és Cooper 2015, Berman
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2016, Braga ¢és munkatarsai 2016, Mattenberger ¢s munkatarsai 2016, Ho ¢és munkatarsai
2017). Mint minden alapkutatasnak, igy a gombak stresszvalaszai vizsgalatanak is sokféle
gyakorlati vonatkozédsa van. A gombdk stressz tolerancidja, stresszhez vald alkalmazkodd
képessége alapvetden meghatarozza, hogy milyen ¢l6helyeken (habitatokban) fordulnak eld
¢és ott milyen anyagcserefolyamatok jellemzik miikddésiiket. Ez az €l6hely lehet példaul egy
immunkomprimalt beteg szervezete, élelmiszer, takarmany, lako- és raktarépiilet, nagy értékii
miikincs, vagy akar egy fermentor is. Ezekben az esetekben a vizsgélatok célja lehet annak a
megértése, hogy 1) miért képesek bizonyos gombak megjelenni és elszaporodni egy adott
¢léhelyen, 2) hogyan lehetne gatolni, vagy éppen eldsegiteni jelenlétiiket akar a kornyezet
tulajdonsdgainak megvaltoztatdsa, akar az alkalmazkodoképességiik célzott megzavardsan
keresztiil, illetve 3) hogyan lehet szdmunkra elénydsen befolydsolni biokémiai, élettani
folyamataikat beleértve szekunder metabolit termelésiiket, vagy antifungalis szerekkel

szembeni érzékenységiiket.

4000

OPubMed - "stress fungi" ]

3500

3000 ]

2500

db

(

€2000 -

zam
]

“ 1500 - ]

1000 A

il

O N DD HD AN DN O N
Se) Q N N N N
SRS LIRS KRG LRC RN PN PN AN SPAN SN

A publikacio éve

A pubmed altal talalt kozlemények

1. 4bra A PubMed adatbazis (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/) altal a ,stress & fungi”
kulcsszavakra talalt kozlemények szama a publikalas éve szerinti megosztasban (Az adatgyljtés
idépontja: 2019. januar 14.)

Példaként a huméan patogén gombdk stresszvalaszainak vizsgalata (Abegg ¢s munkatarsai
2010, Fréalle és munkatarsai 2013, Miyazaki és Kohno 2014, Brandon és munkatarsai 2015,

Lamoth ¢és munkatéarsai 2016), a mikotoxinok stresszfiiggd termelddésének tanulmanyozasa
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(Hong és munkatarsai 2013a, Yin és munkatarsai 2013, Montibus és munkatérsai 2015) és a
szénstresszvalasz ipari mikrobioldgiai vonatkozisainak vizsgéalata (Matsushika és
munkatarsai 2013, Xiong és munkatarsai 2014, van Munster és munkatarsai 2014, 2016)
emlithetd meg. Elméleti és gyakorlati jelentdségének koszonhetben a gombak
stresszvalaszainak vizsgalata irdnt a 90-es évektdl kezdve folyamatosan ndtt a kutatok
érdeklédése (1. abra).

A jelen dolgozatban az Aspergillus fajok stresszvalaszainak vizsgalataval kapcsolatos
eredményeinket mutatom be. A vizsgalatok tilnyomo tobbsége az alabbi harom gombafajjal
kapcsolatos:
— Aspergillus nidulans: els6sorban, mint modell organizmus jelentds (Martinelli 1994), de
mint human- (Henriet és munkatarsai 2011) és allat patogén faj (Anzai és munkatarsai 2000)
is ismert.
— Aspergillus fumigatus: a legfontosabbnak tartott ,,nem-Candida” human patogén gomba
(Brown ¢és munkatarsai 2012, Oren és Paul 2014).
— Aspergillus pachycristatus: (,,Aspergillus nidulans var. roseus”); echinocandin B termelése
miatt ipari jelentdséggel is bird faj (Cacho és munkatéarsai 2012, Matsuzawa ¢és munkatarsai
2012).

E vizsgalatok az oxidativ stresszel, a szén¢hezés és a vashidny okozta stresszel,

valamint az echinocandin B altal eldidézett stresszel foglalkoznak.
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2. Irodalmi attekintés

2.1 A gombdk oxidativ stresszvalasza

2.1.1 Reaktiv oxigénformak, antioxidans rendszerek, oxidativ stressz

Reaktiv oxigénformdkon (ROS) az alapallapoti oxigénnél (triplet oxigén)
reakcioképesebb oxigén szarmazékokat — szinglet oxigén, szuperoxid anion (*O;), H,O,,
szerves peroxidok és hidroperoxidok, hidroxil szabadgydk (*OH), hipoklérossav — értjiik
(Dickinson és Chang 2011). Képzddésiik minden aerob éldlényre jellemzd. Gombak esetében
elsésorban a *0,’, H,O, és a *OH bir nagy bioldgiai jelentdséggel. A *O, nagy része a
mitokondrialis 1égzési elektrontranszport lanc nem tokéletes mikodése (az oxigén egy
elektronos redukcidja) kovetkeztében keletkezik, de — tobbek kozott — a membranhoz kotott
NADPH oxidazok is jelentds mennyiségben allitjak elé ezt a ROS-t (Temple és munkatarsai
2005, Tan és munkatarsai 2009, Dickinson és Chang 2011, Aung-Htut és munkatarsai 2012,
Rinnerthaler és munkatarsai 2012). A H,O, egy része a *O," szuperoxid dizmutdzok (SOD)
altali diszproporciondlodasaval, vagy a *O,-hoz hasonldan a 1égzési elektrontranszport lanc
mikodése kovetkeztében (az oxigén kételektronos redukcioja) keletkezik. Jellemzdéen H,O,
képzddésével jar a zsirsavak peroxiszomalis B-oxidacidja (zsirsav oxidazok miikdodése) €s a
fehérjék oxidativ feltekeredése (,,folding”-ja) (ER specifikus diszulfid izomeraz-tiol oxidaz
aktivitas), de H,O, keletkezik, keletkezhet szamos mas oxiddz, oxigenaz és dehidrogenaz
enzim (pl. glikéz oxidaz, glioxal oxidaz, aril alkohol oxidaz, D-aminosav oxidazok, citokrom
P450-dependens enzimek) mikddése kovetkeztében is (Lewis 2002, Starkov és munkatarsai
2004, Pollegioni €¢s munkatarsai 2007, Aung-Htut és munkatarsai 2012, Rodrigues ¢s Gomes
2012, Ayer és munkatarsai 2014).

M™ +°0, — M®DF 4 0,

M®Y* + H,0, » M" + *OH + OH" (Fenton-reakcid)

a kettd egyiitt:

H,0, +°0," — 0, + H,0, + *OH + OH" (Haber-Weiss-reakcio)

2. abra A Haber-Weiss-reakcio
M: redox aktiv, atmenetifém (gyakran Fe, vagy Cu)

A reakciOképességét tekintve a legfontosabb ROS, a °*OH elsésorban a Haber-Weiss-
reakcidban termelddik atmenetifémek jelenlétében (2. dbra). A fent emlitett ROS-ok szerves
vegyliletekkel reagalva szamos masodlagos ROS-ka ¢€s kiilonféle szabadgyokokke (pl. szerves
peroxidok, szerves hidro-peroxidok, peroxil-, alkoxil- és alkil-szabadgyokok) alakulhatnak at

(Aung-Htut és munkatarsai 2012, Ayer és munkatarsai 2014).
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E molekulak reakciokészsége €s a rajuk jellemzo reakciok tipusa eltérd ugyan (Dickinson és
Chang 2011), de megfeleld koncentracioban mindegyikiik stlyosan kdarosithatja a
kulcsfontossagt makromolekulakat (fehérjék és nukleinsavak), és sejtalkotokat (membranok),
ami végsO soron a sejtek pusztuldsahoz is elvezethet. Nem meglepd moddon szamos
antioxidans rendszer védi az aerob ¢éldlényeket a ROS-ok karos hatasaival szemben.
Gombakban ezek koziil emlitést érdemelnek a kdvetkezok:

— A diszproporcidt katalizalo, ezért redukald erét nem igényléd SOD-ok és katalazok, melyek a
*O, -nal és a H,O,-dal szemben nytjtanak védelmet (Staerck és munkatarsai 2017).

— A tioredoxin rendszer enzimei: peroxiredoxin (Prx), thioredoxin (Trx) és a tioredoxin
visszaredukalasdhoz sziikséges NADPH-fiiggd enzim a tioredoxin reduktdz (TrxR), melyek
elsésorban a peroxidok eliminalasaban fontosak (Staerck és munkatarsai 2017).

— A glutation (GSH) ¢s a GSH/glutaredoxin rendszer enzimei, a glutation peroxidaz (GPx),
glutaredoxin (Grx) ¢és az oxidalodott glutation (GSSG) visszaredukalasdhoz sziikséges,
NADPH redukdlo erét hasznald glutation reduktaz (GR) szintén a peroxidokkal szemben
nyujt védelmet (Staerck és munkatarsai 2017). A GSH enzimes katalizis nélkiil is képes
redukalni a peroxidokat (Aung-Htut és munkatarsai 2012). Nagy koncentracidjabol adoddan
(az intracellularis GSH koncentraci6 akar 10 mM is lehet; Pocsi és munkatarsai 2004) a *O, ¢és
a °OH is gyakran reakcioba lép vele, kevésbé reaktiv glutationil szabadgyokoket
eredményezve (Sjoberg ¢és munkatarsai 1982, Pdcsi és munkatirsai 2004, Aung-Htut és
munkatérsai 2012, Fiser és munkatarsai 2013).

— Egyéb antioxidans enzimek, melyek koziil a citokrom C peroxidaz (ferri-citokromok
segitségével redukald enzim) jelentdsége bizonyitott a mitokondrium ROS elleni védelmében
(Giles és munkatarsai 2005, Staerck és munkatarsai 2017).

— Egyéb antioxidans molekuldk, melyek koziil emlitést érdemelnek a rendszerint a
konidiumokban akkumulalédd6 mannitol (Ruijter és munkatarsai 2003), a sejtfalalkoto
melanin (de Céssia és munkatarsai 2005) és a citoszol tiol-csoportot tartalmazo fehérjéi is. Ez
utobbi esetben a ROS-ok hatdsara spontan oxidalodo tiol-csoportokat — tobbek kozott — a
GSH/glutaredoxin ¢és tioredoxin rendszerek redukaljak vissza. Az elsddleges cél a fehérjék
redukalt allapotban tartasa és igy aktivitasuk megdrzése, de e folyamat szdmottevd mértékben
jarul hozzd a ROS-ok elimindldsdhoz is (Aung-Htut és munkatarsai 2012). Az eritro-
aszkorbinsav egyes elképzelések szerint az aszkorbinsavhoz hasonloan, vizben old6dod
antioxidans molekulaként funkciondl a gombakban (Murakawa és munkatarsai 1977,
Dumbrava és Pall 1987, Huh és munkatéarsai 1998). Ujabb vizsgalatok alapjan koncentracioja
(<0,1 mM) tal kicsi ahhoz, hogy ilyen feladatot elldthasson, raadasul bioszintézisének

indukcidjat sem sikeriilt kimutatni oxidativ stressz alatt S. cerevisiae esetében (Spickett és
11
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munkatarsai  2000). Az ubikinol (redukalt koenzim Q) egy fontos lipidoldékony
(lipidperoxidaciot gatld) antioxidans, amellett, hogy a 1égzési elektrontranszport lanc tagja
(Bossie ¢és Martin 1989). Az ergotionein (2-merkapto-L-trimetil-hisztidin) (Cheah és
Halliwell 2012) és a y-glutamil-cisztein (a GSH szintézis koztiterméke) (Quintana-Cabrera €s
munkatérsai 2012) szintén ismert antioxidansok gombak esetében (is).

— Egyéb, csak kozvetett modon antioxidans, rendszerek koziil emlitést érdemelnek a
fémionokat keldlo fitokelatinok (GSH oligomerek; [y-Glu-Cys],-Gly) és metallotioeninek,
melyek a szabad atmenetifémeket (leggyakrabban Cu** és Zn*") kétik meg, megakadalyozva,
hogy ROS-ok képzddését katalizaljak (Wysocki €s Tamas 2010). Valamint a szulfiredoxin,
amely a diszulfidnal oxidaltabb allapota tiol-csoportok (pl. szulfinsav-szarmazékok)
visszaredukalasaban miikodik kozre.

A ROS-ok nemcsak potencidlis veszélyforrast jelentenek a sejtek szamara, de
képzddésiik kifejezetten eldonyos is lehet. A xilofag gombak példaul a lignin és a celluloz
lebontasahoz is hasznalnak ROS-okat. A lignin peroxidazok és mangan peroxidazok H,O,
segitségével bontjdk meg a lignint, mig egyes glikopeptidek a Fenton-reakcidt (2. abra)
kihasznalva, *OH-t termelve oxidéaljdk azt (Bugg és munkatarsai 2011, Breitenbach és
munkatéarsai 2015). A cellobiéz dehidrogenaz feltehetéen szintén végsé soron H,O,
felhasznalasaval oxidalja a celluloz hidrolizisekor keletkezod cellobidzt (Baldrian és Valaskova
2008). NADPH oxidazuk (ROS termelésiik) révén a gombak indukalhatjak apoptozisukat és
vegetativ ndvekedés fenntartasa, appresszorium ¢€s szklerocium képzése), ami hatdssal lehet —
legalabbis a novény patogén fajoknal — a virulencidjukra is (Heller és Tudzynski 2011,
Tudzynski és munkatarsai 2012). So6t, a sejtek ROS tartalma befolyasolja a szekunder
metabolitok termelddését (Hong ¢s munkatarsai 2013a) és az Oregedést is (Ayer ¢és
munkatarsai 2014).

Ha a sejtekben, illetve kozvetlen kornyezetiikben a ROS-ok olyan mértékben
akkumulalédnak, ami mar zavarja azok ,,normal mikodését”, oxidativ stresszrdl beszéliink
(Lushchak 2015). Oxidativ stresszt indukal — tobbek kozott — sok fémion (pl. Fe*'/Fe’",
Cu?'/Cu’, de a nem redox aktiv Cd*" is) (Jozefczak és munkatarsai 2012, Lazarova és
munkatéarsai 2014) és szamos szerves molekula (pl. menadion, diamid, fenil- és fenoxi-
ecetsav, amfotericin B, policiklikus aromas szénhidrogének, sok szekunder metabolit)
(Jamieson és munkatarsai 1994, Emri és munkatarsai 2001, Pdcsi és munkatarsai 2005,
Debiane és munkatarsai 2009, Omar 2013, Mesa-Arango és munkatarsai 2014, Bertoti és
munkatarsai 2016). A sejtek redox egyensulyanak felborulasdhoz ¢és igy oxidativ stressz

kialakulasahoz vezet, vezethet — tobbek kozott — az ¢éhezés, az ozmotikus stressz, a kiszaradas,
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a hostressz (Davidson ¢€s munkatarsai 1996, Emri és munkatarsai 2004a, Adam és
munkatarsai 2008, Calahan és munkatarsai 2011, Lima és munkatarsai 2014), vagy akar a
fermentorok intenziv kevertetése és levegdztetése is (Li és munkatarsai 2009). Nem
utolsosorban, az allatok és a novények a szervezetiikket megtdmadd mikroorganizmusokkal
szemben gyakran ROS termelésével is fellépnek (Heller és Tudzynski 2011, van de Veerdonk
¢s munkatarsai 2017). Fontos kihangsulyozni, hogy az oxidativ stressz gytijtéfogalom, amibe
igen sokféle, a ROS-ok akkumulalédasa altal eldidézett stressz tartozik. Attdl fiiggden, hogy
milyen ROS-ok, milyen mértékben akkumuldlodnak, illetve mi valtotta ki a ROS
akkumulaciot (pl. a ROS termeld folyamatok intenzifikalédasa, vagy az antioxidans védelem
gyengiilése), nagyon eltérd oxidativ stresszeket lehet megfigyelni, melyekre az él6lények
nagyon eltérd stresszvalaszt adhatnak (Jamieson és munkatarsai 1994, Quinn és munkatarsai
2002, Pocsi és munkatarsai 2005, Ayer €s munkatarsai 2014). Az oxidativ stresszt egyre
gyakrabban emlegetik a nitrozativ stresszel egylitt (Staerck ¢s munkatarsai 2017). A nitrozativ
stresszt kivaltd reaktiv nitrogén részecskék (RNI — reactive nitrogen intermedietes) —
els6sorban a nitrogén monoxid, peroxinitrit, nitrotirozin €s nitrozotiolok — nemcsak a ROS-
okhoz hasonld biologiai, kémiai tulajdonsdgokkal rendelkeznek, de a ROS-okkal egyiitt
vannak jelen a sejtekben és gyakran a ROS-ok kozvetitésével, vagy ROS-ok képzddése

kozben alakulnak 4t egymasba (Novo és Parola 2008).

2.1.2 Az oxidativ stresszvalasz fontosabb elemei

A gombdk oxidativ stresszvalaszanak szamos elemét azonositottdk az elmult
évtizedekben.

Az elé6z6 fejezetben (2.1.1) emlitett antioxidans rendszerek indukaldédasa
természetesen fontos része az oxidativ stressz elleni védekezésnek gombak esetében is (Emri
és munkatarsai 1997a, 1999, Herrero és munkatarsai 2008, Morano ¢és munkatarsai 2012,
Fréalle és munkatéarsai 2013, Sha és munkatarsai 2013, Fountain és munkatarsai 2016a).

Minthogy a GSH, glutaredoxin ¢és tioredoxin redukalt allapotban tartdsa végsdé soron
NADPH-t igényel, nem meglepé mdédon a NADPH termel6 folyamatok aktivizalodasa szintén
megfigyelhetdé oxidativ stressz alatt. Elsdsorban az oxidativ pentdz-foszfat ut (glikoz-6-
foszfat dehidrogendz ¢és 6-foszfogliikonat dehidrogenaz) és a NADP-specifikus glicerol-
foszfat dehidrogenaz aktivalodésat lehet kiemelni (Pahlman és munkatérsai 2001, Pusztahelyi
¢s munkatarsai 2011, Morano és munkatarsai 2012, Sha és munkatarsai 2013). A glikolitikus
enzimeket kodold gének represszidja és egyes glikolitikus enzimek (mindenekeldtt a

glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogendz) oxidativ inaktivalodasa szintén fontos eleme az
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intenziv NADPH termelésnek, ugyanis a glikolizis gatlasa egylitt jar az oxidativ pentdz-
foszfat ut fluxusanak novekedésével (Godon ¢és munkatarsai 1998, Costa és munkatarsai
2002, Shanmuganathan és munkatarsai 2004, Ralser ¢s munkatérsai 2007).

A DNS ,repair” gének, a hdésokk fehérje gének ¢és a fehérjék ubiqvitin-fliggo
lebontasaért felelés gének, valamint a trehaldéz anyagcsere génjeinek indukcidja egyarant
megfigyelhetd oxidativ stressz alatt és e folyamatok fontosak a mutaciok, illetve a karosodott
(oxidalodott) fehérjék kijavitasaban, eltavolitdsaban (Gasch 2003, Toledano és munkatarsai
2003, Sha ¢és munkatarsai 2013). Az emlitett gének aktivaléddsa természetesen nemcsak
oxidativ, de mas (a DNS, illetve a fehérjék karosodasaval jard) stressz helyzetekben is
megfigyelheté (Gasch 2003, Toledano és munkatérsai 2003).

A vegetativ novekedés gatldsa szintén gyakran leirt eleme az oxidativ stresszvalasznak
(Gasch 2003, Toledano és munkatarsai 2003, Morano ¢s munkatarsai 2012). A ndvekedés
lassulasa és a teljes novekedésgatlas els6sorban erds oxidativ stressz hatdsara kovetkezik be
€s mas erds stresszhatasok esetén is megfigyelhetd (Gasch 2003). A novekedésgatlas egyiitt
jar a sejtosztodas gatlasaval (beleértve szdmos sejtciklus gén represszalodasat), a
fehérjeszintézis gatlasaval (beleértve a riboszoméak képzddéséhez sziikséges gének
represszidjat), a DNS replikacid, a sejtfalszintézis, az aminosav ¢és nukleotid bioszintézis
gatlasaval is (Gasch 2003, Toledano és munkatarsai 2003, Morano és munkatarsai 2012). E
folyamatok represszidja egyiittesen energiat és anyagokat sporol meg a sejtek szamadra,
melyeket a ROS-ok elleni védelemben tudnak felhasznalni (Gasch 2003). Réadasul a fenti
folyamatok gatlasdval a sejt el tudja keriilni a nem megfeleléen kivitelezett replikacio,
transzkripcio, transzlacio, sejtfal szintézis és sejtosztodas esetleges letalis kovetkezményeit is
(Gasch 2003).

Az ergoszterin szintézis represszidja szintén jellemzd eleme az oxidativ
stresszvalasznak. Feltételezik, hogy a membran fluiditasra és/vagy az ion homeosztazisra
gyakorolt hatdsa révén jarul hozza a sejtek oxidativ stressz érzékenységének csokkenéséhez
(Montafi¢s €s munkatarsai 2011).

A fém ionok (elsOsorban a vas és réz ionok) anyagcseréje €s az oxidativ stressz elleni
védekezés szorosan Osszefliggnek egymassal (Toledano és munkatarsai 2003, Wysocki és
Tamés 2010). Oxidativ stressz alatt (a stressz tipusatol, erdsségétdl és a fémionok
mennyiségétdl fiiggd moddon) megvaltozhat a fémionok tapkozegbdl vald felvételének
mértéke, raktarozasa és — a vas anyagcsere esetében — a hem, illetve FeS klaszter bioszintézis
ut aktivitdsa is (Dancis 1998, Winge 1998, Toledano és munkatarsai 2003). Ezzel
parhuzamosan a detoxifikalasukban fontos fehérjék (fitokelatin szintézis 1t fehérjéi,

metallotioeninek, ATPazok) génjei indukalédnak (Dancis 1998, Winge 1998, Toledano és
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munkatarsai 2003). Erdemes megemliteni, hogy a Sodl SOD a Cu®" direkt megkdtésére,
kelalasara is képes, igy metallotioenin funkcidja révén is részt vesz az oxidativ stressz elleni
védelemben (Culotta és munkatarsai 1995).

Bar a gombak oxidativ stresszvalaszaval kapcsolatos ismeretek zome €lesztd fajok (S.
cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, Candida albicans) vizsgéalatabol szarmazik, a
rendelkezésre 4ll6 irodalmi adatok alapjan az Aspergillus és Penicillium fajok oxidativ
stresszvalasza is 1ényegét tekintve nagyon hasonld (Emri és munkatarsai 1997a, 1999, Asano
¢s munkatarsai 2007, Hagiwara és munkatarsai 2007, Qiao és munkatarsai 2008, Hartmann és
munkatarsai 2011, Nimmanee és munkatarsai 2014, Fréalle és munkatarsai 2013, Montibus és
munkatarsai 2013, Fountain és munkatarsai 2016a, 2016b). Egy lényeges kiilonbséget
azonban érdemes kiemelni. Aspergillus fajokban (de mas fonalas gombakban is) az oxidativ
stresszvalasz €s a szekunder anyagcsere szabdlyozasa Osszefligg egymassal (Montibus ¢és
munkatérsai 2013). Szamos megfigyelés igazolja, hogy egyes mikotoxinok (pl. aflatoxinok,
ochratoxinok, trichotecének) képzddése oxidativ stresszel indukélhatd, mig antioxidansok
alkalmazéséaval gatolhatd. Sot, tobb oxidativ stresszvalaszt és szekunder metabolit termelést
egyarant szabalyozo transzkripcids faktort is azonositottak mar az elmult években (Reverberi
¢s munkatarsai 2010a, Roze és munkatarsai 2011, Hong ¢és munkatarsai 2013a, 2013b,
Montibus és munkatarsai 2013, Subramaniam és Rampitsch 2013, Yin és munkatarsai 2013).
Az aflatoxin termeléssel kapcsolatban feltételezik, hogy a szintézis ut oxidativ 1épései segitik
a sejtek redox egyensulyanak meg0Orzését, igy e mikotoxin szintézise védelmet nyujthat az
oxidativ stresszel szemben (Reverberi és munkatarsai 2010a, Fountain és munkatarsai 2016b).
Masok szerint a szekunder metabolit termelés oxidativ stressz alatti indukciojat az oxidativ
stresszt kivaltd gazdaszervezet, vagy kompetitor faj elleni tdmadasként kell értelmezni

(Montibus és munkatarsai 2013).

2.1.3 Az oxidativ stresszvalasz szabalyozasa gombakban

Az oxidativ stresszvalasz szabalyozasa, mas stresszvalaszok szabdlyozasahoz
hasonloan, igen komplex és csak részben feltart folyamat.

S. cerevisiae esetében az oxidativ stresszvalasz szabalyozdsdban az alébbi
transzkripcids faktorok a legfontosabbak: Yapl, Skn7, valamint Msn2 és Msn4 (Morano ¢és
munkatérsai 2012).

A Yapl egy bZip (basic region-leucine zipper-containing) tipust, aktivald hatast
transzkripcios faktor. Szamos (legalabb 32) oxidativ és Cd*" stresszvalasz gén

szabalyozasaban vesz részt. Stresszmentes koriilmények kozott is jelen van a citoplazméban,
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de nem tud a sejtmagban akkumulalédni, ugyanis a Crm1 exportin fehérje folyamatosan
eltavolitja onnan. Oxidativ stressz alatt a Yapl szerkezete megvaltozik tiol-csoportjainak
oxidalodasa miatt. A szerkezetvaltozas érinti Yapl Crml kotOhelyét is, ami lehetové teszi
magi akkumulalodasat (3. abra).
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A: A Yap] redukalt allapotban is bejut a magba, de a Crm1 exportin folyamatosan eltavolitja onnan.
B: H,0, jelenlétében a Yapl ,,oxidativ folding”-on megy keresztiil, amihez a Gpx3 és Ybpl fehérjékre
van sziikség. Az oxidalt Yapl-hez a Crml mar nem tud ko6tédni, igy az a magban akkumulalodik.
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kozelében 1évo tiol-csoportok modosulasa (pl. vegyes diszulfidok képzddése) is megakadalyozhatja a
Crm1 megkotédését a fehérje nagyobb konformaciod valtozasa nélkiil is.
Az abra Morano és munkatarsai (2012) kézleménye alapjan késziilt.

Az Skn7 tobbféle stresszvalasz szabalyozasaban (pl. hipo- és hiperozmotikus stressz,
hostressz) is részt vesz (Morano és munkatarsai 2012). Feladata — feltételezések szerint —
elsdsorban az, hogy mas transzkripcios faktorok hatasat modositsa. Oxidativ stressz alatt
foszforilezédik (He ¢és munkatarsai 2009) és legaldbb 15, a Yapl altal is indukalt, gén
indukci6jaban mukodik kdzre (Morano és munkatarsai 2012). Foszforilezésében azonban nem
az az SInl hisztidin kindz vesz részt, amely egyébként az ozmotikus stressz alatti
aktivalodasaért felelds (Li és munkatarsai 1998).

Az Msn2 és Msn4 transzkripcids faktorok a S. cerevisiae altalanos stressszvalaszahoz
(kornyezeti stresszvalasz; environmental stress response; ESR) kothetoek, azaz igen sokféle
stresszhelyzetben aktivalnak géneket, melyek kozott szamos, antioxidans enzimeket kodolo
gén is taldlhaté (Gasch és munkatarsai 2000, Causton ¢és munkatarsai 2001). Magi
akkumulacidjukhoz oxidativ stressz alatt oxidalt tioredoxinra van sziikség (Boisnard és

munkatarsai 2009).
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Wu és Chen (2009) gén expresszids adatok (DNS chip és RNSseq adatok), valamint
transzkripciés faktorok lehetséges kotohelyeinek (els6sorban CHiP-on-chip adatok)
vizsgélataval (Stress Transcription Factor Identification Algorithm; STFIA) tovéabbi két
transzkripciods faktor (Hsfl és Pdr3) jelentdségét mutattak ki oxidativ stressz alatt. A Hsfl
transzkripcids faktor elsOsorban hdstresszvalasz szabalyozasaban vesz részt (Morano ¢és
munkatarsai 2012), de foszforilaltsdga jelentdsen megvaltozik oxidativ stressz alatt és
igazoltan részt vesz a Cupl metallotioenin génjének indukciojaban is (Liu és Thiele 1996,
Giildener és munkatarsai 2005). A Pdr3 az altalanos drogrezisztencia szabalyozéasaban
miikodik kozre (Schiiller és munkatarsai 2007), az oxidativ stresszvalasz szabalyozasaban
betoltott szerepét kisérletesen még nem igazoltak. A fent emlitett transzkripcids faktorokon
kiviil tobb mas transzkripcids faktorrol is kimutattak, hogy részt vesz oxidativ stressz alatt
egyes géncsoportok szabdlyozdsidban. Kiragadott példaként emlithetd az Stb5, amely az
oxidativ pentoz-foszfat at, mig a Met4, amely a kén és a GSH anyagcsere génjeit indukalja
oxidativ stressznek kitett sejtekben (Larochelle és munkatarsai 1996, Wheeler ¢s munkatarsai
2003).

Schizosaccharomyces pombe esetében a Papl, Prrl, Atfl, Pcrl és Hsrl transzkripcios

faktorokat kell kiemelni (4. dbra) (Papadakis és Workman 2015).

Schizosaccharomyces pombe Saccharomyces cerevisiae Aspergillus nidulans
oxidativ stressz ozmotikus stressz oxidativ és ozmotikus stressz
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4. abra A S. pombe Styl MAPK utvonala és ortologjai
Az 4bra Papadakis és Workman (2015) munkaja alapjan késziilt.
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A Papl a Yapl ortologja és a Yapl-hez hasonloan oxidativ modosulast kdvetden
képes a magban akkumulalddni (Papadakis és Workman 2015).

A Prrl az Skn7 ortologja és a Papl altal is szabalyozott gének egy részét indukalja
(heterodimert képezve a Papl-el)(Calvo és munkatarsai 2012a). Oxidativ stressz alatt az Mprl
hisztidin foszfotranszferaz fehérjéje, amely a Styl mitogén aktivalt protein kindz (MAPK)
utvonal tagja (4. dbra), aktivalja (Quinn és munkatarsai 2002).

Az Atfl egy bZip tipust transzkripcios faktor. Részben a Pcrl-el (amely szintén BZip
fehérje) heterodimert alkotva, részben attol fliggetlentil indukal oxidativ stresszvalasz géneket
(Eshaghi ¢és munkatarsai 2010). Oxidativ stressz alatt a Styl MAPK foszforilezi ¢és
kozremiikddik a Perl Styl altali aktivalasaban is (Eshaghi €s munkatérsai 2010) (4. 4bra).

A Hsrl egy cinkujj tipust transzkripcids faktor, szdmos oxidativ stresszvalasz gén
szabalyozasaban vesz részt (Chen és munkatarsai 2008). Oxidativ stressz alatt a Styl MAPK
aktivalja Atfl-fliggé modon (Chen és munkatarsai 2008) (4. abra).

Az Aspergillus fajokban lényegesen kevesebb adat all rendelkezésre az oxidativ
stresszvalasz szabalyozasardl. A korabban emlitett transzkripcids faktorok koziil ez idaig az
Atfl (A. nidulans: AtfA, Hagiwara ¢s munkatdrsai 2008, Balazs ¢s munkatarsai 2010, Lara-
Rojas és munkatarsai 2011; A. fumigatus: AtfA, Hagiwara és munkatarsai 2014 és 2016b), a
Yapl (A. nidulans: NapA, Asano és munkatarsai 2007, Mendoza-Martinez és munkatarsai
2017; A. fumigatus: Yapl, Montibus ¢és munkatarsai 2015) és az Skn7 (4. nidulans: SrrA,
Vargas-Pérez ¢s munkatarsai 2007, Hagiwara és munkatarsai 2011, Montibus €s munkatarsai
2015, Mendoza-Martinez ¢€s munkatarsai 2017; 4. fumigatus: Skn7, Ma és Li 2013)
funkcionalis ortologjait sikeriilt azonositani.

Az A. nidulans AtfA fehérjéje a SskA/HogA MAPK fttvonal altal szabalyozott, bZIP
tipusu transzkripciés faktor (4. &bra) (Eshaghi ¢és munkatarsai 2010, Lara-Rojas ¢és
munkatarsai 2011, Hagiwara és munkatarsai 2014, Jaimes-Arroyo ¢és munkatarsai 2015,
Papadakis és Workman 2015). Mas bZIP tipusu transzkripcios faktorokhoz hasonldan
feltételezhetd, hogy heterodimert alkotva fejti ki aktivald hatdsat (Lara-Rojas és munkatarsai
2011) és nemcsak az oxidativ stresszvalasz szabalyozasaban vehet részt. A vizsgalt fajokban
az AtfA/Atf1 befolyasolja a konidiumok ¢€s a vegetativ hifak stressz tolerancidjat (pl. oxidativ,
ozmotikus ¢és hdstressz tolerancia), a hifdk szekunder anyagcseréjét, ivaros és ivartalan
Claviceps purpurea, Fusarium graminearum, Magnaporthe oryzae) és human patogén (4.
fumigatus) fajok virulenciajara is (Nathues ¢s munkatarsai 2004, Hagiwara ¢s munkatarsai
2008, 2014, 2016b, Yamashita és munkatarsai 2008, Sakamoto és munkatarsai 2009, Guo és

munkatarsai 2010, Baladzs és munkatarsai 2010, Lara-Rojas és munkatarsai 2011, Temme ¢és
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munkatérsai 2012, Van Nguyen ¢és munkatérsai 2013, Qi ¢s munkatarsai 2013, Jaimes-Arroyo

¢s munkatérsai 2015, Pereira Silva és munkatarsai 2017).

2.2 Aspergillus fajok szénéhezésre adott stresszvalasza

2.2.1 Szénstressz, szénforrds éhezes, szénforras limitacio

A szénéhezés (szén- és energiaforras ¢hezés) alatt egy olyan stresszt értiink, amikor az
elérhetd szerves vegyiiletek mennyisége ¢s mindsége nem elegendd a gomba szdmara a
vegetativ ndvekedés fenntartasahoz (Winderickx és munkatarsai 2003, Emri és munkatarsai
2008, van Munster ¢s munkatarsai 2016). A szénéhezéshez sok szempontbdl hasonlo
szénforras limitacio esetén ugyanakkor a szénforras mindsége és/vagy mennyisége csak lasst
novekedést tesz lehetévé (Winderickx ¢és munkatarsai 2003). A kétféle stresszt egylitt
nevezziik szénstressznek (Spitzmiiller és munkatarsai 2015a). A jol hasznosithatd tapanyag
felhasznaldsa soran a gomba el6szor a szénforrds limitacid okozta stresszel szembesiil.
Amennyiben nem sikeriill valamilyen alternativ szénforras hasznositasara atallnia,
bekovetkezik a szénéhezés is. Ennek megfelelden a szénforras limitacidé a novekedés kései
exponencialis fazisara, mig a szénéhezés a ndvekedés stacioner, illetve hanyatlo fazisara
jellemzd (Winderickx és munkatarsai 2003). A szénforrds limitdciéra adott stresszvalasz
szorosan kapcsoldodik a karbon katabolit represszid jelenségéhez: A jol hasznosithato
szénforras elfogyasakor a gomba megprobalja a novekedését egy gyengébb mindségl
szénforras hasznositdsaval biztositani. A szabdlyozéas szemsz6gébdl nézve ez rendszerint gy
valésul meg, hogy a jol hasznosuld szénforrds — mindaddig, amig jelen van — gatolja a
gyengébb szénforrds hasznositasat (Winderickx €s munkatéarsai 2003). A szénéhezésre adott
stresszvalasz ugyanakkor az autolizis jelenségéhez kothetd (Sami és munkatarsai 2001a,b,
White és munkatarsai 2002, Emri és munkatérsai 2008). Autolizisen egy olyan sejtpusztulasi
folyamatot értiink, amely soran a sejtek enzimatikusan lebontjak sajat biopolimerjeiket, hogy
a monomereket felhasznalhassak (White és munkatarsai 2002). E jelenséget sokféle stressz
(pl. nitrogénéhezés, vashiany, oxigénhidny) kivalthatja, de fontos és jellemzd eleme a
szénéhezésre adott stresszvalasznak is (White és munkatarsai 2002, Richie és munkatarsai
2007a). Laboratoriumi koriilmények kozott a szénéhezést az exponencidlis fazisu micélium
szénforras mentes tapkozegbe torténd atmosasaval valtjak ki, vagy egyszerlien annyi ideig
tartjak fenn a tenyészeteket, amig a gomba teljesen fel nem hasznalja a rendelkezésre allo
szénforrast. Az els6 esetben a szénéhezést nem elézi meg szénforras limitacid, mig az utdbbi
esetben a szénéhezés szénforrds limitacion keresztiil alakul ki. A kétféle kisérleti elrendezés

esetenként eltérd szén stresszvalasz kialakuldsahoz vezet (Szilagyi és munkatarsai 2011). A
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hosszu ideig fenntartott szénéhezd tenyészeteket szokas ,,0regedd” tenyészetként is emlegetni
az irodalomban (Pusztahelyi és munkatarsai 1997a, 1997b). A szénéhezés alatt bekdvetkezd
morfologiai és fiziologiai valtozasok aktiv, jol szabalyozott, energiaigényes, a nekrotikus
sejtpusztulas morfologiai €s fiziologiai kovetkezményeitdl eltérd jellegét csak az 1990-es
évek végétdl kezdve kezdték a kutatok hangsulyozni (McIntyre és munkatarsai 1999, White
és munkatarsai 2002, Mousavi és Robson 2003, Pocsi és munkatarsai 2003, Emri és

munkatarsai 2004a).

2.2.2 A szénéhezést kiséro morfologiai valtozasok

A szénéhezés sok esetben latvanyos, esetenként szabad szemmel is kovethetd
valtozasokat indukal fonalas Ascomycotdk tenyészeteiben (van Munster és munkatarsai
2016). E valtozasok magukban foglaljdk a melanizéaciot, az intenziv vakuolizaciot, a hifak
kitiriilését (a hifak belseje eltiinik, csak a sejtfal marad meg), vékony hifak képzését, a hifak
darabolodésat (fragmentacid) és ezzel parhuzamosan a pelletek atmérdjének folyamatos
csokkenését, majd a pelletek szétesését és végsd soron ,,élesztd-szerli” sejtek (egy-két sejtbol
allo hifa toredékek) képzodését (5-6. abrak; White és munkatarsai 2002, Emri és munkatarsai
2004a, 2008, Pollack és munkatarsai 2008, Nitsche és munkatarsai 2012, van Munster és
munkatarsai 2016). Az ,,¢lesztd-szerli” sejtek friss tdpanyag jelenlétében képesek ,,kicsirazni”,
vékony hifat képezve novekedésnek indulni (Emri és munkatarsai 2008, van Munster ¢€s

munkatarsai 2016).

5. abra Szénéhez6 A. nidulans tenyészetek melanizacioja

Az A. nidulans tHS30.3 torzs élesztokivonattal kiegészitett Barratt-féle nitratos taplevesben lett
felnovesztve, majd az exponencialis fazisi micélium (16 h) szénforras mentes minimal tapkozegbe lett
atmosva. A fotok a tenyésztés 16. (A), 50. (B) és 70. (C) orajaban késziiltek a Petri-csészékbe
pipettazott mintakrol. (A C fotén a hifak intenziv fragmentalédasa miatt a fermentlé opalosnak
latszik.) A fotok a Szilagyi és munkatarsai (2018) altal publikalt kézleménybdl szarmaznak.
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6. abra Morfologiai valtozasok szénéhezd A. nidulans tenyészetekben

Az FGSC A26 torzs élesztokivonattal kiegészitett Barratt-féle nitratos taplevesben lett tenyésztve. A —
Pellet és a pellet felszinérél letoredezd hifa szakaszok (100 h; bar = 20 um). B — “Eleszté-szerii”
sejtek, kitiresedett hifa toredékekkel a végiikon (120 h; bar = 5 pum). C — Novekedésnek indult
“¢lesztd-szerl” sejtek (120 h; bar = 5 pum; a tenyészethez 10 g/l gliikoz lett adva a 100. 6raban). A
fotok az Emri €s munkatarsai (2004a) altal publikalt kozleménybdl szdrmaznak.

A vakuolizacié ¢és az {lires hifdk keletkezésének hatterében a makroautofagia
(makroautofagias sejtpusztulas) all (Richie és munkatarsai 2007a, Shoji és Craven 2011,
Nitsche ¢és munkatarsai 2013). A fragmentdcid egyiitt jar a tenyészetek
szarazanyagtartalmanak (DCM) jelentds csokkenésével €s csak kellden nagy sejtfalbonto
gliikohidrolaz (pl. kitindz) aktivitasok jelenlétében kovetkezik be (Emri és munkatarsai 2005a,
Pocsi és munkatarsai 2009). Azaz a hifdk nem egyszerlien csak eltornek fizikai erdk hatdsara
az lires szakaszok mentén, hanem a fragmentacié egyes (elhalt, kiliresedett) hifaszakaszok
sejtfalanak enzimatikus lebomlésaval magyarazhatdo (Emri és munkatarsai 2008, Pdcsi és
munkatarsai 2009, van Munster és munkatarsai 2015, van Munster és munkatarsai 2016).

A sejtfal hidrolazok képzddésének és miikodésének kovetkeztében kialakuld hifa
darabolddast, pellet szétesést és DCM csokkenést egyiitt autolitikus sejtfaldegradacionak
(ASD) is nevezik (Emri és munkatédrsai 2008). Ennek megfeleléen a fonalas Ascomycotak
autolizise egy olyan folyamat, amelyben makroautofiagia kovetkeztében kitliresedett hifak
jonnek létre, melyek extracellularis enzimek segitségével (egy id6 utan) szintén lebomlanak
(Emri és munkatarsai 2008, van Munster és munkatéarsai 2016). Erdemes megemliteni, hogy
A. niger esetében hifa fragmentaciot nem figyeltek meg, ami feltehetdleg azzal van
Osszefiiggésben, hogy az A. niger tenyésztésére hasznalt tapkozeg pH-ja kicsi (pH 3,0), ami
megakadalyozza a sejtfalbontd enzimek hatékony miikddését (van Munster és munkatarsai
2016).

A szénéhezés a konidioforok képzodését szintén indukalja (Schrickx és munkatarsai
1993, Emri és munkatarsai 2004a, Jergensen és munkatarsai 2010, Nitsche ¢s munkatarsai
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2012). Az aszexudlis differenciacio siillyesztett kultarakban kizardlag csak stressz (pl.
szénéhezés, ozmotikus, vagy hostressz) hatasara kovetkezik be, mig feliileti kultardk esetében
a stressz jelentdsége masodlagos (Skromne és munkatarsai 1995, Adams ¢és munkatarsai
1998, Krijgsheld és munkatarsai 2012). Sok fonalas Ascomycota esetében a szénéhezés az
ivaros ciklust és az ezzel jar6 differencialodési folyamatokat is indukalja (Dyer és O’Gorman
2012, Dyer és munkatarsai 1992). Az A. nidulans e tekintetben a kivételek kozé tartozik:
kleisztotécium képzéséhez kedvezd tapanyagellatottsag sziikséges (Dyer és O’Gorman 2012,

Han ¢és munkatarsai 2003).

2.2.3 A szénéhezést kisérd fiziologiai valtozdsok

Szénéhezés alatt a tenyészetek tulélésének kulcskérdése, hogy hogyan biztositsak a
fennmaradasukhoz sziikséges energia- (szén-) forrdsokat. Az eddigi vizsgalatok alapjan erre
harom lehetdség kinalkozik: makroautofagia, ASD és extracellularis hidroldz termelés (van
Munster és munkatarsai 2016).

A makroautofagia (Galluzzi és munkatérsai 2017) soran a gomba a hifak beltartalmat
(citpoplazma és a sejtorganellumok) bontja le és hasznositja ujra (Richie €s munkatarsai
2007a, Shoji és Craven 2011, Kim és munkatarsai 2011, Krohn és munkatarsai 2014, Nitsche
¢s munkatarsai 2013, van Munster és munkatarsai 2016). E folyamat sziikségszeriien intenziv
vakuolizacioval jar egyiitt és végsd soron iires hifak képzddését eredményezi (Richie és
munkatarsai 2007a, Shoji és Craven 2011, Nitsche és munkatarsai 2013). Autofagidban sériilt
mutansok vizsgalataval igazoltak, hogy szénéhezd koriilmények kozott az autofagianak — a
vizsgalt Aspergillus fajtol fliggden eltéré mértékben ugyan, de — szerepe van a konidiogenezis
¢s a radialis novekedés tapanyag igényének biztositdsaban feliileti kultarakban (Kikuma és
munkatarsai 2006, Richie és munkatarsai 2007a, Nitsche és munkatarsai 2013, Pinar ¢és
munkatarsai 2013), mig siillyesztett kultirdkban hozzajarul a tenyészetek életképességének
megodrzésehez (Nitsche és munkatarsai 2013).

Az ASD a hifék sejtfal biopolimerjeinek hasznositasat teszi lehetdvé (van Munster és
munkatarsai 2016). Az A. nidulans esetében a gomba altal szekretalt ChiB endokitinaz
nélkiilozhetetlen e folyamatban, de feltehetdleg mas glilkohidrolazok és proteinazok is
sziikségesek hozzd (Yamazaki ¢s munkatarsai 2007, Pdcsi és munkatarsai 2009). A ChiB
fehérjével ortolog CfcA kitindz szintén részt vesz a sejtfal szénéhezés alatti lebontasaban A.
niger esetében (van Munster és munkatarsai 2015). Az ASD-ban sériilt mutansokban a
mutdci6 nem befolydsolta a sejtpusztuldsi folyamatokat ¢és a kiliresedett hifak

akkumulalédasdhoz vezetett, igy feltételezhetd, hogy e folyamat a mar elpusztult sejtek
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(kitiresedett hifak) falanak lebontdsaért, Ujrahasznositasaért felelés (Emri és munkatarsai
2008).

A gombasejtfal lebontasaban (potencialisan) résztvevé enzimek mellett tobbek kozott
proteinazok és a novényi sejtfal lebontasdban kozremiikodd egyes gliikkohidrolazok (pl.
arabinazok, galakturondzok, gliikkozidazok) szekrécidja szintén megfigyelhetd szénéhezd
Aspergillus kultirdkban (van Munster és munkatarsai 2016). A proteinazok a sejtfalban
jelenlévo fehérjék mellett a tapkozegbe keriilt sajat €s idegen fehérjék lebontasaban,
hasznositasaban vehetnek részt, bar funkciojuk kisérletesen még nem lett igazolva (Nitsche €s
munkatarsai 2012, van Munster ¢és munkatarsai 2016). A szénéhezés alatt termelt
gliikohidrolazok 6nmagukban nem elégségesek a ndvényi sejtfal hatékony lebontasara, igy
fiziologiai jelentéségiik kérdéses. Feltehetleg az a feladatuk, hogy novényi maradvanyok
jelenlétében olyan metabolitokat szabaditsanak fel, melyek képesek indukalni a gomba teljes,
a novényi sejtfal lebontasdhoz sziikséges hidrolaz készletét (van Munster €s munkatarsai
2014, 2016). Nem meglepd moéddon a szénéhezésre adott stresszvalasz és a szénforras
limitaciora adott korai stresszvdlasz kiilondsen az extracellularis hidroldz termelés
tekintetében jelentds atfedést mutat (van Munster és munkatarsai 2014).

A fenti folyamatokkal dsszefiiggésben szénéhezés alatt a gomba nagy mennyiségben

bont le fehérjéket, nukleinsavakat €s kitint. Az ezekbdl a folyamatokbdl felszabadul6 nitrogén

ammonia formajaban keriil a fermentlébe, ami a pH ligosodasahoz vezet (Emri és

munkatarsai 2004a).

7. abra Apoptotikus markerek kimutatasa szénéhezd A. nidulans tenyészetekben

Az FGSC A26 torzs €lesztokivonattal kiegészitett Barratt-féle nitratos taplevesben lett felndvesztve. A
— Annexin V (foszfatidil-szerin expozicid) pozitiv protoplaszt (96 h; bar = 5 pm). B-C — Tunel-assay
(DNS fragmentacid) pozitiv protoplasztok (110 h; bar = 10 um). A fotdk az Emri és munkatarsai
(2005Db) altal publikalt kézleménybol szarmaznak.

Bar a makroautofagiat tartjdk a legjelentésebb (programozott) sejtpusztuldsi
folyamatnak szénéhezd tenyészetekben (Nitsche és munkatarsai 2013, van Munster ¢és
munkatarsai 2016), a makroautofagia mellett apoptotikus sejtpusztulasra utalé markerek (pl.

foszfatidil-szerin expozicid, DNS fragmentacid; 7. abra) kifejezddését szintén megfigyelték A.
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fumigatus és A. nidulans esetében is (Mousavi és Robson 2003, Emri és munkatarsai 2005b).
Az apoptdzis jelentOsége szénéhezd tenyészetekben vitatott (Emri és munkatarsai 2008);
elképzelhetd, hogy csak a szénéhezés altal kivaltott oxidativ stressz (ROS akkumulacio),
és/vagy az intenziv szekrécid altal indukalt endoplazmatikus retikulum (ER) stressz
kovetkezménye, velejardja lehet (Mousavi és Robson 2004, Richie €s munkatarsai 2007b).

A szénéhezd tenyészetek egyik jellegzetes tulajdonsaga, hogy ROS tartalmuk jelentds
novekedést mutat (Emri és munkatarsai 2004a). E jelenség egyiitt jar egyes antioxidans
enzimek (pl. SOD-o0k) indukciéjaval (Emri és munkatarsai 2004a). Mas antioxidans enzimek
esetében (pl. katalaz, glutation peroxidaz) ugyanakkor (esetenként atmeneti indukciot koveto)
represszid tapasztalhatdé (Emri és munkatarsai 2004a). A tenyészetek GSH tartalma csokken
(de jelentés GSSG akkumulacié nem figyelheté meg) és bar a 1€gzésintenzitas is kisebb lesz,
megnd az alternativ 1égzés részaranya (Emri és munkatarsai 2004a). A ROS akkumulécid
fiziologiai hattere nem ismert: a GSH tartalom csokkenése (tapanyagként valo felhasznalasa),
a légzésben, illetve az antioxidans enzimek aktivitdsdban bekovetkezd valtozasok, vagy az
¢hezés miatti energia (ATP, NADPH) hiany is okozhatja (Emri és munkatarsai 2004a). A
ROS mennyiségi valtozasa ugyanakkor befolyasolhatja a tenyészetek oregedését (Chen és
munkatérsai 2017), apoptotikus folyamatokat indukalhat (Mousavi és Robson 2004), hatassal
lehet a szekunder anyagcserére (Ni és munkatarsai 2005), a differenciaciora és befolyasolja az

ASD-t és a melanizaciot is (Emri és munkatarsai 2004b).

2.2.4 A szénéhezésre adott stresszvailasz szabalyozdsa

A konidiogenezis szabalyozasaban a BrlA transzkripcios faktor kdzponti jelentOségi
az eddig vizsgalt Aspergillus fajokban (Adams ¢és munkatarsai 1998, Yu és munkatarsai 2006,
Chang ¢és munkatarsai 2012). A BrlA az AbA és WetA transzkripcios faktorokat indukalja A.
nidulansban és e harom transzkripcidos faktor felelés a konidiogenezishez sziikséges
valamennyi gén indukalddasaért (Adams és munkatarsai 1998, Yu €és munkatéarsai 2006). A
brl4 indukcidjaban extracellularis szignalmolekulak vesznek részt, melyek képzddéséhez a
fluG, afeA és tmpA, valamint a tmpB génekre van sziikség (Soid-Raggi és munkatarsai 2006,
Rodriguez-Urra és munkatarsai 2012, Soid-Raggi és munkatarsai 2016). A FluG, AfeA és
TmpA, illetve TmpB fehérjék harom kiilonb6z6 molekula képzddéséhez sziikségesek. Ezek
koziil egyediil a FluG kézremtikodésével 1étrejovo dehidroausztinol ismert, amely egy masik
szekunder metabolithoz (diorcinol) kapcsolodva fejti ki hatdsat, ami végil a brid gén
indukcidjdhoz vezet (Rodriguez-Urra és munkatarsai 2012). Meglepé modon a FluG-BrlA

jelatviteli utvonal sziikséges a ChiB kitindz és a proteinazok termelddéséhez is szénéhezd

24



dc 1574 18

tenyészetekben (Emri ¢és munkatarsai 2005a, Pocsi €s munkatarsai 2009, Szilagyi és
munkatarsai 2011). A ChiB révén a konidiogenezis €s az ASD, szabalyozasukat tekintve,
Osszefliggnek egymassal, ami alapjan feltételezhetd, hogy funkcionélis kapcsolat is van e két
jelenség kozott (Emri €s munkatarsai 2008, Pocsi és munkatarsai 2009, van Munster és
munkatérsai 2016). Azaz az ASD tapanyagokat szabadithat fel, amit a szén¢hezd tenyészetek
a konidiogenezisiikh6z tudnak felhasznalni.

Az XprG transzkripcios faktort eredetileg egy olyan fehérjeként irtdk le, amely az
extracellularis proteinaz termelést szabalyozza, tobbek kozott szénstressznek Kkitett
tenyészetekben (Katz ¢és munkatarsai 1996). KésObb a transzkriptomikai vizsgalatok
ramutattak arra, hogy az XprG a szénéhezésre adott stresszvalasz szdmos elemét (pl.
extracellularis proteindz termelés, bri4A indukcid, ASD, melanizacio) befolyasolja (Katz és
munkatarsai 2013). Erdemes megjegyezni, hogy az XprG-nek nincs érdemi hatisa az
autofagiara, ugyanakkor pro-apoptotikus hatasu (Katz és munkatarsai 2015, 2016).

Eddig tobb, mint 30, a makroautofagia szabalyozasidhoz sziikséges gént azonositottak
gombakban (Feng és munkatarsai 2014). E gének — a gombak esetében is — az Atgl-Atgl3
komplex kontrollja alatt allnak és a komplex kialakuldsat a TOR (target of rapamycin),
valamint a protein kinaz A (PKA) utvonalak egymastol fiiggetleniil gatoljak kedvezd
tapanyagellatottsag esetén (Kamada és munkatarsai 2000, Richie és munkatarsai 2007a,
Stephan és munkatarsai 2009, Nitsche ¢és munkatarsai 2013, van Munster és munkatérsai
2016).

Az emlésokben redox szenzorként funkciondlo ATM (ataxia-telangiectasia mutated)
kindzzal ortolég AtmA, A. nidulans esetében részt vesz a mitokondridlis funkciok, a TOR
utvonal, és az XprG transzkripcios faktor szabalyozdsdban (Krohn és munkatarsai 2014).
Azaz szénéhezés alatt e fehérje kdzremiikodik a makroautofagia és az ASD aktivalasaban és
kapcsolatot biztosithat a szénéhezés alatt kialakuld oxidativ stressz és az autolizis kozott
(Krohn és munkatarsai 2014).

A karbon katabolit represszioért Aspergillus fajokban a CreA transzkripcids faktor
felelds, amely gliikoz jelenlétében szamos, a karbon katabolit represszio altal szabalyozott gén
miikodését gatolja (Ruijter és Visser 1997, Kato 2005). A CreA fehérje részt vesz a
szénstresszvalasz alatt képzddo extracellularis hidrolazok termelddésének szabalyozasaban is
(Emri és munkatarsai 2006, Katz és munkatarsai 2008): Génjének delécidja intenziv proteinaz
¢és kitinaz termeléshez vezet szénéhezd koriilmények kozott, noha gliikoz jelenlétében nem
befolyasolja ezen enzimek termelddését (Emri és munkatarsai 2006, Katz ¢és munkatarsai

2008).
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A fenteken tul szdmos fehérje (pl. MpkB MAP kinaz, FadA és GanB heterotrimer G-
protein a-alegységek, a protein kinaz C utvonal altal szabalyozott RImA transzkripcios
faktor) befolyésolja a szénéhezésre adott stresszvalaszt (Molnar és munkatarsai 2004, 2006,
Kang ¢és munkatarsai 2013, Kovécs és munkatarsai 2013), jelezvén, hogy a megfigyelt
fiziologiai valtozasok igen komplex, sokféle jelatviteli utvonal altal befolyasolt szabalyozas

alatt allnak.

2.2.5 A szénstressz-valasz gyakorlati jelentosége

A szénstressz elsdsorban a fermentacids ipar szamara jelentds. Szamos, ipari 1éptékben
eldallitott termék (pl. penicillin, cefalosporin, giberellin, celluldz, hemicelluldz, sot
¢lesztokivonat) képzddése szempontjabdl eldnyds a szénstressz, mig mas termékeknél (pl.
etanol, gliikkonsav, glik6éz oxidaz) a szénforrds limitacio elkeriilésével lehet a gyartast
gazdasagosan megoldani (Briickner 1992, Martin ¢és munkatarsai 1999, Sanchez ¢és
munkatarsai 2010, Amore és munkatarsai 2013, Vieira és munkatarsai 2013, Dubey és
munkatérsai 2017).

A szénéhezésre adott stresszvalasz szintén jelentésen befolyasolja az ipari
fermentaciok tervezését, sikerét. Az ASD a pelletek szétesése, a fonalak fragmentalodasa
miatt csOkkenti a tenyészetek szilirhetdségét ¢és ezaltal a termékkinyerés (koltség)
hatékonysagat (White és munkatarsai 2002). A melaninok képzddése fokozott habzéssal
jarhat (Pardo-Planas és munkatarsai 2017), mig a nagy proteindz aktivitasok gyakorlatilag
lehetetlenné teszik a heterolog fehérjék gazdasagos eldallitasat (Braaksma és Punt 2008, Yoon
¢s munkatarsai 2011). Ugyanakkor a szénéhezés alatt nagy mennyiségben termel6do
extracellularis enzimek (kitinazok, glilkandzok, proteinazok), de maga a melanin is értékes
fermentacios termék lehet, mig a sejtfal enzimatikus degradacioja eldsegitheti a sejtekhez
kitapadt termék felszabaduldsat a fermentlébe (White ¢és munkatarsai 2002, Emri és
munkatarsai 2008, Pombeiro-Sponchiado és munkatérsai 2017).

Szénstressz az emberi szervezetben 1is kialakul, igy a szénstresszhez valo
alkalmazkodas a fert6zés kimenetelét is befolyasolhatja (Brown és Goldman 2016). A.
fumigatus esetében az izocitrat lidz (AcuD) hianya nem csokkentette az in vivo virulenciat
(Schobel ¢és munkatarsai 2007); a metilcitrat szintdz (McsA) jelenléte ugyanakkor
esszencidlisnak bizonyult az invaziv aszpergillozis kialakuldsahoz (Ibrahim-Granet ¢és
munkatarsai 2008). Az izocitrat lidz a lipidek/zsirsavak hasznositasdban vesz részt (glioxalat-
ciklus), mig a metilcitrat szintdz az aminosavak lebontasahoz (a lebontas soran képz6do

propionil-CoA  atalakitdsa; metilcitrat-ciklus) sziikséges. A  kiilonféle szénforrasok
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hasznositasat lehetové tévo anyagcsere utak szabalyozasdban fontos protein kinaz A jelatviteli
utvonal muticioi — fliggetleniil attdl, hogy befolyédsoltak-e a novekedési ratat, vagy sem —
szintén csOkkentették az A. fumigatus in vivo virulencidjat (Oliver €s munkatarsai 2002,
Liebmann ¢és munkatarsai 2004). A fenti adatok arra utalnak, hogy az emberi szervezetben
eléforduld szabad gliikoz nem elégséges a novekedés fenntartdsahoz és a gomba alternativ
szén/energia-forrdsokat — elsdsorban aminosavakat — is kénytelen hasznositani. Azaz,
szénforras limitdcids stressz valoban megfigyelheté az emberi (allati) szervezetben vald
novekedéskor is ¢és az ehhez vald adaptacid fontos a fertdzés kialakuldsahoz. Az autofagia
szabalyozasaban résztvevo kindz génjének (pl. atgl) delécidja ugyanakkor nem befolyasolta
az A. fumigatus in vivo virulencigjat (Richie és munkatarsai 2007a), igy, ha szénforras ¢hezés
ki is alakul atmenetileg (pl. a fagolizoszomékban), az a fert6zés kimenetelére nincs érdemben
hatassal. Erdemes megjegyezni, hogy Cryptococcus neoformans és Candida glabrata
esetében az autofagiat érintd mutaciok a virulenciat is csokkentették (Hu és munkatérsai
2008, Roetzer ¢s munkatarsai 2010). A makroautofagias sejtpusztulds indukalésa, illetve a
proteindz szekrécio gatlasa ugyanakkor egy 1j, alternativ antifungalis stratégiat jelenthet a

jovében (Reed 2007, Emri €s munkatérsai 2008, Richie és munkatarsai 2011).

2.3 Az Aspergillus fumigatus és stresszvalaszai

2.3.1 Az Aspergillus fumigatus gyakorlati jelentosége

Az A. fumigatus egy ubikvista, szaprofita gombafaj; a talajban, mocsaras teriileteken,
az avarban és mas lebomld ndvényi maradvanyokon sokfelé eléfordul (Jensen 1931, Marsh és
munkatérsai 1979, Gugnani 2003,). Az ember kozvetlen kdrnyezetébdl is gyakran izolalhato
(tobbek kozott komposztdombok, silok, gabonatarold tartalyok, kazanhazak és szaunak
jellemzd faja; Marsh és munkatarsai 1979); s6t a nedves, dohos épiiletek indikator fajai kdzé
tartozik (Samson ¢és munkatarsai 1994). Konidiumainak (beltéri, illetve kiiltéri)
koncentracioja elérheti a 100 db/m>-t is (Latgé 2001), jellemz8en azonban ennél alacsonyabb
(<5 db/m®) (Ruchel és Reichard 1999, Latgé 2001, Hospenthal és munkatarsai 1998). Bar a
metagenomikai vizsgalatoknak koszonhetden egyre nd az egészséges emberi szervezetbdl
azonositott gomba taxonok szama (Hoffmann €s munkatérsai 2013), az eddigi irodalmi adatok
alapjan nem tagja sem a human, sem az allati mikobiomnak, de tobb névénybdl izolaltak mar,
mint endofiton fajt (Liu és munkatarsai 2004, Kusari és munkatarsai 2009). Opportunista
human patogén gombaként az allergids megbetegedésektdl kezdve a feliileti fertézéseken at a
szisztémas aszpergillozisokig sokféle betegséget okozhat, melyek tilnyomd tobbsége

Osszefiigg az immunrendszer miikddésének hianyossagaival (Ruchel és Reichard 1999).
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Stlyossagat alapul véve az immunkomprimalt betegekben kialakuld invaziv aszpergillozist
(ellemzben tiido aszpergillozist) tekintik a legjelentdsebb A. fumigatushoz kothetd
betegségnek (Brown és munkatarsai 2012). Az invaziv aspergillosis, az invaziv candidiasis
utan, a masodik leggyakoribb invaziv gombas fertdzés jelenleg (Brown €s munkatarsai 2012,
Oren ¢s Paul 2014). A legveszélyeztetettebb betegcsoportokban (pl. tartds neutropénia esetén)
akar a betegek 25 %-aban is kialakulhat ez a fertézés (Oren és Paul 2014), amely még
antifungalis kezelés esetén is 50-96 %-ban halalos kimenetelti (Park és Mehrad 2009, Balloy
¢s Chignard 2009, Brown ¢és munkatarsai 2012, Paulussen ¢s munkatarsai 2017). A 300-nal is
tobb Aspergillus fajbol alig 20 okozott mar bizonyitottan human fert6zést (Samson és
munkatarsai 2014). Bar lehetnek eltérések foldrajzi régionként és betegecsoportokként is
(Paulussen ¢és munkatarsai 2017), rdadasul sok esetben a kriptikus fajok nem megfeleld
identifikalasa is befolydsolja a statisztikdt (Howard 2014), az A. fumigatust tekintik a
leggyakoribb human kérokozonak a nemzetségen beliil, amely a szisztémas Aspergillusos
fertdzések tobb mint 90 %-aért felelés (Balajee ¢€s munkatdrsai 2009, Paulussen ¢és
munkatarsai 2017).

A kutatokat régota foglalkoztatja a kérdés, hogy miért pont az A. fumigatus okoz ilyen
sok ¢€s sulyos egészségiligyi problémat. Elképzelhetd, hogy az okok a betegekben €és nem a
gombaban keresenddk (Tekaia és Latgé 2005): Az A. fumigatus vilagszerte gyakori az ember
kozvetlen kornyezetében, jol né 37 °C-on ¢és konidiumai elég aprok (2-3 pum atmérdjtiek)
ahhoz, hogy eljussanak az alveolusokig, igy egyaltalan nem meglepd, hogy gyakran fert6z
meg olyan betegeket, akiknek az immunrendszere nem milkddik megfelelden (Tekaia és
Latgé 2005). Ez az elképzelés 6sszhangban van azon megfigyelésekkel, miszerint az invaziv
aspergillosis éves gyakorisaga elsdsorban az immunkomprimalt betegek szamanak
gyarapodasa miatt nétt az utdbbi évtizedekben (Paulussen és munkatarsai 2017). Valdsziniileg
azonban ennél azért tobbrdl van szd: 1) Sok, bizonyitottan opportunista human patogén
Aspergillus faj (pl. A. niger, A. flavus, A. terreus) lokalisan gyakoribb lehet az A.
fumigatusnal, mégsem okoz sziikségszerien tobb fert6zést az adott teriileteken, noha ezen
fajok is jol ndnek 37 °C-on és az A. terreus esetében konidiumaik az A. fumigatuséhoz
hasonloan igen kicsik (Schweer és munkatarsai 2016, Paulussen és munkatérsai 2017). 2) Az
A. fumigatus kozvetlen rokonsagi korében sok olyan faj talalhatd (pl. A. fischeri) melyek
sokkal ritkdbban fertézik meg az embert, mint ahogy az a gyakorisaguk alapjan varhato lenne
(Lamoth 2016). 3) A kornyezeti mintdkbol (nem betegekbdl) izolalt torzsek in vivo
virulenciaja széles skalan mozog; egyes izoldtumok kifejezetten kis in vivo virulenciat
mutatnak (Mondon ¢s munkatarsai 1996, Bart-Delabesse és Latgé 2004, Kowalski és

munkatarsai 2016, Kurucz ¢s munkatarsai 2018a). Mindezek alapjan sokan ugy gondoljak,
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hogy még az immunkomprimalt szervezet is komoly kihivast jelent a mikroorganizmusok
szamara, ¢és a gombaknak specialis tulajdonsdgokkal kell rendelkezniiik ahhoz, hogy
eredményesen meg tudjak fertézni e betegeket (Paulussen és munkatarsai 2017).

Szadmos, az A. fumigatus virulencidjat befolyasolod tulajdonsagot azonositottak az
elmult idészakban (Cooney ¢és Klein 2008, Abad ¢és munkatarsai 2010, Paulussen ¢és
munkatarsai 2017). Példaként emlithetd a konidiumok rodlet rétege és melanin tartalma
(Aimanianda ¢és munkatarsai 2009), a sejtfal galakt6z-aminogalaktan komponenseinek
jelenléte (Gresnigt €s munkatarsai 2014), a gliotoxin és fumagillin termelés (Fallon és
munkatérsai 2011, Scharf és munkatarsai 2012), az extracellularis proteinaz szekréci6 (Binder
¢s Lass-F1orl 2013), a jol miikodo vas és cink transzport (Haas 2012, Amich és Calera 2014),
valamint a megfeleld oxidativ stressz védelem is (Abad és munkatarsai 2010, Hillmann és
munkatérsai 2016). E tulajdonsagok — a jelenlegi elképzelések szerint — nem az emberi (allati)
szervezetben valo talélés érdekében alakultak ki, hanem a gomba szaprofita ¢letmddjanak a
kovetkezményei, és csak ,,véletleniil” jelentenek eldnyt az emberi szervezetbe bekeriild
konidiumok szamara. A legszemléletesebb példa erre az a felismerés, miszerint a konidiumok
azon képessége, hogy bekebelezésiiket kovetden is ki tudnak csirazni és ki tudnak néni a
makrofagokbol a protozoakkal (amoObdkkal) szembeni védelmiiket szolgadlja (Van
Waeyenberghe és munkatarsai 2013).

Az A. fumigatus (immunkomprimalt) emberi szervezetben mutatott sikerességét nem
egy-két jol definialhato tulajdonsagaval, hanem kivalé alkalmazkod6 képességével (stressz
toleranciajaval) magyarazzak (Tekaia és Latgé 2005, Paulussen és munkatéarsai 2017). Az
emberi szervezeten beliil igen sokféle stressz éri, érheti a mikroorganizmusokat (Cooney ¢és
Klein 2008, Paulussen és munkatarsai 2017). A korabban mar emlitett szénstressz és oxidativ
stressz mellett, a nitrozativ stressz, a hipoxia €s a hdstressz, a vas- és cinkéhezés, a pH stressz,
valamint a rézstressz a legismertebbek (Cooney és Klein 2008, Brown és Goldman 2016,

Paulussen és munkatarsai 2017).

2.3.2 Az Aspergillus fumigatus néhdny stresszvalaszanak rovid attekintése

Az A. fumigatus szénstressz- €s részben az oxidativ stresszvalaszaira az el6zd
fejezetekben mar kitértem. Osszehasonlitd vizsgalatokat az oxidativ stressz tolerancidval
kapcsolatban 17 fajba tartozd 18 Aspergillus torzs bevonasaval végeztek (de Vries ¢és
munkatarsai 2017). E vizsgélatok alapjan az A. fumigatus Af293 (szisztémas tiido
aspergillozisbol izolalt torzs) H,O,-dal és menadion natrium-biszulfittal (MSB) szemben

mutatott tolerancidja (37 °C-on) kifejezetten kicsinek bizonyult. A  minimalis
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gatlokoncentraciok (MIC) értékei MIChigrogén-peroxia = 3 mM és MICysg = 0,048 mM voltak
(de Vries és munkatarsai 2017). Osszehasonlitasképpen az A. fischeri CBS 544.65 esetében
MIChigrogén-peroxid = 30 mM, MICwysg = 0,29 mM, az 4. niger CBS 113.46 esetében MICh;drogén-
peroxid = 42 mM, MICysg = 0,24 mM ¢és az 4. nidulans FGSC A4 esetében MIChidrogen-peroxid =
24 mM, MICysp = 0,24 mM értékeket mértek (de Vries €s munkatarsai 2017). Ezen adatok
azt sugalljak, hogy az A. fumigatus oxidativ stressz tolerancidja nem meghataroz6 a
virulencigja kialakitasaban. A Ayapl, illetve Askn7 torzsekkel végzett vizsgalatok is ezt
latszanak alatdmasztani: mindkét transzkripcids faktor fontos az oxidativ stresszvalasz
szabalyozasaban, de hianyuk nem csokkenti a gomba in vivo virulenciijat (Lamarre és
munkatérsai 2007, Lessing ¢s munkatarsai 2007). A SOD1-3 szuperoxid dizmutdzok delécidja
szintén nem befolyasolta a virulencidt immunszupresszalt egér modellben, bar jelentdsen
csOkkentette a makrofagokkal szembeni rezisztencidt (Lambou ¢és munkatarsai 2010).
Erdemes azonban megjegyezni, hogy az A. fumigatus genomja tartalmaz egy negyedik SOD
gént is; ennek delécidja azonban letélis hatasti (Lambou és munkatarsai 2010).

Az alveolaris makrofagok és neutrofil granulocitdk nemcsak ROS-et, de RNI-et is
termelnek, melyek a ROS mellett, illetve veliikk egylitt szintén fontosak az antimikrobialis
védelemben (Brown és munkatarsai 2009). A legjelentdésebbek a nitrogén-momoxid (NO),
illetve a *O; jelenlétében NO-bol képzddd peroxinitrit (ONO,), nitrogén-dioxid szabadgyok
(*°NO;) és a dinitrogén-trioxid (N,Os3). Harom enzimet — citoszolikus flavohemoglobin
(FhpA), mitokondridlis flavohemoglobin (FhpB) és S-nitrozoglutation reduktiz (GnoA) —
azonositottak 4. fumigatusban, melyek potencialisan részt vehetnek az RNI detoxifikalasaban
(Lapp és munkatarsai 2014). A flavohemoglobinok a NO - NOj™ reakciot katalizaljak, mig az
S-nitrozoglutation reduktdzok a NO-bol keletkez6 S-nitrozoglutationt redukaljadk ammonia ¢€s
GSSG képzddése kozben (de Jesus-Berrios €s munkatarsai 2003). A delécids torzsekkel
végzett vizsgalatok azt mutattak, hogy az A. fumigatus FhpA-ja és GnoA-ja fontos a nitrozativ
stressz elleni védelemben, de egyikiik sem befolyédsolja a gomba in vivo virulenciajat, vagy a
makrofagokkal szembeni in vitro ellenalld képességét (Lapp és munkatarsai 2014). Igy a
nitrozativ stressz tolerancia kapcsan is hasonldan ellentmondésos a helyzet, mint az oxidativ
stressz tolerancia esetében: A Cryptococcus neoformans esetében igazoltdk a nitrozativ,
illetve oxidativ stressz elleni védekezés jelentdségét az in vivo virulencidban (de Jestis-Berrios
¢s munkatarsai 2003, Cheon ¢és munkatarsai 2017), igy logikus a feltételezés, hogy A.
fumigatus esetében is hasonld Osszefiiggés varhato, a kisérleti adatok azonban ezt (eddig még)
nem bizonyitottak.

A fert6zés okozta nekrotikus 1ézidknak koszonhetéen hipoxids allapot a tiidoben is

kialakulhat (Grahl és munkatarsai 2012). Az in vitro vizsgalatok alapjan hipoxia hatdsara
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indukalédik a glikolizis, az oxidativ pentoz-foszfat ut, az etanolos fermentacido és a y-
aminovajsav utvonal (GABA shunt), de indukciot figyeltek meg a 1égzési elektrontranszport
lanc Il-as és IV-es komplexét alkotd fehérjék esetében is (Vodisch és munkatarsai 2011,
Barker és munkatarsai 2012, Hillmann és munkatarsai 2015). Bar az etanol képzddését
nemcsak az omikai adatok, de in vitro és in vivo mérések is alatdmasztjak, jelentdsége a
hipoxidhoz valé adaptalédasban csak mésodlagos (Grahl és munkatarsai 2011). Feltehetoleg
az A. fumigatus elsésorban a 1égzés hatékonysaganak novelésével alkalmazkodik a
hipoxidhoz, szemben mas Aspergillus fajokkal, ahol az etanolos fermentacié (és a GABA
utvonal) mellett az ,,ammonia fermentacio”és az ,,elagazd oldallancu aminosav fermentacio”
i1s segiti a redukald eréd akkumulalodasanak elkeriilését (Takasaki és munkatarsai 2004,
Shimizu ¢és munkatarsai 2010, Hillmann és munkatarsai 2015). A hipoxidra adott
stresszvalasz kialakulasaban a ,,sterol regulatory element binding protein” (SREBP) csalddba
tartozd6 SrbA ¢€s SrbB transzkripcios faktorok szerepét igazoltdk (Willger és munkatarsai
2008, Chung és munkatarsai 2014). E fehérjék végso soron a szterin koncentracié csokkenését
érzékelik az ER-ban, igy nemcsak az oxigén, de a vashidny is aktivalodasukhoz vezet
(Willger és munkatarsai 2008, Chung és munkatarsai 2014). Nem meglepd modon a hipoxias
allapot az ergoszterin €s a vastranszport (sziderofor termelés) indukalodasat is kivaltja (Barker
és munkatarsai 2012). Osszehasonlitd vizsgalatok alapjan pozitiv korrelacié van az A.
fumigatus izoldtumok in vivo virulencidja (triamticolon-kezelt egér modell esetében) és kis
oxigén koncentraciok mellett mutatott in vitro novekedése kozott (Kowalski és munkatarsai
2016). Kiilonbozdé Aspergillus fajok szisztematikus Osszehasonlitdsa nem tortént meg ez
1daig; Hillmann és munkatarsai (2015) adatai alapjan hipoxias koriilmények kozott a vizsgalt
két A. fumigatus torzs (CEA10 és D141) in vitro fitnessze nagyobb volt, mint a kisérletekben
hasznalt egy-egy A. niger FGSC A1144, A. flavus NRRL3357 és A. terreus SBUG402 torzsé,
de csak alig tért el az 4. nidulans FGSC A4-étol.

A vas a legnagyobb mennyiségben eléforduld atmenetifém a sejtekben; esszencialis
valamennyi ¢él61ény szdmdara (Andreini és munkatarsai 2008). A vastartalmu metalloproteidek
mellett a FeS klaszter, illetve a hem prosztetikus csoporttal rendelkezd fehérjék is igényelnek
vasat a mikodéstiikhoz. E fehérjék biologiai funkcidja igen valtozatos: részt vesznek a
mitokondrialis elektrontranszport lanc felépitésében, sziikségesek a citromsav ciklushoz, a
szulfat- és nitrat asszimilacidohoz, részt vesznek egyes aminosavak (pl. Leu és Lys) és lipidek
(pl. ergoszterin) bioszintézisében, xenobiotikumok és peroxidok lebontasaban, de fontosak a
DNS szintézisben, a riboszomak Osszeszerelésében ¢és sziikségesek a FeS klaszterek, valamint
a hem bioszintéziséhez is (Woodworth és Richter 1990, Dlouhy és Outten 2013). Az emberi

szervezet mindent megtesz annak érdekében, hogy a szervezetbe bekeriilé mikrobdk ne
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crer

neutrofil granulocitak és epitélialis sejtek altal is termelt laktoferrin és sziderokalin), illetve a
vas szekrécid (a hepcidin hormon altal kivaltott) gatlasaval valosul meg (Ganz 2009,
Weinberg 2009). Egyes vas transzportereknek (pl. Nramp1) fontos szerepe van abban, hogy a
makrofagok és neutrofil granulocitdk fagolizoszomainak vastartalma kicsi maradjon fert6zés
alatt, ami gatolja a bekebelezett sejtek fagolizoszoméan beliili osztodasat (Ganz 2009,
Weinberg 2009). A makrofagok transzferrin receptoranak represszidja szintén azt a célt
szolgélja, hogy ne legyen elég vas az aktivalt makrofagokon beliil a mikrobak szamara (Ganz
2009, Weinberg 2009). A B limfocitdk altal termelt immunglobulinok ugyanakkor
hatékonyan tudjak gatolni a mikroorganizmusok sejtfelszini vas, illetve ferri-sziderofor,
transzportereit (Weinberg 2009). Az A. fumigatus nem képes a human vastartalmu/vaskotd
fehérjéket (pl. hemoglobin, transzferrin, ferritin) kdzvetleniil vasforrasként hasznalni (Schrettl
2004). A vasat (Fe*', illetve Fe'") kis affinitisu vas transzporterek, a reduktiv vas
asszimilacios utvonal (RIA, reductive iron assimilation), illetve szideroforok segitségével

tudja felvenni (Schrettl 2004) (8-9. abrak).

3| Fe(ll)

Fe@ ~ Fe( 2 D FeTARCRC.
1. | FeD TAFC/FsC

-

extracellularis tér /—\
4’

[ A\

citoplazma membran

Intracellularis tér \_“\/ \7—/
vas raktarozas \\\ EstB
Fe-FC/HFC
hidrolizalt TAFC/FsC

'\:\
Fe(IID)

vas felhasznalas
pl. katalazok, peroxidazok, FeS klaszter fehérjék, citokrom-fiiggs fehérjék

8. dbra Az A. fumigatus vas anyagcseréjének vazlata

1. Kis affinitast, kétértékii fémion (Fe**, Zn>", Cu®") transzportot lehetévé tévé permeaz(ok). 2.
Reduktiv vas asszimilacios utvonal (RIA); FreB — ferri-reduktaz, FetC — ferrooxiddz, FtrA — nagy
affinitasu vas permedz. 3. Sziderofor-fiiggd vas transzport; TAFC — triacetil-fuzarinin C, FsC —
fuzarinin C, FC — ferrikrocin, HFC — hidroxi-ferrikrocin, MirB — ferri-sziderofoér transzporter, EstB —
ferri-sziderofor hidrolaz. Az abra Schrettl és Haas (2011), valamint Haas (2012) kézleményei alapjan
késziilt.

32



dc 1574 18

)
acetil-CoA citrullin «——— citrullin
| |
i i AmcA /ornlitin
. t
3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA arginin t
ngll AgaAl
Sidl . ornitin glutamat
mevalonat —— mevalonil-CoA }
l SidH SldAl mitokondrium
! anhidromevalonil-CoA N*-hidroxiornitin
! acetil-CoA
ergoszterin

SidF SidL/?

N5-anhidromevalonil-N3-hidroxiornitin  N>3-acetil-N3-hidroxiornitin

R . . .
on A SidD l SidCl glicin,szerin
o - CH,
as o\ [ fuzarinin C &fwm/ ferrikrocin
e IO, Nt ° W &%

SidGl acetil-CoA @44\

« 9l

19 triacetil-fuzarinin C hidroxiferrikrocin

9. abra Az A. fumigatus sziderofor metabolizmusanak vazlata

Extracellularis/intracellularis sziderofor szintézis (kék): AmcA — mitokondrialis ornitin transzporter,
AgaA — argindz, SidA — ornitin N°-oxigenaz. Extracellularis sziderofor szintézis (piros): Hmgl—3-
hidroxi-3-metilglutaril-CoA reduktaz, Sidl — mevalonil-CoA ligaz, SidH — mevalonil-CoA hidratéz,
SidF — hidroxiornitin transzacilaz, SidD — fuzarinin C nem riboszémalis peptid szintdz, SidG —
fuzarinin C acetiltranszferaz. Intracellularis sziderofor szintézis (z6ld): SidL — acetiltranszferaz, SidC
— ferrikrocin nem riboszomalis peptid szintdz. Az abra Schrettl és Haas (2011), valamint Haas (2012)
kozleményei alapjan késziilt.

A héaromféle utvonal koziil a sziderofor-fiiggd vas transzport jelentdségét igazoltak a fert6zés
alatt (Schrettl 2004, Haas ¢s munkatarsai 2008, Moore 2013, Park és munkatarsai 2016), de
egyes vizsgalatok a RIA lehetséges szerepet is felvetették (McDonagh és munkatarsai 2008,
Bertuzzi és munkatarsai 2014).

A vaséhezésre adott stresszvalaszt a HapX transzkripcios faktor szabalyozza (Schrettl
¢s munkatarsai 2010). A HapX hatésara indukélodik a sziderofor termelés €s a ferri-sziderofor
transzport, valamint a RIA, mig represszalodik a 1égzés, a citromsav ciklus, a FeS klaszterek
¢s a hem bioszintézise is (Schrettl ¢s munkatarsai 2010). Vas hianyaban a sziderofor szintézis
gatlasaban fontos SreA transzkripcids faktor szintén represszalodik, illetve az ergoszterin
tartalom csokkenése a mar emlitett SrbA indukciojat kivaltva is segiti a sziderofortermelés (és
a szterin szintézis) intenzifikdlasat (Barker és munkatarsai 2012). Osszehasonlité adatok a
gombak vaslimitaciot tolerald képességérol nem allnak rendelkezésre.

Aszpergillozisos megbetegedések esetén jellemzdoen azol (elsésorban vorikonazol,
izavukonazol), polién (els6sorban amfotericin B) és echinocandin (elsdsorban kaszpofungin,
mikafungin, anidulafungin) tipust antifungélis szereket hasznalnak (Kauffman 2017). Bar a
terapiat alapvetden befolydsolja a beteg immunstatusza, maj- és vesefunkcioi, valamint a
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terapids elézmények is, a vorikonazol készitmények hasznilata mondhat6 a
legéltalanosabbnak, noha ujabban egyre gyakrabban javasoljak a vorikonazol — echinocandin
kombinalt terapia alkalmazasat is (Kauffman 2017). Az antifungalis szerek jelenléte komoly
stressz a gomba szamadra €s természetesen a terapia kimenetelét alapvetden befolyasolja, hogy
milyen mértékben képesek az egyes torzsek toleralni, talélni e specidlis biologiai hatdsu
molekulak jelenlétét. A dolgozat szempontjabdl az echinocandinok okozta stressz az érdekes.
Az echinocandinok fonalas Ascomycotdk altal termelt, B-1,3-gliikdn szintaz
inhibitorok. Kémiai szerkezetiiket tekintve lipopeptidek: hexapeptid gytlriik, melyekhez
zsirsavlanc kapcsolodik. Jelenleg tobb mint 20 echinocandin tipust szekunder metabolitot
ismeriink (Emri és munkatarsai 2013, Hiittel 2017). A gyogyaszatban a természetes
echinocandinok félszintetikus szarmazékait hasznaljak (Campoy ¢és Adrio 2017). Az
anidulafungint és a rezafungint echinocandin B-bdl (ECB), a caspofungint a pneumocandin
Bo-bol, a micafungint az FR901379 molekulab6l, mig az aminocandint
deoximulundocandinbdl allitjdk el6. Az anidulafungin, caspofungin és micafungin az FDA
(Food and Drug Administration) és EMA (European Medicines Agency) altal jovahagyott
forgalomban 1év6 termékek, mig az aminocandin ¢€s a rezafungin jelenleg klinikai vizsgalat
alatt allnak (Mishra és Tiwari 2011, Campoy és Adrio 2017, Sofjan és munkatarsai 2018). Az
FDA Aéltal jovahagyott félszintetikus echinocandinok szdmos humén patogén Aspergillus (A.
fumigatus, A, terreus, A. flavus és A. niger) (Chandrasekar és Sobel 2006, Calvo és
munkatéarsai 2011, Chen és munkatarsai 2011, Mukherjee és munkatarsai 2011, Walter ¢és
munkatérsai 2011, Calvo és munkatarsai 2012b) fajjal szemben hatasosak. A hatds a B-1,3-
gliikkdnszintdz komplex gétldsan, azaz a sejtfalszintézis gatlasan alapul. E molekuldk a
sejtekbe facilitalt diffuzioval jutnak be és a citoplazma membranban talalhaté enzim komplex
katalitikus alegységéhez kotddnek az intracellularis oldal felél nem kompetitiv mddon
(Sawistowska-Schroder és munkatarsai 1984, Beaulieu ¢és munkatarsai 1994, Radding és
munkatarsai 1998, Paderu és munkatarsai 2004, DiDone és munkatdrsai 2011). A gatlas az
intenziv sajtfal szintézist végz6 régioknal (hifa cstcsok) okoz 1ényeges valtozast, de a hifa
csucsok jellemzéen nem lizalnak, novekedésiik azonban lassul (fungisztatikus hatés)
(Bowman ¢s munkatarsai 2002, Douglas 2006). A kezelés jelentés morfologiai valtozast
okoz: a csiratoml6k megvastagodnak, slirin eldgaz6 hifakbol allo, kisméretli pelletek
alakulnak ki (mikropelletes novekedés) és a szeptumoknal a sejtek gyakran 1éggdmb-szeriien
“felfuvodnak” (Bowman ¢€s munkatarsai 2002, Kurtz €s munkatarsai 1994a). A szubletalis
koncentracioban adott echinocandinok (echinocandin stressz) jelentds fizioldgiai
kovetkezményekkel is jarnak: A megfigyelt valtozasok koziil kiemelendd a kitin szintézis

indukalddasa, melynek célja a sejtfal B-1,3-gliikkdn tartalmdnak kitinnel valod helyettesitése
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(,,compensatory chitin synthesis”) (Ries és munkatarsai 2017). Transzkriptomikai vizsgalatok
alapjan a caspofungin kezelés hatasara a gének 40 %-a jelentds transzkripcionalis valtozast
mutatott (Altwasser és munkatarsai 2015). E vizsgalatok alapjan nemcsak a kitin szintézisben,
de a P-glikan szintézisben fontos gének is indukalodtak, ami egyiitt jart a szénhidrat
anyagcserét (glikolizis, gliikoneogenezis, szacharid bioszintézis) érintd tobb valtozassal is
(Altwasser ¢és munkatarsai 2015). Megvaltozott szamos transzporter gén, szteran
bioszintézisben ¢és zsirsav anyagcserében résztvevd gén aktivitdsa ¢és sok szekunder
anyagcsere gén transzkripcidja is megndtt (Altwasser és munkatarsai 2015). Bar a melanin
képes megkotni az echinocandin tipusut molekulakat (is), ami csdkkent echinocandin
érzékenységhez vezet (Maligie ¢és Selitrennikoff 2005, van de Sande ¢és munkatéarsai 2010,
Fernandes és munkatarsai 2015), a melanin szintézis echinocandin kezelésre bekodvetkezd
valtozasait A. fumigatus esetében eddig még nem sikeriilt kimutatni. A modellszdmitasok
alapjan a caspofungin stresszvalasz szabalyozdsaban a HOG utvonal (,hierozmotikus
stresszvalasz szabalyozédsa™) ¢és a sejtfal integritasi (CWI; ,,cell wall integrity”) utvonal
(,,hipoozmotikus stresszvalasz szabdlyozasa) egyarant fontos volt (Altwasser és munkatarsai
2015). Mindkét utvonalra jellemzd, hogy sokféle stresszvalasz szabdlyozasaban, illetve
szamos virulencidt meghatdroz6 tulajdonsag kialakitdsdban (pl. sziderofor termelés,
pyomelanin szintézis, szekunder metabolitok képzése) fontosak, igy gatlasuk, vagy konstitutiv

aktivalasuk terapids jelentdséggel birhat (Wiedemann és munkatarsai 2016).
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3. Célkitiizések

3.1 Az Aspergillus nidulans oxidativ stresszvalasza

A gombak stresszvalaszaival kapcsolatos vizsgalataink kezdetén (a 90-es évek
kozepén) a fonalas gombdak (oxidativ) stresszvalaszainak vizsgalata messze elmaradt az
¢lesztokéhez képest. Ahhoz, hogy a fonalas gombdékat felhasznalhassuk kutatasainkhoz
mindenekeldtt demonstralnunk kellett, hogy e fajokban is kivalthaté az oxidativ stressz
reprodukalhatd és stresszor specifikus modon. E vizsgéalatokhoz egy ipari jelentdségu
(penicillintermel®) Penicillium chrysogenum torzset hasznéaltunk (Emri és munkatarsai 1997a,
1999), majd az itt gyljtott tapasztalatokat adaptaltuk az A. nidulansra, hogy lehetdségilink
legyen DNS chip vizsgalatok kivitelezésére is (P6csi és munkatarsai 2005). Kimutattuk, hogy
az oxidativ stresszvalasz nem egységes, hanem nagymértékben fligg az oxidativ stresszt
el6idézd stresszor tipusatol (Pocsi €s munkatarsai 2005). Annak érdekében, hogy képet
kapjunk az oxidativ stresszvélasz szabalyozéasardl is, egy, a szabdlyozasban potencidlisan
résztvevd transzkripcids faktorral kezdtiink el foglalkozni. Valasztasunk a gombak
stresszvalaszait, szekunder anyagcseréjét, differenciacidjat ¢€s virulencigjat egyarant
befolyasold AtfA transzkripcids faktorra esett (Baldzs és munkatarsai 2010). Az irodalmi
adatokkal Osszhangban (Hagiwara és munkatarsai 2008, Lara-Rojas és munkatarsai 2011)
igazoltuk, hogy az AtfA valdban részt vesz az A. nidulans oxidativ stresszvalaszanak
szabalyozasaban, de nem befolydsolja érdemben a gomba ozmotikus stressz érzékenységét
(Balazs ¢és munkatarsai 2010). E munka folytatasaként az alabbi kérdések megvalaszolasat
terveztiik:

— Azonosithatéak-e az oxidativ stresszvalaszra altalanosan jellemzd gének (,,core oxidative
stress response genes”) az A. nidulansban? Részt vesz-e az AtfA a szabalyozasukban?

— Milyen AtfA-fliggd és AtfA-fliggetlen stresszvalasz elemek figyelhetdek meg oxidativ
stressznek kitett A. nidulans tenyészetekben?

— Hogyan befolyésolja az oxidativ stressz és az AtfA transzkripcids faktor az A. nidulans

szekunder anyagcseréjét?

3.2 A szénéhezésre adott stresszvalasz vizsgadlata az Aspergillus nidulans
tenyészeteiben

A tanszék szénéhezo (,,0regedd”, ,,autolizalo) tenyészetekkel kapcsolatos vizsgélatai
a 90-es évek masodik felében kezdddtek egy ipari jelentdségli P. chrysogenum torzzsel
(Pusztahelyi és munkatarsai 1997a, 1997b). Az elsé vizsgalatok ramutattak a szénéhezésre

adott stresszvalasz aktiv, energiaigényes, jol szabalyozott természetére és a P. chrysogenum,
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illetve az A. nidulans stresszvalaszénak sok jellegzetes elemét — tobbek kozott az intenziv
ASD-t, melanizaciot, a jelentds proteinaz, kitindz és yGT termelést — tartdk fel (Pocsi és
munaktarsai 1999, Sami és munkatarsai 2001a, 2001b, Pocsi és munkatarsai 2003, Sami ¢és
munkatarsai 2003, Emri ¢és mukatarsai 2004a, 2004b, 2005a). A stresszvalasz
szabalyozasanak tobb elemét is sikeriilt azonositani (Molnar és munkatarsai 2004, 2006, Emri
¢s munkatarsai 2006, 2008), koztiik a FluG-BrlA utvonal jelentéségére is fény deriilt, ami
alapjan feltételeztiik, hogy a konidiogenzis és a szénéhezésre adott stresszvalasz kdzott szoros
kapcsolat van (Emri ¢és munkatdrsai 2005a, Podcsi €s munkatdrsai 2009). A ChiB
extracellularis kitindznak az ASD-ban betoltott szerepe szintén igazolast nyert (Pusztahelyi és
munkatarsai 2006, Yamazaki és munkatarsai 2007, Pocsi és munkatarsai 2009, Shin és
munkatarsai 2009). Sikeriilt izoldlnunk egy extracellularis proteinazt (Pepl)) is, ami
szénéhezés alatt a PrtA proteinazzal egyiitt a termelt extracelluldris proteindz aktivitas tobb
mint felét adja (Emri és munkatarsai 2009, Szilagyi és munkatarsai 2011). Egy AprtAApepJ
duplamutdns segitségével igy igazolni tudtuk, hogy a proteinazoknak szerepe van a
kleisztotéciumok képzddésében (Emri és munkatarsai 2018a). E vizsgalatok folytatasaként az
alabbi célok elérését terveztiik:

— Az A. nidulans tenyészetek transzkiptoméban szénéhezés hatasara végbemend valtozasok
azonositasa; atfogo kép kialakitasa a szénéhezésre adott stresszvalaszrol.

— Egy szénéhezés alatt szekretalodo gliikkandz izolalasa A. nidulans tenyészetekbdl; a fehérjét
kodold gén azonositasa, az enzim jellemzése, fizioldgiai jelentdségének (kiilonds tekintettel
az ASD-ban betoltott szerepére) megismerése.

— Az ASD ¢és a konidiogenezis kozotti feltételezett kapcsolat (miszerint az ASD tapanyagokat
biztosithat a konidiogenezis szamara szénéhezd koriilmények kozott) tesztelése feliileti
kultarakban.

— A melanizaci6 okainak ¢és fizioldgiai szerepének feltérképezése.

— Az A. nidulans yGT-anak izolélasa, a fehérjét kodold gén azonositasa, az enzim jellemzése,
fiziologiai jelentdségének (kiilonds tekintettel a GSH anyagcserében betdltott szerepére)

megismerése.

3.3 Az Aspergillus pachycristatus echinocandin tolerancidjanak vizsgalata

Az echinocandin tipust antifungalis anyagok az eddig vizsgalt valamennyi Aspergillus
fajjal szemben hatdsosnak bizonyultak (Chandrasekar ¢és Sobel 2006, Calvo ¢s munkatarsai
2011, Chen és munkatarsai 2011, Mukherjee és munkatarsai 2011, Walter és munkatarsai

2011, Calvo és munkatarsai 2012). Ugyanakkor tobb Aspergillus faj/torzs is termel
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echinocandin-tipusii szekunder metabolitokat (Hiittel 2017), ami arra utal, hogy sziikség
esetén képesek hatékonyan védekezni ezen metabolitok antifungalis hatdsédval szemben. Az
echinocandin termeld torzsek echinocandin tolerancidja nemcsak orvosi mikrobiologiai
szempontbol lehet érdekes (segithet megérteni, hogyan alakulhat ki rezisztencia human
patogén Aspergillus fajokban), de ipari mikrobiologiai jelentdséggel is bir, hiszen az
echinocandin tolerancia ndvelése fontos része lehet taltermeld torzsek eldallitasanak. Korabbi
vizsgélatainkban kimutattuk, hogy az ,,4. nidulans var. roseus” ATCC 58397 (NRRL 11440)
torzs nem tartozik az A. nidulans fajba, inkdbb az A. rugulosussal rokon (T6th és munkatarsai
2011). Késobb e torzset egy onalld fajba az A. pachycristatusba soroltak (Matsuzawa ¢és
munkatarsai 2012). Vizsgalatainkat e torzzsel végeztiikk és az alabbi kérdésekre kerestiik a
valaszt:

— Rendelkezik-e az ATCC 58397 torzs velesziiletett echinocandin rezisztenciaval?

— Hogyan védekezik e torzs a sajat maga altal termelt echinocandinnal szemben?

3.4 Az Aspergillus fumigatus stressz toleranciajanak vizsgalata

Egy nemzetkdzi egyiittmiikddés keretében, a mar ismert 8 Aspergillus genom mellett
tovabbi 10 Aspergillus faj genomja lett megszekvenalva ¢€s annotidlva (de Vries ¢és
adatokat gytijtottiink (Orosz és munkatarsai 2018) és rendelkezésiinkre allt a gombak stressz
toleranciajaban bizonyitottan résztvevd gének (stresszgének) listaja is (Kardnyi ¢és
munkatéarsai 2013). Ezen adathalmazok Ilehetdvé tették szdmunkra az aldbbi kérdések
megvalaszolasat:

— Megjosolhato-e egy gombafaj stressz tolerancidja annak ismeretében, hogy milyen
stresszgének fordulnak el6 a genomjaban?

— Hasonlo-e a kozeli rokon fajok stresszgén készlete és stressz toleranciaja?

— Eltér-e az A. fumigatus stresszgén készlete a kisebb humdnpatogén jelentdséggel bird

Aspergillus fajokétol?

Természetes élohelyeiken a mikroorganizmusoknak nem egy-egy karakterisztikus
stresszhatassal kell szembenézniiik, hanem tobbféle stressz, stresszor kombinacidjaval egy
idoben. Ez igaz az emberi szervezetbe bekeriilé6 mikroorganizmusokra is. Elképzelhetd, hogy
az A. fumigatus human patogénként mutatott sikerességét nem egy-egy stresszorral szemben
mutatott kimagaslé ellenalld képessége, hanem azon adottsdga adja, hogy tobbféle stresszhez

is képes hatékonyan alkalmazkodni egy idében. E lehetdség megvizsgaldsa érdekében az
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oxidativ stresszel kombinalt vaséhezés hatdsat tanulményoztuk. A valasztasunk nemcsak azért
esett erre a két stresszre, mert mindkettével gyakran kell megbirkdzniuk az emberi
szervezetbe bejutdé mikrobaknak, hanem mert a vastartalma antioxidans enzimek (katalazok,
peroxiddzok) oxidativ stressz elleni védekezésben mutatott jelentésége miatt varhato volt,
hogy e két stressz kolcsondsen befolydsolni fogja egymas hatasat. Az alabbi kérdésekre
kerestiik a valaszt:

— Hogyan befolyasolja az oxidativ stressz az A. fumigatus vaséhezésre adott stresszvalaszat?

— Megjosolhaté-e a kombinalt stresszkezelésekben mutatott stresszvalasz az egyszera
stresszkezelésekre adott stresszvalaszok ismeretében?

— Melyek az oxidativ stresszel kombinalt vaséhezésre adott stresszvalasz lehetséges gyenge

pontjai?
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4. Anyagok és modszerek

4.1 Gombatérzsek, torzsfenntartds

A vizsgalatokban felhasznalt gombatorzseket és legfontosabb tulajdonsagaikat az 1.
mellékletben foglaltam Ossze. A torzseket Barratt-féle minimal tapagaron (37 °C, 6 nap)
(Barratt és munkatarsai 1965) tartottuk fenn. Az FGSC A744 (fluGl) torzs esetében az
munkatarsai 1998). Az auxotrof torzsek esetében a tapkdzegek tartalmaztdk a megfeleld
kiegészitoket (aminosavak, vitaminok, szerves bazisok) is az FGSC (Fungal Genetic Stock
Centre; www.fgsc.net) altal javasolt koncentraciokban (McCluskey 2003). A kisérletekhez
frissen készitett (6 napos) tenyészetekbdl szdrmazd konidiumokat, illetve az akonidiogén

FGSC A1079 (4brlA) torzs esetében micéliumot hasznaltunk fel.

4.2 Feliileti és siillyesztett kulturak

A feliileti kultirakat szintén Barratt-féle minimal tapagaron hoztuk 1étre. A taptalajok
leoltasa pont-inokulalassal (5 ul, 1x10° konidium/ml tdménységli szuszpenzid
felhasznalaséaval) tortént, majd a tenyészeteket 37 °C-on inkubaltuk.

A siillyesztett kulturdk készitéséhez Barratt-féle minimal taplevest (Barratt ¢és
munkatarsai 1965) (4. nidulans, A. pachycristatus €s A. fumigatus), Boeck és Kastner (1981)
altal leirt, C- és N-forrasként gliikozt, szojapeptont és napraforgoolajat is tartalmazé komplex
taplevest (4. pachycristatus), illetve ezek valtozatait hasznaltunk. A tapleveseket (100 ml
tapleves 500 ml-es Erlenmeyer lombikban) tipikus esetben 50 millié konidiummal (az FGSC
A1079 torzs esetében 1 — 85 mm atmérdjii — Petri-csészérdl szarmazd micéliummal) oltottuk
be; a tenyészetek inkubaldsa 37 °C-on (4. pachycristatus estében 24, vagy 37 °C-on) 3,1 Hz

razatas mellett tortént.

4.3 A stressz indukdlasa, a stressztiiré képesseg tesztelése

Oxidativ stresszt a tapkozeghez adott MSB-tal, H,O,-dal, terc-butil-hidroperoxiddal
(tBOOH), vagy diamiddal, mig sostresszt NaCl adagolasaval idéztiink el6. A stresszorok
koncentracidja a torzstol és a kisérlet céljatol fiiggéen valtozott (Emri és munkatarsai 2015,
Orosz és munkatéarsai 2017). A stressz er0sségének bedllitdsakor arra torekedtiink, hogy egyik
stresszor se okozzon teljes novekedésgatlast, eldkisérletekben detektalhatoak legyenek a

stressz hatdsara bekovetkezett fiziologiai valtozadsok (pl. ROS mennyiségének ndvekedése
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oxidativ stressz alatt) és — ha volt ra lehetdség — az alkalmazott koncentraciok legyenek
hasonloak a kordbban madasok altal alkalmazott koncentracidkhoz. Feliileti tenyészetek
esetében a stresszort mar a leoltas eldtt a tapkdzeghez kevertiik, mig stillyesztett kultardknal
az exponencialis fazis tenyészetekhez adtuk. A torzsek oxidativ-, fém ion- és sO stressztlird
képességét a torzsek stresszor jelenlétében mutatott novekedésével jellemeztiikk, amit a
kezeletlen tenyészetekben mért értékek szdzalékaban adtunk meg.

Szénéhezd tenyészeteket olyan mddon hoztunk létre, hogy az exponencidlis fazisu
tenyészetekbdl szarmazd micéliumot Osszegyljtottilk €s szénforrds mentes tapkozegben
szuszpendaltuk fel (Szilagyi és munkatarsai 2010a, 2010b, 2012, Spitzmiiller és munkatarsai
2015a, 2015b). Hasonld6 modon jartunk el a szénforras limitalt tenyészetek kialakitasakor is,
de ebben az esetben a micéliumot laktdz szénforrast tartalmazo tdpkozegben vettiik vissza
(Spitzmiiller és munkatarsai 2015a). A szénstressz kialakulasat a chiB (szénstressz alatt aktiv,
extracellularis kitindzt kodold gén) indukaldédasanak, vagy az extracellularis kitinaz
aktivitasok novekedésének detektalasaval ellendriztiik.

A vaséhezd tenyészetek kialakitasakor a konidiumokkal hozzdadott vasat nem
tartalmazo tapkozeget inokuldltunk és megvartuk, amig a tenyészetek felhasznaltdk a
szennyezésként jelenlévo, illetve az inokulalaskor a tenyészetbe keriild vasat (Kurucz és
munkatarsai 2018b). A vaséhezés kialakuldsat az extracellularis szideroforok képzddésének

detektalasaval ellenOriztik.

4.4 A novekedes és az életképesség detektdalasa

A feliileti tenyészetek novekedését egy adott inkubdlasi id6 alatt létrejovo telep
atmérdjével, vagy a telepatmérd valtozasanak sebességével jellemeztik (de Vries és
munkatéarsai 2017, Emri és munkatarsai 2018a). Minthogy a szénstressz — vizsgalataink
alapjan (Emri és munkatarsai 2018a) — a telepatmérd novekedését serkenti, a szénstressznek
kitett tenyészetek novekedését fehérjetartalmuk novekedésével is jellemeztiik. Ebben az
esetben a mintakat (a tenyészetekbdl kivagott 0,5 cm” alapteriiletii agar hasabokat) liofilezést
kovetden elporitottuk, majd desztillalt vizben elkevertiik (Emri és munkatarsai 2018a). A
vizes oldat fehérjetartalmat Bradford-reagenssel hataroztuk meg (Bradford 1976).

A siillyesztett kultarak novekedését, illetve autolizisét szarazanyagtartalmuk (DCM)
valtozasanak detektalasaval kovettiik nyomon (Pusztahelyi és munkatarsai 1997a).

A siillyesztett kultarak életképességét az egységnyi térfogati mintakbol szdrmazo
micélium friss tadplevesben, egységnyi id0 alatt mutatott DCM novekedésével jellemeztiik

(Molnar és munkatarsai 2006).
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4.5 A konidiogenezis és a kleisztotéciumok képzodésének vizsgadlata

A konidioférok, valamint az érett ¢&s éretlen kleisztotéciumok mennyiségét
sztereomikroszkop segitségével szamoltuk meg a telep 9 eltérd pontjan (Emri és munkatarsai
2018a). A kleisztotéciumok képzddést a Petri-csészék lezarasaval (,levegétol vald
elzarasaval”) indukéltuk a Kawasaki és munkatarsai (2002) altal leirt eljarast kovetve. A
termelt konidium mennyiségét ismert méretii (0,5 cm? alapteriiletii) agar hasabok felszinérél

crer

(Hagiwara és munkatarsai 2007, Emri és munkatarsai 2018a).

4.6 Antifungalis szerekkel szembeni érzékenység vizsgalata

Az Aspergillus torzsek echinocandin B, illetve caspofungin érzékenységét

mikrodilucios (Arikan €s munkatarsai 2001) modszerrel vizsgaltuk.

4.7 Novekedest gatlo szerek kozotti interakcio vizsgalata

A torzsek novekedését gatlo szerek kozotti interakceid mértékét (IR) az Abbott-formula
segitségével szdmszerlsitettiik: IR = Io/(Ia+Ib-[Ialb/100]), ahol Ia és Ib az ,,a” és a ,,b” anyag
altal kiilon-kiilon, mig az lo a két anyag altal egyiitt okozott szazalékos novekedésgatlas. Az
IR > 1,5 esetben a két szer kolcsOnhatasat szinergizmusnak, mig a IR < 0,5 esetben

antagonizmusnak tekintettiik (Moreno és munkatarsai 2003).

4.8 Metabolit koncentraciok meérése

A GSH, GSSG ¢s a teljes glutation (GSH + GSSG) tartalom meghatarozasa a GR-
DTNB (glutation reduktaz-5,5’-ditio-bis(2-nitrobenzoesav)) fotometrids modszerrel
(Anderson 1985) tortént. A mintdkat (micéliumot) 5’-szulfoszalicilsav segitségével tartuk fel
(Emri és munkatarsai 1997a).

A redox egyensuly felboruldsat a tenyészetekhez adott 2°,7’-diklérfluoreszcein
diacetatbol, illetve dihidroetidinbdl egységnyi 1d6 alatt képzddo 2°,7°-diklorfluoreszein (DCF)
¢s etidium (Et) mennyiségével jellemeztiik (Royall és Ischiropoulos 1993, Carter és
munkatarsai 1994). A sejtek DCF és Et tartalmat fluorimetrids modszerrel hataroztuk meg az
5’-szulfoszalicilsavval feltart mintdkbol (Emri €s munkatarsai 1997a, Halliwell és Gutteridge

2007).
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A fermentlé gliikoz, illetve laktoz tartalmanak csokkenését a GOX-TrP (gliikoz
oxidaz-tormaperoxiddz) modszer (Leary és munkatarsai 1992), illetve p-hidroxibenzoesav
hidrazid (PAHBAH) tartalmi reagens (Lever ¢s munkatirsai 1973) segitségével
fotometridsan kovettilk nyomon. A tapagar gliikoz tartalmanak ellenérzésekor szintén a GOX-
TrP moédszert hasznaltuk, de ebben az esetben a mintakat (0,5 cm?” alapteriiletii agar hasabok)
meg (Emri és munkatérsai 2018a).

Az extracellularis szideroforok detektalasdhoz a mintakat (fermentlé) FeCls—dal
munkatarsai 2000, Pocsi és munkatarsai 2008).

A szekunder metabolitok vizsgalatakor a liofilezett mintdkat (micélium, fermentlé,
vagy a teljes, a gombat is tartalmazd fermentlé¢) 70 v/v %-os acetonnal extrahdltuk és a
szterigmatocisztin mennyiségét vékonyréteg kromatografia segitségével hataroztuk meg
(Klich és munkatarsai 2001).

A melanin termelés vizsgalatakor a fermentlé abszorbanciajanak valtozasat kovettiik
nyomon 405 nm-en, illetve fényképfelvételek segitségével a micélium szinvaltozasat is

rogzitettlik (Szilagyi és munkatarsai 2018).

4.9 A sejtfal kitin tartalmanak mérése

Az A. pachycristatus ATCC 58397 ¢és az A. nidulans FGSC A4 sejtfal Gsszetételét a

Stevens ¢s munkatarsai (2006) altal leirt protokollt kovetve hatdroztuk meg.

4.10 Enzimaktivitasok detektalasa

A mintdk enzimaktivitdsi értékeit fotometrias (a B-1,3-glilkan szintaz esetében
fluorimetrids) modszerek segitségével hataroztuk meg a fermentlébdl, vagy az X-press-el (AB
Biox, Goteborg, Svédorszag) feltart micéliumbol (Emri és munkatarsai 1997a). Az alabbi
enzimek aktivitdsat mértiik:

— intracellularis mérések
3-1,3-gliikan szintaz (Shedletzky és munkatarsai 1997), y-glutamil transzpeptidaz (yGT; Emri
¢s munkatarsai 1997b), glutation peroxidaz (GPx; Chiu ¢és munkatarsai 1976), glutation
reduktaz (GR; Pinto és munkatarsai 1984), gliik6z-6-foszfat dehidrogenaz (G6PD; Emri ¢€s
munkatarsai 1994), kataldz (Roggenkamp és munkatarsai 1974), nitrat reduktaz (Bruinenberg
¢s munkatarsai 1983) és SOD (Oberley ¢és Spitz 1984). Az aktivitasi adatokat ezen esetekben
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a mintdk Bradford-moédszerrel (Bradford 1976) meghatdrozott fehérjetartalmara
vonatkoztattuk.

— extracellularis mérések
B-gliikozid4az (Fontaine és munkatarsai 1997), B-1,3-endogliikan4z (Fontaine és munkatarsai
1997), B-1,4-endogliikanaz (Fontaine és munkatérsai 1997), yGT (Spitzmiiller ¢s munkatarsai
2015a), kitinaz (Emri és munkatarsai 2004a), proteinaz (Tomarelli és munkatarsai 1949). Az

aktivitasi adatokat ezekben az esetekben a mintak térfogatara vonatkoztatva adtuk meg.

4.13 Enzimek izoldlasa, jellemzése

Az A. nidulans EngA B-1,3-endogliikanazat, ChiB kitinazat és GgtA yGT-at
(frakcionalt) ammonium-szulfatos kicsapast és dializist kdvetden oszlopkromatografia
segitségével tisztitottuk meg. A ChiB és az EngA esetében kromatofokuszalast (Polipuffer
Exchanger 94 oszlop)(Binod és munkatarsai 2005, Szilagyi és munkatarsai 2010a) a GgtA
esetében ioncsere kromatografiat (DEAE-Sephadex oszlop)(Spitzmiiller és munkatérsai 2016)
hasznaltunk.

A preparatumok tisztasagat Na-laurilszulfatos poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-
PAGE) (LeBlanc és Cochrane 1987) segitségével ellendriztiik; a fehérjesavokat Coomassie
Blue festéssel tettiik 1athatova (Laemmli 1970). A gélbdl kivagott fehérje mintdkat Dr. Darula
Zsuzsa (SZBK, Szeged) azonositotta MALDI-TOF MS analizissel (Pusztahelyi ¢&s
munkatérsai 2011).

A tisztitott EngA fehérje molekulaméretét SDS-PAGE segitségével hataroztuk meg,
izoelektromos pontjat a kromatofokuszalads eredményeként kapott legaktivabb frakcié pH-
javal jellemeztiik (Szilagyi és munkatarsai 2010a).

Az enzimek pH ¢és hoOmérséklet optimumat, valamint Michaelis konstansat a
kiilonb6zé pH-n, homérsékleten, illetve szubsztrat koncentracidk jelenlétében mért
enzimaktivitas (kezdeti reakcidsebesség) értékek alapjan hatdroztuk meg (Szilagyi és
munkatarsai 2010a, Spitzmiiller ¢s munkatéarsai 2016).

Az EngA pH- és hdmérséklet-fliggd stabilitasanak jellemzésekor a mintakat adott pH-
n, illetve homérsékleten eldinkubaltuk, majd az aktiv formaban megmaradt enzim
mennyiségét standard koriilmények kozott végzett enzimaktivitas méréssel hataroztuk meg
(Szilagyi és munkatérsai 2010a).

Az EngA szubsztrat specifictasat laminarin, karboximetil-celluléz, illetve p-nitrofenil-
3-D-gliikdz szubsztratokkal teszteltiik (Fontaine és munkatarsai 1997). A GgtA szubsztrat
specificitasat Ala, Asp, Cys, Gln, Glu, Gly, Met, Orn, Ser, Thr aminosavak, Gly-Gly ¢és Cys-
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Gly dipeptidek, valamint NH,-OH, mint potencialis y-glutamil akceptorok és y-glutamil-p-
nitroanilid (yGpNA), GIn, GSH, illetve GSSG, mint potencidlis y-glutamil donorok
segitségével jellemeztiik (Spitzmiiller és munkatéarsai 2016). Az egyes reakciokban képz6do
tripeptid azonositasat, valamint a Gln koncentracio valtozasat Gonda Sandor (Debreceni
Egyetem, Debrecen) és Kiss-Szikszai Attila (Debreceni Egyetem, Debrecen) végezte LC-ESI-
MS/MS  (High-performance liquid chromatography electrospray ionization mass
spectrometry) segitségével (Spitzmiiller és munkatarsai 2016).

A ChiB ¢és EngA potencidlis antifungalis hatasat kiilonbozé gombatajoknak (A.
nidulans FGSC A26, A. rugulosus CBS171.71, A. fumigatus Af293, P. nalgiovense NCAIM
F-001333, P. chrysogenum NCAIM 00237) a tisztitott enzimek jelenlétében mutatott

novekedésével jellemeztiik (Szilagyi és munkatarsai 2012).

4.14 RNS izolalas

Az RNS-t (teljes RNS) liofilezett micéliumbol izolaltuk TRISOL reagens (Invitrogen)
felhasznalasaval a Chomczynski (1993) altal kidolgozott protokollt kdévetve (Emri és
munkatérsai 2017). Az RNS mintdk DNaz kezelését DNaz kittel (pl. Turbo DNA-free Kit;
Life Technology) végeztiik.

4.15 Reverz transzkriptaz kvantitativ polimeradz lancreakcio (RT-qPCR)

A gének transzkripcidjat SyberGreen fluorescens festéket hasznald egylépéses (a
reverz transzkripciot kozvetleniil koveti a PCR reakcio) kit-ek (pl. Brilliant®™ Il SYBR® Green
QRT-PCR Master Mix kit; Stratagene) segitségével vizsgaltuk a gyartok altal mellékelt leirdst
kovetve. A DNaz kezelt RNS mintdk mindségét eldzetesen denaturald agardz
gélelektroforézissel ellendriztiik (Sambrook és Russel 2001). Referencia génként az A.
nidulans esetében a feltételezett eEF-3 transzlacios elongécios faktor gént (AN6700) és az
actA y-aktin gént (AN6542; Kovacs és munkatarsai 2013), az 4. pachyristatus esetében az
ANG6700 gén ortologjat (Gene Bank JN862796; Toth és munkatarsai 2012), az A. fumigatus
esetében az fksl feltételezett 1,3-B-gliikadn szintaz katalitikus alegység gént (Afu6g12400), a
tefl feltételezett eEF-1 transzlacios elongacids faktor a-alegység gént (Afulg06390), illetve a
tif1 elF4A transzlacids iniciacids faktor gént (Afu3g08160) hasznaltuk. A felhasznalt primer
(inditd6 szekvencia) parok az alabbi kozlemények mellékleteiben érhetok el: Toth és
munkatarsai (2012), Szilagyi és munkatarsai (2013), Emri és munkatérsai (2015), Orosz ¢€s
munkatarsai (2017), Kurucz és munkatarsai (2018a). A primereket az Aspergillus Genome
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Database honlapjan (www.aspergillusgenome.org) elérheté A. nidulans FGSC A4 és A.
Sfumigatus Af293 genomszekvencidk alapjan terveztiik. Az A. pachycristatus esetében az A.
nidulans FGSC A4 genom alapjan tervezett primereket hasznaltunk, de minden primerpar
esetében szekvenalassal (Gene Bank JN862788-94 ¢s JIN862808) ellendriztiik, hogy valoban a
vizsgalni kivant gén egy szakasza szaporodott fel a PCR reakcidoban. A gének relativ
transzkripcidjat a ACP, vagy a AACP értékekkel jellemeztiik. AACP = ACPyesert - ACPxontron €8
ACP = CPreferencia gén - CPuizsgalt gén, @ahol CP (crossing point) a PCR termék akkumulalédasdhoz

sziikséges ciklusok szama.

4.16 DNS chip vizsgalatok

Az A. nidulans szénéhezd tenyészeteinek vizsgalatakor 4 x 44 K Agilent chip-et
(Kromat Kft., Budapest) hasznaltunk (Szildgyi és munkatarsai 2013). A 60 nukleotid
hosszlisagu génspecifikus oligomereket tartalmazo chip-et Dr. Miskei Méarton és Karanyi
Zsolt (Debreceni Egyetem) tervezte az eArray software és az A. nidulans FGSC A4 genom
szekvencidjanak felhasznaldsaval (azonositdé szam: 024712). A DNaz kezelést, a mintak
mindségének ellendrzését, a hibridizaciot, illetve a leolvasést a Kromat Kft. végezte a
megfeleld Agilent protokollokat kovetve (Emri €s munkatarsai 2017). A vizsgalatokban
harom szénéhezd, illetve harom kontroll (gliikozon novekvd) tenyészetbdl szarmazd teljes
RNS lett kezelésenként 1:1:1 ardnyban dsszekeverve és a beldliik késziilt cRNS mintak cy3,
illetve cy5 festékekkel torténd jelolést kovetden lettek a chip egy blokkjara hibridizélva (,,two
color protocol”). Az elénormalizalt nyers adatok (Agilent Feature Extraction software 9.1)
LOESS normalizalasat Karanyi Zsolt (Debreceni Egyetem) végezte.

Az A. nidulans oxidativ stresszvalaszanak vizsgéalatahoz szintén 60-mer, 4 x 44 K
Agilent chip-et (Kromat Kft., Budapest) hasznaltunk (Emri és munkatarsai 2015, Orosz és
munkatarsai 2017). Az A. nidulans FGSC A4 legfrissebb genom adatai alapjan Gjratervezett
chip azonositészdma 031140. A harom-hdrom bioldgiai ismétlésbdl szarmazd ¢és
kezelésenként 1:1:1 aranyban elegyitett teljes RNS mintdk — megfeleld elokészitést kvetden
— cy3 festékkel lettek jeldlve és kiilon-kiilon egy-egy blokkhoz lettek hibridizalva (,,one color
protocol”). A prenormalizalt adatok normex+offset modszerrel (Ritchie és munkatarsai 2007)
torténd korrigdlasat és quantile normalizalasat (Bolstad és munkatarsai 2003, Smyth 2005)
Dr. Antal Karoly (Eszterhazy Karoly Egyetem, Eger) végezte. A nyers €s a normalizalt adatok
a Gene Expression Omnibus (GEO; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) adatbazisban érhetéek

el a GSE63019 azonositd szamon.
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4.17 RNS szekvenalas

Az A. fumigatus kombinatorikus stresszvalaszanak vizsgdlatdhoz szilikséges
transzkriptom adatokat 0j generdcidos RNS szekvenalassal nyertiik (Kurucz és munkatarsai
2018b). A teljes RNS mintdk 12 tenyészetbdl (négyféle kezelés, kezelésenként harom
ismétléssel) szarmaztak. A mintdk feldolgozasat, a konyvtarkészitéstdl a fastq.gz file-ok
megirdsaig, a Debreceni Egyetem Genomi Medicina és Bioinformatikai Szolgéltatd
Laboratoriuménak munkatarsai végezték a megfeleld Illumina protokollokat kovetve. A
cDNS konyvtarak szekvenaldsa (20 millio leolvasas/minta, leolvasasonként 50 bp
hosszlisagig) egy Illumina HiScan SQ késziilék segitségével tortént. A nyers szekvencia
adatok korrigalasat, a szekvencidknak az A. fumigatus Af293 genomjéra valo illesztését, az
FPKM értékek (fragments per kilobase per million mapped fragments; a beazonositott
fragmensek szama, osztva a kérdéses gén kbp-ban megadott hosszaval és az Osszes
beazonositott fragmens szdmaval) kiszdmitasat és a differencidltan expresszalodod gének
meghatarozasat a CASAVA, a tophat (version 2.0.9) és a cuffdiff (version 2.2.1) programok
(Trapnell és munkatarsai 2009, Trapnell és munkatarsai 2013) felhasznaldsaval Dr. Antal
Kéroly (Eszterhazy Karoly Egyetem) végezte. A nyers ¢és a feldolgozott adatok a Gene
Expression Omnibus (GEO; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) adatbazisban érhetéek el a
GSE94818, GSM2484449, GSM2484453, GSM2484455, GSM2484458, GSM2484461,
GSM2484465, GSM2484468, GSM2484470, GSM2484473, GSM2484476, GSM2484479 ¢és
GSM2484481 azonositd szamokon.
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5. Eredmények és megbeszélésiik

5.1 Az Aspergillus nidulans oxidativ stresszvalasza

A 3.1 alfejezetben megfogalmazott célok elérése érdekében az aldbbi kisérleti
elrendezésben vizsgaltuk az A. nidulans viselkedését: Egy Aatf4 mutans és egy kontroll torzs
exponencialis fazist tenyészeteit 0,12 mM MSB-tal, 5, illetve 75 mM H;,0,-dal (I-H,O, és h-
H;0,), 0,8 mM tBOOH-dal, 1,8 mM diamiddal, vagy 0,6 M NaCl-dal kezeltiink, vagy
stresszkezelés nélkiil (kontroll) inkubaltuk. A tenyészetekbdl transzkripcidos (DNS chip, RT-
gPCR), illetve ¢lettani vizsgéalatokhoz (enzimaktivitds mérés) is vettlink mintdt annak
érdekében, hogy az oxidativ stresszvalasz eseményeit tanulmanyozhassuk (Emri és

munkatarsai 2015, Orosz és munkatarsai 2017).

5.1.1 Az oxidativ stressz hatdsa a transzkriptomra

A 6 féle stresszkezelés (5 féle oxidativ stressz és egy sostressz) transzkriptomra
gyakorolt hatasat az 1. tabldzatban és a 2. mellékletben foglaltam Ossze. Az 1. tablazat
tartalmazza az adott kezelésben indukalddott (Cup-regulated”), illetve represszalodott (,,down-

regulated”) gének szamat.

MSB tBOOH diamid I-H,O; h-H,0, NaCl

kontroll (THS30.3) torzs

indukalt gének' 1574 1366 1877 153 799 1097
represszalt gének' 1696 1441 2022 317 789 1032
AatfA (TNJ92.4) torzs

indukalt gének 1001 1902 1767 354 863 774
represszalt gének 1050 1784 1845 329 835 845

1. tablazat A stresszkezelések hatasa az A. nidulans transzkriptomara

' — Azon gének szama, ahol a transzkripcids véltozas (FC) legalabb kétszeres volt a kezeletlen
tenyészetekhez képest. | log,FC | > 1; FC = Liegelt/Ikezeletien; 1: normalizalt jelintenzitas; log,FC > 1 —
indukcio (,,up-regulation”), log,FC < -1 — represszio (,,down-regulation™).

Egyes gének (Osszesen 100 gén) esetében RT-qPCR segitségével is meghatiroztuk a
transzkripcidjukban bekovetkezett valtozasokat (Emri és munkatirsai 2015, Orosz és
munkatarsai 2017). A DNS chip és az RT-qgPCR adatok kozott szoros korrelaciot
tapasztaltunk; a Pearson-féle korrelacios koefficiens értéke (a torzstdl €s a kezeléstdl fliggden)
0,71 és 0,88 kozott valtozott.

A 2. melléklet azt szemlélteti, hogy ha kettd, vagy tobb kezelést dsszehasonlitunk,

hany olyan gén van, amely minden esetben indukalodott, vagy minden esetben represszalodott
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(egyiitt szabalyozott gének; ,,co-regulated genes”), illetve hany olyan gén van, amely csak egy
kezelés esetén mutatott indukcidt, vagy represszidt (stressz specifikus gének). A stressz
specifikus gének szama minden esetben nagynak (>3000 gén; a stressz fliggd gének >50 %-a)
adodott. Ugyanakkor az egylitt szabalyozott gének szdma az 0Osszehasonlitott kezelések
szamaval egyre inkabb csokkent (2 stressz, 1485 gén — 6 stressz, 13 gén). Ez egyben azt is
jelzi, hogy attol fliggden, hogy melyik két/hdrom kezelés eredményét hasonlitjuk 6ssze, mas
€s mas lesz az egyiitt szabalyozott gének Osszetétele. E tendencidkat az atf4 gén delécidja
nem valtoztatta meg érdemben (2. melléklet).

Egy szigorubb paraméterek mentén megvalositott elemzés eredményét mutatja a 10.
abra. Ebben az esetben a D1 teszt (Patel és Lyons-Weiler 2004, Jordan és munkatarsai 2008)
alapjan jeloltiik ki a stressz-fiiggd géneket és azt a harom kezelést (MSB, tBOOH és diamid
kezelések) hasonlitottuk Ossze, ahol a stressz-fliggd gének szdma a leginkdbb hasonlitott
egymasra (10. dbra).

A Kontroll torzs (1381/1173)! B Aatf:4 mutans (1173/1083)

MSB (636/653)  diamid (493/357)  MSB (546/557) diamid (449/525
ﬁ @ 314/188
181/198i H 48/145

tBOOH (686/645) tBOOH (504/638)

¢ Egyiitt szabalyoztt gének? (97/207)
kontroll (79/73) AatfA (53/163)

44/44

10. abra Az MSB, tBOOH ¢s diamid kezelés hatasa az 4. nidulans transzkriptomara

' — Az abrakon az indukalddott/represszalodott gének szama van feltiintetve (kezelt vs. kezeletlen). D1
> 3 — indukcid (,,up-regulation”); D1 < -3 — represszi6 (,,down-regulation”). > — Egyiitt szabalyozott
gének (,,co-regulated genes”) — mindharom kezelésben indukalodott, vagy mindharom kezelésben
represszalodott gének.

A végeredmény itt is hasonld volt: a stressz specifikusan szabalyozott gének szama
mintegy 3-4,4-szerese (kontroll torzs), illetve 2-2,5-szerese (datfA mutans) volt az egylitt
szabalyozott gének szaméanak. A 10C abran az is latszik, hogy bar az egyiitt szabalyozott
gének szama hasonlod volt a kontroll és a mutans torzsben, a két géncsoport kozott nagy

atfedés nem volt. Azaz, a delécio hatdsara bizonyos gének kikeriiltek az egyiitt szabalyozott
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gének csoportjabdl (6sszesen 88 gén), mig mas gének bekertiltek ebbe a csoportba (6sszesen
152 gén). Ez elsére meglepd, hiszen ha az AtfA részt vett az egylitt szabalyozott gének
miikddtetésében, akkor jelentdsen csokkenni kellett volna az egyiitt szabalyozott gének
szamanak a mutansban. Ha nem vett részt, akkor a két géncsoport kozott nagy atfedést kellett
volna tapasztalnunk.

Gasch és munkatérsai (2000) 13 stressznek a S. cerevisiae transzkriptomara gyakorolt
hatdsat megvizsgalva azt tapasztaltdk, hogy a gének egy része (868 gén) minden esetben
indukalodott (283 gén), vagy minden esetben represszalodott (585 gén) a stresszor tipusatol
fliggetleniil. E gének altal kozvetitett stresszvalaszt nevezték el kornyezeti stresszvalasznak
(ESR; Environmental Stress Response) (Gasch ¢s munkatarsai 2000, Gasch 2003). A
transzkriptom hasonld viselkedését irtak le a Candida glabrata (752 ESR gén; Roetzer ¢és
munkatéarsai 2008) és a Lachancea kluyveri (880 ESR gén; Brion és munkatarsai 2016)
¢lesztokkel folytatott vizsgalatok alapjan is. A S. pombe esetében ugyanakkor csak 140 (Chen
¢s munkatarsai 2003), mig a C. albicans esetében csak 61 (Enjalbert és munkatarsai 2006)
olyan gént talaltak melyek a stressz tipusatol fiiggetleniil ugyantigy reagaltak a kezelésekre.
Erdemes kiemelni, hogy a fenti vizsgalatokban az indukéalodott, represszalodott és egyiitt
szabalyozott géneket igen eltéréen definialtak. Elképzelhetd, hogy egy egységes szempontok
szerinti elemzés egységesebb képet eredményezett volna. Az A. nidulans esetében
tapasztaltak, miszerint 1) az egyiitt szabalyozott gének szama meredeken csokkent az
Osszehasonlitott stressz-kezelések szamaval, 2) A stressz specifikus gének szama, részaranya
nagy volt és 3) egy stressz érzékenységet befolydsold mutacid (atf4 delécid) hatdsara
jelentésen megvaltozott az egyiitt szabalyozott gének Osszetétele, azonban arra engednek
kovetkeztetni, hogy a stresszvalaszok kozotti atfedés a gének szintjén nem konzervativ. Azaz
ha egy Osszehasonlitisban néhany gén egyiitt szabalyozddik, az nem jelenti sziikségszeriien
azt, hogy mas kezelések hatasdnak 6sszevetésekor is ugyanezt fogjuk tapasztalni. Az a kép,
amit az ESR fogalma sugall, miszerint a stresszvéalasznak van egy stresszre specifikus
(varidbilis) és egy stressz tipusatol fiiggetlen (konzervativ) eleme, az A. nidulans esetében
még kiilonféle oxidativ stresszek esetén sem allja meg a helyét. A transzkriptom szintjén
detektalt (oxidativ) stresszvalaszok — legalabbis e fajnal — egyediek, ami a gének igen

komplex ¢és flexibilis szabalyozottsagara utal.

5.1.2 A transzkriptom valtozasai altal megjosolhato néhdny stresszvalasz elem

A stressz-fliggd génekhez kothetd biologiai folyamatok azonositisa érdekében

géncsoport dusulédsi vizsgalatokat (,,gene set enrichment analysis”) végeztiink az MSB,
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tBOOH ¢és diamid stresszkezelésekben indukalodott, illetve represszalodott gének csoportjan
beliil (2. tablazat). Az egyedi (stressz specifikus) transzkriptom adatokkal 6sszhangban (10.
abra) tobb olyan biologiai folyamatot is azonositottunk, mely a harom vizsgélt stresszvalasz
koziil csak az egyikre volt jellemzo:

MSB kezelés hatasara szamos, az ER mikodéséhez kothetd gén represszalodott. Az
ER a mitokondrium utdn az egyik legfontosabb ROS (tobbek kozott °O,7) termeld
sejtorganellum, részben a fehérjék oxidativ feltekeredése (,,oxidative folding”), részben az ER
membranon lokalizalt NADPH oxiddz enzimek jelenléte miatt (Tan és munkatarsai 2009,
Rinnerthaler és munkatarsai 2012). Az ER-fiiggd folyamatok gatlasa a *O,’-t termel6 MSB
jelenlétében igy egy hatékony, a ROS homeosztizis meglérzését célzd védekezési
mechanizmusnak foghat6 fel. Minthogy a FeS klaszter fehérjék kiilondsen érzékenyek a *O, -
ra (Perez-Gallardo ¢és munkatarsai 2013, Popovic-Bijelic és munkatarsai 2016) az sem
meglepd talan, hogy az MSB kezelés a FeS klaszter fehérjék képzodésében résztvevd gének
egy részét aktivalta (,,a meghibasodott FeS klaszter fehérjék potlasa”), mig a citromsav ciklus
génjeinek egy részét, beleértve a szukcinat dehidrogendz komplex alegységeit kodold géneket
1s, represszalta (,,a felesleges FeS klaszter fehérjék szintézisének visszaszoritasa™) (2.
tablazat).

A tBOOH kezelés a peroxiszomak miikodéséhez kothetd folyamatok
(transzkripcionalis szintil) aktivalodasaval jart egyiitt (2. tablazat). Feltehetdleg e valtozasok
hatterében a tBOOH lipidperoxidaciot indukalo hatasa (Davies 1989) és a karosodott és/vagy
az oxidativ stresszre érzékeny telitetlen zsirsavak lebontasa allhatott. Meglepd modon a
sziderofor bioszintézis ut génjeinek indukaloddsa szintén jellemzd volt a tBOOH indukalt
stresszre (2. tdblazat). Tobb irodalmi adat is utal arra, hogy a sziderofor anyagcsere részt vesz
az oxidativ stressz elleni védekezésben. Az Escherichia coli esetében az enterobaktin
bioszintézise csOkkenti a sejtek oxidativ stresszel szembeni érzékenységét €s e hatas fiiggetlen
a sziderofor vaskotd képességétdl (Peralta és munkatarsai 2016). Sot, indirekt adatok szintén
azt sugalljak, hogy a sziderofor anyagcsere gatlasa csokkenti az 4. fumigatus oxidativ stressz
toleranciajat is (Brandon és munkatdrsai 2015). A két folyamat (oxidativ stressz elleni
védekezés és sziderofor anyagcesere) kozotti kapcsolat természetének megértése azonban még
tovabbi vizsgélatokat igényel. A sériilt FeS klaszterrel rendelkezd, vagy mas vastartalmua
fehérjék potlasa, illetve az oxidativ stressz alatt felszabadulo vas, Fe(Ill) forméaban torténd
megkotése €s biztonsagos tarolasa kézenfekvonek tiind lehetdségek. Az E. coli példaja
ugyanakkor azt sugallja, hogy ennél Iényegesen Osszetettebb is lehet a kapcsolat (Peralta és

munkatarsai 2016).
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A géncsoport' neve tipusa’ Kontroll torzs’ AatfA mutans’
MSB tBOOH Diamid MSB tBOOH Diamid

ER fehérjék GO represszio
ER-Golgi transzport GO repressziod represszio
FeS klaszter szintézis GO indukcio indukcio
Citromsav ciklus FunCat represszio
Peroxiszomalis fehérjék GO indukcio
Peroxiszomalis transzport FunCat indukcio indukcio
Zsirsavak B-oxidacidja GO indukcio indukcio
Sziderofor bioszintézis S indukcio indukcio
Riboszoma biogenezis GO represszid represszio represszid represszid represszio represszid
Mitotikus sejtosztodas GO represszid represszid represszio
Antioxidans enzim S indukci6o  indukcié indukcio indukci6o  indukcié indukcio

. indukcid/ indukcid/ indukcid/
Jelatvitel GO . . . o .

represszio represszid represszio represszid  indukcid

Kétkomponensii szignal transzdukcids rendszer FunCat indukcio

2. tablazat Az MSB, tBOOH és dimaid kezelés altal a kontroll (THS30.3), illetve a AatfA (TNJ92.4) torzsben indukalt, vagy represszalt gének funkciod
szerinti csoportositasa

' _ A tablazat csak néhany fontosnak itélt géncsoportot tartalmaz. A géncsoport dusulasi vizsgalatok sszes adata elérhetd az Orosz és munkatarsai (2017)
kozlemény mellékleteiben. > — GO — A géncsoport a kérdéses ,biological process GO term” génjeit tartalmazza (Aspergillus Genome Database;
http://www.aspergillusgenome.org). FunCat — A géncsoport a megfeleld ,,FunCat term” (FungiFun2 szerver; https://elbe.hki-jena.de/fungifun/fungifun.php)
génjeibél all. S — Altalunk 1étrehozott géncsoport. A géncsoport definicidja és a géncsoportba tartozd gének listdja az Orosz és munkatarsai (2017)
kozleményben és mellékleteiben érhetd el. ° — Indukcio/Represszid — szignifikans (Fisher-féle egzakt teszt; p < 0,05) dusulds az adott kezelésben
indukalodott/represszalodott gének (10. abra) csoportjan beliil.
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A jelatvitelben résztvevd gének esetében fontos kihangsulyozni, hogy ez a géncsoport
funkciondlisan nem sziikségszerlien Osszetartozd génekbdl all. Bar mindharom kezelésben
jelentds volt a represszalt gének szama, sét MSB, illetve tBOOH kezelések alatt az

indukalodott gének szdma is (2. tablazat), e gének stressz specifikusan viselkedtek (11. &bra).

A Kontroll torzs (17/20)" B  Aatf4 mutans (10/8)
MSB (11/11) diamid (3/6) MSB (7/1) diamid (2/4)
tBOOH (7/9) tBOOH (5/5

11. abra A jelatvitelben érintett indukalodott/represszalodott gének megoszlasa a harom
stresszkezelés kozott a kontroll (THS30.3; A), illetve a AatfA (TNJ92.4; B) torzsben.

' — Az abrakon az indukalodott/represszalodott gének szama van feltiintetve (kezelt vs. kezeletlen). D1
> 3 —indukcid (,,up-regulation”); D1 < -3 — repressziod (,,down-regulation”).

E viselkedés 6sszhangban van azzal, hogy az eltérd oxidativ stresszek esetében eltérd
gének transzkripcioja valtozik meg (10. abra), ami a jelatviteli halozat eltéré miikodését is
feltételezi.

A stresszvalaszok transzkriptom szinten megfigyelt egyedisége ellenére tobb
géncsoport esetében is azt tapasztaltuk, hogy indukcidjuk, illetve repressziojuk mindharom
stresszkezelésre jellemzd volt (2. tablazat). A riboszomak képzddéséhez sziikséges gének és a
mitotikus sejtosztodasban kozremiikodd gének represszidjat, valamint az antioxidans gének
indukciojat sokféle, oxidativ stressznek kitett sejtben megfigyelték mar (Farr és Kogoma
1991, Toledano és munkatarsai 2003, Morano ¢s munkatarsai 2012, Imlay 2013). Az els6 két
géncsoport represszalodasat egyfeldl azzal magyardzzak, hogy a ndvekedés iitemének
lassulasaval, a novekedés leallasaval anyagot és energiat sporol meg a sejt, amit az oxidativ
stressz elleni védekezéshez tud felhaszndlni. Masfeldl e folyamatok gatlasa segit
megakadalyozni a hibas miitkodésbdl (a nem megfeleld replikacid, transzlacid, citokinezis,
stb.) szarmazdé nem kivant, gyakran letalis kovetkezményeket (Gasch 2003). Fontos
kihangsulyozni, hogy a mindhdrom kezelés hatasara indukciot/repressziot mutatd folyamatok

hatterében nem sziikségszerti, hogy egyiitt szabalyozott gének alljanak (12. dbra).
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A Kontroll torzs (114)! B Aatf4 mutans (120)
MSB (36) diamid (30) MSB (106) diamid (46)

A A
EYAVANE'A

tBOOH (110) tBOOH (99)
C Kontroll torzs (55) D Aatf4 mutans (29)
MSB (41) diamid (22 MSB (14) diamid (11)
tBOOH (25 tBOOH (12)
E Kontroll torzs (14) F Aatf4 mutans (15)
MSB (11) diamid (7) MSB (14) diamid (6)
tBOOH (10) tBOOH (6)

12. abra A represszalodott riboszoma biogenezis (A, B) és mitotikus sejtosztodas (C, D) gének,
valamint az indukalddott antioxidans enzim gének (E, F) megoszlasa a harom stresszkezelés kozott a

kontroll (THS30.3; A, C, E), illetve a Aatf4 (TNJ92.4; B, D, F) toérzsben

— Az abrdkon az indukaloddott, illetve represszalodott gének szama van feltiintetve (kezelt vs.
kezeletlen). D1 > 3 — indukcid (,,up-regulation”); D1 < -3 — represszio (,,down-regulation).

A legkarakterisztikusabb példat a riboszoma biogenezis gének képviselik: 114 repressziot

mutatd gén koziil, csak egy olyan volt, amely mindhdrom stressz alatt represszalodott (12A

ébra). Azaz, ha a stresszvalaszok transzkriptom szinten egyediek, az nem jelenti azt, hogy a

crer
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azért is egy érdekes csoport, mert ebben az esetben az AtfA hianya érdemi valtozast a stressz-
fliggd gének szdmaban nem okozott, viszont jelentdsen megnovelte (egyrdl 43-ra) az egyilitt
szabalyozott gének szamat (12A és 12B abrak). Ennek legvaldszinlibb magyarazata az lehet,
hogy a AatfA torzs oxidativ stressz érzékenysége nagyobb, mint a kontroll torzsé¢, igy nem
meglepd, hogy a riboszoma biogenezis gének esetében is erdsebben reagalt az MSB ¢és diamid
kezelésekre, mint a kontroll térzs. E géncsoport viselkedése is arra utal, hogy a
stresszvalaszok flexibilis szabalyozas alatt dllnak és az, hogy mikor milyen gének keriilnek be
az egyiitt szabalyozott gének csoportjdba, az a kisérlet paramétereitdl nagymértékben fligg.
Erdemesebb lehet ezért, az A. nidulans esetében, altalanos stresszvélasz gének helyett inkabb
altalanos  stresszvalasz  elemekrél beszélni. Azaz nem kozvetlenil a gének
indukcidjat/represszidjat célszeri vizsgalni, hanem inkabb az A4ltaluk meghatarozott

folyamatokét.

5.1.3 Az atfA géndelécio hatdsa az A. nidulans oxidativ stresszvalaszaira

Az MSB-tal, tBOOH-dal és a diamiddal kezelt tenyészetekben az AtfA transzkripcids
faktor hianya 785 gén indukcidjat, illetve 772 gén represszidjat akadalyozta meg (13. 4bra).
AtfA-fiigg6 gének (785/772)!
MSB (370/513) diamid (154/120)

)

BOOH (332/258)

13. abra Az AtfA-fiiggé gének megoszlasa az MSB-tal, tBOOH-val, illetve diamiddal kezelt
tenyészetek kozott
' — Az abran az indukalodott/represszalodott AtfA-fiiggd gének szama van feltiintetve. AtfA-fiiggd

indukcio: leczclt (kontroll torzs) vs. kezeletlen (kontroll torzs) >3 ¢s leczclt (AatfAmutans) vs. kezeletlen (AatfAmutans) < 3, AtfA-
ngg6 reprGSSZI(): D 1kczclt (kontroll torzs) vs. kezeletlen (kontroll torzs) <-3ésD 1kczclt (AatfAmutans) vs. kezeletlen (AatfAmutans) > -3
(nggeﬂenm att(')l, hOgy rnekkora a FCkczclt (kontroll térzs) vs. kezelt (AatfAmutans) értéke)

A legtobb AtfA-fiiggd gént (883 gén) az MSB stresszkezelés alatt figyeltiilk meg; ez az AtfA-
fliggd gének 57 %-a. A legtobb gén csak egyféle stresszkezelés alatt mutatott AtfA-fiiggést €s
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Osszesen csak 11 gén esetében tapasztaltuk, hogy mindharom kisérletben AtfA-fliggd volt az
indukciojuk, illetve repressziojuk (13. dbra). Azaz az atfA gén delécidja stressz specifikusan
befolyasolta a transzkriptom valtozéasat. Az atf4 delécid hatasara amellett, hogy egyes gének
elvesztették stressz-fliggd viselkedésiiket (13. abra), mas gének éppen a mutans tdrzsben
véltak stresszre indukalhatova/represszalhatova (3. tablazat). Osszesen 704 olyan gén
indukalodott, vagy represszalédott a mutdnsban, amely a kontroll torzsben jelentds
transzkripcids valtozast nem mutatott (3. tablazat). Sok gén a kontroll és a mutans térzsben is
stressz-fliggd modon viselkedett, de e viselkedés eltérd stresszek esetén volt megfigyelhetd (3.
tablazat). A legnagyobb szdmban azon gének voltak (312 gén), melyek a kontroll tdrzsben
csak tBOOH  hatasara, mig a  AdaffA mutansban MSB  hatdsdra  (is)
indukalodtak/represszalddtak (3. tablazat).

A gén viselkedése'

a kontroll torzsben a AatfA mutansban A gének szama
tBOOH kezelésben stressz-fiiggd gén . o
] MSB kezelésben stressz-fliggd gén 312
(de MSB kezelés alatt nem)
tBOOH kezelésben stressz-fliggd gén L . o
L . diamid kezelésben stressz-fliggd gén 120
(de diamid kezelés alatt nem)
MSB kezelésben stressz-fiiggd gén tBOOH kezelésben stressz-fiiggd o4
(de tBOOH kezelés alatt nem) gén
MSB kezelésben stressz-fiiggd gén L
diamid kezelésben st -fliggd gé 88
(de diamid kezelés alatt nem) 1ammic Rezleshen Sessz-iigeo sen
diamid kezelésben stressz-fiiggd gén . o
] MSB kezelésben stressz-fliggd gén 81
(de MSB kezelés alatt nem)
diamid kezelésben stressz-fiiggd gén tBOOH kezelésben stressz-fiiggd 5
(de tBOOH kezelés alatt nem) gén
nem stressz-fliggd gén MSB kezelésben stressz-fliggd gén 345
o tBOOH kezelésben stressz-fliggd
nem stressz-fiiggd gén ] 265
gén
nem stressz-fiiggd gén diamid kezelésben stressz-fiiggd gén 225
Osszesen: 704

3. tablazat Az atf4 delécio hatasa a gének stressz-fiiggo viselkedésére
' _ A tablazatban a stressz-fliggd gének ( | Dlicselt vs. kezeletlen | > 3) szama van feltiintetve. Egy
részletesebb elemzés az Orosz és munkatarsai (2017) kézlemény mellékletei kozott talalhato.

Az AtfA-fiiggd szabalyozdst mutatd génekkel kapcsolatos géncsoport dusulasi
vizsgalatok fontosnak itélt eredményeit a 4. tablazat mutatja. A nitrat hasznositasi génklaszter
(niaD, niid, crnA; Johnstone és munkatarsai 1990) génjei és a ,.kétkomponensii szignal

transzdukcids rendszer” FunCat kategdriaba sorolt sok gén esetében a DNS chip segitségével

crer
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kozelében mozgott. E gének altal kodolt mRNS-ek mennyiségében bekdvetkezett valtozast
RT-gPCR segitségével is meghataroztuk, illetve a nitrat reduktaz esetében a specifikus
enzimaktivitasi értékeket is lemértiik (3. melléklet). A fenti adatok alapjan az AtfA igen

sokféle folyamatot befolyasol és hatédsa stressz specifikus.

A géncsoport1 neve tipusa2 AtfA-fiiggésének stresszfiiggése3
MSB tBOOH diamid

FeS klaszter szintézis GO indukcio

ER-Golgi transzport GO repressziod

Citromsav ciklus FunCat  represszid

a-Aminosav metabolizmus GO indukcio
Peroxiszomalis transzport FunCat indukcio

Zsirsav metabolizmus GO indukcio

Legzés FunCat repressziod

Riboszéma biogenezis GO repressziod

Mitotikus sejtosztddas GO represszid represszid represszid

4. tablazat Az AtfA-fiiggd gének funkcio szerinti csoportositasa

' — A tablazat csak néhany fontosnak itélt géncsoportot tartalmaz. A géncsoport disulasi vizsgalatok
Osszes adata elérhetd az Orosz és munkatarsai (2017) kozlemény mellékleteiben. > — GO — A
géncsoport a kérdéses ,,biological process GO term” génjeit tartalmazza (Aspergillus Genome
Database; http://www.aspergillusgenome.org). FunCat — A géncsoport a megfeleld ,,FunCat term”
(FungiFun2 szerver; https:/elbe.hki-jena.de/fungifun/fungifun.php) génjeibl all. S — Altalunk
l1étrehozott géncsoport. A géncsoport definicidja és a géncsoportba tartozd gének listaja az Orosz és
munkatarsai (2017) kézleményben és mellékleteiben érheté el. * — Indukcié/Represszié — szignifikans
(Fisher-féle egzakt teszt; p < 0,05) dusulas az adott kezelésben AtfA-fliggd indukciot/repressziot
mutato gének csoportjan beliil.

M¢ég a mitotikus sejtosztodasban kdzremiikodod génekre is az volt jellemz0, hogy eltéro stressz
alatt eltér6 gének mutattak AtfA-fliggést (14. abra), bar e géncsoport represszalodo, AtfA-
fliggd génjeinek szama (ardnya) mindharom kezelésben szignifikansnak adodott (4. tablazat).
A fentiekkel 0sszhangban a jelatvitelben fontos gének AtfA-fliggése szintén stressz specifikus
volt (15. dbra). Meglepd mddon az antioxidans enzimeket kodolo gének transzkripcidjat és az
antioxidans enzimek specifikus aktivitasat (3. melléklet) sem befolyasolta érdemben az atfA4
gén hidnya, noha tobb vizsgélat is ramutatott arra, hogy az AtfA/Atfl képes aktivalni a
katalazt, illetve a GPx-t kodold gének transzkripcidjat (Nakagawa és munkatarsai 2000,

Balazs és munkatarsai 2010, Jaimes-Arroyo ¢s munkatarsai 2015).
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AtfA-fiiggé gének (46)!
MSB (30) diamid (13)

tBOOH (16)

14. abra A stressz hatasara repressziot mutato, AtfA-fliggé mitotikus sejtosztodas gének megoszlasa
az MSB-tal, tBOOH-val, illetve diamiddal kezelt tenyészetek kozott
' — Az 4bran a represszalodott AtfA-fiiggd gének szama van feltiintetve. AtfA-fiiggd represszio:

leczclt (kontroll torzs) vs. kezeletlen (kontroll torzs) <-3¢és leczclt (AatfAmutans) vs. kezeletlen (AatfAmutans) > -3 (fuggeﬂemﬂ att()l,
hOgy mekkora a FCkczclt (kontroll torzs) vs. kezelt (AatfAmutans) él’tékC)

AtfA-fiiggd gének (10/17)!

AN3934 |
L . . " ANT2 19
f],fi . MSB (7/10) diamid (1/3) :;;u;g
s shoA
s ste20
prgd
tcsA
ANO0163
AN4623
AN4685 d
clxA AN1797
cpcB AN4419
Jord flbA
nimI hk-8-2
lhed H24.X
"y BOOH (36) — 1
sldA rho4
- sepL
sepM

—

15. abra Az AtfA-fliggd jelatvitelben kozremiikodd gének megoszlasa az MSB-tal, tBOOH-val,
illetve diamiddal kezelt tenyészetek kozott

' — Az abran az indukalodott/represszalodott AtfA-fiiggd gének szama van feltiintetve. AtfA-fiiged
indUkCié: leczclt (kontroll torzs) vs. kezeletlen (kontroll torzs) >3¢és D 1kczclt (AatfAmutans) vs. kezeletlen (AatfAmutans) < 3; AtfA-
fugg6 ICPICSSZié: D 1kczclt (kontroll torzs) vs. kezeletlen (kontroll torzs) <-3ésD 1kczclt (AatfAmutans) vs. kezeletlen (AatfAmutans) > -3
(fiiggetleniil attol, hogy mekkora a FCyeseit (kontroll torzs) vs. kezelt (Aattamutans) €Tt€ke). A halmazok mellett az
adott halmazhoz tartozd AtfA-fiiggd indukciot (piros), illetve AtfA-fliggd repressziot (kék) mutatd
gének vannak feltiintetve.
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A hattérben feltehetdleg az 4ll, hogy az antioxidans fehérjék génjeinek miikddését tobbféle
transzkripcidés faktor is szabalyozza oxidativ stressz alatt (4. nidulans esetében ilyen
transzkripcids faktor példaul a NapA és az SrrA; Asano ¢és munkatarsai 2007, Mendoza-
Martinez és munkatarsai 2017), igy indukcidjuk AtfA hidnyaban is végbemehet és a kisérleti
elrendezéstdl (stressz erdssége, mintavétel ideje, torzs genotipusa) fiigg, hogy lehet-e
kiilonbséget detektalni a kontroll €s a mutans torzs kozott.

A fentiek alapjan az atf4 gén delécidja kovetkeztében az oxidativ stressznek kitett
tenyészetek transzkriptomaban bekovetkezett valtozasokra a kdvetkezdk voltak jellemzbek:

1) Jelentds a kozvetett hatas. AtfA hidnyaban igen sok (13. abra) és sokféle biologiai
folyamathoz kothetd (4. tablazat, 3. melléklet) gén aktivitisa valtozott meg és nagyjabol
azonos aranyban voltak detektalhatoak AtfA-fiiggd indukciot, illetve AtfA-fiiggd repressziot
mutatd gének (13. abra). E véltozasok megmagyardzhatoak, ha feltételezziik, hogy az AtfA
(kozvetleniil, vagy kozvetve) jelatvitelben fontos gének miikddését (is) befolydsolja. Az
AtfA-fliiggo viselkedést mutat6 jelatviteli gének koziil a kétkomponensii szignal transzdukcios
rendszer elemei (tcsA4, hk-2, hk-8-2, hk-8-3, valamint a phkB és hk-8-6; 15. abra, 3. melléklet)
kiilonosen érdekesek. Sok, ebbe a csoportba tartozo fehérjérdl, koztik a TesA hisztidin
kindzrdl is kimutattdk, hogy részt vesz a HogA(SakA) MAPK utvonal és igy az AtfA
miikédésének a szabalyozasaban (Hagiwara és munkatarsai 2009, Miskei és munkatarsai
2009). Az A. fumigatus esetében a SakA ¢és az MpkC MAPK-ok az atf4 és atfB gének mellett
szintén részt vesznek olyan hisztidin kinazok indukaldsdban, melyek befolyasoljak e két
MAPK aktivitasat (Pereira Silva és munkatarsai 2017). Elképzelhetd, hogy az AtfA a
kétkomponensii szignal transzdukcios fehérjékre gyakorolt hatasa révén jelentésen modulalja
a jelatviteli halozat mikodését és ezen keresztiil a stresszvalaszokat. Minthogy a legtobb
hisztidin kindz az MSB stressznek kitett tenyészetekben indukalodott (4. tablazat, 3.
melléklet), igy az sem meglepd, hogy az AtfA hidnyanak kovetkezményei éppen az MSB
stressz alatt voltak a legnagyobbak (13. ébra).

2) JelentOs az indirekt hatas. AtfA hianyaban igen sok gén valt stressz-fliggdvé, illetve
sok stressz-fiiggd gén olyan kezelésekben is stressz-fliggést mutatott, amelyekben AtfA
jelenlétében nem (3. tablazat). Az egyiitt szabalyozott gének viselkedésének hatterében is ez
allt: Az atf4 delécio hatdsara ) gének keriiltek be ebbe a csoportba (azaz megvaltozott e
gének stressz-specificitdsa), igy az egyiitt szabalyozott gének mennyisége nem csokkent, a
géncsoport Osszetétele azonban megvaltozott (10. abra). E valtozasok alapjan feltételezhetd,
hogy az AtfA részt vesz jelatviteli folyamatok gatlasaban. Ez jelenthet direkt gatlast (az AtfA
megakadalyozza valamely jelatviteli utvonal miikodését), de jelenthet — és feltehetdleg ebbdl

van tobb — indirekt gatlast is: AtfA hidnydban a stresszvalasz nem elég gyors/adekvat, ami
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erdsebb stresszhatashoz, illetve mésodlagos stresszhatasok aktivalodasédhoz és ezen keresztiil
Uj stresszvalasz elemek aktivalodasédhoz vezet.

3) Jelentds a stressz specifikus hatds. Az atf4 gén inaktivalasa eltérd
stresszkezelésekben eltérd gének miikodését valtoztatta meg (13-15. dbra, 4. tablazat). E
valtozasok megmagyarazhatdak, ha feltételezziik, hogy az AtfA egylittmiikodik mas
transzkripcids faktorokkal és/vagy jelatviteli fehérjékkel és bizonyos géneket csak ezen
egylittmiikodés révén tud szabalyozni. Attol fliggéen, hogy milyen fehérjével 1ép
kolcsonhatasba, eltéré gének miitkddése fog megvaltozni. Amennyiben az egyiittmiikodo
partner jelenléte/aktivitasa stressz specifikus, ugy az atf4 delécid hatésa is stressz specifikus
lesz. Az egyiittmiikddés lehet direkt fizikai interakcio, azaz egy fehérje-komplex kialakulasara
van sziikség ahhoz, hogy az AtfA hatdsa érvényesiiljon, de a kooperaci6 mas moddon is
megvalosulhat (pl. egy aktivalo transzkripcios faktor hatasa csak akkor tud érvényesiilni, ha
elétte egy gatld transzkripcids faktor hatdsa megsziinik). Az, hogy bZIP tipusu transzkripcids
faktorok heterodimert képezve (is) ki tudjak fejteni hatdsukat, régota ismert (Reinke és
munkatéarsai 2013). A S. pombe Atfl fehérjéje a Pcrl bZIP transzkripcios faktorral képez
heterodimert, és a legtdbb, az Atfl altal kozvetleniil szabdlyozott gént ez a dimer aktivalja
(Sans6 és munkatarsai 2008). Az Atfl ugyanakkor a Cid2 poli(A) polimerazhoz kapcsolddva
is ki tudja fejteni aktivalo hatasat néhany gén esetében (Vo €s munkatarsai 2016). Az AtfB (az
AtfA paraldgja) az AP-1 bZIP fehérjével alkot heterodimert az A. parasiticus gombaban
(Roze ¢és munkatarsai 2011), mig az A. nidulans esetében az AtfA és az AtfB kozott
tételeznek fel fizikai interakcidt (Lara-Rojas és munkatarsai 2011).

A fent emlitett , kozvetett”, ,,indirekt” és ,,stressz specifikus” hatasok természetesen
mas transzkripcidés faktor, illetve jelatviteli fehérje gének inaktivaldsa esetén is
megfigyelhetdek és e transzkripcios valtozasok komoly probléméat okoznak a transzkripcios
faktor/jelatviteli utvonal altal kozvetleniil szabéalyozott gének azonositasakor. Jelenlétiik,
erdsséglik ugyanakkor igen informativ;, azt demonstraljak, hogy a kérdéses fehérje fontos
eleme a jelatviteli halozat mikodésének, hidnya csak a transzkriptom jelends mértékii
megvaltozasaval ellenstlyozhato. Az AtfA feladata feltehetéleg nem az, hogy egy jol
meghatarozott géncsoportot bekapcsoljon oxidativ stressz alatt és e gének altal kodolt
fehérjék megvédjek a sejteket a ROS-t6l, hanem inkdbb az, hogy modulalja a jelatviteli
halozat miikodését stressz alatt €s ezaltal lehetoveé tegye az adott stresszben legelonydsebb
stresszvalasz kialakulasat. A jelatviteli halozatok ezen flexibilis miikodésének megértése a

jovobeni transzkriptomikai vizsgalatok fontos feladata lehet.

60



dc_1574_18
5.1.4 Az oxidativ stressz és az atfA delecio hatasa a szekunder anyagcserére

Az A. nidulans genomjaban tobb mint 60 szekunder metabolit génklaszter talalhato
(Inglis és munkatarsai 2013). Néhany esetben ismert a klaszterhez tartozo6 termék: penicillinek
(Brakhage 1998), szterigmatocisztin (Brown és munkatarsai 1996), aszperfuranon (Chiang és
munkatérsai 2009), aszpertecin (Szewczyk ¢s munkatarsai 2008), aszpiridon (Bergmann ¢és
munkatéarsai 2007), ausztinol €s dehidroausztinol (Lo és munkatéarsai 2012), emericellamid
(Chiang és munkatarsai 2008), monodiktifenon €s szarmazékai (Chiang és munkatarsai 2010,
Sanchez ¢s munkatarsai 2011), orzellinsav €s szdrmazékai (Sanchez és munkatarsai 2010),
valamint a terrekinon A (Bok és munkatarsai 2006). A legtobb klaszter termékét azonban
eddig még nem azonositottak, igy e klaszterek miikodése is csak transzkripcids szinten

vizsgalhato.

Az oxidativ stressz szamos mikotoxin képzddését befolyasolja (,,oxidative stress
theory of mycotoxin biosynthesis”; Reverberi ¢s munkatarsai 2010a). A legtobb adat az A.
parasiticus €s az A. flavus aflatoxin (aflatoxin By, aflatoxin G,), az 4. ochraceus ochratoxin
(ochratoxin A), illetve Fusarium fajok trichotecén (nivalenol, deoxinivalenol, 15-acetil-
deoxinivalenol) és fumonizin (fumonizin B;) termelésérol all rendelkezésre. Ezen esetekben
igazoltak, hogy az oxidativ stressz indukalja a mikotoxin termelést, mig a gomba antioxidans
aktivitdsanak novelése, vagy antioxidans molekuldk adagolasa gatolja azt (Beekrum ¢és
munkatarsai 2003, Torres és munkatarsai 2003, Fanelli és munkatarsai 2004, Reverberi ¢és
munkatarsai 2005, Ponts ¢s munkatarsai 2006, 2007, Reverberi és munkatarsai 2010a, 2010b).
A részletesebb vizsgalatok szdmos transzkripcids faktorrol mutattak ki, hogy azok az oxidativ
stresszvalaszt és a mikotoxin termelést is szabdlyozzak (Hong és munkatarsai 2013a).
Emlitést érdemel a NapA/YapA (A. nidulans, A. parasiticus, A. ochraceus; Reverberi ¢€s
munkatarsai 2007, 2012, Yin és munkatarsai 2013), az MsnA (4. parasiticus, A. flavus,
Chang ¢s munkatarsai 2011), valamint az Atfl (AtfA) (Botrytis cinerea, Fusarium
graminearum, Temme és munkatarsai 2012, Van Nguyen €s munkatarsai 2013) és az AtfB is
(4. parasiticus, Hong és munkatarsai 2013a). Az 4. nidulans AtfA és AtfB transzkripcios
faktorairdl szintén feltételezhetd, hogy részt vesznek mind a szekunder anyagcsere, mind az
oxidativ stresszvalasz szabalyozasdban (Lara-Rojas és munkatarsai 2011).

Kisérleteinkben 5 szekunder metabolit génklaszter (AN7884 klaszter, dba-F9775
hibrid klaszter 2, AN1680 klaszter, AN6236 klaszter és AN10486 klaszter) indukcidjat
figyeltiik meg az MSB, a tBOOH, illetve a diamid &ltal okozott oxidativ stressz alatt, de
valamennyi kezelésben (beleértve a sostresszkezelést is) talaltunk indukélédott szekunder

metabolit klasztergéneket, illetve kulcsgéneket (5. tdblazat, 4. melléklet).
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MSB I-H,0, h-H,0, tBOOH Diamid NaCl Osszesen

kontroll torzs (kezelt vs. kezeletlen)

indukcié'

kules gén®> 11 275 16 16 4 29

Osszes gén® 65 177 25’ 65 71 347 155

klaszter* 2 0 0 3 1 0 5

represszio’l

kulcs gén 11 3 8 8 8 9 19

Osszes gén 46 2 37 38° 52 39 112

klaszter 5 1 0 1 3 2 7
AatfA mutdns (kezelt vs. kezeletlen)

indukcio

kules gén 16 15° 16 11 11 1 42

osszes gén 53 48° 68° 60 54 29 179

klaszter 2 3 2 2 0 0 7

represszio

kules gén ~ 5° 3¢ 5 19° 20° 17° 31

osszes gén  16™° 22° 26° 71° 82° 70°° 139

klaszter 0 1 2 5 7° 5 9

5. tablazat Az oxidativ stressz és a sostressz hatasa a szekunder metabolit klasztergének
transzkripciojara a THS30.3 (kontroll), illetve TNJ92.4 (datfA4) térzsek tenyészeteiben

' — Azon gének, ahol a transzkripcids valtozas (FC) legalabb kétszeres volt a kezeletlen tenyészetekhez
képest. | log,FC | > 1; FC = Legelt/Ikezetetien; 11 normalizalt jelintenzitas; logyFC > 1 — indukcid (,,up-
regulation”), log,FC < -1 — represszio (down-regulacid), illetve azon klaszterek szama ahol a gének
legalabb fele és koztiik legalabb egy kulcsgén is indukalddott/represszalodott. > — Az Inglis és
munkatarsai (2013) kozleményében szereplo, kisérletesen igazolt, vagy manudlisan azonositott,
transzkipcids faktort, nem riboszomalis peptid szintazt, poliketid szintazt, terpén szintazt, vagy
preniltranszferazt kodolé szekunder metabolit klasztergének (Osszesen 94 gén). ° — Az Inglis és
munkatarsai (2013) kozleményében szerepld, kisérletesen igazolt, vagy manualisan azonositott
szekunder metabolit klasztergének (Osszesen 467 gén). * — Az Inglis és munkatarsai (2013)
kozleményében szerepld, kisérletesen igazolt, vagy manualisan azonositott szekunder metabolit gén
klaszterek (6sszesen 66 klaszter). ° — Szignifikans eltérés (Fisher-féle egzakt teszt; p < 0.05) a stresszre
reagald gének/kules gének/klaszterek ardnyaban a kontroll torzs és a Aatfd mutans kozott. © —
Szignifikans eltérés (Fisher-féle egzakt teszt; p < 0.05) az indukalédd, vagy a represszalodo
gének/kulcs gének/klaszterek aranyaban egy torzson beliil. ” — Szignifikans eltérés (Fisher-féle egzakt
teszt; p < 0.05) a stresszre reagald gének/kulcs gének/klaszterek aranyaban egy soron beliil az MSB-
tal, a tBOOH-del és a diamiddal kezelt tenyészetektol.

Az indukalodott szekunder metabolit klasztergének ardnya (indukalodott klasztergének/dsszes

klasztergén) a ,gyengébb” (kevesebb gén transzkripcidjat befolydsold; 1. téblazat)

stresszkezelések (H,O, stressz, NaCl stressz) esetében szignifikansan kisebb volt, mint az

»erosebb” kezeléseknél (MSB, tBOOH ¢és diamid stressz) (5. tablazat). A stressz nemcsak

indukalt, de represszalt is szekunder metabolit géneket, klasztereket (eas klaszter, AN2924
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klaszter, wA klaszter, AN12331/AN7838 klaszter, mic klaszter és “No PKS/NRPS backbone”
4 Kklaszter)(5. tablazat, 4. melléklet). Egyediill a tBOOH-val kezelt tenyészetekben volt
szignifikansan nagyobb az indukalodott klasztergének ardnya a represszalddottakénal; minden
mas esetben az indukcid és a represszid mértéke hasonld volt (5. tdbldzat). Az indukcid,
illetve a represszid a kulcsgének és a klasztergének felét, a klaszterek mintegy 6tddét érintette
(5. tablazat). Osszességében elmondhatd, hogy az (oxidativ) stressz hatassal volt a szekunder
metabolit klasztergének transzkripcidjara, de ez a hatas klaszter specifikus: egyes klaszterekre
az indukcid, mas klaszterekre a represszio volt jellemzd és a klaszterek jelentds része nem
reagalt az adott kezelésre. Ez egyben azt is jelenti, hogy azok a stratégidk, amelyek a
szekunder anyagcsere stressz-fliggd szabalyozottsdgat hasznaljak ki a mikotoxin termelés
visszaszoritasara (pl. antioxidans anyagok alkalmazasa; Torres ¢és munkatarsai 2003)
hatékonyak lehetnek egy, vagy tobb mikotoxin esetében is, de eld is segithetik 0j, eddig nem
ismert hatasu szekunder metabolitok képzddését. E nem kivant hatds lehetOségét érdemes
lehet minden ) modszer kidolgozasanal figyelembe venni.

Az atfA gén delécioja jelentds valtozast okozott a szekunder anyagcserében (5.
tablazat, 4. melléklet). A 1-H,O; és a h-H,0, kezelésekben nétt az indukalodott, mig az MSB
stressz esetében csokkent a represszalodott szekunder metabolit klasztergének (és klaszterek)
szama (5. tablazat, 4. melléklet). A tBOOH, diamid ¢és NaCl stresszek alatt ugyanakkor a
represszalodott szekunder metabolit klasztergének (és klaszterek) szama ndovekedett meg (5.
tablazat, 4. melléklet). Stresszmentes koriilmények kozott az atf4 gén hianya 43 klasztergén,
koztiik 11 kulesgén és 4 klaszter (monodiktifenon, pkf, ivo klaszterek és a benzaldehid-F9775
esetében okozott repressziot. A fentiek alapjan az AtfA — mas fajokhoz hasonléan (Temme és
munkatarsai 2012, Van Nguyen ¢és munkatirsai 2013) — az A. nidulans gombaban is
befolyasolja nemcsak az oxidativ stressz toleranciat, de a szekunder anyagcserét is. RT-qPCR
mérések alapjan az oxidativ stresszvalasz €s a szekunder anyagcsere szabalyozéasaban
egyarant fontos napA (Yin €s munkatarsai 2013), valamint a szekunder anyagcserét aktivalo
hatast rsmA (Shaaban és munkatarsai 2010, Yin és munkatarsai 2013) oxidativ stressz alatt
indukalddik és ezen indukci6 elmarad, vagy jelentdsen mérséklddik AtfA hidnyaban (Emri és
munkatéarsai 2015). Feltételezhetd, hogy az AtfA ebben az esetben sem kozvetleniil
szabalyozza a szekunder metabolit klaszterek aktivitasat, hanem a jelatviteli haldzat
miikédésének modulalasan keresztiil befolyasolja a szekunder anyagcserét.

Az alvo (,,cryptic”) szekunder metabolit klaszterek aktivalasa és termékiik azonositasa
az ipari kutatdsok fontos részét képezik. Szamos stratégiat dolgoztak ki a klaszterek

aktivitdsanak novelésére: A teljes génklaszter homoldg/heterolog tultermeltetése, a
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génklaszterben talalhaté transzkripcids faktor, vagy kulcsgén tultermeltetése, illetve a
szekunder anyagcserét globalisan szabalyozé fehérjék (legismertebb a LaeA, illetve az RsmA)
taltermeltetése (Bok ¢és munkatarsai 2006, Bergmann és munkatarsai 2007, Chiang és
munkatarsai 2009, Lim és munkatarsai 2012, Nakazawa és munkatarsai 2012, Chiang és
munkatarsai 2013). Vizsgalataink alapjan az a#f4 delécidja Onmagédban, vagy oxidativ

stresszel kombinalva szintén alkalmas lehet alvd szekunder metabolit klaszterek aktivalasara.

5.2 Az Aspergillus nidulans szénéhezésre adott stresszvalaszanak vizsgalata

Kisérleteinkben klasszikus mikrobidlis fiziologiai megkodzelitést alkalmaztunk: A
szénéhezd A. nidulans tenyészetek fermentlevébdl oszlopkromatografia segitségével
enzimeket (egy gliikanazt és egy yGT-t) izolaltunk és a fehérjét kodolo gént (a
genomszekvencia ismeretében) azonositottuk (Szilagyi és munkatarsai 2010a, Spitzmiiller és
munkatarsai 2016). Az enzimek lehetséges funkcidit a megfeleld delécios torzsek
vizsgélataval (Szilagyi és munkatarsai 2010a, Spitzmiiller és munkatarsai 2015a, Emri és
munkatérsai 2018a, Szilagyi és munkatarsai 2018), illetve a tisztitott enzimek jellemzésével
probaltuk kideriteni (Szilagyi és munkatarsai 2010a, 2012, Spitzmiiller ¢s munkatérsai 2016).
A transzkriptom szénéhezésre bekovetkezett valtozadsanak detektalasaval nyert adatok, illetve
az azokbol kialakitott atfogd kép (Szilagyi és munkatarsai 2013) igen hasznos segitséget
nytjtott e vizsgalatokban: Otleteket adott az enzimek lehetséges fizioldgiai funkcidjaval
kapcsolatban, megerdsitette a kordbban levont kovetkeztetéseinket, vagy éppen a korabbi

adatok ujraértékelését mozditotta eld.

5.2.1 A szénéhezés hatdsa a transzkriptomra

Kisérletiinkben az A. nidulans FGSC A26 torzs szénéhezd tenyészeteinek
transzkriptomat hasonlitottuk Ossze a glilkdzon ndvekvd tenyészetek transzkriptomaval. A
amik a redox egyensuly felborulasdban, az extracellularis hidroldz termelésben és a
vakuolizacioban is megmutatkoztak (6. tablazat). A szterigmatocisztin termelés, a
konidioférok differencidlodasa, a DCM csokkenése, a hifdk darabolodésa és a pH ndvekedése

azonban csak a 24 h-s tenyészetekben volt detektalhato (6. tdblazat).
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Novekvo tenyészet®

Szénéhezé tenyészet®

4 h 4h 24 h
B-1,3-Gliikanaz aktivitas (U/ml) 2+0,3 9+1° 90 £ 5°
B-Gliikozidaz aktivitas (U/ml) 0,24 + 0,03 0,9 % 0,08° 26+ 2°
Proteinaz aktivitas (U/ml) 0,2 +0,03 1,3+0,2° 4,8 +0,8°
Kitinaz aktivitas (U/ml) 0,2+0,03 0,9 +0,3° 1,4+0,2°
Et termelés® (pmol Et/mg DCM) 0,03 +£ 0,01 0,06 £ 0,01°¢ 0,1 +0,01°
DCF termelés® (pmol DCF/mg DCM) 0,5+0,1 0,8+0,1° 1,7+0,2°
DCM valtozas (/1) 10,1 0+0,1° 20,6+ 0,1°
pH 6,6 £0,1 6,7+0,1 8,5 £0,2°
Vakuolizacid nincs van van
Konidiofor képzés nincs nincs van
Szterigmatocisztin (mg/g DCM) 0 0 2+0,1°
Hifa fragmentacio nincs nincs van

6. tablazat A szénéhezo A. nidulans FGSC A26 tenyészetek néhany fiziologiai jellemzoje

* — Az exponencialis fazisi micélium friss gliikkoz tartalmi (névekvoé tenyészetek), illetve szénforras
mentes tapkozegbe (szénéhezo tenyészetek) lett atmosva. A tablazat 5 fiiggetlen mérés eredményeinek
atlagait és szoOrasait tartalmazza. ° — A redox egyensily felborulasat a tenyészetekhez adott 2°,7’-
diklorfluoreszcein diacetatbol, illetve dihidroetidinbdl képz6d6é DCF és Et mennyiségével jellemeztiik
¢ — Szignifikans eltérés (Student-féle t-teszt; p < 0,05) a novekvé és szénéhezd tenyészetek kozott.

DNS chip segitségével Osszesen 860 gén indukciojat (log,FC > 2; FC =
Lzénehers/Lgtikezos; I > 1000 unit), illetve 816 gén represszigjat (logoFC < -2; FC =
Lszén¢hezs/Latiikezos; 1 > 1000 unit) figyeltilk meg. A transzkripcios valtozasokat 99 gén esetében
RT-qPCR-rel is megvizsgaltuk (5. melléklet). Az RT-qPCR (AACP) és a DNS chip adatok
(log,FC) kozott szoros pozitiv korrelaciot talaltunk; a Pearson-féle korrelacios koefficiens
értéke 0,78 volt.

A transzkriptomban bekovetkezd valtozasok alapjan a szénéhezésre adott stresszvalasz
— mas stresszvalaszokhoz hasonléan — egy igen komplex és sokrétli folyamat (5. melléklet,
16. abra). A legfontosabb valtozasok az alabbiak voltak:

1) A sejtfalszintézis — sejtfallebontds egyenstilya a lebontas irdnyaba tolodott el (16-
17. é&brak). Szamos, a sejtfal bioszintézisben potencialisan résztvevo gén represszidjat
figyeltiik meg (5. melléklet). Ezek koziil emlitést érdemelnek a kitin szintaz, valamint a 3-1,3-
¢és a-1,3-glikdn szintdz gének (chsB, chsF, fksA, agsB; de Groot ¢s munkatarsai 2009), a
sejtfalszintézishez kothetd transzglikozidazt kodolo gének (geld, gelE és AN10779; de Groot
¢s munkatarsai 2009) és szintén a sejtfalszintézishez kothetd hidroldz gének (eg/C, Choi és
munkatarsai 2005; chid, Yamazaki és munkatarsai 2008) is. Ezzel parhuzamosan a sejtfal
lebontasaban koézremiikodo, illetve potencidlisan kozremiikodé gének indukalodtak (5.

melléklet): kitin hidrolizis — chiB (Pdcsi és munkatarsai 2009) és nagd (Kim és munkatarsai
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2002), B-1,3-gliikan hidrolizis — eng4, AN0779, AN4825 ¢s AN0245, a-1,3-gliikan lebontas

— mut4 (Wei és munkatarsai 2001).

membran transzport

szabalyozas, jelatvitel

szekunder anyagcsere

antifungalis, antibakterialis fehérjék
DNS repair

antioxidans enzimek, GSH anyagcsere
fehérje szintézis

peptidazok, nukleazok

aminosav és nukleotid lebontas
aminosav és nukleotid szintézis
lipaz, észteraz

lipid lebontas

lipid szintézis

poli(oligo)szacharid lebontas
poli(oligo)szacharid szintézis

gliikoz lebontas

makroautofagia

melanin szintézis

sejtfal lebontas

sejtfal szintézis

0 20 40 60 80 100
A gének szama

16. abra A DNS chip adatok alapjan indukalddott (piros), illetve represszalddott (kék) gének funkcid
szerinti csoportositasa

Az abran 6sszesen 476 gén szerepel. A tobbi gén esetében vagy nem ismert a gén funkcioja, vagy az
abran szerepl6 kategoriaktol eltéré és a jelen fejezet szempontjabol nem Iényeges kategoriaba
sorolhatoak be. Az indukalddott (Iog,FC > 2; FC = I enehers/Lgtiikszos; Iszenehezs > 1000 unit) géneket piros,
a represszalodott géneket (1ogFC < -2; FC = Igenshers/Lgtiikozoss Latikszos > 1000 unit) kék szin jeloli. Az
egyes csoportokhoz tartozo gének listai a Szilagyi és munkatarsai (2013) kozlemény mellékletében
talalhatoak.

A kitin deacetilazt kodolo AN9380 gén (Wang ¢és munkatarsai 2010) széné¢hezés hatasara
bekovetkezett indukciodja (5. melléklet) azt sugallja, hogy a kitin (kitin oligomer) — kitozan
(kitozdn oligomer) atalakuldsnak szintén lehet jelentdsége a sejtfal szénéhezés alatti
lebontasakor, ahogy ezt Alfonso ¢és munkatarsai (1995) is feltételezték korabban. A
szénéhezés alatt indukalodo B-glikozidaz gének (pl. bg/M; 5. melléklet) arra utalnak, hogy
ezen enzimek is részt vehetnek a gombasejtfal-polimerek hidrolizisében. A fenti hidrolazok
autolitikus sejtfal degradacioban betdltott szerepét igazold kisérleti adatok azonban csak a
ChiB (Yamazaki és munkatarsai 2007, Pocsi €s munkatarsai 2009) esetében allnak
rendelkezésre. Erdemes megemliteni, hogy a chiB gén indukcidja egyiitt jart a brid, a
konidiogenezisért felelds transzkripcios faktort kodold gén (Adams €s munkatarsai 1998)

indukciojaval (5. melléklet), ami azért fontos, mert ismert, hogy a BrlA részt vesz a chiB
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indukélasaban és ezen keresztiil az ASD inicidlédsaban is (Emri és munkatarsai 2008, Pocsi és
munkatarsai 2009).

Fontos kihangstlyozni azt is, hogy a sejtfal lebontdsaban potencialisan kézremitk6do
gének mellett a glilkdzamin-6-foszfat izomeraz, illetve az N-acetil-gliikozamin-6-foszfat
deacetilaz génjei (AN1418 és AN1428) illetve szamos nagy affinitasu gliikkdz transzporter
génje (mstA, mstC és hxtA) is indukalodott, mikozben az mstE kis affinitasu gliikoz
transzporter gén repressziot mutatott (5. melléklet). A fenti transzkripcids valtozasok azt
sugalljak, hogy a sejtek nemcsak lebontjdk az elhalt sejtek sejtfalat (Emri és munkatarsai
2008, van Munster ¢s munkatarsai 2016), de fel is hasznéljak az igy nyert monomereket. A
gombasejtfal hidrolizisében potencidlisan résztvevd gének, valamint a nagy affinitdsu gliikoz
transzportert kddold gének szénéhezés alatti indukcidjat Nitsche és munkatarsai (2012) az A.
niger esetében szintén kimutattak.

2) Programozott sejthaldlban fontos gének indukéalodtak. A szénéhezés alatt
megfigyelhetd intenziv vakuolizdcido (Pollack ¢és munkatarsai 2009, van Munster &s
munkatarsai 2016), valamint az A. nidulansal (Kim és munkatarsai 2011, Pinar és
munkatarsai 2013) és mas Aspergillus fajokkal kapcsolatos irodalmi adatok (Kikuma és
munkatarsai 2006, Richie és munkatarsai 2007a, Nitsche és munkatarsai 2013) alapjan a
makroautofagia fontos eleme a szénéhezésre adott stresszvalasznak. Kisérletiinkben 5
autofagidhoz kothetd gén indukciojat figyeltik meg, AN2876, AN5174, tipA, AN4601 ¢és
AN7428 (Pollack és munkatarsai 2009); az elsé harom gén esetében RT-qPCR méréssel is
meggy6zddtiink az indukciorol (5. melléklet). Az AN2876 a S. cerevisiae atg22 génjének
ortologja, ami egy autofagiaban fontos vakuolaris aminosav permeazt kodol (Yang és
munkatérsai 2006). Az AN5174 és az AN7428 S. cerevisiaeben talalhatd ortoldgjai (atgs és
atg7) az autofagoszomak képzddésében vesznek részt (Pollack és munkatarsai 2009). Az
AN4601 egy atg26 ortoldg, ami a Pichia pastoris esetében szintén részt vesz az autofagiaban,
a S. cerevisiae €lesztoben azonban nem (Warnecke €s munkatarsai 1999, Cao ¢és Klionsky
2007). A S. cerevisiae TipA fehérjéje a TOR utvonal gatlasaval az autofagia inicialasdban
miikddik kozre (Fitzgibbon és munkatarsai 2005). E gének indukcidja azt sugallja, hogy a
makroautofagia aktivdlasa mar a szénéhezésre adott korai stresszvalasznak is a része ¢és
nemcsak a hosszan ¢hez0 tenyészetek sajatossaga.

Kevés irodalmi adat all rendelkezésre az A. nidulans apoptodzisaban kozremitk6do
génekrol. Vizsgalatainkban sem az aif4 (mitokondrialis NADH dehidrogenaz gén; apoptozis
indukélo faktor; Savoldi és munkatarsai 2008), sem a cas4 (metakaszpdz gén; Cheng ¢és
munkatarsai 2003), sem a pyrpA (poli(ADP-ribdz) polimeraz gén; Semighini és munkatarsai

2006) nem indukalodott. Az apoptotikus markerek (membran inverzid, DNS fragmentacio) is
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csak mintegy 16 h ¢hezés utan voltak detektalhatdak szénéhezd tenyészetekben és még 72 h
mulva is csak a sejtek (protoplasztok) 10-20 %-ara voltak jellemzéek (Emri és munkatarsai
2005b). Elképzelhetd, hogy az apoptozis elsddleges feladata a mikodésképtelenné valo sejtek
inaktivalasa, eltavolitisa. Igy az apoptdzis nem sziikségszertien kell, hogy része legyen a
szénéhezésre adott korai stresszvalasznak és jelentOsége a szénéhezés alatt megfigyelhetd
programozott sejtpusztulasban csak masodlagos a makroautofagiahoz képest.

3) A szén ¢és nitrogén anyagcserében az egyensuly a gliikoztol eltérd potencialis
energiaforrasok katabolizmusa felé tolodott el (16. abra). Tekintettel arra, hogy a referencia
tenyészetiink gliikozt tartalmazott, mint egyediili szénforrast, igy nem meglepd, hogy
szénforras hianyaban szamos, a gliikkdz energiaforrasként torténd hasznositasaban érintett gén
represszidjat sikeriilt detektalnunk (16. abra). Ezek koziil emlitést érdemel a 6-foszfofrukto-2-
kindz (AN5144), a glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz (gpdA), a G6PD (AN2981), a citrat
szintdz (citd), a citokrom C oxidaz (AN10585) és az alternativ oxiddz (aoxA), azaz a
glikolizis, oxidativ pentoz-foszfat ut, citromsav ciklus és 1égzés egy-egy meghatarozd génje
(5. melléklet). A specifikus G6PD aktivitasok, valamint a cian érzékeny és cian rezisztens
1égzés intenzitdsanak csokkenését kordbbi élettani vizsgdlataink is kimutattdk (Emri és
munkatarsai 2004a). A fenti Gtvonalak represszidja egyiitt jart nukledz, proteinaz, lipaz, di-,
oligo- és poliszacharid hidrolizdlé enzim gének, valamint az aminosav, nukleotid és lipid
anyagcserében érintett katabolikus gének indukalodasaval (16. ébra, 5. melléklet).

Hidrolitikus enzimek termelése ¢és szekrécidja gyakran detektalt jellemzdje a
szénéhezd tenyészeteknek (White és munkatarsai 2002, Katz és munkatarsai 2008, Kim ¢és
munkatéarsai 2011, Nitsche és munkatarsai 2012). Képzddésiiket részben a tapkozegben
potencialisan jelenlévd alternativ tapanyagok (pl. ndvényi maradvanyok) ,keresésével” (van
Munster és munkatdrsai 2016), részben a sajat anyagaik ,,ujrahasznositasaval” magyarazzak
(Kim és munkatarsai 2011). Ez utobbit (konkrétan a gomba sajat, nitrogén tartalmui szerves
vegylileteinek lebontasat) tamasztja ald a szénforrds mentes korilmények kozott inkubalt
gombak tenyészeteiben megfigyelt ammonia felszabadulas és az ezzel jard lugosodas is
(Pusztahelyi és munkatarsai 1997b, Emri és munkatarsai 2004a). Néhany hidrolazt kodolo
gén kiilon is emlitést érdemel: A prtA, pepJ, pepl, AN8445, AN6438, AN2572, AN8498 ¢s az
AN2237 olyan proteindz gének, melyek szignélszekvencidval rendelkeznek a SignalP 4.0
program alapjan (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP-4.0/). A PrtA, mellett a PepJ (Emri
¢s munkatarsai 2009), valamint az ANS8445, AN6438 ¢és az AN2237 extracelluléris
termelddését is igazoltdk mar szénforrds limitdlt koriilmények kozott (Schneider és
munkatarsai 2010). Indukéaléodasuk Gsszhangban van az xprG transzkripcios faktor, a hxkC

regulatorikus hexokindz gén és a kordbban mar emlitett br/4 gén indukélodaséaval (5.
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melléklet). E gének termékeirdl kordbban mar igazoltak, hogy részt vesznek az extracellularis
proteinaz termelés aktivalasaban szénéhezés alatt (Katz és munkatarsai 2006, Bernardo és
munkatéarsai 2007, Szildgyi és munkatarsai 2011). Az A. niger esetében szintén igen sok
szénéhezés hatdsara indukdlodo proteindz gént taladltak (Nitsche és munkatarsai 2012). Az
intenziv extracellularis proteindz termelés régdta ismert tulajdonsiaga a szénéhezd
tenyészeteknek (White €s munkatarsai 2002); az érintett proteinaz gének nagy szama azonban
meglepd. Szamos elképzelést publikaltak mar ezen enzimek élettani jelentdségérdl, de éppen
az érintett gének nagy szdma miatt egyértelmii igazolast ezen funkciokrol nem sikeriilt adni. E
proteindzok a tapkdzegben 1évo exogén eredetli fehérjék hasznositasan tul részt vehetnek az
ASD-ban (Szilagyi ¢s munkatarsai 2011), az autolizald sejtekbdl esetlegesen kiszabadulo
fehérjék lebontdsaban (Emri és munkatéarsai 2018a), a kompetitiv, illetve parazita fajok altal
termelt extracellularis fehérjék hatastalanitasdban (Elad 2000, Hegediis és munkatérsai 2011),
de mint antifungalis/antibakterialis fehérjék is funkcionalhatnak (De Marco and Felix 2002).
Erdemes megemliteni, hogy a tisztitott PepJ-vel végzett vizsgalatok alapjan e proteinaznak —
legalabbis a vizsgalt fajok és koriilmények esetében — nem volt antifungélis hatasa (Szilagyi
¢s munkatarsai 2012). A ApepJAprtA duplamutacid, ami legalabb 50 %-al csokkentette a
tenyészet proteinaz termelését, mérsékelte a kleisztotéciumok képzodését még kedvezd
tapanyag (gliikoz) ellatottsdg mellett és exogén fehérjék hidnyaban is (aminosavak
jelenlétében azonban nem), ami arra utalhat, hogy ezen enzimek kozremiikddnek a telep sajat
fehérjéinek lebontasaban az ivaros ciklus alatt (Emri és munkatarsai 2018a).

4) A fehérje szekrécidban fontos gének indukalodtak. Stressz, kiilondsen erds stressz
hatdsdra a gombak gyakran a novekedés ledllasdval valaszolnak, ami egyiitt jar a
fehérjeszintézisben résztvevd gének represszidjaval (Gasch 2003, Toledano és munkatarsai
2003, Morano ¢s munkatarsai 2012). Szénéhezés hatasara a mi esetiinkben is leallt a
novekedés (6. tablazat) és 16 fehérjeszintézishez kothetd gén represszalodott, ami azonban
egyiitt jart 50 fehérjeszintézishez kothetd gén indukcidjaval (16. abra). E gének egy jelentds
része az ER-hez kothetd; az ER ¢és a Golgi kozotti vezikularis transzportban, a fehérjék
oligoszacharid oldallancainak kialakitasdban, valamint a fehérjék ER lumenben torténd
feltekeredésében miikddnek kozre. RT-qPCR segitségével 5 gén indukalodésat erdsitettiik
meg: A pdid egy feltételezett protein diszulfid izomerazt kodol, amely a nem-feltekeredett
fehérjék altal indukalt stresszvalaszban (,,unfolded protein stress response”; UPSR) fontos
(Colabardini és munkatarsai 2010); a hacA, amely az UPSR inicialasaért felelés bZIP
transzkripcids faktort kodolja (Saloheimo €és munkatarsai 2003, Colabardini €s munkatarsai

2010); az mnsiB a fehérjék N-glikozidacidjaban résztvevd feltételezett a-1,2-mannozidaz
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génje (Eades és Hintz 2000), mig az AN2738 és az AN1117 (a S. cerevisiae erv46 és erv29
génjeinek ortologjai) feltételezett COPII-burkos vezikulum membranfehérjék génjei. A fenti
valtozasok feltehetdleg arra utalnak, hogy bar a szénéhezéssel parhuzamosan ledll a
novekedéshez kdthetd nagy volument fehérjeszintézis, a szénéhezést kisérd intenziv fehérje
szekrécido miatt nincs lehetdség a fehérjeszintézisben résztvevd gének olyan nagy szamban
torténd represszalasara, mint amit az oxidativ stressz kapcsan megfigyeltiink (5.1.2 fejezet).

5) Tobb, a redox homeosztazis fenntartasdban fontos gén transzkripcidja megvaltozott.
A ROS akkumulalédas tipikus velejaroja a szénéhezo tenyészeteknek (6. tdblazat; Jakubowski
¢s munkatarsai 2000, Sami és munkatarsai 2001a, Emri €s munkatarsai 2004a). Az A.
nidulans és a P. chrysogenum esetében a ROS akkumulacio egyiitt jart a sejtek GSH
tartalméanak jelentds csokkenésével, a specifikus katalaz és GPx aktivitasok atmeneti
indukcidt kovetd repressziojaval, illetve a specifikus SOD aktivitasok tartds ndvekedésével
(Sami és munkatarsai 2001a, Emri és munkatarsai 2004a). A DNS chip és RT-qPCR adatok
(5. melléklet) alapjan a katalaz gének (catA-B) represszalddtak, mig a SOD gének koziil az
AN1131 indukalédott. Tobb, a GSH lebontasdban potencialisan résztvevd gén is indukciot
mutatott (5. melléklet): Az ANS5658 ¢s AN10444 feltételezhetéen yGT-t, mig az ANS5652
feltételezhetden S-oxoprolindzt kddolnak. Ez amiatt is érdekes, mert elképzelhetd, hogy a
GSH tartalom csokkenése (tartalék tapanyagként vald felhasznalasa) hozzajarulhat a
szénéhezés alatt megfigyelt oxidativ stressz kialakuldsahoz. A yGT-ok szénéhezésre adott
stresszvalaszban betoltott szerepérdl részletesebben az 5.2.3 fejezetben lesz szo.

6) A fajok kozotti interakciokat befolyasoldo gének indukalddtak. Noha sem a
tenyésztési koriilmények (tapkozeg Osszetétele, tenyésztési hdmérséklet; Toth €s munkatarsai
2011), sem az FGSC A26 torzs veAl mutéacidja (Stinnett ¢s munkatarsai 2007) nem kedvezett
a szekunder metabolitok termelésének, szénéhezés hatasara tobb szekunder metabolit klaszter
kulesgénje (klaszter specifikus transzkripcids faktor, PKS és NRPS gének) is indukalddott
(16. abra, 5. melléklet). Kiilon emlitést érdemel az aflR gén, amely a szterigmatocisztin
bioszintézis klaszter transzkripcios faktora, ugyanis ezen gén indukcidjat RT-qPCR-rel is
igazoltuk (5. melléklet), valamint a szterigmatocisztin jelenlétét a 24 h tenyészetekben
sikerlilt kimutatnunk (6. tdblazat). Nemcsak egyes szekunder metabolitok termelddése
aktivalodott transzkripcids szinten, de ,kis antifungalis fehérje” gének (pl. AN5046 anizin
gén; Eigentler és munkatarsai 2011), valamint peptidogliikan bont6 enzimek génjeinek (pl.
(16. éabra, 5. melléklet). A szterigmatocisztinrél kimutattdk, hogy a telepet (elsdsorban a
kleisztotéciumot) védi a fungivor izeltlabuiakkal szemben (Staaden és munkatarsai 2011, Doll

és munkatarsai 2013, Amon és munkatarsai 2018). Az anizin ¢és az AN6470 N,O-
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diacetilmuramidaz antifungalis, illetve antibakteridlis hatdsar6l szintén vannak kisérletes
adatok (Bauer és munkatarsai 2006, Eigentler és munkatarsai 2011). S6t a kordbban mar
emlitett extracellularis proteindzokkal ellentétben, a szekretalt kitinazok és glilkanazok
antifungalis hatasa kisérletesen is igazolt (Elad 2000). A fentiek alapjan tigy tlinik szénéhezd
koriilmények kozott fontosabb a gomba szamdra a kornyezetében €16 fajok aktivitdsanak

kontrollalasa, mint egy gyors ndvekedést lehetéve tévo kozegben.

5.2.2 Az EngA [-1,3-endogliikanadz és szerepe a szénéhezésre adott stresszvalaszban
5.2.2.1 Az EngA fehérje és tulajdonsagai

Az A. nidulans FGSC A26 torzs szénéhezd tenyészeteibdl kromatofokuszalas
segitségével sikeriilt megtisztitanunk egy laminarindz (p-1,3-gliikandz) aktivitdst mutato
fehérjét. A tripszines emésztést kovetd MALD-TOF analizis alapjan a fehérje az AN0472
(engd) gén terméke Ilehetett. A gén szekvencidja (Aspergillus Genome Database;
http://www.aspergillusgenome.org) alapjan az EngA fehérje az eukariota 3-1,3-gliikanazokat
magaba foglaldé 8l-es glikozilhidrolazok csalddjaba tartozik, rendelkezik szignal
szekvenciaval és ortologja a S. verevisiae DSE4p, valamint a S. pombe Englp B-1,3-
endogliikanazainak. E két élesztd endogliikkanaz a citokinezis alatti sejt-sejt szeparaciohoz
sziikséges (Colman-Lerner és munkatarsai 2001, Baladron ¢€s munkatarsai 2002, Martin-
Cuadrado ¢és munkatarsai 2003). Az EngA fehérje SDS-PAGE segitségével mért
molekulamérete 91 kDa, kromatofokuszalassal meghatarozott izoelektromos pontja 7,1 volt.
Sem [-1,4-gliikanaz (karboximetil-celulloz szubsztrattal), sem B-gliikozidaz (p-nitrofenil-[3-
D-gliik6z szubsztrattal) aktivitdst nem mutatott. A fentiek alapjan a megtisztitott fehérje egy,
az engA gén altal kodolt, extracellularisan termelddo -1,3-endogliikanaz volt.

Az enzim pH optimuma 6,5-nek adodott, jelentds aktivitdst mutatott a 4-9 pH
tartomanyban (17A é&bra), rdadasul a 6,5-8,5 pH tartomédnyban stabilnak is mutatkozott (17B
abra). Az EngA pH-fliggd aktivitasa/stabilitdsa alapjan szadmottevé [-1,3-endogliikanaz
aktivitast képes kifejteni a szénéhezd tenyészetekre jellemzd gyengén lugos pH-n is
(Pusztahelyi és munkatarsai 1997b, Emri és munkatarsai 2004a). Az enzim hémérséklet

optimuma 45-65 °C kozott volt.
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17. abra Az EngA pH-fiigg6 aktivitasa (A) és pH-fliiggd stabilitasa (B)

Az abrakon 4 fiiggetlen mérés atlagai és szorasai lathatoak. A reakciokozeg hémérséklete 37 °C volt.
A B abran szereplé mérés esetében a reakciokozeg pH-ja 6,5-re lett allitva. A nem eldkezelt mintak
pH 6,5-6n (37 °C) meghatarozott aktivitasat (95 U/ml) vettiik 100 %-nak.

5.2.2.2 A AengA torzs és tulajdonsdgai

Az EngA hianya jelentds valtozdsokat okozott szénéhezd tenyészetekben. A AengA
torzsben a pelletek szétesése, a fonalak daraboloddsa, valamint a DCM csokkenése is
elmaradt a kontroll térzsben megfigyeltektdl (18. abra), hasonléoan ahhoz, amit kordbban a
AchiB torzsnél tapasztaltunk (Pocsi és munkatarsai 2009). A AdengAAchiB duplamutins
viselkedése nem tért el érdemben a AdengA vagy a AchiB torzsétdl (18. abra). Mindezek
alapjan elmondhatd, hogy a ChiB edokitindz és az EngA B-1,3-endogliilkanaz egyarant
sziikséges a szénéhezo tenyészetek ASD-hoz.

A ChiB kitindz termelddéséhez nélkiilozhetetlen a konidiogenezist is szabalyozo (Adams és
munkatarsai 1998) FluG-BrlA jelatviteli Utvonal aktivitdsa (Pocsi és munkatarsai 2009).
Hasonl6 szabalyozas a proteindz termelésben is megfigyelhetd (Szildgyi és munkatarsai
2011), sOt vizsgalataink alapjan jellemzé a B-glikandzok (B-1,3-glikandazok és f-
glilkozidazok) képzddésére is (7. tablazat). A szénéhezd tenyészetek extracelluldris hidrolaz
termelését szabalyozd folyamatok jobb megértése gyakorlati szempontbol is igéretes jovobeni
kutatasi teriilet lehet, hiszen hozzajarulhat az ipari jelentdségli gliikanazok és kitindzok
gyartasanak koltséghatékonyabba tételéhez (Dahiya és munkatarsai 2006, Martin ¢és

munkatarsai 2007).
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Az A abran 4 fliggetlen mérés atlagai és szorasai szerepelnek. A mintakat az exponencialis fazisu
micéliumok szénforrds mentes tapkozegbe torténd atmosasat kovetden (0 h) vettik. A kontroll
tenyészetek DCM-a 48 h-tol kezdve szignifikansan (Student-féle t-teszt, p < 0,05) kisebb volt, mint a
mutans torzseké. Az abran szerepld szimbolumok, a kontroll (tNJ36; ,.m”), a dengA (tNJ33.3; ,,07”), a
AchiB (tNJ12; ,,8”) és a AengAAchiB (tNJ34.8; ,,07) torzs adatait jelolik. A B (kontroll), C (dengAd) és
D (dengAAchiB) abrakon szerepld reprezentativ fotok a 120 h tenyészetekrdl késziiltek. Bar = 1 cm

B-1,3-gliikanaz aktivitas  B-gliikozidaz aktivitas

(U/ml) (U/ml)
FGSC A26 (kontroll) 90=+5 26 +2
FGSC A744 (fluGl) 4+0,4% 2+0,4%
FGSC A1079 (4brid)  15+2* 2+0,6%

7. tablazat SzénéhezO0 A. nidulans tenyészetek extracellularis [B-1,3-gliikandz és P-gliikozidaz
termelése

A kései exponencialis fazisu tenyészeteket szénforras mentes tapkozegbe mostuk at. A mintakat az
atmosast kovetd 24. oraban vettilk. A tablazatban harom filiggetlen mérés atlagai és szorasai
szerepelnek. Az inaktiv fluG, illetve briA génnel rendelkezo FGSC A744, illetve FGSC A1079 torzsek
esetében a ,,*”-al jelolt értekek szignifikansan (Student-féle t-teszt, p < 0,05) kisebbek voltak, mint a
fluG" és briA™ (FGSC A26) torzs aktivitasértékei.

5.2.2.3 Az autolitikus sejtfaldegradacio (ASD) és a konidiogenezis kapcsolata

A FluG-BrlA utvonal EngA (7. tdblazat) és ChiB képzddésére (Pocsi €s munkatérsai
2009) gyakorolt hatdsa alapjan feltételezhetd, hogy az ASD és a konidiogenezis kozott
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funkcionalis kapcsolat is van. Minthogy siillyesztett tenyészetekben, bar megjelennek ugyan
konidioférok stressz hatasara (Emri €s munkatarsai 2004a, Lee és Adams 1996; 6. tdblazat),
intenziv konidiogenezis nem figyelhet6 meg, ezért a konidiogenezis és ASD kozotti
kapcsolatot feliileti kulturakban vizsgaltuk egy AdengAAchiB torzs segitségével. A kezdeti
gliikoz koncentracié alkalmas megvaltoztatdsaval szénforrds limitalt/szénéhezd (2,5 g/l
kezdeti gliikdéz koncentracid), illetve gliikozban gazdag (40 g/l kezdeti gliikdz koncentracio)
tenyészeteket hoztunk létre (Emri €és munkatarsai 2018a). E tenyészetek alkalmasak voltak
arra, hogy megvizsgaljuk a szénforras (gliilk6z) hatasat a telepek novekedésére, konidium és
kleisztotécium képzésére, valamint arra is, hogy tanulmanyozzuk az ASD jelentOségét e
folyamatokban.

A AchiBAengA duplamutdcié nem befolyasolta érdemben a tenyészetek novekedését

(8. tablazat).

Vizsgalt tulajdonsag; kezdeti gliikéz tHS30.3 tNJ34.8
koncentracié” (kontroll) (AchiBAengA)
telepatmérd (mm); 2,5 g/1° 53+3 544
fehérjetartalom (ng/mm?); 2,5 g/I° 869 78 £7
konidiofor stirliség (1/mm?); 2,5 g/I° 90+ 10 96 + 10
konidium stiriség (1000/mm?); 2,5 g/l 22+3 16 + 3¢
konidium stirtiség (1000/mm?); 10 g/l 39+5 29 + 49
konidium stirtiség (1000/mm?); 40 g/1 170 + 20 180 + 20
kleisztotécium stirtiség (1/mm?); 2,5 g/I° 2+0,5 1,8+ 0.6
kleisztotécium siiriség (1/mm?); 10 g/1° 8+2 T+2
kleisztotécium siirtiség (1/mm?); 40 g/1° 14 +3 11+£2
kitinaz aktivitas (U/mm?); 2,5 g/l 1,2+0,2 <02
kitinaz aktivitas (U/mm?); 10 g/l 1,5+04 <02
kitinaz aktivitas (U/mm?); 40 g/l <02 <02

8. tablazat Hidrolaz termelésben sériilt 4. nidulans torzsek ndvekedésének, konidiogenezisének és
kleisztotécium képzésének dsszehasonlitasa

* — A novekedést és a konidiogenezist a 120 h tenyészetekben, mig a kleisztotécium képzést a 168 h
tenyészetekben vizsgaltuk. A téblazatban 4 fiiggetlen mérés atlagai és szorasai szerepelnek. * — A
tenyészeteket az ivaros szaporodas elésegitése érdekében a masodik napon Parafilmmel lezartuk. € — A
mutans torzs viselkedése 10 g/l, illetve 40 g/l gliikdz esetén sem tért el szignifikansan (Student-féle t-
test, p < 0,05) a kontroll torzsétdl. *— Szignifikans eltérés (Student-féle t-test, p < 0,05) a kontroll torzs
adataitol.
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Azaz, az ASD — szemben a makroautofagiaval (Kikuma és munkatarsai 2006, Nitsche
¢s munkatarsai 2013, Richie és munkatarsai 2007a) — nem segiti (kimutathaté mértékben) a
telep radialis iranyban valo terjeszkedését a telep kozépsd részeinek wjrahasznositasakor
felszabadul6d tapanyagokkal. Bar a konidioforok szdméaban nem okozott valtozast és nem
befolyasolta a kleisztotéciumok képzddését sem, a AchiBAengA duplamutécio szignifikansan
csokkentette a termelt konidiumok mennyiségét kis gliikdz koncentracidk esetén (8. tablazat).
A fentiek alapjan valdoban van funkcionalis kapcsolat a konidiogenezis és az ASD kozott: Az
ASD tapanyagokkal segitheti a konidioforok miikodését és ezen keresztiil noveli a termelt
konidiumok mennyiségét. A két folyamat kapcsolata nem jelenti azt, hogy a konidiogenezis
sziikségszerlien ASD-val jar egyiitt. A hidrolitikus enzimek termelése a FluG-BrlA utvonalon
tal tobb mas jelatviteli utvonal altal is szabalyozott, melyek koziil a CreA-fliggd glikoz
repressziot (Ries és munkatarsai 2016) érdemes kiemelni. Feltehetdleg e represszionak is
koszonhetd, hogy kedvezd glitkozellatottsag esetén a konidiogenezist nem kiséri autolitikus
hidrolaz termelés (Emri és munkatdrsai 2006, Yamazaki és munkatarsai 2007, Katz és
munkatéarsai 2008, Brown ¢és munkatarsai 2013), ami a feliileti kultardk kitindz aktivitas
értékein is megfigyelheto (8. tdblazat). Nem meglepd modon a ChiB és EngA fehérjék hianya
érdemben nem befolyasolta a tenyészetek viselkedését kedvezod tapanyagellatottsag mellett (8.

tablazat).

5.2.2.4 A sejtfalhidrolazok antifungalis hatasa

A tisztitott EngA, illetve ChiB hidrolazok jelentdsen gatoltdk a Penicillium
nalgiovense konidiumok csirazasat és/vagy novekedését (9. tablazat). Antifungalis hatést
mutattak az EngA-t és/vagy ChiB-t tartalmazo6 fermentlevek is (9. tdblazat). Ezen antifungélis
hatasok nemcsak a P. nalgiovense, de tobb mas gombafaj (4. fumigatus, A. niger, A.
rugulosus, P. chrysogenum, Fusarium oxysporum, Trichoderma atroviride; Szilagyi ¢és
munkatarsai 2012) esetében — beleértve az A. nidulanst is (9. tablazat) — megfigyelheto volt.
A bakterialis, gomba, illetve ndvényi eredetii -1,3-gliikkandzok és kitindzok antifungalis
hatdsa régota ismert (Nielsen és munkatarsai 1997, El-Katatny €s munkatarsai 2001, Hong ¢és
Meng 2003, Karasuda és munkatarsai 2003, Sharma és munkatéarsai 2011). Vizsgalataink
felhivjak a figyelmet arra, hogy szaprofitonként ismert gombafajok hidrolazai is jelentds
antifungalis aktivitassal rendelkezhetnek, igy ezen enzimek, illetve az dket taltermeld torzsek

akar biologiai kontroll dgensként is felhasznalhatoak.
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A tesztelt minta Novekedés (%)"

A teszteléshez

B-1,3-gliikanaz kitinaz , ey i a
hasznalt A higitas mértéke
eredete aktivitasa aktivitasa v 2
¢ ¢ gomba torzs 2x 4x 10x 20x
(U/ml) (U/ml)
FGSC A26 55 0.0+ 0.06 P. nalgiovense 3059 52+99 73+119 85+ 10¢
(kontroll torzs) S A. nidulans 38+7Y 49+9% 63+10 85+ 10°
FGSC A744 1241 <0.14001 P. nalgiovense 90+ 9 94+ 11 95+£8 98 + 10
(fluG1I) ’ ’ A. nidulans 92 +8 94+7 9910 101 £ 11
tNJ12 4043 < 0.01 £ 0.02 P. nalgiovense 67+12¢ 78+8% 84+9% 94+7
(AchiB) ’ ’ A. nidulans 69+8  78+9¢ 83+9%  95+11
tNJ33.3 L3 0.7 £ 0.03 P. nalgiovense 64119 81+9% 89+12 91411
(dengA) T A. nidulans 53+6%  64+9 7548 88411
tNJ34.8 1647 <0.02 +0.01 P. nalgiovense 96 +7 92+9 104+12 99410
(dengAAchiB) ’ ’ A. nidulans 87+9%  92+8 99+11 97410
L P. nalgiovense 48+6* 56+8" 72+10° 81+11¢
tisztitott EngA 32 +1 - ) d d
A. nidulans 49+ 5 68 +£7 89+ 8 94 +9
fisatitott ChiB 1 £0.06 P. nalgiovense 59+ 129 66+9% 79+8¢ 86+ 9
1 1 1 - s
SO A. nidulans 3+6° 5179 64+90 8749

9. tablazat A. nidulans tdrzsek fermentlevei, illetve a fermentlébdl tisztitott EngA B-1,3-gliikanaz és ChiB kitindz ndvekedést gatld hatasanak tesztelése

* — A novekedést gatld hatast a P. nalgiovense NCAIM F-001333 és az A. nidulans FGSC A26 torzsek segitségével mikrotiter plate-ekben teszteltiik. A
kezeléshez a mintékat a tiblazatban jelolt mértékben elézetesen meghigitottuk. ° — A torzsek novekedését a hével inaktivalt (és kétszeresére higitott)
mintak jelenlétében mutatott novekedés szazalékaban adtuk meg. A tablazatban 4 fiiggetlen mérés atlagai és szorasai szerepelnek. © — A megadott aktivitasi
értékek a higitatlan mintakra vonatkoznak. ¢ — Szignifikansan kisebb (Student-féle t-teszt; p < 0,05) mint 100 %.
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Az EngA ¢és a ChiB amellett, hogy részt vesznek az ASD-ban és segitik a
konidiogenezist, hatékonyan hozzajarulhatnak a telep parazita gombak elleni védelméhez,
vagy kompetitiv fajok jelenlétének visszaszoritasahoz is. Az EngA és a ChiB ugyanakkor a
termelé  torzsre is  veszélyt jelenthet (9. tdblazat). Nemcsak konidiumaik
kicsirazasat/novekedését gatolhatjak, de magat az EngA-t, iiletve ChiB-t termeld tenyészet
talélését is veszélyeztethetik. Ez utobbit mutatja a 19. abra: Szénéhezd kultirdkban a
AchiBAengA duplamutans sokkal jobban megdrzi életképességét, mint a ChiB-t és EngA-t is
termeld kontroll torzs. Hasonlo jelenséget (kisebb sejtpusztulasi ratat) figyeltek meg Shin és
munkatarsai (2009) is a nagAd (hexdézaminiddz gén) inaktivalasat kdvetden. Ez egyben azt is
jelenti, hogy a hidroldzokat termeld és (ha nem azonosak a termeldkkel) a hidrolazok altal
elérhetévé valt tdpanyagokat hasznositdo sejteknek képeseknek kell lenni hatékonyan

védekezni a sejtfalhidrolazok aktivitasaval szemben.
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19. abra Az A. nidulans tNJ34.8 (dengAAchiB; fehér oszlopok) és tNJ36 (kontroll; sziirke oszlopok)
életképességének valtozasa szénéhezd koriilmények kozott

Az életképességet a friss, glikdz tartalmi tapkdzegbe atmosott micélium 1 nap alatt mutatott
novekedésével jellemeztiikk. Az abran 4 fliggetlen mérés atlagai és szorasai szerepelnek. A két torzs
¢életképessége kozotti szignifikans (Student-féle t-teszt, p < 0,05) kiilonbséget a ,,*” szimbolumok
jelolik.

5.2.2.5 A sejtfalhidrolazok és a melanintermelés kapcsolata

A melanin az é¢élévilagban altalanosan elterjedt barnés-feketés pigment. Tipusatol
figgden 1,8-dihidroxinaftalén (DHN), L-3,4-dihidroxifenilalanin (DOPA), glutaminil-3,4-
dihidroxibenzén, illetve katekol koztitermékeken keresztiil képzddhet gombakban (Langfelder

¢s munkatarsai 2003, Eisenman és Casadevall 2012). Az A4. nidulans elsésorban DOPA tipusu
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melaninokat allit eld; képzodésiik az ivo szekunder metabolit génklaszterhez kothetd (Birse €s
Clutterbuck 1990, Gongalves és munkatarsai 2012, Pombeiro-Sponchiado ¢s munkatarsai
2017). A melaninok fontos védelmi feladatokat latnak el; védenek az UV- és az ionizald
sugarzassal szemben, antioxidans hatastak, képesek toxikus molekuldk (pl. nehézfémek,
echinocandinok) megkotésére, de gatolhatjak sejtfalbontd hidroldzok miikodését is (Kuo és
Alexander 1967, Dixon és munkatarsai 1991, van Duin és munkatarsai 2002, Gomez és
Nosanchuk 2003, Maligie és Selitrennikoff 2005, Eisenman és Casadevall 2012).

Az A. nidulans gombaban a melanin termelést — tobbek kozott — a szénéhezés is
indukalja (van Munster és munkatarsai 2016). A melanizaci6 nemcsak a konidiofoérok
sejtfalara jellemzo6 (Birse és Clutterbuck 1990), de melanizalodnak a vegetativ hifak is (5.
abra) ¢és a melanin jelenléte a fermentlébdl is kimutathato. Ezzel parhuzamosan az ivo klaszter
indukalodésa transzkripcios szinten is megfigyelhetd (5. melléklet).

A melanin termelés és a fermentlé kitinaz, illetve B-1,3-gliikkanaz aktivitdsa kozott
szoros pozitiv korrelaciot talaltunk (20. abra, 10. tdblazat). Hasonléan szoros korrelacio a
melanin termelés és a proteinaz aktivitdsok kozott nem volt (10. tdblazat). A chiB és/vagy az
engA gén delécidja gyakorlatilag megsziintette a melanizaciot (10. tablazat, 20. abra). A
tapkozeghez adott Trichoderma litikdz, amely jelentds B-gliikandz és kitinaz aktivitassal (is)
rendelkezik, indukélta az egyébként gyenge melanin termelé FGSC A4 torzs (10. tablazat)
melanin termelését szénéhezd koriilmények kozott €s ndvekvo tenyészetekben egyarant (6.

melléklet).
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20. abra Melanizacio az A. nidulans FGSC A26 (A), FGSC A4 (B) és tNJ34.8 (AchiBAengA)
torzseinek szénéhezo tenyészeteiben

A szénéhezést a kései exponencidlis fazisu tenyészetek szénforrds mentes tapkozegbe torténd
atmosasaval indukaltuk; a reprezentativ fotok az atmosast kdvetd 50. oraban késziiltek. Bar = 10 mm
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Vizsgalt torzsek melanin kitinaz aktivitas B-1,3-gliikanaz aktivitis proteinaz aktivitas
(Ags) (U/ml) (U/ml) (U/ml)
tHS30.3 (chiB", engA") 0,320 + 0,020 1,4+0,1 100 + 12 5,8+ 0,6
FGSC A4 (chiB", engA”) 0,110+ 0,010 0,4£0,05 68 +8 3,8+0,3
FGSC A26 (chiB", engA") 0,470 £ 0,030 1,5+0,1 142 £15 6,5+0,7
tNJ11 (chiB", engd") 0,350 £ 0,020 1,5+0,1 96 + 10 6,1 +0,7
tNJ12 (AchiB) 0,032 £ 0,002 - 88+9 4,5+0,5
tNJ33.3 (dengA) 0,040 + 0,002 09+0,1 53+5 2,1+0,2
tNJ34.8 (AchiBAengA) 0,026 + 0,002 - 52+4 1,9+0,2
tNJ78.4 (4pepJ AprtA) 0,345+ 0,030 1,2+0,1 93+9 1,1£0,3
Pearson-féle korrelacios koefficiens - 0,88 0,87 0,53
(melanin tartalom — enzimaktivitas) (p =0,0035) (p =0,0053) (p=0,1731)

10. tablazat Kiilonb6z6 A4. nidulans térzsek melanin €s extracellularis hidrolaz termelésének Gsszehasonlitasa szénéhezd koriilmények kozott
A szénéhezést a kései exponencialis fazist tenyészetek szénforras mentes tapkozegbe torténd atmosasaval (0 h) indukaltuk; a mintavétel az atmosast kovetd
50. oraban tortént. A tablazat harom parhuzamos mérés atlagait és szorasait tartalmazza.
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Mindezek alapjan ugy gondoljuk, hogy a melanin termelést nem kozvetleniil a szénéhezés
valtja ki, hanem a szénéhezés altal indukalt ASD-ban résztvevd enzimek (EngA, ChiB)
sejtfalkarositd hatasanak a kovetkezménye. Az a kordbbi megfigyelés, miszerint az XprG
transzkripcids faktor részt vesz a melanin termelés indukalasaban szénéhezés alatt (Katz és
munkatarsai 2013) szintén azzal magyarazhat6, hogy az XprG kozvetlenill (vagy a BrlA

kozvetitésével kdzvetve) indukalja a chiB és engA géneket.

A tisztitott EngA ¢és ChiB enzimekkel végzett in vitro vizsgélataink alapjan a melanin
a ChiB kitinaz mukodését gatolta, de nem volt érdemi hatissal az EngA [-1,3-gliikanaz
aktivitasara (21. abra). A melanin kitinazgatlé hatisa Osszhangban van Kuo és Alexander
(1967) megfigyeléseivel és feltehetéleg azzal magyardzhatd, hogy a melanin a kitinhez
kapcsolodva elérhetetlenné tette azt az enzim szdmdéra. A Trichoderma litikazzal kezelt
tenyészetekhez adott melanin — Kuo ¢és Alexander (1967) vizsgalataival 6sszhangban —
hatékonyan gatolta a hifdk darabolodasat és a pelletek szétesését, azaz a sejtfaldegradéciot (6.

melléklet).
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21. abra A DOPA melanin hatasa a ChiB kitinaz (sziirke) és az EngA [-1,3-gliikandz (fehér)
aktivitasokra in vitro

Az abran 4 parhuzamos mérés atlagai és szorasai szerepelnek. A kezeletlen enzimpreparatumok
aktivitasa (100 %) 2 £ 0,1 U/ml (ChiB) ¢és 200 + 15 U/ml (EngA) volt. A ,,*” szimbolumok a 100 %-
nal szignifikansan kisebb (Student-féle t-teszt, p < 0,05) értékeket jelolik.

A fentiek alapjdn a melanin szintézis egyik feladata, hogy védelmet nyajt a
sejtfalhidrolazokkal szemben. E folyamat része lehet azon mechanizmusoknak, amelyek
lehetévé teszik, hogy az ASD valoban csak az elhalt sejtek falat bontsa le, megkimélve a
melanin termelésre képes, még €16 sejteket beleértve a konidioférokat hordozo talpsejteket is.

A melanizaci6 a biotechnoldgia szamara is fontos folyamat. A fermentacids iparban a
melanin képzddése fokozott habzashoz, a vékonyabb csovek eltomddéséhez, valamint az

enzimtermelés hatékonysaganak csokkenéséhez vezethet (Pardo-Planas és munkatarsai 2017).
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A AchiBAengA mutansok 1igy nemcsak stabilabb pellet morfologidjuk (és jobb
szlirhetdségiik), de csokkent melanin termelésiik miatt is elénydsek lehetnek az ipar szamara.
A melaninok fémionko6td képessége (Fogarty és Tobin 1996, Costa és munkatarsai 2012)
miatt a melanin termelés intenzifikalasa — megnovelve a gombak bioszorpcids kapacitasat —
hatékonyabb bioremediacids, illetve biomining (,,biobanyaszat™) stratégidk kidolgozasat teheti
lehetdvé.

A novényi, s6t human kitinazok antifungalis jelentdsége egyarant ismert (Punja és
Zhang 1993, Vega és Kalkum 2012). Ugyanakkor a ndvényvédelemben gyakran hasznalnak
melaninszintézist gatlé szereket (Motoyama és Yamaguchi 2003) és tobb kutatdcsoport is
tanulmanyozza a melaninszintézist gatld szerek humanterapias felhaszndlasanak lehetdségeit
(Nosanchuk ¢és Casade 2006, Eisenman ¢és Casadevall 2012). Vizsgalataink alapjan a
melaninok védelmet nytjtanak a gomba szdmara a kitinazokkal szemben. Eppen ezért minden
olyan esetben, amikor az antifungalis stratégia a kitindzok gombadld hatdsan alapul (pl.
kitindz taltermeld transzgénikus novények (Cletus és munkatarsai 2013, Hamid és
munkatarsai 2013), kitotriozidaz génterapia (Gordon-Thomson és munkatarsai 2009), kitindz
tartalmu antifungalis krémek (Hamid ¢és munkatarsai 2013)), a melaninszintézist gatld
anyagok kombindlt terdpidban torténd felhasznéilasa jelentdsen novelheti a terdpia

sikerességét.

5.2.3 A GgtA y-glutamil transzpeptidaz és jelentosége a szénéhezésre adott
stresszvalaszban

5.2.3.1 A GgtA fehérje és tulajdonsagai

A yGT-ok lokalizacioja igen valtozatos: Emlos sejtekben megtaldlhat6 a citoplazma
membranhoz kototten (Heisterkamp és munkatarsai 2008), mig a S. cerevisiae és a S. pombe
esetében a vakudlum membranon lokalizalodik (Springael és Penninckx 2003, Matsuyama és
munkatarsai 2006). Kimutattak jelenlétét a ndvényi, illetve gomba sejtfalban (Ohkama-Ohtsu
¢s munkatarsai 2008, Bello ¢s munkatarsai 2013) és baktériumok periplazmikus terében
(Shibayama ¢és munkatarsai 2007) is. Extracellularis képzddését — tobbek kozott — a
Histoplasma capsulatum, Penicillium roqueforti és az A. nidulans esetében figyelték meg
kordabban (Tomita és munkatarsai 1990, Zarnowski és munkatarsai 2008, Saykhedkar és
munkatérsai 2012).

Az A. nidulans szénéhezd ¢és szénforras limitalt (laktéz szénforrason novekvo)
tenyészeteiben egyarant megnovekedett a specifikus yGT aktivitds (22. abra). Az enzim
nemcsak a sejtekhez kototten, de extracellularisan is jelen volt (22. dbra). A tadpkozeghez adott
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kazein pepton a szénéhezd ¢€s a laktdzos tenyészetek esetében is megnovelte a specifikus YGT

aktivitasokat (22. abra).
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22. abra Az intracellularis (A) ¢s az extracellularis (B) yGT aktivitasok valtozasa szénstressznek kitett

A. nidulans tNJ36 tenyészetekben

A kései exponencialis fazisti micéliumot szénforras mentes tapkozegbe (m,0), illetve 20 g/l laktozt
tartalmazo tapkozegbe (eo,0) mostuk at (20 h). Egyes tenyészetekhez (0,0) 5 g/l kazein peptont
adtunk. Az abrakon 4 fliggetlen mérés atlagai és szorasai szerepelnek.

Szénéhezd A. nidulans (FGSC A26) tenyészetek fermentlevébdl frakcionalt
amonium-szulfatos  kicsapads ¢és ioncsere kromatografia segitségével részlegesen
megtisztitottunk egy yGT aktivitast mutatd enzimet (GgtA). A részleges tisztitas a specifikus

aktivitast 30 szorosara novelte. Az enzim pH optimumat pH 8,0-nal detektaltuk (23. dbra).
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23. abra A yGT pH-fligg6 aktivitasa
Az abran 4 fliggetlen mérés atlagai és szorasai lathatoak. A reakciokozeg hdmérséklete 37 °C volt. A
mintak pH 8,0-on (37 °C) meghatarozott aktivitasat (95 U/ml) vettiik 100 %-nak.
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Szamottevd aktivitast pH 7,0 alatt és pH 10,0 felett nem mutatott (23. dbra). Az enzim
hémérséklet optimuma 45 °C-nak (pH 8,0) adodott; 65 °C felett enzimaktivitdst mar nem
tudtunk mérni. Az enzimpreparatum Michaelis-Menten kinetikat mutatott a y-glutamil-p-
nitroanilid (yGpNA; y-glutamil donor) szintetikus szubsztrat jelenlétében; a Michaelis
konstans értéke 2 mM volt (pH 8,0; 37 °C; Gly-Gly y-glutamil akceptor).

A GgtA a Penicillium roqueforti (Tomita és munkatarsai 1990) yGT-ahoz hasonléan,
szamottevd hidrolaz aktivitassal (yGpNA vy-glutamil donor jelenlétében) nem rendelkezett
(11. téblazat). A yGT mérésnél rutinszerien hasznalt Gly-Gly, mint y-glutamil akceptor
mellett jelentds aktivitast tapasztaltunk Glu jelenlétében ¢€s szdmottevd reakcidsebességet
mértiink Cys-Gly, Cys, Met és Ala tartalmu reakcidelegyekben is (11. tdblazat). A Gln ¢és a
GSH, valamint kisebb mértékben, de a GSSG is jo y-glutamil donornak bizonyult Gly-Gly y-
glutamil akceptor jelenlétében (24. abra). A reakcidkban képzddd yGlu-Gly-Gly tripeptid
jelenlétét a reakcioelegyben Gonda Sandor (Debreceni Egyetem, Debrecen) és Kiss-Szikszai
Attila (Debreceni Egyetem, Debrecen) LC-ESI-MS/MS (High-performance liquid
chromatography electrospray ionization mass spectrometry) segitségével mindharom vy-

glutamil donor esetében igazolni tudta (Spitzmiiller €¢s munkatarsai 2016).

v-glutamil akceptor  relativ enzimaktivitas® (%)

20 mM Gly-Gly 100 + 6°
20 mM Glu 98 £ 6
20 mM Cys-Gly 36+ 5°
20 mM Met 36+ 6°
20 mM Cys 28 +5°
20 mM Aln 25+5°
20 mM NH,-OH® 9+3
H,0 (kontroll) 10+£2

11. tablazat A GgtA yGT aktivitasa kiilonb6z0 y-glutamil akceptorok jelenlétében

* — Az enzimaktivitist a YGpNA-bol felszabaduld p-nitroanilid koncentraciovaltozasanak
detektalasaval hataroztuk meg (37 °C; pH 8,0). A Gly-Gly y-glutamil akceptor jelenlétében mért
aktivitast (25 nkat) tekintettiik 100 %-nak. A tablazat 4 parhuzamos mérés atlagait és szorasait
tartalmazza. ® — Az enzimaktivitas szignifikdnsan nagyobb (Student-féle t-teszt, p < 0,05) a kontroll
értékeknél. © — Imaoka és munkatarsai (2010) modszerét kovetve y-glutamilhidroxamat képz6dést nem
tudtunk kimutatni. Gln, Asp, Gly, Ser, Thr és Orn esetében a detektalt enzimaktivitasok szintén nem
haladtak meg a kontrollnal mért értékeket szignifikans (Student-féle t-teszt, p < 0,05) mértékben.
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24, abra A y-glutamil donor koncentraciovaltozasa a GgtA altal katalizalt reakcioban

A reakcioelegy 1 mM GSH-t (m), 1 mM GSSG-t (o), | mM Gln-t (o) vagy 1 mM yGpNA-t (o)
tartalmazott, mint y-glutamil donort. A y-glutamil akceptor 20 mM Gy-Gly volt. A reakcidelegy
hémérsékletét 25 °C-ra, pH-jat 8,0-ra allitottuk. Gly-Gly hianyaban szamottevé y-glutamil donor
fogyast nem tapasztaltunk. Az dbran harom parhuzamos mérés atlagai és szorasai szerepelnek.

A fentiek alapjan a GgtA egy lugos pH-n aktiv enzim, amely GSH és GSSG mellett Gln y-
glutamil donort is képes felhasznélni és elsddlegesen nem hidroldz, hanem transzpeptidaz
aktivitassal rendelkezik.

A Helicobacter pylori periplazmikus yGT-a a sejtek szén és nitrogén anyagcseréjében
vesz részt; feladata az extracellularis GSH és a Gln hidrolizise ugyanis a sejtek a GSH-t és a
GlIn-t kozvetlenlil nem tudjak felvenni, csak a hidrolizisiikkor képz6dd Glu-ot, Cys-Gly-t,
illetve ammonidt (Shibayama és munkatarsai 2007). A Bacillus subtilis yGT-a a poli-y-Glu-
Glu hidroliziséért és a felszabaduld Glu hasznositasaért felelés (Kimura és munkatarsai 2004).
A no6vényi apoplasztban (Ohkama-Ohtsu és munkatarsai 2008), illetve egyes gombak
sejtfalaban (Sclerotinia sclerotiorum; Li és munkatarsai 2012) a yGT a GSSG hidrolizisével
biztositja a megfeleld redox mili6 (GSH/GSSG ardny) fenntartasat. Az altalunk tapasztalt kis
hidrolaz aktivitas (11. tdblazat) és a GSSG-vel, mint szubsztrattal mutatott kis aktivitasa (24.
abra) miatt hasonlo élettani jelentsége az A. nidulans extracelluldris yGT-dnak nagy
valosziniiséggel nincsen. A kis hidroldz aktivitdsa és a Gln-nal (y-glutamil donor), illetve Glu-
tal (y-glutamil akceptor) mutatott nagy aktivitasa miatt (11. tdblazat, 24. abra) ez az enzim
ugyanakkor alkalmas lehet y-glutamil vegyiiletek (pl. y-Glu-Glu; El Sayed és munkatarsai
2010) ipari 1éptéki eldallitasara.
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5.2.3.2 A GgtA-t kodolo gén azonositasa, a AggtA torzs és tulajdonsagai

Az A. nidulans genomja két yGT domainnel rendelkezé gént is tartalmaz: Az
AN10444 gén egy “Pezizomycotina-only” klad (GGT1 szubklad) csoportba sorolhat6 fehérjét
kodol, mig az AN5658 gén feltételezett terméke a Pezizomycotina-Saccharomycotina (GGT3)
klad tagja (Bello és Epstein 2013). Mindkét gén indukalddott szénéhezés hatasara (5.
melléklet). Az AN10444 (ggtA) delécioja teljes egészében megsziintette a sejtek és a
fermentlé yGT aktivitdsat, mig az AN5458 gén delécidja érdemben nem befolyasolta azt (12.
tablazat). Mindezek alapjan az AN1444 gén volt a felelds a (szénéhezd) tenyészetekben
megfigyelt yGT aktivitasokért. Ez azonban nem zarja ki annak a lehetdségét, hogy az AN5458
gén is egy YGT-t kodol, csak aktivitdsa az altalunk hasznalt moddszerrel (Spitzmiiller és

munkatérsai 2015a) nem detektalhato.

gliikoz kazein pepton

vizsgalt torzs intra-yGT extra-yGT intra-yGT

(nkat/mg protein) (nkat/ml) (nkat/mg protein)
tNJ36 (kontroll) 0,016 + 0,004 0,58+0,05 0,30+0,04
tNJ190-1 (AggtA) <0,005 < 0,006 < 0,005
tNJ190-2 (AggtA) < 0,005 < 0,006 < 0,005
tNJ190-3 (AggtA) < 0,005 < 0,006 < 0,005
tNJ151-1 (ggtd") 0,014 + 0,004 0,58+0,05 0,37+0,04
tNJ151-2 (ggtd™) 0,012 £ 0,005 0,43+0,06 0,31+0,03
tNJ188-1 (AAN5658) 0,015+ 0,004 0,57+0,05 0,33+0,03
tNJ188-2 (AAN5658) 0,012 +0,004 0,51+0,05 0,29+0,05
tNJ188-3 (AAN5658) 0,013 +£0,003 0,52+0,05 0,36 +0,03
tNJ189-1 (AN5658") 0,013 + 0,005 0,55+0,05 0,34 +0,004
tNJ189-2 (AN5658") 0,012 + 0,004 0,51+0,06 0,33 +0,005

12. tablazat Delécios és komplementalt 4. nidulans torzsek specifikus yGT aktivitasai

A gliikoz szénforrason felndvesztett kései exponencialis fazisi (18 h) micéliumot egyediili
szénforrasként 5 g/l kazein peptont tartalmazo tapkdzegbe mostuk at. Az extracellularis yGT
aktivitasok méréséhez a mintakat a 100 h tenyészetekbdl vettiik. Az intracellularis yGT aktivitasokat a
18 h, illetve a 48 h tenyészetekbdl hataroztuk meg. A tablazat 4 fliggetlen mérés atlagait és szorasait
tartalmazza. A 18 h (4tmosas elotti) tenyészetekbodl extracellularis yGT aktivitdst nem tudtunk
kimutatni.

Meglep6 moédon a ggtd delécioja nem befolydsolta a szénstressznek kitett
tenyészetek GSH anyagcseréjét (25. abra), azaz a GgtA enzim nem sziikséges a sejtek
szénstressz alatt bekovetkezé GSH tartalmanak csokkenéséhez. Bar sokdig a yGT-t tartottak a
legfontosabb GSH lebonté enzimnek (Pocsi és munkatarsai 2004), az ujabb vizsgalatok

alapjan a citoszolikus GSH lebontasaban sok faj esetében mas enzimek muiikodnek kozre.
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A glikoéz szénforrason felndvesztett kései exponencialis fazisu micélium (tNJ190-1 Aggrd torzs —
fekete szimbolumok; tNJ36 kontroll torzs — fehér szimbolumok) szénforras mentes tapkozegbe (A),
illetve 20 g/l laktozt tartalmazo tapkozegbe (B) lett atmosva (,,@” és ,,0” szimbolumok). A taplevesek
egy része 5 g/l kazein peptonnal lett kiegészitve (,,m” és ,,0” szimbolumok). Az abrakon 4 fliggetlen
mérés atlagai és szorasai szerepelnek. A sejtek GSSG tartalma 0,3-0,5 nmol/mg DCM kozott volt
minden mintavételi pont esetében. Extracellularis GSH és GSSG jelenlétét nem sikeriilt detektalnunk.
A kontroll és a AggtA4 térzs kozott nem volt szignifikans (Student-féle t-teszt, p < 0,05) kiilonbség. A
tNJ190-2, tNJ190-3, tNJ151-1 és tNJ151-2 torzsek viselkedése hasonld volt a tNJ190-1 és a tNJ36
torzsek viselkedéséhez.

Emlés sejtekben a ChaC y-glutamil ciklotranszferaz vesz részt az intracellularis GSH
lebontasaban, mig a citoplazma membranhoz kotott yGT az extracellularis GSH lebontasaért
felelés (Kumar és munkatarsai 2012). Novényekben (Arabidopsis thaliana) szintén egy y-
glutamil ciklotranszferaz bontja le a citoszolikus GSH-t; a sejtfal yGT-ai az extracellularis
GSSG hidrolizisét végzik (Ohkama-Ohtsu és munkatarsai 2008). A S. cerevisiae esetében a
yYGT a vakuolaris GSH lebontasat biztositja, mig a citoszolikus GSH a DUG (Deficient in
Utilization of Glutathione) tvonalon keresztiil bomlik le. A DUG utvonal harom génbdl all: a
dug? és a dug3 egy glutamin amidotranszferaz alegységeit kodolja, mig a dugl egy Cys-Gly
dipeptidaz génje (Kumar és munkatarsai 2003, Ganguli és munkatdrsai 2006, Kaur és
munkatéarsai 2012). A DUG utvonal a Candida albicans GSH anyagcseréjében is fontos
(Desai ¢és munkatarsai 2011) €s a dug gének ortologjai elterjedtek a gombak korében és
megtalalhatdak az A. nidulans genomjaban is. Elképzelhetd, hogy ezen utvonal felelés a
szénstressznek kitett A. nidulans tenyészetekben tapasztalt GSH koncentracio csokkenésért.
Ezt a lehetdséget tdmasztja ala az a megfigyelés is, miszerint szénéhezés hatasara a dugA
(AN1092; dugl ortolog) és a dugC (AN3459; dug3 ortolog) gének indukalddtak (Spitzmiiller

¢s munkatarsai 2015Db).
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Tobb megfigyelés is arra utal, hogy a yGT fiziologiai funkcidja kapcsolatba hozhat6
az extracellularis fehérjék lebontasaval és az extracellularis proteinazok képzddésével:
1) A GgtA szénstressz alatt termelddott (22. abra), azaz olyan koriilmények kozott, amikor az
alternativ energiaforrasok (pl. extracellularis fehérjék) hasznositasa kritikus a gomba szdmara.
2) Képzddését kazein peptonnal indukalni lehetett (22. abra), de indukal6 hatdsunak bizonyult
a marha szérumalbumin (BSA), az élesztokivonat, a Glu ¢és a GIn is (Spitzmiiller és
munkatarsai 2015a).
3) Az extracellularis proteinaz termelés szintén indukalodott szénstressz hatasara (Szilagyi és
munkatarsai 2010b) és a peptidek jelenléte ndvelte a szekretalt proteindzok mennyiségét is
(Szildgyi és munkatarsai 2010b, 2011, Spitzmiiller és munkatarsai 2015a), ugyanakkor a
proteinaz termelést befolyasolé szamos mutacio (pl. a FadA és GanB jelatviteli atvonalak
mutécioi) a yGT aktivitasokat is megvaltoztatta (Molnar és munkatéarsai 2004, 2006).
4) A kleisztotéciumok képzddését a ggr4 géndelécid, valamint az extracellularis proteinazokat
kodolo prtd és pepJ gének delécidja egyarant kedvezOtleniil befolyasolta (Spitzmiiller és
munkatarsai 2015a, Emri és munkatarsai 2018a).

Szénéhezd korilmények kozott az A. nidulans tenyészetek redox egyensulya
felborul (Emri és munkatarsai 2004a, 2004b). Vizsgélataink alapjan kazein pepton

adagoléasaval a redox egyensulyvesztés mérsékelhetd volt (26. abra).
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26. abra A kazein pepton hatasa a szénéhez6 A. nidulans tenyészetek redox homeosztazisara

A gliikoz szénforrason felndvesztett kései exponencialis fazisu (20 h) micéliumot (tNJ190-1, tNJ190-
2, tNJ190-3 Aggtd torzsek — sziirke oszlopok; tNJ36 kontroll torzs — fehér oszlopok) szénforras
mentes tapkoézegbe (GD; ,.glucose depleted”), illetve egyediili szénforrasként kazein peptont
tartalmazo tapkozegbe (pepton) mostuk at. A mintakat az atmosast kovetd 25 h és 50 h idépontokban
vettiikk. Az abra 4 fiiggetlen mérés atlagait és szorasait tartalmazza. A redox egyensuly felborulasat a
DCEF képzoddésével jellemeztiik. A képzodott DCF mennyisége az 50 h tenyészetekben szignifikansan
(Student-féle t-teszt, p < 0,05) nagyobb volt, mint a 25 h tenyészetek esetén. A ,,*” szimbolumok a
kontroll torzstol vald szignifikdns (Student-féle t-teszt, p < 0,05) eltérést jeldlik egy adott mintavételi
idépontban.
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A kazein pepton ezen jotékony hatdsa a Aggtd térzsekben azonban szignifikansan kisebb
mértékben érvényesiilt, noha a ggr4 gén delécidja onmagaban nem befolyasolta a szénéhezd
tenyészetek redox homeosztazisat (26. abra). E vizsgalatok szintén arra utalnak, hogy az
extracellularis YGT és az extracellularis proteinazok nemcsak képzddésiik szabalyozasat, de
funkciojukat tekintve is 0sszefiigghetnek egymassal. A GgtA lugos pH optimuma (23. dbra),
nagy transzpeptidaz, de kis hidrolédz aktivitasa (11. tablazat), valamint a Gln y-glutamil
donorként torténd felhasznalasa (24. abra) alapjan elképzelhetd, hogy ez az enzim nem y-
glutamil vegyiiletek bontdsaval, hanem y-glutamil vegyliletek szintézisével jarul hozza az
extracellularis fehérjék/peptidek hasznositdsahoz. Irodalmi adatok alapjan a y-glutamil
vegyiiletek fontos szabalyoz6 feladatokat lathatnak el (Vina és munkatarsai 1985), illetve az
eredeti peptideknél, aminosavaknal kedvezdbb tulajdonsagokkal (pl. nagyobb oldékonysag,
illetve stabilitas) rendelkezhetnek (Hara és munkatarsai 1992, Suzuki és munkatarsai 2007);

mindkettd érdemben befolyasolhatja a peptidek/fehérjék extracellularis hasznositasat.

5.3 Az Aspergillus pachycristatus echinocandin tolerancidja

A 3.3 alfejezetben megfogalmazott célok elérése érdekében az ECB termeld A.
pachycristatus ATCC 58397 torzs (,,A. nidulans var. roseus”) viselkedését tanulmanyoztuk. E
torzs ipari Iéptékit ECB termelésre is felhasznalhato; akar 500 mg/l ECB eldallitasara is képes
24 °C-on, de 37 °C-on nem termel echinocandinokat (Boeck ¢és Kastner 1981, Toth és
munkatarsai 2011). Kisérleteinkben az A. pachycristatus ATCC 58394 torzs 24 °C-on, illetve
37 °C-on mutatott viselkedését, illetve az ATCC 58394 t6rzs és az echinocandinokat nem
termeld és echinocandinokra érzékeny A. nidulans (FGSC A4 torzs) tulajdonsagait
hasonlitottuk 0ssze. Vizsgaltuk a torzsek echinocandin érzékenységét, B-1,3-glukanszintaz
aktivitasat, kitin szintézisét és sejtfal Osszetételét is (Toth és munkatarsai 2012, Emri és

munkatérsai 2013).

A mikrodilicios modszerrel meghatdrozott MIC (minimalis gatlé koncentracio)
értékek mindkét faj esetében nagynak (> 200 pg/ml) addédtak, Osszhangban az irodalmi
adatokkal (Shalit és unkatarsai 2003), ezért meghatiroztuk a MEC (minimalis hatasos
koncentracio; mikropelletes ndvekedést kivaltd legkisebb koncentracid) értékét is (Arikan és
munkatérsai 2001). Meglepé moédon az 4. pachycristatus ECB-re és caspofunginra nézve is

érzékenynek, az 4. nidulansnal 5-szor érzékenyebbnek bizonyult 37 °C-on (13. tablazat).
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p-1,3-gliikan
MECgcs® MEC.aspotungin® MICecg®  ICso” szintaz aktivitas

-
ores (ng/ml) (ng/ml) (ug/ml) (ng/ml)  (nkat/g fehérje)
37°C  24°C
A. nidulans
2,5 5 >200 48+02 587 6347
FGSC A4
A. pachycristatus 0.5 | >200 51402 334599 5247
ATCC 58397

13. tablazat Az A. pachycristatus és az A. nidulans echinocandin érzékenysége

* — A MEC és MIC értékek mikrodiluciés modszer segitségével lettek meghatarozva 37 °C-on. A
MEC esetében a mikropelletes novekedéshez, a MIC esetében a teljes novekedésgatlashoz sziikséges
legkisebb koncentraciokat detektaltuk (Arikan és munkatarsai 2001). A harom fiiggetlen mérés adatai,
illetve a 24 °C-on mért értékek nem tértek el egymastol. A MIC pofungin €rtékek — a MICgcp
értékekhez hasonléan — nagyobbak voltak, mint 200 pg/ml mindkét hémérsékleten. * — Az az ECB
koncentracio (atlag + szoras; n = 3), amely a B-1,3-gliikan szintaz 50 %-os gatlasat okozta. A 24 °C-
on, illetve a 37 °C-on inkubalt tenyészetekbdl szarmazé mintak értékei érdemben nem tértek el
egymastol. A tablazat a 37 °C-on inkubalt tenyészetekb6l szarmazo mintak adatait tartalmazza. © — A
jelolt specifikus enzimaktivitasi értékek (atlag + szoras; n = 3) szignifikansan kisebbek (Student-féle t-

= ——

27. abra Az ECB hatasa az A. pachycristatus ATCC 58397 (A) és az A. nidulans FGSC A4 (B és C)
novekedésére feliileti kultarakban

A tenyészetek 3 napig voltak 37 °C-on inkubalva nitratos tapagaron, majd a telep sz¢1ét6l 1 cm-re fart
lyukakba metanolt (bal oldali lyukak), illetve metanolba oldott ECB-t (5 mg; jobb oldali lyukak)
adtunk. A nyilak a telep ECB kezelés eldtti sugarat mutatjak. A fotok a leoltast kdvetd 5. napon
késziiltek. A C abran szerepl6 tapagar mar a leoltaskor is tartalmazott 25 pg/ml ECB-t.

Az ECB feliileti kulturdkban (37 °C-on) hatdsosan gatolta a mar kinétt micélium novekedését
mindkét fajnal (27. abra). A gatlasi zona alakja jol mutatja a paradox effektus (Wiederhold
2009) meglétét az A. pachycristatus esetében: Az ECB a lyuktol tavolabb (kis
koncentracioban) mar gatolta a gomba ndvekedését, de ndvekedés még a lyukhoz kozel (nagy
ECB koncentracional) is megfigyelhetd volt, ami egyenes telepszél kialakulasat eredményezte

(27A abra) szemben a vart homorttdl (27B abra). Az A. nidulans esetében paradox effektusra
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utald novekedést csak abban az esetben tapasztaltunk, ha a gombat eldkezeltiik szubletalis
koncentracioja ECB-vel (27C abra).

A fentiek alapjan az 4. pachycristatus nem rendelkezik velesziiletett echinocandin
rezisztenciaval sok mas Aspergillus fajhoz hasonléan (Imhof és munkatarsai 2003,
Antachopoulos és munkatarsai 2008), ami az 4. pachycristatus echinocandin termelése miatt
meglepd (Boeck és Kastner 1981). Nem talaltam irodalmi adatokat arra vonatkozdan, hogy a
szintén echinocandin termeld A. aculeatus, A. rugulosus €és A. sydowi (Emri és munkatarsai
2013, Hiittel 2017) érzékeny-e a tapkozeghez adott echinocandinra. A Leotiomycetes csalad
echinocandin termeld fajai (pl. a sporiofungin termelé Pezicula radiciola) ugyanakkor jol
toleraljak a kiilséleg adott echinocandinokat is (Yue és munkatarsai 2018). Erdemes
megemliteni, hogy a 24 °C-on (,,echinocandin termelé koriilmények™) vald tenyésztés nem
befolyasolta a mért MEC értékeket. Elképzelhetd, hogy az echinocandin tolerancia az
echinocandin termeléssel parhuzamosan viszonylag lassan alakul ki, igy a csirazé konidiumok
még érzékenyek ezen gatloszer jelenlétére nemcsak 37 °C-on, de 24 °C-on is. A kindtt
micélium echinocandin érzékenységének pontos meghatarozasat ugyanakkor a faj 24 °C-on
mutatott igen lassti novekedése (Toth és munkatarsai 2011), a paradox effektus és az endogén
echinocandin jelenléte is megneheziti.

A B-1,3-gliikanszintaz mindkét faj esetében gatolhaté volt ECB-vel, 6sszhangban a
torzsek echinocandin érzékenységével, és a két enzim ICsy értékei hasonloak voltak (13.
tablazat). Kiilonbség volt ugyanakkor a specifikus -1,3-gliikdnszintaz aktivitasokban: Az A.
pachycristatus esetében kisebb értékeket mértiink, mint az 4. nidulansnal, ami magyarazhatja
a MEC értékekben tapasztalt kiilonbségeket (13. tablazat).

A sejtfalszintézisben potencidlisan résztvevd néhany gén relativ transzkripcidjat
megvizsgalva azt tapasztaltuk, hogy ECB termelés alatt tobb, potencidlisan kitin szintazt
kodolo gén (chsA, chsB, csmB), illetve egy kitin szintézist szabalyozd fehérje génje (az
ANR8710 ortologja) is indukélodott az ATCC 58397 torzsben (14. tablazat). A fenti gének — a
csmB kivételével — ECB kezelés hatasara is indukalodtak ECB-t nem termeld tenyészetekben
(14. tablazat). Meglepd moédon az fksA gén (feltételezett P-1,3-glilkan szintdz gén)
transzkripcidjaban nem tapasztaltunk valtozast (14. tablazat), noha a specifikus -1,3-gliikkan

szintaz aktivitdsok megndttek ECB termeld koriilmények kézott (13. tablazat).
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A. pachycristatus ATCC 58397

Gén® 24 °C 37°C 37°C + ECB"
Relativ expressziéo (ACP)*

chsA kitin szintdz (AN7032) 5.1+0,8¢ 7,6+ 0,8 6,4 +0,7°
chsB kitin szintaz (AN2523) 0,2+ 0,7 1,709 0,8+ 0,7
csmA kitin szintdz (AN6318) 2,6+ 1 2,3+0,7 2,8+0,8
csmB kitin szintdz (AN6317) 33+0,8 4,6 +0,7 4,7+0,7

kitin szintaz (AN4367) 10,6 £ 0,9 10,8+£0,9  109+0,9
kitin szintézis regulator (AN8710) 3,5+0,8¢ 6,6+ 1 3,6+ 1¢

kitin szintézis regulator (AN1069) 49+1 6,3+0,9 6,2 +0,8

fksA B-1,3-gliikan szintaz (AN3729) 4,5+0,8 4,6 +0,7 4,5+0,7

14. tablazat Az A. pachycristatus ATCC 58397 torzs sejtfalszintézisében potencidlisan résztvevo
néhany gén relativ transzkripcidja ECB termel6 (24 °C) és ECB-t nem termel6 koriilmények (37 °C)
kozott, illetve ECB kezelés (37 °C + ECB) hatasara.

® — A zardjelben feltiintetett génazonositok az A. nidulans ortoldg génjeit jelolik. ° — A kezelés (az
ECB végkoncentracioja 350 mg/1 volt) a mintavétel (45 h) el6tt 8 oraval tortént. © — ACP = CPyissit gen
- CPreferencia gen, ahol @ CP a PCR termék akkumulalodasahoz sziikséges ciklusok szama és a referencia
gén az A. nidulans eukariota transzlacios elongacios faktor 3 (eEF-3) génjének (AN6700) ortologja
volt. A kisebb ACP érték nagyobb relativ expressziora utal. A tablazat 4 fliggetlen mérés atlagait és
szOrasait tartalmazza. ¢ — Szignifikans (Student-féle t-teszt; p < 0,05) eltérés a 37 °C-on inkubalt
tenyészetekben mért értékektol.

Az élesztd fajok akar harom [-1,3-gliikan szintdz paraldg génnel is rendelkezhetnek (Katiyar
¢s munkatarsai 2012). S6t a sporiofungin termeld P. radiciola genomjaban szintén eléfordul
egy extra fksl gén (fksla). Az fksla gén a sporiofungin génklaszter kozvetlen
szomszédsagaban taldlhato. Transzkripcidja fliggetlen ugyan a sporiofungin termeléstol, de a
tapkozeghez adott echinocandinokkal indukélhaté és fontos szerepe van a gomba
echinocandin tolerancidjadban (Yue és munkatarsai 2018). Az A. pachycristatus esetében nincs
irodalmi adat a genomban eléforduld fks4 parlogok jelenlétérdl. Eleszté fajokban az Fksl
fehérje katalitikus aktvitasat a Rhol kis G fehérje (a B-1,3-gliikkan szintaz komplex regulacios
alegysége) szabalyozza tobbek kozott sejtfal stressz alatt is; azaz a B-1,3-gliikdn szintdz
aktivitas ers poszttranszlacids szabalyozas alatt 4ll (Qadota és munkatarsai 1996). fgy —
fiiggetleniil a B-1,3-gliikan szintdz gének szdmatdl — elképzelhetd, hogy a megndvekedett
enzimaktivitds nem egy paralég gén indukcidjdnak, hanem a posszttranszlacids

(poszttranszkripcios) szabalyozas megvaltozasanak kovetkezménye volt.

Az A. nidulans sejtfalanak kitin és gliikkdn tartalmara a tenyésztési hdmérséklet nem

volt érdemi hatassal; sejtfalosszetétele hasonld volt a 37 °C-on tenyésztett A.
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pachycristatuséhoz (15. tablazat). Az A. pachycristatus sejtfalosszetételét a tenyésztési
hémérséeklet ugyanakkor jelentdsen befolyéasolta: ECB termeld hdmérsékleten (24 °C) a sejtfal
B-gliikan tartalma csokkent, mig kitin tartalma ndovekedett a 37 °C-os tenyészetekben mért

értékekhez képest (15. tablazat).

Strain a-Gliikan®  B-Gliikan®  Kitin®
(Wiw %) (W/'w %) (w/w %)

A. nidulans FGSC A4 37 °C 44 £5 19+3 365

A. nidulans FGSC A4 24 °C 44+ 6 18+3 35+5

A. pachycristatus ATCC 58397 37 °C 48 +£7 17+3 316

A. pachycristatus ATCC 58397 24°C 48 +7 6 + 2°° 45 + 5°¢

15. tablazat Az A. pachycristatus ATCC 58397 és az A. nidulans FGSC A4 sejtfalanak dsszetétele 24
°C-on, illetve 37 °C-on inkubalt tenyészetekben

_ A tablazat 4 fiiggetlen mérés atlagait és szorésait tartalmazza. ® — Szignifikans (Student-féle t-teszt,
p < 0,05) eltérés a 37 °C-on, illetve a 24 °C-on tenyésztett kultirak kozott (Student-féle t-teszt, p <
0,05). © — Szignifikans (Student-féle t-teszt, p < 0,05) eltérés a két torzs azonos hémérsékleten
tenyésztett kultarai kdzott.

Azaz, a kitin szintézisben potencidlisan résztvevd gének transzkripcios valtozasai (14.
tablazat) jol korrelaltak a sejtfaldsszetétel valtozasaval. Hasonld szoros kapcsolat a -
gliikdnok esetében nem volt: az fks4 transzkripcidja nem valtozott (14. tdblazat), mig a
specifikus B-1,3-gliikan szintdz aktivitas nott a homérséklet csokkentésével (13. tdblazat), a 3-
gliikdn tartalom ugyanakkor csokkent ugyanilyen koriilmények kozott (15. tablazat).
Elképzelhetd, hogy a megnovekedett specifikus aktivitds sem tudta ellensulyozni az ECB
gatld hatasat. Barmi is allt a hattérben a B-gliikdn anyagcsere valtozasai j6l demonstraljak,
hogy egy biologiai folyamat alakuldsat nem lehet minden esetben megjosolni pusztin a
folyamatban részvevd gének transzkripcidjdban, illetve a folyamatban résztvevd fehérjék
mennyiségében/aktivitasaban bekovetkezett valtozasok alapjan. (Hasonld jelenséget a
vas¢hez0 A. fumigatus tenyészeteknél tapasztaltunk, ahol a wvastartalmu fehérjék
transzkripcidja nétt, mennyiségiik azonban csokkent; 5.4 fejezet).

Kevés informécio all rendelkezésre arrdl, hogy az echinocandin termel6 fajok hogyan
védekeznek az altaluk termelt, vagy a tapkdzeghez adott echinocandinnal szemben. Az
echinocandin génklaszterekben gyakori transzporter gének felvetik annak lehetdségét, hogy a
klaszter megfeleld aktivitasa esetén az intenziv efflux elegendd a védekezéshez (Hiittel 2017).
Ez a lehetdség az A. pachycristatus esetében is fenndll: ECB termelés alatt a

klaszterspecifikus transzporterek biztositjdk a gomba védelmét; 37 °C-on, amikor a klaszter
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inaktiv (Boeck ¢s Kastner 1981, Toth ¢s munkatarsai 2011), a gomba védtelenné valik. A
helyzet azonban valdsziniileg ennél bonyolultabb. A P. radiciola esetében a korabban mar
emlitett fks/o gén sziikséges az exogén echinocandinokkal szembeni rezisztencidhoz ¢és
feltehetdleg védi a gombat az altala termelt sporiofungin extracellularis akkumulécidja esetén
is (Yue ¢és munkatarsai 2018). Az A. pachycristatus ECB termelés alatt mutatott igen lassu
novekedése (Boeck ¢és Kastner 1981, Toth és munkatarsai 2011) és a sejtfalosszetételének
jelentds megvaltozasa (15. tablazat) arra utal, hogy az endogén ECB komoly problémat okoz
a gomba szamara. SOt, a novényi olajok és a paraffinolaj echinocandin kihozatalt néveld
hatasat is leginkabb azzal magyarazzak, hogy e lipofil anyagok micellai megkotik a termelt
hatéanyag egy részét és ezaltal mérséklik annak toxikus hatidsat a gombdra (Emri és
munkatéarsai 2013). Az echinocandin rezisztencia ndvelése igy fontos része lehet az ipari
torzsfejlesztd munkanak. Az altalunk gyljtott adatok az sugalljak, hogy a sok mas fajnal is
megfigyelt ,,compensatory chitin biosynthesis” (Fortwendel és munkatarsai 2010, Walker és
munkatarsai 2012, Ries €s munkatarsai 2017) 1ényeges eleme az A. pachycristatus talélésének
ECB termel6 koriilmények kozott (14. és 15. tablazatok). A lassi ndvekedéssel jard csokkent
sejtfalszintézis igény (Boeck és Kastner 1981, Toéth és munkatarsai 2011), illetve a
megnovekedett P-1,3-glilkan szintaz aktivitds (13. tdblazat) szintén eldnyos lehet. Az
echinocandinokra kevésbé érzékeny B-1,3-gliikan szintdz termelése azonban nem része a
gomba védelmi rendszerének (13. tablazat). E vonatkozasokban az A4. pachycristatus
viselkedése az echinocandinokat nem termeld A. fumigatuséra hasonlit (Kurtz ¢s munkatarsai
1994b, Bowman és munkatarsai 2002, Verwer és munkatarsai 2012, Altwasser és munkatarsai
2015). Az A. pachycristatus és az A. fumigatus echinocandinokara adott stresszvalaszainak
Osszehasonlitd vizsgalata ezért hozzasegithet a human patogén Aspergillus fajok echinocandin
kezelés alatti viselkedésének alaposabb megismeréséhez is a jovoben.

A paradox effektus klinikai jelentdsége a mai napig vitatott (Wiederhold 2009,
Steinbach ¢s munkatérsai 2015, Loiko és Wagener 2017). A klinikai vizsgalatok, melyekben
jellemzden egy kisebb és egy, vagy tobb nagyobb ddzis hatdsossagat hasonlitottak dssze nem
vezettek meggy6zd eredményre (Steinbach és munkatarsai 2015). A 32. abran bemutatott
jelenlétében tenyésztjiik, kivalthato a paradox effektus, az ECB-vel nem eldkezelt
tenyészetekben azonban nem) megerdsitik azon elképzeléseket, hogy a paradox effektus
hatterében az echinocandin stresszhez valo sikeres adaptacio allhat (Steinbach és munkatarsai
2015). Vizsgalataink ugyanakkor arra is utalnak, hogy a nem megfeleld dozirozas (az

echinocandinok szubletalis koncentracidban torténd alkalmazésa, majd a koncentraciod
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novelése) nemcsak a rezisztencia kialakulasanak, de a paradox effektus indukalodasanak
nagyobb kockazata miatt is ndvelheti a terapids kudarc esélyét.

Nem egyértelmli, hogy az A. pachycristatus miért nem rendelkezik konstitutiv
echinocandin rezisztenciaval. Elképzelhetd, hogy azok a fiziologiai valtozasok, amelyek
védelmet nyujtanak szdmara az echinocandinokkal szemben, echinocandinok hianyaban nem
elonyosek. Az ECB termeld koriilmények kozott tapasztalt lasstt ndvekedés — amennyiben az
az echinocandin rezisztencia kialakuldsédnak a része és nem az echinocandin kéros hatasainak
a kovetkezménye— erre utalhat. Szintén ezt sugallja az ECB-vel és SDS-sel (Na-laurilszulfat)

tortént kombinalt kezelések hatédsa is (16. tablazat).

ECB 10 uyg/ml ECB2,5ug/ml ECB 10 ug/ml ECB 2,5 pg/ml

Novekedés' (%)
SDS 50 ug/ml SDS 50 ug/ml SDS 60 ug/ml SDS 60 ug/ml
A. pachycristatus ATCC 58397
ECB jelenlétében 15,1 44,1 15,1 44,1
SDS jelenlétében 90,2 90,2 46,3 46,3
Io 73,1 94,6 44,1 49,5
IR 0,85 1,57 0,47 0,61
Hatas® additiv szinergista antagonista additiv
A. nidulans FGSC A4
ECB jelenlétében 24,2 62,2 24,2 62,2
SDS jelenlétében 68,9 68,9 443 443
Io 76,5 66,7 79,1 70,2
IR 0,92 1,17 0,88 0,97
Hatas® additiv additiv additiv additiv

16. tablazat Az ECB ¢és az SDS antifungalis hatasa kozotti interakcio vizsgalata

' — A vizsgalatokat mikrotiter plate-ckben végeztiik. A novekedés (Ago) a kezeletlen tenyészetek
novekedésének szazalékaban van megadva. A tablazatban harom fliggetlen mérés atlaga szerepel, a
szoras egyik esetben sem haladta meg az atlag 12 %-at > — Az ECB és az SDS egyiittes hatasanak
természetét az alabbiak szerint jellemeztiik: Az 1,5-nél nagyobb IR érték szinergizmusra, a 0,5-nél
kisebb érték antagonizmusra utal, minden mas esetben additiv hatasként értelmezziikk a kapott
novekedésbeli valtozasokat (Moreno €s munkatarsai 2003). IR = lo/(Igcg+Isps-[Iecelsps/100]), ahol
Igcs és Isps az ECB és az SDS altal kiilon-kiilon, mig az lo a két anyag altal egyiitt okozott szazalékos
novekedésgatlas.

Ha az ECB-t az SDS-e¢l, azaz egy masik sejtfal stresszt kivaltd anyaggal egyiitt hasznaltuk, a
két stresszor megfeleld koncentraciok esetén egyszer rontotta (antagonizmus), maskor
erdsitette (szinergizmus) egymas hatdsat az A. pachycristatus tenyészetekben. Ezzel szemben
az A. nidulansal végzett vizsgéalatok eredménye, a tesztelt koncentraciok esetén, csak additiv
hatdst mutatott (16. tdblazat). Azaz, az ECB-vel indukalt stresszvalaszok megnovelhetik a
gomba ¢€rzékenységét mas stresszorokkal szemben. Hasonl6 modon (a konstitutiv rezisztencia

fitneszt csokkentd hatasaval) magyardzzak, hogy miért ritkdk a mai napig az amfotericin B
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rezisztens C. albicans torzsek (Vincent ¢s munkatarsai 2013). Az Fksl echinocandinokkal
valo gatolhatosaganak csokkenését okoz6 pontmutaciok szintén negativan befolyasoljak a C.
albicans fitnesszét (Ben-Ami és munkatarsai 2011, 2012), noha e hatast a C. glabrata

esetében nem tudtak igazolni (Borghi és munkatarsai 2014).

5.4 Az Aspergillus fumigatus stressz tolerancidjanak vizsgalata

Vizsgalataink elso felében adatbazisok — 18 Aspergillus faj genom adatai (de Vries és
munkatérsai 2017; Aspergillus Genome Database), 17 Aspergillus faj stressz tolerancia adatai
(Orosz ¢és munkatarsai 2018; Fungal Stress Database) ¢és a gomba stresszgének adatai
(Karanyi és munkatarsai 2013; Fungal Stress Response Database) — segitségével probaltunk
kapcsolatot taldlni a genomban jelenlévd stresszgének kopiaszama ¢€s az adott gombafaj
stressztoleranciaja kozott (Emri és munkatarsai 2018b). Tobbek kozott arra voltunk
kivancsiak, hogy az A. fumigatus stresszgén készlete eltér-e a kozeli rokon, de kevésbé
patogén fajokétdl. Vizsgalataink masodik felében azt tanulmanyoztuk RNS szekvenalas
segitségével, hogy hogyan alkalmazkodik az A4. fumigatus egy komplex (vaséhezéssel
kombinalt oxidativ stressz) stresszhelyzethez. Adatainkat proteomikai (Dr. Olaf Kniemeyer;
Leibniz Institute for Natural Product Research and Infection Biology — Hans Kndll Institute,
Jena, Germany) és élettani (Prof. Dr. Hubertus Haas; Medical University of Innsbruck,
Innsbruck, Ausztria) vizsgalatokkal is egybevetettiik a teljesebb kép kialakitasa érdekében

(Kurucz ¢és munkatarsai 2018b).

5.4.1 Stresszgének elofordulasa Aspergillus fajok genomjaban

A Fungal Stress Response Database adatainak a felhasznaldsaval a stresszfehérjék
harom csoportjat hoztuk létre: 1) A S. cerevisiaeben és legalabb még egy gombafajban
kisérletesen is igazolt funkcidju stressz fehérjék. 2) A S. pombeban ¢s legalabb még egy
gombafajban kisérletesen is igazolt funkcioji stressz fehérjék. 3) Az A. nidulansban
kisérletesen is igazolt funkcioji stressz fehérjék (fiiggetleniil attol, hogy mas gombafajban
igazolt-e a fehérje stresszvalaszban betdltott szerepe, vagy sem). Dr. Scott E. Baker (Pacific
Northwest National Laboratory, USA), Kardnyi Zsolt, Dr. Miskei Marton, Prof. Dr. Pdcsi
Istvan (Debreceni Egyetem) €s Dr. Robert Riley (US Department of Energy Joint Genome
Institute, USA) meghataroztdk ezen stresszfehérjék ortologjainak szamat az alabbi 18

Aspergillus fajban: A. niger, A. luchuensis, A. kawachii, A. tubingensis, A. brasiliensis, A.
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aculeatus, A. versicolor, A. sydowii, A. nidulans, A. flavus, A. oryzae, A. terreus, A. fumigatus,
A. fischeri, A. clavatus, A. glaucus, A. wentii és A. zonatus (Emri és munkatarsai 2018b).
Végeredményként harom tablazatot kaptunk, melyeket a tovabbiakban S. cerevisiae, S. pombe
¢s A. nidulans modellnek nevezek. E tablazatok az Emri és munkatarsai (2018b) kdzlemény
mellékletében érhetdek el.

A harom modell koziil az Aspergillus nidulans modell a legkisebb (0sszesen 133
fehérjét tartalmaz) és egyben ez az a modell, amely legkisebb atfedést mutat a masik két
modellel: A modellben felsorolt fehérjék tobb mint felére igaz, hogy a S. cerevisiaeben,

illetve a S. pombeban eléforduld ortologja(i) nem szerepelnek az élesztés modellekben (17.

tablazat).
.. . Az unikalis fehérjék szama
Osszehasonlitott modellek A fehérjék szama

(szazalékos aranya)
1. modell 2. modell 1. modell 2. modell

1. modell 2. modell

S. cerevisiae vs. S. pombe 301 248 89 (30%) 39 (16%)
S. cerevisiae vs. A. nidulans 301 133 238 (79%) 70 (53%)
S. pombe vs. A. nidulans 248 133 195 (79%) 79 (59%)

17. tablazat A S. cerevisiae, a S. pombe és az A. nidulans modellek 0sszevetése

' — Tekintettel arra, hogy az egyik modellben szerepld fehérjének tobb ortoldgja is jelen lehet a mésik
két modellben a modellek Venn-diagramon valé Osszehasonlitasa nem lehetséges, csak az unikalis
fehérjék szama hatarozhaté meg. Egy adott modellpar esetén, az egyik modellben szerepld fehérjét
unikalisnak tekintjiik, ha ortolégja nem talalhaté6 meg a masik modellben.

A modellek stresszfehérjéit, a hozzajuk tartozd ortologok szdma alapjan harom
csoportba soroltuk:
— ,,deletalodott fehérjék™ csoportja: Azon fehérjék, melyek esetében van legalabb egy olyan
Aspergillus faj, amelynek genomjaban nem taldltuk meg a fehérje ortologjat kodold gént.
Ennek hatterében tobb dolog is allhat: Egyes fajok elveszitették a kérdéses fehérje génjét
(vagy mas fajok tettek szert erre a génre), de az ortolog megtaldldsdnak hidnyat magyardzhatja
a szekvencia jelentés megvaltozdsa, génfuzid, vagy egyszeriien csak a genomszekvenalas
hidnyossagai (,,gap”-ek).
— ,duplikalédott fehérjék” csoportja: Azon fehérjék, melyek esetében van legalabb egy olyan
Aspergillus faj, amelynek genomjaban egynél tobb ortoldg fehérjét kodolo gént is talaltunk.
— ,,konzervalodott fehérjék” csoportja: Azon fehérjék, melyek esetében mind a 18 Aspergillus

fajban csak egy ortoldgot talaltunk.
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A harom modell a ,duplikadlodott” fehérjék ardnyaban eltért egymastol: A legtobb
»duplikalodott” fehérjét az A. midulans modellben taldltunk, a legkevesebbet a S. pombe
modellben (18. tablazat). Az S. pombe modellben a ,,duplikalodott” fehérjék kis aranya egyiitt
jart a , konzervalddott” fehérjék nagyobb aranyaval (18. tablazat).

A modell skonzervalodott” ,,deletialédott” ,,duplikalédott”
Model fehérjéinek szama fehérjék szama (szazalékos aranya)
S. cerevisiae 301 197 (65%)' 78 (26%)' 29 (10%)"
S. pombe 248 184 (74%)* 54 (22%)' 11 (4%)>
A. nidulans 133 88 (66%)" 27 (20%)" 24 (18%)’

18. tablazat A modellekben szerepld , konzervalodott”, ,,deletalodott”, illetve ,,duplikalodott” fehérjék
szama ¢s szazalékos aranya

' _ A felsd indexben azonos szammal jelolt adatok esetében a fehérjék aranya szignifikansan (Fisher-
féle egzakt-teszt; (p < 0,05) nem tér el egymastdl egy-egy oszlopon beliil.

A ,deletalodott”, a ,,duplikalédott”, vagy a ,.konzervalodott” fehérjék csoportjaiba
sorolt fehérjék kevés kozos tulajdonsaggal rendelkeztek (19. tablazat): Ezek koziil emlitést
érdemel, hogy a S. cerevisiae modell esetében a ,,deletalodott fehérjék™ csoportjan beliil
jelentés szamban voltak transzkripciot szabalyozé proteinek (Aft2, Bdfl, Hapl, Msn2, Rds2,
Sfl1, Skol). Ez 6sszhangban van azon eredményekkel, miszerint a jelatviteli halézatok
kozponti elemei (pl. MAP kindz kaszkadok) erdsen konzervaltak, mig az ket szabalyzo
fehérjék (pl. receptorok, szenzorok), illetve az altaluk szabalyozott fehérjék (pl. transzkripcids
faktorok) lényegesen nagyobb véltozatossagot mutatnak (Nikolaou és munkatdrsai 2009,
Hagiwara és munkatarsai 2016, Zhang és munkatarsai 2016, Xu és munkatarsai 2017). A
szénhidrat anyagcseréhez kothetd enzimek nagy szamban voltak jelen a ,,duplikdlodott
fehérjék™” csoportjan beliil (S. cerevisiae modell). E fehérjék egy jelentds része (Tdh3 —
glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenaz, Gppl — glicerin-foszfat foszfatdz, Gpd2 — glicerin-
foszfat dehidrogenaz, Dak2 — dihidroxiaceton kinaz, Tps1 — trehal6z-6-foszfat szintaz és Tps3
— trehal6z-6-foszfat szintaz szabalyozé fehérje) a glicerin, illetve a trehal6z metabolizmushoz
kothetd. E molekulék fontos ,,stressz metabolitok™; képzddésiik szdmos stressz (pl. ozmotikus
stressz, hdstressz, oxidativ stressz, kiszaradds, ¢hezés) alatt meghatdrozd részét képezi a
stresszvalasznak (Hohmann ¢és Mager 2003). A kérdéses proteineket kodold gének
kopiaszamaban megfigyelt novekedés arra utalhat, hogy e metabolitok kiilondsen fontosak
lehetnek abban, hogy az Aspergillus fajok alkalmazkodni tudjanak valtozatos

kornyezetiikhoz.

97



dc 1574 18

Szignifikansan feldusult GO kategoriak

Modell ,konzervalodott” fehérjék ,,deletalodott” fehérjék “duplikalodott” fehérjék
« ., “ion transzmembran
transzkripcios r e
.. it win transzport fehérje”,
S. cerevisiae - szabalyz6 régiot kot PRI
fehérje” szénhidrat
metabolizmus fehérje”
“pre-autofagoszomalis
S. pombe - pre-autorag Z,~,,1 -
membranfehérje
“intracellularis
A. nidulans sejtalkotoban - -

lokalizalddo fehérje”

19. tablazat A |, konzervalodott”, ,deletalodott”, illetve ,,duplikalodott” fehérjék csoportjaban
szignifikansan (p < 0,05) feldasult GO kategoriak.

' — A teljes adatsor az Emri és munkatérsai (2018b) kozlemény mellékletében érheté el. Az elemzést
az SGD  Gene Ontology Term  Finder  (Saccharomyces  Genome  Database;
https://www.yeastgenome.org/), a Generic Gene Onthology Term Finder (Princeton University;
http://go.princeton.edu/cgi-bin/GOTermFinder) és az AspGD Gene Ontology Term Finder
(Aspergillus Genome Database; http://www.aspergillusgenome.org) segitségével végeztiik.

Annak érdekében, hogy a harom modell stresszfehérjéi (ortoloég fehérjek szama)
alapjan jellemezhessiik az Aspergillusokat, elvégeztik a 18 faj klaszterezését (28. abra),
illetve sokdimenzids skalazasat (MDS) (7. melléklet). A kapott dendrogramok tobbé-kevésbé
a Aspergillus fajok filogenetikai fajara (29A éabra) emlékeztettek: Sok kozeli rokon faj (pl. A.
flavus - A. oryzae, A. fumigatus - A. fischeri, A. versicolor - A. sydowii) a dendrogrammokon,
illetve az MDS ébrékon is egymas kozelében helyezkedett el (29. és 30A abrak). A Fungal
Stress Database-ben (Orosz ¢és munkatarsai 2018) szerepld stressz tolerancia adatok
felhasznalasaval szintén elvégeztik az Aspergillus fajok klaszterezését ¢s MDS-at (29B és

29C &brék).
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A

S. cerevisiae

A. luchuensis
A. brasiliensis j:'7
A. tubingensis

A. aculeatus —

A. niger

A. kawachii ]_
A. fumigatus

A. fischeri :’_

A. clavatus —

A. flavus

A. oryzae

A. nidulans

A. terreus
A. versicolor
A. sydowii

@

A. glaucus
A. wentii
A. zonatus

B

S. pombe

A. luchuensis

A. brasiliensis

A. tubingensis
A. versicolor
A. sydowil

A. aculeatus

A. zonatus

A. glaucus

:’7

A. wentii

A. niger

A. kawachii

A. nidulans

A. fumigatus
A. fischeri
A. clavatus

A. oryzae

A. flavus

A. terreus —

A. nidulans

A. kawachii

A. tubingensis

A. brasiliensis

A. fumigatus
A. fischeri

28. abra A vizsgalt Aspergillus fajok stresszgén ortolog szamok szerinti hierarchikus klaszterezése

A dendrogrammok a S. cerevisiae (A), a S. pombe (B) és az A. nidulans (C) modellekben szerepld
fehérjék ortologjainak szama alapjan szamolt Manhattan tavolsagmatrixok felhasznalasaval ,teljes
lancmodszer” (complete linkage clustering) segitségével lettek kialakitva az R programcsomag (,,dist”
és ,.hclus” fliggvények) segitségével. A S. cerevisiae, S. pombe és az A. nidulans modellek adatai az

A. flavus
A. oryzae

A. terreus

A. wentii

A. versicolor
A. sydowii

A. nidulans

A. aculeatus

]_

A. clavatus —

A. luchuensis
A. niger

A. glaucus

A. zonatus ]_

Emri és munkatarsai (2018b) kézlemény mellékletében érhetdk el.
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Aspergillus niger NRRL3 ;
A = ™| Aspergillus niger ATCC1015 Atpergiive Axsigekse B
= Aspergillus niger CBS513.88 A il y
= Aspergillus luchuensis CBS106.47 spergilus aculeatus j
o Aspergillus kawachii IFO 4308 ;
3 Aspergillus tubingensis g::‘u 48 Aspergillus carbonarius
n Aspergillus brasiliensis 101740
Aspergillus carbonarius CBS141172 Aspergillus clavalus
Aspergillus aculeatus CBS172.66
Aspergillus versicolor CBS795.97 Asperglius glaucus
Aspergillus sydowii CBS593.65 .
Aspergillus nidulans FGSC A4 Aspergillus terreus
A illus flavus NRRL3557 .
Aggillus oryzae RIB40 Aspergillus sydowii
Aspergillus terreus NIH 2624 . )
Aspergillus fumigatus Af293 Aspergillus versicolor
Aspergillus fischeri NRRL181 )
Aspergillus clavatus NRRL1 Aspergillus brasiliensis —
Eurotium rubrum ) )
Aspergillus glaucus CBS516.65 Aspergillus luchuensis
Aspergillus wentii CBS141173
Penicillium chm."um Asperglllus tubmgensls
Penicillium rubens Wisc. 54-1255 . .
Penicillium digitatum PHI26 Aspergillus nidulans
Aspergillus zonatus CBS506.65 . )
C Talaromyces marneffei ATCC 18224 Aspergillus fischeri
Talaromyces stipitatus ATCC 10500
Coccidioides posadasii C735 delta SOWgp Aspergillus flavus
Coccidioides immitis RS )
Uncinocarpus reesii 1704 Aspergillus niger CBS113.46
Microsporum canis CBS 113480
Trichophyton rubrum CBS 118892 Aspergillus niger N402
_:Hisroplasma capsulatum NAm1
Paracoccidioides brasiliensis Pb03 Aspergillus oryzae
—:Tn’choderma reesei
Neurospora crassa Asperaillus wentii
4-
C
A. niger N402e  p picer CBS113.46
.
2 A wentiie e A oryzae
e A. luchuensis
7 L)
A. glaucuse A. fischerie A. flavus
A. nidulans, ®A. tubingensis

A vers:oolor,.
A. clavatus® p terreyse
A. sydowii e

.
A. fumigatus
A. carbonanuse

4 A. aculeatuse

A. brasiliensise

T
5

-
o

29. abra A vizsgalt Aspergillus fajok filogenetikai kapcsolata (A), valamint stressz-tolerancia adatai
kozti hasonlosagok szemléltetése dendrogrammon (B) és MDS diagrammon (C)

A: A de Vries és munkatarsai (2017) kozleményébdl szarmazo filogenetikai fa 149 konzervalt fehérje
szekvenciaja alapjan lett 1étrehozva. Az A. niger ATCC 1015 az A. niger CBS 113.46 szinonimja. B:
Az Aspergillus fajok a Fungal Stress Database-ben (Orosz et al. 2018; http://www.fung-stress.org/)
szerepld adatok normalizalt értékeibol képzett Euklideszi tavolsagok alapjan lettek klaszterezve ,.teljes
lancmodszer” (complete linkage clustering) segitségével. A normalizalashoz az R statisztikai
programcsomag ,scale” fliggvényét, a tavolsagmatrixok Iétrehozasahoz a ,dist” fliggvényt, a
hierarchikus klaszterezéshez a ,,hclus” fiiggvényt hasznaltuk, C: Az MDS diagrammok az Euklideszi
tavolsagokat tartalmazo matrix alapjan lettek 1étrehozva az R statisztikai programcsomag ,,cmdscale”
fliggvényével. A normalizalt stressz tolerancia adatok az Emri és munkatarsai (2018b) kdzlemény
mellékletében érhetdk el.
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stressz o o 0 3 0.8

0.6

S. pombe . 0.35 0.33 L 0.4

0.2

S. cerevisiae ‘ 0.51 Lo

+-0.2

A. nidulans ‘ +-0.4

filogenetika [ -0.8

30. abra Mantel-féle korrelacios koefficiens értékek.

A paronkénti Mantel tesztben az alabbi tavolsagmatrixok lettek Osszehasonlitva: A vizsgalt
Aspergillus fajokra a S. cerevisiae, a S. pombe és az A. nidulans modellekben szerepld fehérjék
ortologjainak szdma alapjan szamolt Manhattan tavolsigmatrixok (28. abra, 7. melléklet)(az A.
kawachii és az A. zonatus — fiziologiai adatok hianyaban — ki lett hagyva az elemzésbdl), ugyanezen
fajok normalizalt stressz tolerancia adataibol szamolt Manhattan tavolsdgmatrix (,,stressz”)(a két 4.
niger torzs koziil az N402 torzs adatai lettek elhagyva), és az ugyanezen Aspergillus fajok 30A. abran
bemutatott filogenetikai fajahoz tartozé kofenetikus tavolsagmatrix (,,filogenetika). A Mantel tesztet
az R programcsomag ,,ade4” fiiggvényével végeztiik el (Emri és munkatérsai 2018b).

Az elemzések alapjaul szolgdlé normalizalt stressz tolerancia adatokat (normalizalt relativ
novekedési ratak, MICs, és MICy értékek) Karanyi Zsolt (Debreceni Egyetem) hatarozta meg
¢s az Emri és munkatarsai (2018b) kozlemény mellékletében érhetéek el. A kapott
dendrogram sem a filogenetikai fara, sem a 29. dbran bemutatott dendrogrammokra nem
hasonlitott, azaz a modellekben szerepl6 stresszfehérjék ortologjainak szama inkabb a vizsgalt
Aspergillus fajok kozotti filogenetikai kapcsolatokat tiikkrozte semmint a fajok hasonlo stressz
toleranciajat. E hipotézist Mantel teszttel ellendriztiik (30. &bra). A teszt alapjan a S.
cerevisiae ¢s az A. nidulans modellek jol korrelaltak a filogenetikai torzsfaval és egymassal
is. A S. pombe modell, bar jo korrelaciot mutatott az S. cerevisiae modellel, csak gyengén
korreldlt a filogenetikai faval. A harom modell koziil egyik sem mutatott szignifikdns
korrelaciot a stressz tolerancia adatokkal. Megvizsgaltuk az egyes stresszfehérjéket kiilon-
kiilon is (8. melléklet). A Spearman-féle korrelacios koefficiensek értéke alapjan a fehérjék
talnyomo tobbsége nem mutatott szoros (>0,6, vagy <-0,6) korrelaciot egyik stressz tolerancia
adatsorral sem. A hozzédjuk tartozod korrelacidos koefficiens értékek alapjan a fehérjéket
jellemzden harom csoportba lehetett sorolni: Erdemi korrelaciot egyik stressz adatsorral sem

mutato fehérjék, némi pozitiv korrelaciot tobbféle stressz adatsorral is mutatd fehérjék, illetve
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(az A. nidulans és a S. cerevisiae modellek esetében) némi pozitiv korrelaciot a CdCl,
tolerancia adatsorokkal (normalizalt MICs, értékek) mutatdé fehérjék (8. melléklet). A
korreléacids koefficiens értéke e két utobbi csoport esetében is csak ritkan haladta meg a +0,6
értéket (8. melléklet). Az emlitésre méltod kivételek az alabbiak voltak:

— Ftrl {nagy affinitdsi vas permedz (Stearman ¢és munkatarsai 1996); S000000947, S.
cerevisiae modell} — az ortologok szdma a szorbitol és a H,O, stressz tolerancia adatokkal
mutatott pozitiv korrelaciot (korrelacios koefticiens > 0,6, p < 0,006);

— Fet3 {Ferro ion-Oj-oxidoreduktaz (Askwith és munkatarsai 1994); S000004662, S.
cerevisiae modell} — az ortologok szama a H,O; stressz tolerancia adatokkal (25 °C) mutatott
pozitiv korrelaciot (korrelacids koefficiens > 0,67, p < 0,004);

— Gppl {glicerin-3-foszfat foszfatdz (Norbeck ¢és munkatarsai 1996); S000001315, S.
cerevisiae modell} — az ortologok szdma a Kongd vords stressz tolerancia adatokkal (25 °C)
korrelalt (korrelacios koefficiens > 0,63, p < 0,009);

— Enal {P-tipusu ATPé4z Na-pumpa (Haro ¢s munkatarsai 1991); S000002447, S. cerevisiae
modell} — az ortoloégok szdma és a CdCl, stressz tolerancia adatok (MICsg értékek) kozott
talaltunk pozitiv korrelaciot (korrelacids koefficiens > 0,66, p < 0,005);

— Dis2 {szerin/treonin protein foszfatdz 1 (Ohkura és munkatarsai 1988); SPBC776.02c, S.
pombe modell} —az ortolégok szama pozitivan korrelélt (korrelacids koefficiens > 0,54, p <
0,031) a Kong6 vords stressz tolerancia adatokkal;

— MpkC {feltételezett HogA-szeri MAPK (Pereira Silva és munkatarsai 2017); AN4668, A.
nidulans modell} — az ortolégok szama a Kongd voOrds és szorbitol stressz tolerancia
adatokkal mutatott pozitiv korrelaciot (korrelacids koefficiens > 0,53, p < 0,036), de
szamottevd pozitiv korrelaciot tapasztaltunk a H,O, stressz tolerancia adatokkal is (a 6
adatsor koziil harom esetében a korrelacios koefficiens értéke 0,54 és 0,60 kozott volt; p <
0,03);

— CatB {kataldz (Kawasaki és munkatarsai 1997); AN9339; A. nidulans modell} — az
ortologok szédma ¢€s a szorbitol (25 °C), valamint a Kong6 vOrds stressz tolerancia adatok
kozott talaltunk pozitiv korrelaciot (korrelacios koefficiens > 0,57, p < 0,021);

— NikA {feltételezett hisztidin-specifikus protein kinase (Hagiwara és munkatarsai 2007);
AN4479; A. nidulans modell} — az ortolégok szama a H,O,; stressz tolerancia adatokkal (25
°C) korrelalt (korrelacids koefficiens > 0,53, p < 0,034).

A fenti fehérjék koziil az A. fumigatus-MpkC sejtfal-, illetve ozmotikus stresszvalaszban
betoltott szerepe, valamint az A. nidulans-NikA oxidativ stresszvalaszban betoltott
jelentdsége is ismert az irodalombol (Hayashi és munkatarsai 2014, Pereira Silva ¢és

munkatarsai 2017), igy elképzelhetd, hogy a megfigyelt pozitiv korrelaciok hatterében
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valoban meghuzdodik valamilyen biologiai Osszefiiggés. Az A. fumigatus-fitA (az frtl
ortologja) és fetC (a fet3 ortologja) gének esetében azt talaltuk, hogy a vaséhezéssel kombinalt
oxidativ stressz szignifikdnsan megndvelte e két gén relativ transzkripcidjat, noha a vaséhezés
onmagaban nem okozott valtozast (Kurucz és munkatarsai 2018b, illetve az 5.4.2 fejezet).
Ebben az esetben is elképzelhetd, hogy a két génnek valoban lehet koze (legalabbis limitalt
vasellatottsdg esetén) az oxidativ stresszhez. Skamnioti és munkatarsai (2007) kimutattak,
hogy a Magnaporthe grisea-CatB kataldz (az A. nidulans-CatB ortologja) nem elsdsorban,
mint antioxidans enzim jelentds, hanem — nem ismert moédon — a sejtfal szildrdsagat
befolyasolja sejtfalstressz esetén. Bar hasonld megfigyelést Aspergillus fajokkal kapcsolatban
még nem irtak le, az Aspergillus CatB-k esetében is elképzelheté oksagi kapcsolat van a
kong6 vords stressz tolerancia és az ortoldgok szama kozott.

A S. cerevisiae, az A. nidulans modellek és a filogenetikai torzsfa kozotti Mantel
korrelacié (30. abra), valamint a fent emlitett fehérjék ortologjainak szdma ¢€s egyes stressz
tolerancia adatsorok kozotti pozitiv Spearman korrelacidé alapjan gy gondoljuk, hogy a
stresszgének kopiaszamaban bekodvetkezd valtozasok fontos részét képezik az Aspergillus
jutottak Zhang és munkatarsai (2016) is, akik azt tapasztaltak, hogy a Drechmeria coniospora
(a nematodak tobbé-kevésbé obligatnak mondhaté endoparazitdja) stresszgén készletében
megnott a S. pombe Makl1-3 oxidativ stresszre érzékeny szenzor kindzok, valamint az A.
nidulans HogA-tipusi MAK ortoldgjainak a szadma, ugyanakkor sok stresszvalaszhoz kothetd
szenzor, illetve transzkripcids faktor génje eltlint. A laboratériumi evolicios kisérletek
eredményei szintén arra utalnak, hogy a kdpiaszam valtozas fontos eleme lehet a stresszhez
valo adaptacionak: Gresham ¢és munkatarsai (2008) kisérletében a nagy affinitdsu hexoz
transzportereket kodolo /xt5-6 gének kopiaszama, illetve a nagy affinitasti szulfat permeazt
kodolo sull gén kopiaszama is megndtt a gliikkdz, illetve a szulfat limitacidhoz val6 adaptacid
alatt. Ugyanakkor az extracellularis savas foszfatazt kodold pho5 gén esetében a gén
(Gresham ¢és munkatarsai 2008). A kopiaszam valtozas specidlis esetének tekinthetd az a
lehetdség is, amikor a stresszgén készlet 0j stresszgének megjelenése (pl. horizontalis
géntranszfer révén) kovetkeztében modosul. A horizontalis géntranszfer evolucios jelentdsége
nemcsak prokaridtdk, de a gombak esetében is jol ismert (Fitzpatrick 2012). Példaként
emlithetd, hogy Novo ¢és munkatarsai (2009) a S. cerevisiae EC118 ipari torzsének
genomjaban 34 olyan gént taldltak, amely mas gomba genomjabol szarmaznak és részt
vehetnek a torzs ozmotikus stresszhez, nitrogénéhezéshez és etanol stresszhez valod

alkalmazkodasaban.
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A fentiek alapjan meglepd, hogy a stresszgén készlet Osszetétele és a vizsgalt
Aspergillus fajok stressz tolerancidja kozott érdemi kapcsolat csak egy-egy fehérje esetében
volt (30. abra, 8. melléklet), azaz a stresszgén készlet Osszetételébdl egy-egy faj filogenetikai
rokonsagi kapcsolataira pontosabban lehet kdvetkeztetni, mint stressz tolerancidjara. Ennek
hatterében az all, hogy a stressz toleranciat a stresszgének kopiaszam valtozasan kiviil mas
folyamatok is érdemben befolyasoljak. Néhany lehetséges példa:

1) A stresszfehérjék szerkezetének és ezen keresztiil aktivitdsdnak megvaltozasa (is)

elegendd lehet az adaptacidhoz.
Nagyon sok példa ismert az irodalombol, hogy stresszgének mutacidi a gén altal kodolt
fehérje  szerkezetének/aktivitasdnak megvaltozasan keresztiil megnoveltek a torzs
rezisztenciajat egy stresszorral szemben (Id. szerzett rezisztencia kialakuldsa antifungélis
szerekkel szemben; Revie és munkatarsai 2018). Konkrét példaként emlithetd Bodi és
munkatarsainak (2017) laboratoriumi evolucids kisérlete, melyben a flukonazol jelenlétéhez
adaptalddott S. cerevisiae sejtvonalak megnovekedett flukonazol rezisztenciajanak hatterében
nagy gyakorisaggal a flukonazol pumpéat kodolo pdr5 gén mutacidja allt.

i1) A stresszgének aktivitdsaban bekovetkezd valtozasok helyettesithetik a gén deléciot
¢s a gén duplikaciot.

Bodi és munkatarsainak (2017) kisérletében a megndvekedett flukonazol rezisztencia sok
jart egyiitt. E gén tobbek kozott az ergoszterin szintézist is szabalyozza (Montafiés ¢és
munkatarsai 2011), ami arra utalhat, hogy a rezisztencia kialakuldsdban az ergoszterin
bioszintézisében résztvevo gének aktivitasanak megvaltozasa is fontos 1épés lehetett (Bodi és
munkatéarsainak 2017). Mas laboratériumi evolucios kisérletekben is gyakran megfigyelt
jelenség volt, hogy a stresszhez adaptalodott sejtvonalak valamilyen szabalyz6 génben (is)
hordoztak mutaciot (Conrad ¢és munkatirsai 2009, 2011). A stresszgén aktivitdsanak
jelentdségét jol szemlélteti a kadmium pumpat kodolo pcal gén is (Adle €s munkatérsai 2007,
Bakti és munkatarsai 2018). Az altalunk is vizsgalt Aspergillus fajok koziil a legnagyobb
CdCl, tolerancidt mutatd fajok (A. fumigatus, A. versicolor, A. sydowii) genomjaban
megtalalhat6 a pcal ortologja (az A. sydowii esetében két ortolog van jelen a genomban), mig
a kadmiumra leginkdbb érzékeny fajoknak (4. carbonarius, A. aculeatus, A. glaucus) nincs
pcal ortoldgja (de Vries és munkatarsai 2017). Voltak azonban kivételek: a pcal ortologgal
nem rendelkezd A. niger jobban toleralta a kadmium jelenlétét, mint az 4. flavus, amelynek
genomjaban megtalalhato ez a gén (de Vries és munkatdrsai 2017). Nem meglepd mddon a
Kruskal-Wallis teszt sem mutatott szignifikans kiilonbséget a két, az egy ¢és a nulla pcal

ortologgal rendelkezd torzsek CdCl, toleranciaja kozott (Kurucz és munkatarsai 2018a). Sot
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az A. fumigatus fajon belill, azaz egyetlen fajon beliil is igen jelentds (nagysdgrendnyi)
eltérést lehetett mérni a torzsek MICsgoq értékei kozott (0,25 mM - >2 mM) (Kurucz és
munkatarsai 2018a). A MICsg 4 adatok azonban jol korrelaltak a pcad (pcal ortolog) relativ
transzkripcidjaval (Kurucz és munkatarsai 2018a). Mindezen adatok jol szemléltetik, hogy a
pcal jelenléte onmagaban nem sziikségszerlien okoz kadmium tolerancidt csak lehetdséget
biztosit arra, hogy kialakulhasson kadmium tolerancia a gén aktivitdsanak névekedésével.

ii1) A stresszvalaszok szabdlyozasaban bekovetkezd valtozasok fontos elemei lehetnek
az adaptacionak.
A stresszvalaszokat szabalyozo jelatviteli Utvonalak funkciondlis valtozasai (ugyanazon
utvonal eltérd stresszhelyzetekre reagal és/vagy eltérd géneket szabalyoz az egyes fajokban)
gyakran tettenérhetéek a gombavilagban (Pusztahelyi és Pocsi 2013, Hagiwara ¢és
munkatarsai 2016, Xu és munkatarsai 2017).
A fenotipikus heterogenitds fontos eleme lehet a stresszhez valo genetikai adaptacionak. A
fenotipikus heterogenitds hatterében gyakran pozitiv feedback szabalyozasi mechanizmusok
allnak (Becskei és munkatarsai 2001). Ezen autoregulacidos mechanizmusok kialakulasa ¢és
megsziinése igy szintén hozzdjarulhat a sikeres adaptdcidohoz (Mustonen és Léssig 2010,

Sanchez-Romero és Casadesus 2014, Bodi és munkatarsai 2017).

Az A. fumigatus €s az A. fischerii - bar filogenetikailag kozel allnak egymashoz (29A
abra; De Vries és munkatarsai 2017) - stressz tolerancidjukban nagy eltérések tapasztalhatoak
(30B ¢és 30C abrak), ami magyarazhatja a két faj patogenitdsdban megmutatkoz6 eltéréseket is
(Lamoth 2016). Vizsgalataink alapjan azonban az eltérd stressz tolerancidjuk hatterében nem
az eltérd stresszgén készletiik allt. Természetesen nem zarhatd ki annak lehetdsége, hogy az
altalunk nem vizsgdlt gének kozott fontos stressz gének talalhatdoak ¢és ezek
jelenléte/kopiaszama karakterisztikusan jellemz6 az A. fumigatusra (Fedorova és munkatarsai
2008). Mindazonaltal eredményeink azt az elképzelést erdsitik, miszerint az Aspergillus fajok
szamara egy immunkomprimalt emberi szervezetben valdo ndvekedés nem sziikségszeriien
igényel specialis géneket. Egy ,,atlagos” Aspergillus stresszgén készlet is alkalmas lehet erre,
amennyiben e fehérjék aktivitasa, stabilitdsa és nem utolsé sorban szabalyozasa megfeleld. A
kovetkezd fejezetben bemutatott vizsgalatok azt szemléltetik, hogy a stresszvalaszok
szabalyozasa — kiilonosen tobbféle, egyidoben érvényesiilé stresszhatdsok esetén —
kulcsfontossagi lehet az 10j kornyezethez (pl. az emberi szervezethez) vald sikeres

alkalmazkodasban.
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5.4.2 Az Aspergillus fumigatus kombinatorikus stresszvailasza

Kisérleteinkben négyféle tenyészet transzkriptomat hatdroztuk meg RNS szekvenalas
segitségével: 1. Oxidativ stressznek kitett (3 mM H,0;-dal kezelt) tenyészetek (+Fe/+H,0,).
2. Vaséhezd tenyészetek (-Fe/-H,0,). 3. Oxidativ stressznek kitett (3 mM H,0O,-dal kezelt)
vasé¢hezd tenyészetek (-Fe/+H,0O;). 4. Kontroll tenyészetek (+Fe/-H,O,). A vaséhezd
tenyészetekben — a varakozasoknak megfeleléen — jelentds (49 £ 6 uM; n = 4) extracellularis
sziderofér termelést tapasztaltunk. Osszehasonlitasképpen a kontroll —tenyészetek
extracellularis sziderofor tartalma < 3 uM volt. (Az 1 h-s H,O, kezelések érdemben nem
DCF teszt redox egyensulyvesztést jelzett (31. abra). Meglepd modon redox egyensulyvesztés

mar a vashidnyos tenyészetekben is kialakult (31. abra).
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31. abra Redox egyenstlyvesztés oxidativ stressznek és/vagy vaséhezésnek Kkitett A. fumigatus

tenyészetekben
A redox egyensulyvesztést a tenyészetek DCF termelésével jellemeztiik. Az abra harom fliggetlen

mérés atlagait és szoOrasait tartalmazza. A ,,*” jel6lés a kontroll (+Fe/-H,0,) tenyészetekkel mért
értékektol valo szignifikans (Student-féle t-teszt, p < 0,05) eltérést jeloli. A +Fe/+H,0, tenyészetekben
mért értékek szignifikansan (Student-féle t-teszt, p < 0,05) nagyobbak voltak a +Fe/+H,0, és a -Fe/-
H,O, tenyészetekben mért értékeknél is.

A kezelések hatasdra a transzkriptomban a kontroll tenyészetekhez viszonyitva

bekovetkezett valtozasokat a 32. abra szemlélteti.
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+Fe/+H202 VS. +Fe/-H202 -Fe/-H:O: vS. +Fe/-H202
347/339 107/1383

2420/2344
-Fe/+H,0, vs. +Fe/-H,0,

32. abra Az indukalddott/represszalodott stressz-fliggd gének megoszlasa az oxidativ stressznek
(+Fe/+H,0,), vaséhezésnek (-Fe/-H,0,) és a vaséhezéssel kombinalt oxidativ stressznek (-Fe/+H,0,)
kitett 4. fumigatus tenyészetekben

Stressz-fliggd gén: A legalabb kétszeres transzkripcios valtozast (|log2 FC| > 1) mutatd
differencialtan expresszalodott gén. Indukalddott gén: Stressz-fliggd gén, ahol log, FC > 1.
Represszalodott gén: Stressz-fiiggd gén, ahol log, FC < -1.

A transzkriptom valtozésai jol korrelaltak a 26 gén esetében RT-qPCR-rel mért transzkripcios
valtozasokkal. A Pearson-féle korrelacios koefficiens értéke 0,71-0,94 kozott volt mindharom
kezelés esetében. Ugyanezen kisérleti elrendezésben, ugyanezen torzs segitségével Dr. Olaf
Kniemeyer (Leibniz Institute for Natural Product Research and Infection Biology — Hans
Knoll Institute, Jena, Germany) ¢és munkatarsai meghataroztdk a proteom valtozasait is
(Kurucz és munkatarsai 2018b). Az e vizsgalatok alapjan indukalodott, illetve represszalodott
fehérjék proteomikai adatai vaséhezd tenyészetek esetén jol korreldltak a megfeleld gének
transzkriptomikai adataival. A Pearson-féle korrelacios koefficiensek az aldbbiak voltak: 0,68
(p <0,05) (-Fe/-H,0; vs. +Fe/-H,05), 0,66 (p < 0,05) (-Fe/+H,0; vs. +Fe/-H,0,;), mig a H,O,
kezelés esetében -0,03 (p = 0,89) (+Fe/+H,0, vs. +Fe/-H,0,). Erdemes megemliteni azonban,
hogy a peroxid kezelés csak igen kevés (6sszesen 17) fehérje mennyiségében okozott 1ényegi

valtozast a mintavétel idopontjaban (Kurucz €¢s munkatarsai 2018b).

5.4.2.1 A vaséhezés hatasa az A. fumigatus transzkriptomara

A géncsoport dusulési vizsgalatok alapjan vaséhezés hatasara, az irodalmi adatokkal

Osszhangban (Hortschansky és munkatarsai 2007, Schrettl és munkatarsai 2008, 2010, Haas
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2012), indukaloédtak a sziderofér anyageserében érintett gének, ami egylitt jart a transzlacio,
valamint szamos vas-fiiggd folyamat (pl. FeS klaszter kotd fehérjék, hem tartalmu fehérjék,

1égzés, citromsav ciklus) génjeinek repressziojaval (21. tablazat, 9-11. mellékletek).

A géncsoport' neve tipusa’ és viselkedése’
-Fe/-H,0, +Fe/+H,0, -Fe/+H,0, -Fe/+H,0,
Vs. Vs. Vs. Vs.
+Fe/-H,0, +Fe/-H,0, +Fe/-H,0, -Fe/-H,0,
Antioxidans enzimek S represszio indukcio indukcio
Fe transzport S indukci®6  represszid indukcio
FeS klaszter szintézis GO indukcio
Hem bioszintézis GOt
FeS klaszter koto fehérjék GO  represszid represszid
Hem kot6 fehérjék FunCat represszio represszié  represszid
Citromsav ciklus S represszio represszid  represszio
Légzés S represszio represszid
Ergoszterin bioszintézis S indukcio represszid  represszio
Zn transzport GO  represszio represszid
Drog transzport GO indukcid indukcié  represszio

21. tablazat Az oxidativ stressz, a vaséhezés és a vaséhezéssel kombinalt oxidativ stressz altal az A.
fumigatus tenyészetekben indukalt, vagy represszalt gének funkcio szerinti csoportositasa

' — A tablazat csak néhany fontosnak itélt géncsoportot tartalmaz. A géncsoport disulasi vizsgalatok
osszes adata elérheté a Kurucz és munkatarsai (2018a) kozlemény mellékleteiben. > — GO — A
géncsoport a kérdéses ,,biological process GO term” génjeit tartalmazza (Aspergillus Genome
Database; http://www.aspergillusgenome.org). FunCat — A géncsoport a megfeleld ,,FunCat term”
(FungiFun2 szerver; https:/elbe.hki-jena.de/fungifun/fungifun.php) génjeibl all. S — Altalunk
l1étrehozott géncsoport. A géncsoport definicidja és a géncsoportba tartozd gének listaja a Kurucz és
munkatérsai (2018a) kozleményben és mellékleteiben érheté el. * — Indukcio/Represszié — szignifikans
(Fisher-féle egzakt teszt; p < 0,05) dusulas az adott kezelésben indukalodott/represszalodott gének (32.
abra) csoportjan beliil.

Jelentds valtozdsok kovetkeztek be a szekunder anyagcserében is: a szideroforok

bioszintéziséért felelds klaszteren kiviil tovabbi 4 génklaszter indukalodott, mig 10 klaszter
repressziot mutatott (22. tabladzat). A fentieken tal represszido volt jellemzé a cink
transzportban résztvevd génekre, mig a drog transzporthoz kothetd gének indukalodtak (21.

tablazat, 10. melléklet).
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indukalodott/represszalédott gének szama

klaszter (gének szama)® -Fe/-H,0, +Fe/+H,0, -Fe/+H,0,  -Fe/+H,0,
ys. +Fe/-H,0, vs. +Fe/l-H,0, vs. -Fe/-H,0, vs. +Fe/-H,0,
DHN-melanin klaszter (10) 1/8° 1/0 3/0 2/7°
Endokrocin klaszter (9) 2/4° 51 1/4 1/5°
Fumagillin klaszter (15) 8°/0 11°/0 0/15° 12
Fumigaklavin C klaszter (11) 0/5° 4°/0 0/1 0/6°
Fumipirrol klaszter (7) 0/7° 0/0 2/1 1/7°
Fumikinazolin klaszter (5) 0/5° 1/0 1/0 0/4°
Fumitremorgin B klaszter (9) 0/4° 0/0 0/7° 0/8°
Sziderofér Klaszter (18) 10°/5 0/10° 9°/3 11°/3
Gliotoxin Klaszter (12) 0/12° 2/0 4/1 0/12°
Hexadehidro-asztekrom klaszter (8) 7°/0 5°0 1/4 3/0
Pszeurotin A Klaszter (4) 3%/0 4°/0 0/4° 0/1
Afulg01010 klaszter (4) 2/0 1/0 0/4° 0/1
Afu3g01410 klaszter (9) 2/0 2°/0 3/4 2/3
Afu3g02570 és Afu3g02530 klaszter (15) 4/3 0/2 7°/0 6/2
Afu3g02670 klaszter (7) 3%0 0/1 172 3/0
Afu3g13730 klaszter (9) 0/5° 0/4° 0/1 0/5°
Afu5g10120 klaszter (10) 3/0 1/0 2/0 6°/0
Afu6g13930 Klaszter (9) 0/9° 0/2° 1/5° 0/9°
Afu7g00170 klaszter (7) 1/1 4°/0 1/0 1/0
“No PKS/NRPS backbone 6” klaszter (13) 1/5° 0/2 3/1 3/5
indukalodott klaszterek szama: 5 7 2 2
represszalodott klaszterek szdma: 10 3 5 9

22. tablazat Néhany szekunder metabolit génklaszter transzkripcidjanak valtozasa oxidativ stressznek,
vas€hezésnek, illetve kombinalt stresszkezelésnek kitett A. fumigatus tenyészetekben

* — Az Inglis és munkatarsai (2013), valamint a Lin és munkatarsai (2013) kézleményben szerepld
klasztereket vizsgaltuk. A klaszter génjeinek szaman a manualisan és/vagy kisérletesen beazonositott
klasztergének szamat értjilk. A részletes transzkripcios adatok a Kurucz és munkatarsai (2018a)
kozlemény mellékleteiben érhetéek el. ° — Fisher-féle egzakt teszt alapjan a klaszter génjei
szignifikansan (p < 0,05) feldasultak a vizsgalt géncsoportban.

A sziderofor anyagcserében bekodvetkezett transzkripcios szintli valtozasok egyiitt
jartak a hapX gén indukciojaval és a sred gén represszidjaval is (11. melléklet). A HapX

transzkripcids faktor felelés a vas-fiiggd folyamatok represszalasaért és a sziderofor

109



dc 1574 18

rrrrr

SreA transzkripcids faktor ugyanakkor kedvezd vasellatottsag esetén gatolja a szideroforok
képzddésében résztvevd gének atirasat (Schrettl és munkatarsai 2008, Blatzer ¢s munkatarsai
2011). Erdekes médon a harom RIA gén koziil csak egy, a fieB indukciodjat tapasztaltuk (11.
melléklet).

Az antioxidans enzimek koziill — vastartalmuk miatt — a katalazokat, illetve
peroxiddzokat érdemes kiemelni; ezen enzimek génjei repressziot mutattak (11. melléklet). A
proteomikai vizsgalatok alapjan (Kurucz és munkatarsai 2018b) e gének represszidja egylitt
jart a Catl katalaz és a Ccpl citokrom c peroxiddz mennyiségének a csokkenésével, illetve
néhany vasat nem tartalmazo antioxidans enzim — Trrl (feltételezett TrxR), Afu5gl11320
(feltételezett Trx) és Sodl (CuZn-SOD) — mennyiségének a novekedésével. E fehérjék koziil
génszinten csak a sod!l indukélodott. A sodl vaséhezés alatti indukcidjat korabban Oberegger
¢s munkatarsai (2000) is megfigyelték. E valtozasok arra utalhatnak, hogy az antioxidans
védelemben a sejtek a vas-fiiggd reakciokat vasat nem igényld megoldasokkal probaljak
helyettesiteni. Feltehetdleg az antioxiddns rendszerben (és a 1égzési elektrontranszport
lancban) bekovetkezett valtozasokkal hozhatd kapcsolatba a vaséhezés alatt megfigyelt redox
egyensulyvesztés is (31. ébra).

Erdekes modon, bar sok hem, illetve FeS klaszter tartalmu fehérje génje
represszalodott (10. melléklet, 21. tablazat), a hem, illetve a FeS klaszterek bioszintézisében
résztvevé gének nem dusultak fel a represszalodott gének csoportjdban vaséhezés alatt (10.
melléklet, 21. tadblazat). S6t, a szkvalén—ergoszterin bioszintézis Utvonal génjeinek egy
jelentds része indukalodott, beleértve a vas-fliggd enzimet kodold erg3A4, erg3B, erg254 és
erg25B géneket is (10. melléklet, 21. tablazat). Az Erg3 A fehérje mennyiségének ndvekedését
a proteomikai vizsgalatok is igazoltdk (Kurucz és munkatarsai 2018b). Irodalmi adatokbol
ismert, hogy vaséhezés hatasara csokken a sejtek szterin tartalma, amit részben az intenziv
mevalonsav ~ felhasznalassal  (extracellularis  sziderofér  bioszintézis), részben a
szkvalén—ergoszterin bioszintetikus tutvonal vas igényével magyardznak (Yasmin ¢&s
munkatarsai 2012, Haas 2012). Elképzelhetd, hogy a transzkripcios szinten megfigyelt
valtozasok célja e hatasok ellenstlyozasa €s a szterin tartalom ttlzott mértékii csokkenésének
megakadalyozasa.

Régota ismert, hogy a vaséhezés indukalja a vas felvételt, fékezi a novekedést (és
ezzel mérsékli a gomba vasigényét), valamint gatolja a sejt vas-fliggd bioszintetikus
folyamatait (Hortschansky és munkatarsai 2007, Schrettl és munkatarsai 2008, 2010, Haas
2012). Vizsgélataink amellett, hogy megerdsitik ezen megfigyeléseket, felhivjak a figyelmet

arra is, hogy a ,vas-fliggd folyamatok gatlasa” nem jelenti automatikusan az Osszes
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vastartalmu fehérje képzddésének visszaszorulasat, vagy az Osszes vas-fiiggd folyamat teljes
gatlasat. Sokkal inkabb arr6l van szo, hogy a rendelkezésre allo vasat igyekszik a sejt a
talélése szempontjabdl a lehetd legeldnydsebben szétosztani a vasigényes folyamatok kozott,
amibe a vas felhasznalashoz kothetd sok gén represszidja mellett akéar vas felhasznalashoz

kothetd gének indukcidja is beletartozik.

5.4.2.2 Az oxidativ stressz hatasa a vasehezo tenyészetekre

A kisérleteinkben alkalmazott oxidativ stresszkezelés (3 mM H,O,; 1 h) a kontroll
tenyészetek transzkriptomaban (32. dbra, 21-22. tablazatok, 9-11 mellékletek) és proteomaban
is (Kurucz ¢és munkatdrsai 2018b) csak viszonylag kis stresszvalaszt generalt. A
transzkriptomikai adatok alapjan megvaltozott a szekunder anyagcsere (22. tablazat), valamint
a vas transzportban fontos gének represszalodtak, de nem tapasztaltunk érdemi valtozast
tobbek kozott az antioxidans enzimek transzkripcios adataiban sem (21. tablazat, 9-11.
mellékletek). A vaséhezd tenyészetek szdmara ugyanez az oxidativ stressz azonban igen
komoly kihivést jelentett: Kombinalt kezelés esetén lényegesen tobb gén (32. dbra), illetve
fehérje (Kurucz ¢és munkatarsai 2018b) indukcidjat és repressziojat figyeltiik meg, mint az
Onmagaban alkalmazott peroxid kezelést kdvetden. Szamos, az oxidativ és ho stresszvalaszra
jellemzé gén indukalodott (beleértve a hd stresszvalaszt és az oxidativ stresszvalaszt
szabalyozd Hsfl, Yapl és AtfA transzkripcids faktorok génjeit is; Lessing és munkatarsai
2007, Albrecht és munkatarsai 2010, Hagiwara és munkatarsai 2014), indukalodtak a DNS
repair rendszerek, a fehérjék proteoszomalis lebontasaért felelés folyamatok ¢és a
makroautofagidban fontos gének is (9. és 11. mellékletek). A DCF teszt lényegesen nagyobb
redox egyensulyvesztést mutatott kombinalt kezelés esetén, mint kedvezd vasellatottsagl
tenyészetekben (31. abra). S6t, a Prof. Dr. Haas és munkatarsai (Medical University of
Innsbruck, Innsbruck, Ausztria) altal feliileti tenyészetekben végzett ndvekedési tesztek is azt
mutattak, hogy a sziderofor termelésben sériilt (AsidA4) és ezért nem megfeleld vasellatottsaga
torzsek oxidativ stressz érzékenysége nagyobb volt, mint a kontroll torzseké (Kurucz és
munkatarsai 2018b). Az A. fumigatus viselkedésével Osszhangban a sziderofortermelés
inaktivalasa (4nps6) a Cochliobolus heterostrophus oxidativ stressz ¢€rzékenységét is
megnovelte (Oide és munkatarsai 2006).

A vaséhezés oxidativ stressz érzékenységet noveld hatdsa nem magatdl érthetddo,
hiszen ¢lesztd fajokban a szénéhezés példaul kifejezetten csokkenti az oxidativ stresszel
szemben mutatott érzékenységét (Roetzer és munkatarsai 2011). Megfigyeléseink alapjan

nem meglepd, hogy a patogén mikrobdk ROS-okal valdé tdmadasa ¢és egytttal az
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¢letfolyamataikhoz sziikséges vas elvondsa elterjedt stratégia az allatvilagban a fertézések
lekiizdésében (Nairz ¢és munkatarsai 2014, Priifer és munkatarsai 2014). A humén
polimorfonuklearis leukocitdk példaul nemcsak ROS, de a vasat megkotd laktoferrin
termelésiik révén is gatoljak a gombak novekedését (Zarember és munkatarsai 2007, Priifer és
munkatarsai 2014).

A kombinalt stresszkezelés (-Fe/+H,0, vs. +Fe/-H,0;) hatdsa nemcsak erdsségében,
de jellegében is eltért az egyszerii stresszkezelésekétdl és nem foghato fel a kétféle kezelésre
(+tFe/+H,O, wvs. +Fe/-H,0,, illetve -Fe/-H,O, vs. +Fe/-H,O,) adott stresszvalasz
kombinaciojaként. A megfigyelt transzkripciondlis valtozasok tulnyomd tobbsége csak a

kombinalt kezelést kovetden volt detektalhatod (33. dbra).

33. abra A vashianyos ¢és a kontroll 4. fumigatus tenyészetek oxidativ stresszvalaszai (-Fe/+H,0, vs. -
Fe/-H,0,, illetve +Fe/+H,0, vs. +Fe/-H,0,) kozotti atfedés

A szinek a kizarolag a +Fe/+H,0, vs. +Fe/-H,0, 6sszehasonlitasban (kék), a kizardlag a -Fe/+H,0, vs.
-Fe/-H,0, 0Osszehasonlitasban (sarga), valamint a mindkét Osszehasonlitasban (ro6zsaszin: mindkét
Osszehasonlitasban indukalddott, vagy represszalddott; piros: egyik dsszehasonlitasban indukalddott, a
masikban represszalodott) stressz-fliggd gének szazalékos megoszlasat mutatjak. Stressz-fliggd gén: A
legalabb kétszeres transzkripcids valtozast (| log, FC | > 1) mutato, differencialtan expresszalddott
gén.

Kevés irodalmi adat all rendelkezésre a tobbféle stresszkezelés egylittes hatasardl. Az A.
fumigatus esetében a gliotoxin és a HO, egylittes hatasat tanulmanyoztadk a proteom
valtozasara és szintén szamos, csak a kombinalt kezelésre jellemzd valtozast tapasztaltak
(Owens ¢és munkatarsai 2014). A C. albicans esetében szintén leirtak, hogy a szénforras
(szénforras limitacios stressz) alapvetden befolyasolja a gomba stressztiird képességét (Brown
¢s munkatarsai 2014). A laboratériumi koriilmények kozott végzett, egyszeri
stresszkezelésekre adott stresszvalaszok igen sokat elarulnak a gomba lehetséges stresszvalasz
elemeirdl és ezek kifejezddésének szabalyozasardl. A természetes niche-ekben, igy az emberi

szervezetben is azonban, jellemzden egyszerre tobbféle stressz éri/érheti a gombakat. Az itt
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bemutatott sajat és az emlitett irodalmi adatok is felhivjdk a figyelmet arra, hogy a
»klasszikus” stresszvalasz kutatasok eredményei alapjan nem jésolhatdé meg a gomba
viselkedése egy komplex kornyezetben. Ez egyben felértékeli azon eréfeszitéseket is melyek
célja, hogy a gombdk stresszvalaszait kozvetlenlil a kutatds szempontjabol relevans
kornyezetben (pl. az emberi szervezetben) tanulmanyozzuk (McDonagh és munkatarsai
2008).

A transzkriptom valtozasai alapjan az alabbi folyamatok segithették a tenyészeteket,
hogy tuléljék a kombinalt kezelést:

1. Vas-fliggetlen antioxidans enzimeket kodolé gének indukcioja.

A kombinalt stresszkezelés hatdsara 16 ismert, vagy feltételezett antioxidans enzimet
kodolo gén indukalodott, noha dnmagéban az oxidativ stressz egyet sem, mig a vas€¢hezés
csak egy gént indukalt (11. melléklet). Rdadéasul a 16 gén koziil 5 vaséhezés alatt repressziot
mutatott (11. melléklet). E gének tilnyomo6 tobbsége mitkddéséhez vasat nem igényld enzimet
(pl. a tioredoxin-glutaredoxin rendszer enzimei, SODok) kodol (11. melléklet). A proteomikai
vizsgalatok a Sodl (CuZn-SOD), a Trrl (feltételezett TrxR) és az Afu2g14960 (feltételezett
GR) fehérjék mennyiségének novekedését igazoltdk (Kurucz és munkatarsai 2018b). A vas-
fiiggetlen antioxidans enzimgének indukcidja mellett szdmos, a ROS-ok okozta karok
mérséklésében potencionalisan fontos rendszer (pl. DNS repair, hdstresszvalasz elemek, a
karosodott fehérjéket eltavolitd folyamatok) is indukalodott (9. melléklet).

2. A fehérjeszintézis represszidja.

A riboszomdk biogenezisében és a transzldcioban fontos gének nagy szdmban
represszalodtak nemcsak a kontroll, de a vaséhezd tenyészetekben mért transzkripcios
értékekhez képest is (9. melléklet). E folyamatok gatlasa a novekedés gatldsan keresztiil
nemcsak anyagokat/energiat takarit meg a sejtek szdmara (Gasch 2003), de mérsékelheti a
sejtek vasigényét is.

3. A vas ionokat biztositd folyamatok aktivalédtak

A sziderofor anyagcserében fontos gének jelentds része a kombinalt kezelés alatt is
indukciot mutatott, igaz, a vaséhezd tenyészetekhez képest (-Fe/+H,0, vs. -Fe/-H,0,) ez az
indukcié nem volt szamottevo (21. tablazat, 9-11. mellékletek). Ezzel szemben a harom RIA
gént a kombinalt kezelés egyértelmiien indukalta a vaséhezd tenyészetekben mért
transzkripcids értékekhez képest is (11. melléklet).

Richie ¢és munkatarsai (2007a) kimutattdk, hogy tapanyag limitacio alatt a
makroautofagia fontos része a vas homeosztazis fenntartasanak az A. fumigatus fonalas
gombaban. Minthogy a makroautofagidhoz kotheté gének — a fehérjék proteoszomalis

lebontasaban fontos génekkel egyiitt — indukalodtak a kombinalt strsszkezelés alatt (9.
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melléklet), igy elképzelhetd, hogy a wvastartalmu fehérjék lebontasa és vastartalmuk
hasznositasa szintén fontos eleme a rendelkezésre allo6 vas hatékony (Ujra)elosztasanak a
vasigényes folyamatok kozott. E tekintetben az oxidativ stresszel kombinalt vaséhezés a
szénéhezésre emlékeztet. Szénéhezés alatt a sejtek részben a tapkdzegben még jelenlévd
szénforrasokat (pl. az elpusztult sejtek sejtfala) probaljadk meg extracellularis enzimeik
segitségével hasznositani, részben a makroautofagia segitségével jutnak lebonthatod szerves
anyagokhoz (Szilagyi és munkatarsai 2013, van Munster és munkatarsai 2016).
4. Sok vastartalmu fehérje génje indukalodott

Bar a kombinalt stresszkezelés alapvetden represszalta a vas-fliggd folyamatokat (pl.
kataldz-peroxidaz gének, 1égzés, citromsav ciklus, ergoszterin szintézis, FeS klaszter fehérjék,
hem-tartalmu fehérjék génjei), jelentds szamban voltak olyan gének is, amelyek indukciot
mutattak (10-11. mellékletek). Osszesen 50, vas felhasznilidshoz szorosan kéothetd
indukalddott gént talaltunk kombinalt stressznek kitett tenyészetekben, mig vaséhezés esetén
19, oxidativ stresszt kovetden pedig 5 ilyen tipust gént azonositottunk (10-11. mellékletek). E
gének kozil kiilon emlitést érdemel a 11 FeS klasztert tartalmaz6 fehérje génje, valamint a 6
FeS klaszter bioszintézisben fontos gén, hiszen a vaséhezés onmagaban e két géncsoport
génjei koziil egyet sem indukalt (10. melléklet). Fontos megjegyezni, hogy e valtozasok csak
a transzkripcid szintjén lettek megfigyelve, a proteomikai vizsgalatok egyetlen esetben sem
mutattak ki indukciét (Kurucz és munkatarsai 2018b). A FeS klaszter fehérjék igen
érzékenyek az oxidativ stresszre; oxidativ stressz alatti folyamatos ujra szintézisiik fontos
eleme az oxidativ stresszvalasznak (Rouault és Klausner 1996, Imlay 2006). Vas hidny esetén
azonban a szintézis komoly nehézségekbe {itkozik (Rouault és Klausner 1996, Imlay 2006).
Elképzelhetd, hogy a kérdéses gének transzkripciondlis aktivalasa abban segit, hogy a
rendelkezésre allo vas hatékonyabban tudjon a vastartalma fehérjékbe beépiilni. Ez azonban
nem jelenti sziikségszertien e fehérjék mennyiségének a novekedését, de hozzajarulhat ahhoz,
hogy mennyiségiik ne csokkenhessen le tilsdgosan. A vastartalmu fehérjék mennyiségének,
illetve a vasfiiggd folyamatok aktivitasanak legalabb egy minimalis szinten torténd biztositasa
kulcsfontossagu lehet a vaséhezéssel kombindlt oxidativ stresszvalasznak. Bar a FeS klaszter
¢s hem bioszintézis utvonalak erdsen konzervaltak (Kroll és munkatarsai 2016, Braymer és
Lill 2017), az A. fumigatus vas anyagcseréjének megzavarasa FeS klaszter bioszintézist,
illetve hem bioszintézist gatlo anyagokkal (Ben Yaakov és munkatarsai 2016, Choby ¢és
munkatarsai 2016, Tripathi ¢és munkatarsai 2017) igéretes kiinduldsi pontja lehet Uj

antifungalis szerek/stratégidk kidolgozasanak.
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54.2.2 A stressz hatisa az A. fumigatus néhany, terdpias szempontbol is fontos
géncsoportjara

A stresszkezelések az A. nidulansban tapasztaltakhoz (5.1.4) hasonloan stressz-fliggd
modon befolydsoltak a szekunder metabolit génklaszterek transzkripcidjat (22. tablazat). A
mintegy 40 klaszterbdl (Inglis és munkatarsai 2013) 20 klaszter mutatott indukciot, vagy
repressziot (22. tabldzat). Héarom szekunder metabolitrol — gliotoxin, fumagillin ¢és
hexadehidro-asztekrom — igazoltak, hogy noveli az A. fumigatus in vivo virulenciajat (Fallon
¢s munkatarsai 2011, Scharf és munkatarsai 2012, Yin és munkatarsai 2013). A vaséhezés az
oxidativ stressztdl fiiggetleniil represszalta a gliotoxin klaszter génjeinek transzkripcidjat (22.
tablazat). A fumagilin és hexadehidro-asztekrém klaszterek esetében a vaséhezés és az
oxidativ stressz is indukal6 hatasu volt, egyiittes alkalmazasuk esetén azonban ez az indukcio
elmaradt (22. tablazat). Osszességében a vaséhezéssel kombinalt oxidativ stressz nem elényds
egyik, a virulenciat igazoltan nodvel6 szekunder metabolit génklaszter milkodése
szempontjabol sem. Ez természetesen nem zarja ki annak lehetdségét, hogy a kombinalt
kezelés altal indukalt Afu5gl0120 klaszter (ezidaig nem azonositott) terméke ne
kompenzalhatn4 az eldbbi metabolitok hidnyat.

Az emberi szervezeten beliil a cink fehérjékhez kototten van jelen; a mikrobak
szamara konnyen elérheté Zn®" mennyisége — becslések szerint — nmol/I nagysagrendii lehet
(Iyengar és Woittiez 1988). Raadasul, fertdzéskor a neutrofil granulocitdk altal szekretalt
kalprotektin a szabad Zn®" (és Mn”") megkotésével tovabb neheziti a mikroorganizmusok
helyzetét (Amich és munkatarsai 2014, Clark és munkatarsai 2016). A vaséhezés mellett a
cinkéhezést a legfontosabb olyan stresszhatdsok kozé soroljak melyek alapvetden
befolyasoljak a fertézés kimenetelét (Amich és Calera 2014). A cink és a vas anyagcsere
kozott szoros kapcsolat van (Yasmin ¢és munkatarsai 2009). Erre utaltak a mi adataink is:
Vaséhezés hatasara (fiiggetleniil az oxidativ stresszkezelést6l) szamos, a cink transzportban
fontos gén represszalodott (21. tablazat, 10. melléklet). A vaséhezés altal a cink
anyagcserében okozott valtozasok is hozzajarulhattak ahhoz, hogy Zn®" kelalé vegyiiletek
segitségével sikeriilt jelentésen megnovelni az A. fumigatusszal fertézott egerek talélését
(Laskaris és munkatérsai 2016).

A vaséhezés ¢és a vaséhezéssel kombinalt oxidativ stressz egyarant sok multidrog
transzporter gént indukalt (21. tablazat, 10. melléklet). A haromféle stresszkezelés a 25
ismert/feltételezett multidrog transzporter génje koziil 17-et indukalt (10. melléklet). E gének
koziil az AbcB transzportert kodold gént kell kiemelni, hiszen az AbcB fehérje

mennyiségének a novekedését a proteomikai vizsgalatok is igazoltdk vaséhezés alatt, illetve a
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kombinalt stresszkezelésnek kitett tenyészetekben (Kurucz és munkatarsai 2018b). Raadasul e
fehérjérol igazoltdk, hogy részt vesz a (cypla-fiiggetlen) azol rezisztencia kialakuldsaban
(Fraczek és munkatarsai 2013). Stressz hatasara gyakran indukalédnak olyan gének, melyek
nem szilikségesek az adott stressz tuléléséhez, de felkészitik a sejtet egy esetleges masodlagos
stresszhatas kivédésére (Gasch 2003, Mitchell és munkatérsai 2009). Feltehet6leg a multidrog
transzporter gének indukcidja is hasonld6 modon magyarazhatd. E gének indukélodasa
ugyanakkor komoly terapias kovetkezményekkel is birhat, hiszen megndvelheti a gomba
antifungalis szerekkel szemben mutatott toleranciajat. Eredményeink igy felhivjak a figyelmet
a multidrog transzporterek miikodését szelektiven gatldé anyagok (Cannon és munkatarsai

2009, Tegos ¢és munkatarsai 2011) kutatdsanak terapias jelentoségére.
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6. Tézisek

Az A. nidulans kiilonbozo stresszorokkal kivaltott oxidativ stresszvalaszai a gének
(transzkriptom) szintjén egyediek, a koztik 1évé atfedés mértéke és Osszetétele esetleges, az

Osszehasonlitott kezelések tipusatol és erdsségétol fiigg. (Emri és munkatarsai 2015)

Az A. nidulans kiillonb6zo stresszorokkal kivaltott oxidativ stresszvalaszaiban a szabalyozott
biologiai folyamatok (stresszvalasz elemek) tekintetében abban az esetben is lehetnek jelentds

atfedések, ha ez a szabalyozott gének szintjén nem valdsul meg. (Orosz és munkatarsai 2017)

Az atfA delécid transzkriptomra gyakorolt hatdsainak nagy része megmagyarazhatd, ha
feltételezziik, hogy az AtfA f6 feladata a jelatviteli halozat mikodésének modositasa oxidativ stressz

alatt. (Orosz és munkatarsai 2017)

Az (oxidativ) stressz az egyes szekunder metabolit génklaszterekre eltéré modon hat (az A.
nidulans és az A. fumigatus gombak esetében is); a stressz tipusatol és erdsségétdl fliggben egyes
klaszterek transzkripcidjat novelheti, vagy csokkentheti, mig mas klaszterek transzkripciojara nincs

hatassal. (Emri és munkatarsai 2015; Kurucz és munkatarsai 2018b)

Az atfA gén inaktivalasa segitségével egyes szekunder metabolit génklaszterek aktivitasa

(transzkripcids szinten) befolyasolhato az A. nidulans gombaban. (Emri és munkatarsai 2015)

Az AN0472 (engA) gén terméke egy szénchezés alatt extracellularisan termel6ddé B-1,3-
endogliikanaz; képzddéséhez aktiv FluG-BrlA jelatviteli utvonal sziikséges, €és ezen enzim

crer

munkatarsai 2010a)

Szénéhezés alatt az A. nidulans nemcsak lebontja elhalt sejtjeinek sejtfalat, de fel is hasznalja
az igy nyert tapanyagokat, ami segiti a szénéhezés alatti konidium termelést; azaz az ASD ¢és a
konidiogenezis nemcsak szabalyozasat tekintve, de funkciondlisan is Osszefiiggnek egymassal

(Szilagyi és munkatarsai 2013, Emri és munkatarsai 2018a)

A szénéhezd A. nidulans tenyészetek melanizacidjat a sejtfalbontd hidrolazok (az EngA B-1,3-
glikkanaz és a ChiB kitinaz) jelenléte valtja ki; a melanin termelésnek fontos szerepe van abban, hogy

autolizis alatt az é16 sejtek sejtfala ne karosodjon. (Szilagyi és munkatarsai 2012, 2018)

Az ANI10444 gén altal kodolt GgtA felelds a szénéhezO tenyészetek nagy intra- és
extracellularis yGT aktivitasaért; a szénéhezo tenyészetekben megfigyelhetd jelentés GSH tartalom

csokkenéshez azonban a GgtA nem sziikséges. (Spitzmiiller és munkatarsai 2015a)

A GgtA szamottev hidrolaz aktivitassal nem rendelkezik, lagos pH-n Gln és GSH (mint y-
glutamil donorok), valamint Glu, (mint y-glutamil akceptor) jelenlétében nagy aktivitast mutat.

(Spitzmiiller és munkatarsai 2016)

117



dc 1574 18

Az echinocandin termeld Aspergillus pachycristatus nem rendelkezik velesziiletett

echinocandin rezisztenciaval. (T6th és munkatarsai 2012)

Az Aspergillus pachycristatus echinocandin termeld koriilmények kozott is echinocandinokkal

gatolhat6 B-1,3-gliikan szintazt termel. (Toth és munkatarsai 2012)

Az echinocandin kezelésre indukalodo, ,.kompenzatorikus kitinszintézis” fontos eleme az

Aspergillus pachycristatus echinocandin tolerancigjanak. (To6th és munkatarsai 2012)

Az Aspergillus fajok stresszgén készletének Osszetétele és filogenetikai rendszere kozott
szoros kapcsolat van. Ez alapjan a stresszgének kopiaszamaban bekovetkezo valtozasok fontos részét

rrrrrrrr

2018b)

Az Aspergillus fajok stresszgén készletének Osszetétele és stressztolerancidja kozott nincs
szoros kapcsolat. Ez arra utal, hogy a stressztoleranciat a stresszgének kopiaszam valtozasan kiviil mas

folyamatok (pl. a stresszgének szabalyozasa) érdemben befolyasoljak. (Emri és munkatarsai 2018b)

Az Aspergillus fumigatus patogenitasa nem magyarazhato stresszgén készletének (eddig feltart

génjei) egyedi Osszetételével. (Emri és munkatarsai 2018b)

A vashiany megnoveli az 4. fumigatus oxidativ stresszel szemben mutatott érzékenységét.

(Kurucz és munkatarsai 2018b)

Az A. fumigatus vaséhezéssel kombinalt oxidativ stresszre adott stresszvalasza nem irhaté le a
vas€hezésre, illetve az oxidativ stresszre adott stresszvalaszok egyszerli kombinacidjaként, mind

erésségében, mind jellegében eltér azoktdl. (Kurucz és munkatarsai 2018b)

A vasfelhasznalas mérséklését célzo valtozasok mellett egyes vastartalmt fehérjéket kodolo
gének, illetve vasigényes folyamatokban résztvevd gének transzkripcidjanak indukalasa szintén
jellemz6 eleme — és egyben potencialis gyenge pontja — a vaséhezésre és kiilondsen a vaséhezéssel

kombinalt oxidativ stresszre adott stresszvalasznak. (Kurucz és munkatarsai 2018b)
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10. Mellékletek

1. melléklet

A torzs jele Genotipus/eredet Referencia

Aspergillus fumigatus

Af293 (FGSC 1100)  klinikai izoldtum (huméan szisztémads aszpergill6zis) FGSC®

Aspergillus nidulans

FGSC A4 vad tipusu torzs (Glasgow wild-type) FGSC

FGSC A26 bidl FGSC

FGSC A744 pabaA; yA2; fluGl FGSC

FGSC A1079 bid; pabaAl; pyroA4; AbrlA; ved” FGSC

THS30.3° pyrG89, AfupyrG"; pyroA”; ved" Emri és munkatarsai 2015

tNJ11* biAl; argB2; metGl; argB” Pocsi és munkatarsai 2009

tNJ12 biAl; argB2; AchiB::argB"*; metGl Pocsi és munkatarsai 2009

tNJ33.3 pyrG89; Aengd::AfupyrG”, pyroA4; ved” Szilagyi és munkatérsai 2010a

tNJ34.8 pyrG89; Aengd::AfupyrG"; pyroA4; AchiB:Anpyrod”; Szilagyi és munkatarsai 2010a
ved”

tNJ36.1 pyrG89; AfupyrG™; pyroA4; ved™; Kwon és munkatarsai 2010

tN176.7 pyrG89; ApepJ::AfupyrG”; pyroA4; ved” Szilagyi és munkatérsai 2011

tNJ77.16 pyrG89; Aprtd::AfupyrG”; pyroA4; ved” Szilagyi és munkatérsai 2011

tNJ78.4 pyrG89; ApepJ::AfupyrG"; pyroA4; Aprtd::Anipyrod”;  Szilagyi és munkatarsai 2011
ved”

tNJ92.4 pyrG89, AfupyrG'; pyroA4; AatfA::AnipyroA”; veAd” Emri és munkatarsai 2015

INJ151 _1-3 pyrG89; AAN10444::AfupyrG";  Spitzmiiller és munkatarsai 2015a
3/4ApyroA4::AN10444::pyroA”; ved*

tNJ188 2-3 pyrG89; AANS5658::AfupyrG"; pyroA4, ved” Spitzmiiller és munkatarsai 2015a

tNJ189 1-2 pyrG89; AAN5658::AfupyrG';  Spitzmiiller és munkatarsai 2015a
3/4pyroA4::AN5658:pyroA”; veA”

tNJ190_1-3 pyrG89; AAN10444::AfumpyrG”; pyroA4; ved” Spitzmiiller és munkatarsai 2015a

Aspergillus pachycristatus (,,A. nidulans var. roseus”)

ATCC 58397

vad tipus (NRRL 11440)

ATCC®

A vizsgalatokban felhasznalt Aspergillus torzsek

* — A THS és tNIJ torzseket Prof. Dr. Jae-hyuk Yu (University of Wisconsin-Madisom, Madison, USA)
bocsatotta rendelkezésiinkre. ® — FGSC: Fungal Genetic Stock Centre (Kansas City, Missouri, USA)
(McCluskey 2003); ATCC: American Type Culture Collection (Manassas, Virginia, USA); NCAIM:
Mezbgazdasagi és Ipari Mikroorganizmusok Nemzeti Gy{ijteménye, MIMNG (National Collection of
Agricultural and Industrial Microorganisms) (Szent Istvan Egyetem, Budapest)
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Osszehasonlitott kezelések

MSB MSB MSB MSB MSB MSB Osszes
Transzkripciés valtozas' BOOH BOOH BOOH BOOH BOOH kezelés®
diamid diamid diamid diamid
+ h-H,0, + NaCl + h-H,0, és NaCl
indukalt gének
6 stresszor esetén l
5 stresszor esetén 51 88
4 stresszor esetén 161 84 226 221
3 stresszor esetén 393 414 503 535 523
2 stresszor esetén 699’ 793 856 1031 1012 1004
1 stresszor esetén 1574 1542° 2052 2018 2007 1925 1923
Osszesen: 1574 2241 3238 3449 3625 3749 3766
represszalt gének
6 stresszor esetén 6
5 stresszor esetén 65 84
4 stresszor esetén 103 194 278 300
3 stresszor esetén 480 530 544 543 580
2 stresszor esetén 786 960 1021 985 1031 1069
1 stresszor esetén 1696 1563 1799 1904 1813 1852 1763
Osszesen: 1696 2349 3239 3558 3536 3769 3802

Az egyiitt szabalyozott gének (,,co-regulated genes”) szama a kontroll (THS30.3) térzsben
' Azon gének szama, ahol a transzkripcios valtozas (FC) legalabb kétszeres volt a kezeletlen tenyészetekéhez képest. | log,FC | > 1; FC = Leger/Ixezeletien; I:
normalizalt jelintenzitas; log,FC > 1 — indukcio (,,up-regulation”), log;FC < -1 — represszid (down-regulécio). 2 _ MSB, ‘BOOH, diamid, 1-H,0,, h-H,0, és
NaCl stressz egyiitt. > — Az egyiitt szabalyozott géneket (,,co-regulated genes™) kék, a stressz specifikus géneket sarga kiemelés mutatja.
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Osszehasonlitott kezelések

MSB MSB MSB MSB MSB MSB Osszes
Transzkripciés valtozas' BOOH BOOH BOOH BOOH BOOH kezelés®
diamid diamid diamid diamid
+ h-H,0, + NaCl + h-H,0, és NaCl
indukalt gének
6 stresszor esetén 8
5 stresszor esetén 39 63
4 stresszor esetén 192 69 233 235
3 stresszor esetén 289 331 379 387 399
2 stresszor esetén 561° 850 834 951 939 1006
1 stresszor esetén 1001 1781° 2103 2104 2138 2141 2149
Osszesen: 1001 2342 3242 3461 3534 3739 3860
represszalt gének
6 stresszor esetén 10
5 stresszor esetén 111 123
4 stresszor esetén 290 163 289 310
3 stresszor esetén 440 360 552 531 546
2 stresszor esetén 740 918 882 850 779 823
1 stresszor esetén 1050 1354 1523 1510 1516 1497 1489
Osszesen: 1050 2094 2881 3042 3081 3207 3301

Az egylitt szabalyozott gének (,,co-regulated genes”) szama a Aatf4 (TNJ92.4) térzsben

' Azon gének szama, ahol a transzkripcids valtozas (FC) legalabb kétszeres volt a kezeletlen tenyészetekhez képest. | log,FC | > 1; FC = Iyeperd/ Ikezetetien; 1
normalizalt jelintenzitas; log,FC > 1 — indukcié (,,up-regulation”), log,FC < -1 — represszi6 (down-regulacio). > — MSB, fBOOH, diamid, 1-H,O,, h-H,0, és
NaCl stressz egyiitt. * — Az egyiitt szabalyozott géneket (,,co-regulated genes”) kék, a stressz specifikus géneket sarga kiemelés mutatja.
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3. melléklet

Kontroll torzs AatfA mutans

Gén azonosito  Gén név Kédolt fehérje MSB (BOOH Diamid MSB (BOOH Diamid
Relativ transzkripcio (AACP)
AN1006 niaD nitrat reduktaz -1,0+0,50  22+1,10 -43+12" 05406 22409 -19+1,1
AN1007 niid nitrit reduktaz -1,5+£0,7"0  -1,4+0,7"  -32+1,00 0,2+0,6 -1,9+1,00 2,1+1,2!
AN1008 crnd nitrat transzporter ~ -4,8+12'  -1,1+0,7' -2,1+0,9' 09+0,8' 24+1,1" -0,5+05
AN5296 tesA hisztidin kinaz 2,7+0,8' 31+1,00  1,9+09' 0,6+0,6 1,9+08"  -0,1+0,5
AN1800 tcsB hisztidin kinaz 42+1,1' 22+0,7' 1,3+0,7"  24+12' 1,4+0,8  -03+0,7
AN3101 phkB hisztidin kinaz 1,5+0,8' 05+0,5 -13+04" -0,5+06  -0,6+0,6 -1,7+0,8'
AN7945 hi2 hisztidin kinaz 42+1,1" 04+0,5 -0,1+0,7 02+0,7 0,6 +0,7 0,4+0,8
AN4113 hk-8-2 hisztidin kinaz 2,6+0,5" 04+06 04+0,6 -03+07 -12+0,7" -1,1+0,6'
AN6820 hk-8-3 hisztidin kinaz 2,9+ 1,0 09+04"  -20+1,1' 03+0,6 0,4 + 0,6 0,9 +0,7'
AN2363 hk-8-6 hisztidin kinaz 3,5+ 1,3 1,8+08"  -03+06 0,6+0,6 0,2 +0,7 -0,9+0,5'

A niaD-niid-crnA klaszter és hisztidin kinaz gének RT-qPCR-rel meghatarozott transzkripcios adatai az MSB-tal, tBOOH-dal, illetve dimaiddal kezelt
THS30.3 (kontroll), illetve TNJ92.4 (4atfA4) tenyészetekben
' — A Student-féle t-teszt alapjan a tablazatban feltiintetett AACP értékek (atlag + szoras) szignifikansan (p < 0.05, n = 4) eltérnek a nullatol.
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Kontroll torzs

AatfA mutans

Kezeletlen MSB tBOOH Diamid Kezeletlen MSB tBOOH Diamid
nitrat reduktaz | i ! ! i i
. 2,6 £0,3 1,6 +0,3 0,3+0,1 0,6 +0,1 2,8+0,3 3,104 0,3+0,1 0,7+0,1
(mkat/kg protein)
GR 1 1 1 1 1 1
) 3,8+£0,5 4,8+0,6 4,4+0,6 4,5+0,5 34+04 4,6+0,5 4,8+0,5 4,6+0,4
(mkat/kg protein)
GP
X , 0,40 +0,04 051+0,05  0,57+0,05' 0,77+0,08" 0,33+£0,04 0,46+0,05" 0,58+0,06' 044+0,05'
(mkat/kg protein)
katalaz i i ! | | |
) 0,20+0,02 0,38+0,03 0,40+0,03° 0,30+0,03 0,18+0,02 043+0,04° 044+0,04 043+0,04
(kat/kg protein)

A nitrat reduktaz és néhany antioxidans enzim specifikus aktivitasa az MSB-tal, tBOOH-dal, illetve dimaiddal kezelt THS30.3 (kontroll), illetve TNJ92.4

(datfA) tenyészetekben

" — A Student-féle t-teszt alapjan a tablazatban feltiintetett specifikus enzimaktivitds értékek (4tlag + széras) szignifikinsan (p < 0.05, n = 3) eltérnek a
kezeletlen tenyészetekben mért specifikus enzimaktivitastol.
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4. melleklet

Klaszter! MSB I-H,0, h-H;0;, tBOOH Diamid NaCl
kontroll torzs (kezelt vs. kezeletlen)
AN7884 klaszter indukci6
benzaldehid (dba) - F9775 hibrid klaszter 2 indukcio
emericellamid (eas) klaszter represszid represszio represszid  represszid
AN1680 klaszter indukcio
AN2924 klaszter represszid represszid
ANS8209 (wA) klaszter represszid
AN12331/AN7838 klaszter represszid
Mikroperfuranon (mic) klaszter represszid
ANG6236 klaszter indukcio
AN10486 klaszter indukcio indukcio
“No PKS/NRPS backbone” 4 klaszter represszid
AatfA mutdns (kezelt vs. kezeletlen)
AN7884 indukcio
monodiktifenon (mdp) klaszter indukcio indukci®6  represszid represszid
benzaldehid (dba) - F9775 hibrid klaszter 1 indukcié  represszid represszid  represszio
pkf klaszter indukcio represszio represszid  represszid
emericellamid (eas) klaszter represszid  represszid represszid  represszio
AN2924 klaszter represszid
Mikroperfuranon (mic) klaszter repressziod represszid
AN6236 klaszter indukcio
AN10486 klaszter indukcio indukcio represszid
ivo klaszter indukcio represszio represszid  represszid

Az oxidativ stressz és a sostressz hatdsa a szekunder metabolit klaszterek transzkripcidojara a THS30.3 (kontroll), illetve TNJ92.4 (Adatf4) torzsek
tenyészeteiben
' _Azon klaszterek, ahol a gének legalabb fele és koztiik legalabb egy kulcsgén is indukalddott/represszalodott (1d. 5. tablazat is).
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5. melléklet

Transzkripcios valtozas

B Ismert/feltételezett RT-qPCR (ACP
Gén ID ) , DNS chip® qPCR (ACP)
géntermék " . , .
(log; FC) Novekvo Ehezo
tenyészet tenyészet

Sejtfal homeosztazis

AN4367  kitin szintaz (ChsF) -3,09 -7+0,6 A1+1.2°

AN2523  Kkitin szintaz (ChsB) 0,92 -4,7+0,6 -7,6+0,7°

ANS8710  kitin bioszintézis fehérje 2,32 -2,7+£0,6 -3,7+0,7

AN8241  kitinaz (ChiA) -4,94 44 +0,5 8,5+ 1°

AN4871  kitinaz (ChiB) 3,47 4+0,6 -0,2+0,1°

AN9390  kitinaz (ChiC) 4,14 -12,3+1 -11,5+0,9

ANO9380  kitin deacetilaz 8,14 33,1404 -1,6+023°

AN1502  N-Acetil-B-D- 4,69 4,1+ 0,4 -1+02°
gliikbzaminidaz (NagA)

AN1418  gliikbzamin-6-foszfat 4,39 -3,4+04 -1+02°
1zomeraz

AN1428  N-acetilgliikozamin-6- 6,10 7,5+ 1 45+0,6°
foszfat deacetilaz

AN3729  B-13-gliikén szintéz 1,30 -4,7+0,6 -7,8+0,8
(FksA)

AN7657  B-13-transzgliikozidaz 2,82 1,8+0,3 0,4+0,2°
(GelA)

AN7511  B-13-transzgliikozidaz 3,74 -3,8+0,5 -5,9+0,7°
(GelE)

AN10779  B-1,6-transzgliikozidaz 3,45 -12+1 -14+1,1°

AN7950  B-1,3-gliikanaz (EgIC) 2,27 -1,7+0,3 -5,4+0,6°

ANO0472  endo-B-1,3-gliikanaz 2,75 9+1,3 2,1+04°
(EngA)

AN0245  B-1,3-glikanaz 5,62 4,8 +0,6 -0,8+0,.2"

159
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ANO779 exo-f-1,3-gliikanaz

AN4825 exo-f-1,3-gliikanaz

AN3307 a-1,3-gliikan szintaz
(AgsB)

AN7349 o-1,3-gliikanaz (MutA)

AN7539  hidrofobin

ANRS803 hidrofobin (RodA)

AN0940  hidrofobin

AN5666  MAP protein kinaz (MpkA)

AN2984 transzkripcios faktor
(RImA)

Makroautofagia

ANS5174 autofagia fehérje (AtgS)

AN2876 autofagia fehérje (Atg22)

ANS5814 TOR jelatviteli Gitvonal

Szénhidrat anyagcsere, katabolikus gliikoz hasznositas

ANS8041

ANS5144

AN2981

ANS8275

AN2099

ANI10585

ANS5523

fehérje (TipA)

glicerinaldehid-3-foszfat
dehidrogenaz (GpdA)
6-foszfofrukto-2-kinaz
(PfkZ)

gliikdz-6-foszfat
dehidrogenaz (GsdA)
citrat szintaz (CitA)

alternativ oxidaz (AoxA)
citokrom C oxidaz

trehaloz-6-foszfat szintaz
(TpsA)

1,34
4,44

-4,35

3,66
-2,48
2,74
4,31
0,01

-1,90

4,58
3,91

2,07

-3,05

-2,55

-2,37

-3,54

-2,17

-2,57

-2,37

160

-2,5+0,3
-6,3+0,7

2,9+ 0,4

-9,8+ 1
1,2+0,2
-7+0,7
-43+0,5
-15,3+1,2

-1,3+0,3

14408
6,4+ 0,5

-48+0,5

32+04

-5,3+0,8

0,7+0,2

-5,1+0,5

-7+0,6

39+04

-3+0,3

-1,1+0.2°
0,6 +0,2°

-6,7+0,7°

3,6 +0,3°
44404
-1,4+02°
3,9+ 0,4
-16,1 £ 1,3

-1,8+£0,3

-12,6 £0,7°
22+0.2°

2,9+0,2°

1,4+0,3°
-10+1°

-0,7+0,2°
-6,2+0,5°
-8,2+0,6°
2,8+0,1°

44405
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ANO9340 savas trehalaz (TreA)

ANT7396 B-gliikozidaz (BgIM)

AN6620 gliikozil hidrolaz

AN2017 a-gliikozidaz (AgdA)

ANS5860  kis affinitasu gliikoz
transzporter (MstE)

ANR&737 nagy affinitasu gliikoz
transzporter (MstA)

ANG6923 nagy affinitasu hexéz
transzporter (HxtA)

AN5104  MFS (monoszacharid)
transzporter

ANS8347 cukor transzporter

ANO9168 cukor transzporter

AN3357  MFS (monoszacharid)
transzporter

AN6669 nagy affinitasu gliikoz
transzporter (MstC)

Lipid anyagcsere

ANS8242 lipaz

AN6464 észteraz

AN4923 hidroximetil-glutaril-CoA
szintaz

AN9408  zsirsav szintaz (FasB)

Nitrogén anyagcsere

AN1006

AN1007

AN1899

nitrat reduktaz (NiaD)
nitrit reduktaz (NiiA)

4-hidroxifenil-piruvat
dioxigenaz (HpdA)

2,14
7,47
4,84
3,00
4,26
4,04
2,77
2,39
4,77
1,85
4,78

1,9

3,13
5,35
-3,08

-3,23

-4,21
-4,33

8,58

161

-3,9+0,5
-12,6 £1
-4+£0,5
54+04
-3+0,2
-6,6 £0,7
-5,6 £0,4
-5,3+£0,6
-6+0,7
-6,6 £0,8
-13,1£0,9

-14,1 £ 1

-7,1£0,8
-123+1
-0,6 £ 0,1

-0,4+0,2

-6,1 £0,7
3+0,3

-12+0,9

2,1+0,3°
-8,1+0,7°
3,7+0,3
5,9+ 0,6
9,4+0,8
3,5+04°
0,9 +0,2°
-1+02°

3,9+0,4°
2,8+0,3°
-15+1°

-14+1,2

2,4+04°
-6,5+0,8
-4,7+0,7°

-1,5+023°

-11+0,9°
3,5+04°

-6,5+0,6°
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ANS8559

ANS558

AN7962
AN3393
ANS8445
AN6438
AN2572
ANg498
AN2237

AN2092

AN4282
AN1723
ANI11897
ANI11062

AN4809

Fehérjek feltekeredése, poszttransziacios modositasa, intracellularis transzportja

AN7436

ANO9397

ANO0787

AN2738

ANI117

a-ketokarbonsav
dehidrogenaz

alkalikus szerin protedz
(PrtA)
metalloproteinaz (Pepl)

metalloproteindz (Pepl)
aminopeptidaz
dipeptidil-peptidaz
dipeptidil-peptidaz
proteinaz
karboxipeptidaz
prolil aminopeptidaz
(PapA)
aminopeptidaz
ribonukleaz
ribonukleaz

ribonukleaz

glutaminaz (GtaA)

diszulfid izomeraz (PdiA)

transzkripcids faktor
(HacA)

o-1,2- mannozidaz
(Mns1B)

COPII vezikulum fehérje
(Erv46)

COPII vezikulum fehérje
(SurF4/Erv29)

3,88
4,58
2,47
4,22
5,33
3,93
4,96
1,87
0,66
4,48
5,05
7,48
4,11
7,21

3,66

2,52

2,28

4,31

3,25

2,47

162

-9,9+0,8
-4,9+0,5
-4+04

-119+1,2
-5,7+0,7
-3+0,3

-12,1 £ 1,1
-2,7+0,3
3,6+ 0,4
-155+1,3
-11,3+£0,9
-7,8£0,8
-3,3+04
-5,9+0,6

6,4+ 0,6

-5,1+0,5

-2,6 £0,2

-2,5+0,3

-45+0,5

-2,1+0,2

94+ 1
-0,6+0,2°
-1+0,2°
-7,4+0,7°
-1+0,2°
1,5+0,1°
9,8+0,9°
-1+0,2°
2,6+£0,4°
-14,5+1,2
2102+ 1
2,7+0,2°
2+0,1°
-0,9+0,2°

-1,9+0,3°

-1,6 £0,3°
-1,2+0,1°
-0,2+0,1°
3,1 +£0,4°

-0,8+0,1°
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Redox homeosztazis

AN3150

ANS5658

AN10444

ANS5652

ANS218

ANO0241

ANS577

ANI131

ANRg637

ANO9339

ANS5918

AN10220

v-glutamil-cisztein szintaz
v-glutamiltranszpeptidaz-
szer(i fehérje
y-glutamiltranszpeptidaz
5-oxoprolinaz

tioredoxin reduktaz (TrxB)
CuZn-SOD (SodA)
Mn-SOD (SodB)
CuZn-SOD

katalaz (CatA)

katalaz (CatB)

katalaz (CatC)

citokrom C peroxidaz

-1,40
2,97
3,04
3,44
2,79
-0,58
2,50
4,57
4,86
2,48
3,93

3,14

Szekunder anyagcsere, interspecifikus interakciok

ANI10576

AN2091

ANO0230

ANO9129

AN7820

AN6470

ANS5046

ANI1510

NRPS (IvoA)

tirozin dekarboxilaz
tirozinaz

NRPS

transzkripcios faktor (AfIR)
N,O-diacetil-muramidaz
anizin-1

defenzin-szeri fehérje

4,20
4,08
4,07
3,91
2,62
7,16
4,96

4,95

163

3,6+ 0,4
-54+0,5
-5,6 £0,6
2,5+ 0,4
3+04
-0,1 £0,1
-4+£0,3
-3,8+£0,5
93+1
-3+04

-5,5+0,7

-8,2+0,8
-3,9+0,3
-5,6 £0,7
-11,3+1,1
-6+0,7
9,1+1
-7,5+0,8

-12,8 £1,2

3,9+0,3
32+0,4°
2,8+0,2°
-4,6+0,6"
2,5+0,3

22+0,3°
-1,7+0,2°
-0,3+0,1°
4156+ 1,3
-6+0,5°

-4,5+0,6

2,9+04°
3,4+0,4
0,4+0,1°
-54+0,6°
-0,3+0,1°
22+0,4°
2,5+0,3°

-5,6+0,5°
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Egyéb
AN1414
AN0973
AN2265

AN4255

AN5457

ANS5712

transzkripcids faktor
(XprG)
transzkripcids faktor (BrlA)

szerin/treonin protein kinaz

regulatorikus hexokinaz
(HxkC)
NADPH oxidaz (NoxA)

metakaszpaz (CasA)

2,36
4,28
2,20
4,36
1,00

0,48

-2,2+0,3

-8+ 1

-5,5+0,5

-0,4+0,2

1+0,2

-0,8+0,2°
22403

0,1 +0,2°

-0,7+0,2

0,8+0,2

Néhany kivalasztott gén DNS chip, illetve RT-qPCR segitségével meghatarozott transzkripcios adata

* — Az indukalodott és represszalodott gének teljes listaja és a transzkripcios valtozasuk adatai a
Szilagyi és munkatarsai (2013) kozlemény mellékletében talalhatéak. ° — Szignifikans eltérés (Student-
féle t-teszt; p < 0,05; n =4) a ndvekedo ¢€s a szénéhezo tenyészetek RT-qPCR-rel meghatarozott AACP
értekei (atlag + szoras) kozott.
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6. melléklet

szénéhezo tenyészet

40 g/l gliikoz

A Trichoderma litikdz (Sigma-Alrdrich Kft, Budapest) hatdsa az A. nidulans FGSC A4 melanin
termelésére €s pellet morfologiajara

A kései exponencialis fazisti micéliumot szénforrds mentes (A-C), illetve 40 g/1 gliikozt tartalmazo (D-
F) tapkozegbe mostuk at (0 h). A szénéhezd tenyészetekhez 0 mg/ml (A), 25 mg/ml (B), illetve 50
mg/ml (C) Trichoderma litikazt (Sigma-Alrdrich Kft, Budapest) adtunk. A gliik6zos tenyészetek
esetében a kezelést a tenyészetekhez adott 0 mg/ml (D), 5 mg/ml (E), illetve 25 mg/ml (F)
Trichoderma litikazzal végeztiik el. A reprezentativ fotok az atmosast kovetd 24. oraban késziiltek.
Bar=2 mm

kontroll

litikaz és melanin

srer

A kései exponencialis fazisi micéliumot 40 g/l gliikozt tartalmaz6 minimal tapkozegbe mostuk at (0
h). A novekvo tenyészetekhez 12 mg/ml Trichoderma litikazt (Sigma-Alrdrich Kft, Budapest) (B),
vagy 12 mg/ml Trichoderma litikaz mellett 25 mg/ml melanint (C), 100 mg/ml melanint (D), illetve
200 mg/ml melanint adtunk. Az ,,A” jeli tenyészet (kontroll) sem litikdzzal sem melaninnal nem volt
kezelve. A reprezentativ fotok az atmosast kdveto 24. oraban késziiltek. Bar =2 mm
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7. melléklet

10 A A. wentii .ﬁ zonatus
o »
A. glaucus .
A. nidul. A. versicolor
A. fumigatus .’}' ulans
54 A. flavus ;0
A. fischeri o
A. oryzae oAA- terreus
A. clavatus
0
A. sydowije
5
A. aculeatus
° L ]
A. kawachii
-10 A. luchuensis
.0 A. br.aslllensls
A. tubingensis
A. niger
L ]
-10 0 10
B .
A. wentii
A. terreus®
A. glaucus
51 g
L ]
A. zonatus
® A, versicolor
A. fischeri
e o A. nidulans
A. clavatus
0 . ® A flaus
° .
A sydowilA > A. fumigatus
. aculeatus A..oryzae

A tuelngensls

[
A. brasiliensis
A Iu.chuensis

L]
A. kawachii
A..nlger

-10 0
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-10

A .Iuchuensis

'ﬂ. glaucus

L ]
A. zonatus

A. wentii
L ]

L ]
A. aculeatus

A. fischeri
L ]

>
A. tubingensis ~® " A, clavatus
. o/ A. fumigatus A terreus
A. kawachii o®
A. brasiliensis A.oryzae  A. flavus
L ] ° °
A. niger
9 A. sydowii
L
A. versicolor
L ]
A. nidulans ®
-10 5 0 5

A vizsgalt Aspergillus fajok stresszgén ortolog szamok szerinti MDS-a

Az MDS diagrammok a S. cerevisiae (A), a S. pombe (B) és az A. nidulans (C) modellekben szerepld
fehérjék ortologjainak szama alapjan szamolt Manhattan tavolsagmatrixok felhasznalasaval késziiltek.
A tavolsagmatrixok 1étrehozasahoz az R statisztikai programcsomag ,,dist” fliggvényét, az MDS-hez a
,cmdscale” fiiggvényt hasznaltuk. A S. cerevisiae, S. pombe és az A. nidulans modellek adatai az Emri

¢s munkatarsai (2018b) kézlemény mellékletében érhetdk el.
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A S. cerevisiae (A), a S. pombe (B) és az A. nidulans (C) modellekben szerepld fehérjék ortolégjainak
szama ¢s a vizsgalt stressz-paraméterek kozotti Spearman-féle korrelacios koefficiensek

Azon fehérjék adatai, ahol az ortologok szamaban egyik Aspergillus faj esetében sem volt eltérés
nincsenek feltiintetve. A fehérjék a hozzajuk tartozé korrelacios koefficiensek alapjan szamolt
Euklideszi tavolsagok alapjan lettek klaszterezve (Emri €s munkatarsai 2018b). A korrelacios
koefficiensek tablazatos formaban az Emri €s munkatarsai (2018b) kdzlemény mellékletében érhetoek
el.

A1-3: kezeletlen tenyészetek, normalizalt telepatmérdk (37 °C 5d,25°C5d, 25°C 10 d)

B1-3: CdCl, stressz, normalizalt MICs, adatok (37 °C 5d,25°C5d,25°C 10d)

B4-6: CdCl, stressz, normalizalt MIC,, adatok (37 °C 5d,25°C5d, 25°C 10d)

C1-3: MSB stressz, normalizalt MICs, adatok (37 °C 5d,25°C5d,25°C 10d)

C4-6: MSB stressz, normalizalt MICy, adatok (37 °C 5d, 25°C 5d, 25 °C 10 d)

D1-3: H,0, stressz, normalizalt MICs, adatok (37 °C 5d, 25°C 5d, 25 °C 10 d)

D4-6: H,0, stressz, normalizalt MICy, adatok (37 °C 5d,25°C 5d, 25 °C 10 d)

E1-3: szorbitol stressz, normalizalt relativ névekedési rata értékek (37 °C 5d, 25°C 5d, 25°C 10 d)
F1-3: NaCl stressz, normalizalt relativ novekedési rata értékek (37 °C 5d, 25 °C5d,25°C 10d)
G1-3: Kongd Voros stressz, normalizalt relativ novekedési rata értékek (37 °C 5 d, 25 °C 5 d, 25 °C
10 d)

A “*” jel mutatja azon fehérjék csoportjat ahol az ortologok szama a CdCl,-os kezeléssel mutat csak
(valamennyi) pozitiv korrelaciot.
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o0sszehasonlitas

indukalodott,
represszalodott
gének szama

indukalodott géncsoportok1

represszalédott géncsoportok’

-Fe/-H,0, vs. +Fe/-H,0,

+Fe/+H,0, vs. +Fe/-H,0,

-F€/+H202 VS. -Fe/-H202

-Fe/+~H,0, vs. +Fe/-H,0,

1107 1383
347 339

2125 2028
2420 2344

szekunder anyagcsere, drog/toxin transzport,

fémion homeosztazis, ferrisziderofor

transzport, Asp lebontas

szekunder anyagcsere

hosokk valasz, oxidativ stresszvalasz, DNS

repair, proteoszomalis fehérje lebontas,

vakuolaris transzport, makroautofagia

h6sokk

valasz, vakuolaris transzport, transzkripcio

proteoszomalis fehérje lebontas,

iniciacioja, vakudlum, DNS repair

transzlacid, riboszéma biogenezis, FeS klaszter kotod
fehérjék, hem kotd fehérjék, citokrom P450-fiiggd
detoxifikacio, kataldz, 1€gzés, citromsav ciklus, szekunder
anyagcsere, melanin anyagcsere

szekunder anyagcsere, ferrisziderofor transzport, fémion
homeosztazis, extracelluldris poliszacharid lebontas
transzlacid, riboszoma biogenezis, allantoin és allantoinat
Gln
vitamin/kofaktor transzport, zsirsav anyagcsere, virulencia
faktorok,

transzlacid, riboszoma biogenezis, allantoin és allantoinat

transzport, lebontds, szekunder anyagcsere,

transzport, virulencia faktorok, FeS klaszter koto fehérjék,
hem koté fehérjék, citokrom P450-fiiggd detoxifikacio,

1égzés, citromsav ciklus, szekunder anyagcsere

Az oxidativ stressz, a vaséhezés és a vaséhezéssel kombinalt oxidativ stressz hatasa az 4. fumigatus transzkriptomara - A géncsoport disulasi vizsgalatok

fontosabb eredményei

' — A tablazat csak néhany fontosnak itélt géncsoportot tartalmaz. E géncsoportok génjei szignifikans (Fisher-féle egzakt teszt; p < 0,05) diisulast mutattak az
adott 0sszehasonlitasban indukalodott/represszalodott gének csoportjan beliil. A géncsoport dasulasi vizsgalatok részletes adatai, melyek a FunCat kategoriak
mellet a GO és KEGG kategoriakkal végzett elemzéseket is tartalmazzak a Kurucz és munkatarsai (2018a) kézleményének mellékletében érhetoek el.
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10. melléklet

a géncsoportba tartozé gének viselkedése®
-Fe/-Hzoz +Fe/+H202 -Fe/+H202 -Fe/+H202

A géncsoport' neve mérete’

vSs. vs. vs. VSs.

+Fe/-H,0, +Fe/-H,0, +Fe/-H,0, -Fe/-H,0,

Antioxidans enzimek 31 1/12 0/1 16/10 12/0
Fe transzport 35 20/7 0/11 23/7 10/5
FeS klaszter szintézis 15 0/5 0/0 6/2 12/0
Hem bioszintézis 11 0/4 0/0 0/4 1/2
FeS klaszter koto fehérjék 43 0/21 0/0 11/20 14/4
Hem kot6 fehérjek 64 8/22 4/3 12/28 9/22
Citromsav ciklus 36 3/12 1/0 6/21 9/15
Légzés 53 1/15 0/0 6/18 9/3
Ergoszterin bioszintézis 21 7/3 0/0 8/10 5/8
Zn transzport 9 2/5 0/1 2/5 Y
Drog transzport 25 8/1 2/0 12/5 7/10

Az oxidativ stressz, a vaséhezés és a vaséhezéssel kombinalt oxidativ stressz hatasa az 4. fumigatus
néhany kivalasztott géncsoportjahoz tartozo génjének transzkripcidjara

' _ A tablazat csak néhany fontosnak itélt géncsoportot tartalmaz. Részletesebb adatsorok a Kurucz és
munkatarsai (2018a) kozlemény mellékleteiben érheték el. Ld. 17. tablazat is. > — Az adott
géncsoportba tartozo gének szama * — A szamok a géncsoporthoz tatozé indukalédott/represszalodott
gének szamat mutatjak. Indukcid/represszid: legalabb kétszeres transzkripcidos valtozast mutatd
differencialtan expresszalodott gének; indukalodott gének esetében log, FC > 1, represszalddott gének
esetében log, FC <-1.
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11. melléklet

TranszKripcié (longC)1
-Fe/-H,0, +Fe/+H,0, -Fe/+H,0, -Fe/+H,0
Génazonosito  Gén név 2 2 2 2 Ismert/feltételezett funkcio®
Vs. Vs. Vs. Vs.

+Fe/-H202 +Fe/-H202 +Fe/-H202 -Fe/-H202

Antioxidans enzimek

Afu4g09110  cepl -5,886 -0,208 2,918 2,968 citokrém c peroxidéz
Afu2g00200 0,000 0,000 0,000 0,000 kataliz
Afu3g02270  catl -6,033 -0,529 2,400 3,633 kataliz
Afu6g03890  catd -1,345 -0,003 -1,473 -0,128 katalaz
Afu8g01670  cat2 4,820 0,301 5,743 10,563 kataldz-peroxidaz
Afulgl1640 0,227 -0,100 -1,759 -1,532 SOD
Afulgl4550  sod3 -6,620 2,079 -5,848 0,772 SOD
Afudgl1580  sod2 -0,537 0,300 2,081 2,618 SOD
Afu5g09240  sodl 2,345 0,464 3,505 1,160 SOD
Afu6g07210  sod4 -1,244 -0,260 -1,467 -0,223 SOD
Afu3g12270 1,143 0,174 2,784 3,927 GPx
Afu3gl2270 1,143 0,174 2,784 3,927 GPx
Afulgl5960 -0,627 0,100 1,070 1,697 GR
Afu3gl14970 0,614 0,070 2,286 1,672 Trx
Afu5gl1320  aspf29  -1,145 -0,481 2,083 3,228 Trx
Afu8g01090 0,804 0,368 -1,061 -1,865 Trx
Afu4g08580  prx! -0,963 -0,692 -1,804 -0,841 Prx
Afu5g01440 -0,754 0,073 -1,420 -0,666 Prx
Afu8g07130 -0,770 -0,349 -0,922 -0,151 Prx
Afud4gl2990  trrl 0,172 -0,354 5,157 4,984 TrxR
Afu6g07840 0,814 0,272 2,028 1,214 metionin-szulfoxid reduktaz
Afulg06100 1,159 0,162 0,688 1,847 egyéb
Afu1g09090 0,773 0,181 2,849 2,076 egyéb
Afu2g14960 0,031 -0,275 1,680 1,649 egyéb
Afu4g05950 -0,289 0,018 -0,382 -0,092 egyéb
Afu5g15070 -1,180 0,579 2,247 3,427 egyéb
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Afu6g02280
Afu6g02280
Afu6g10300
Afu6gl1590
Afu6gl13570
Fe transzport
Afulg04450
Afulgl7190
Afulgl7200
Afu2g07680
Afu2g08590
Afu3g03390
Afu3g03400
Afu3g03410
Afu3g03420
Afu3g03650
Afu8g02760
Afu3gl1430
Afu2g03700
Afulgl1230
Afu2g05730
Afu3g03440
Afu3g03640
Afu7g06060
Afulgl7270
Afu5g03790
Afu5g03800
Afu2g01260
Afu5g03920
Afu5gl11260
Afu3g09970

aspf3
aspf3
aspf28

sidL
sidl
sidC
sidA
pptA
sidJ
sidF
sidH
sidD
sidG
amcA
agaA
hmgl
hmg2
mirC
mirD
mirB
sit]
freB
fetC
ftrA
srbA
hapX

sreAd

0,178
0,178
0,204
1,139
0,442

-1,324
7,040
2,761
3,602
0,088
4,917
7,036
6,580
7,361
5,692
3,636
0,451
0,817
2,286
2,072
6,219
4,798
2,834
4,572
0,333
0,291
0,682
3,350
-3,628
-2,341

-0,683
-0,683
-0,124
-0,078
-0,565

-0,184
-1,010
-0,311
-0,731
0,213

-1,867
-0,701
-1,353
-1,296
-2,129
-0,173
0,776

0,428

0,466

0,005

-1,370
-1,380
-1,353
-0,877
-0,821
-1,104
-0,344
-0,219
-0,385
-0,820

4,142
4,142

-1,087
0,318

1,853

1,629
7,351
3,194
4356
2,262
6,879
7,812
6,484
8,303
4,200
3,487
3,034
-0,144
0,204
2,260
7,003
4,660
3,000
4,263
1,225
2,180
0,860
4,002
-1,837

-1,777
174

4,320
4,320
-1,291
0,821

1,412

2,953
0,310
0,433
0,753
-2,350
1,962
0,776
-0,096
0,942
-1,492
-0,148
2,583
-0,961
-2,082
0,188
0,783
-0,138
0,165
-0,309
0,892
1,889
0,179
0,652
1,791

0,564

egyéb
egyéb
egyéb
egyéb

egyéb

sziderofor bioszintézis
sziderofor bioszintézis
sziderofor bioszintézis
sziderofor bioszintézis
sziderofor bioszintézis
sziderofor bioszintézis
sziderofor bioszintézis
sziderofor bioszintézis
sziderofor bioszintézis
sziderofor bioszintézis
sziderofor bioszintézis
sziderofor bioszintézis
sziderofor bioszintézis
sziderofor bioszintézis
ferrisziderofor transzport
ferrisziderofor transzport
ferrisziderofor transzport
ferrisziderofor transzport
RIA

RIA

RIA

transzkripcids faktor
transzkripcios faktor
transzkripcids faktor

egyéb
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Afudgl0510
Afu4gl12530
Afu6g02820
Afu6g12870
Afu6gl13750
Afu8g01310
Afu3g03660
Afu6g02170
Afu5gl12920
Afu6gl12550

ergoszterin bioszintézis

Afu4g06890
Afu7g03740
Afu5g07780
Afulg04720
Afu6g05140
Afu2g00320
Afu8g01070
Afu5g14350
Afulg07140
Afulg03950
Afu4g03630
Afu5g04080
Afudgl12040
Afudgl4770
Afulg03150
Afulg05720
Afudg04820
Afu8g02440

Afu2g15030

cecA

atml

estB

cypS1A4
cyp51B
ergl
erg?2
erg3A4
erg3B
erg3C
erg4A4
erg4B
ergs
ergb
erg7A4
erg’B
erg7C
erg24A4
erg24B
erg25B
erg25B

erg26A4

-0,458
-4,285
-1,219
1,557
-3,762
-7,293
2,756
1,737
0,860

1,895

-1,135
-0,433
1,115
0,251
2,024
1,640
0,780
0,478
-0,321
-0,278
-0,518
-0,572
-0,202
-3,638
2,288
1,268
1,605
1,011

-0,457

-0,168
-0,233
0,306
0,021
-0,378
-1,721
-1,035
0,096
0,177
-0,316

-0,097
-0,112
-0,127
-0,392
-0,362
-0,536
0,073

-0,168
-0,313
-0,331
0,429

-0,270
0,261

0,545

-0,502
-0,781
0,062

-0,644

-0,275

0,938
-0,371
-1,052
3,471
-5,641
-8,390
5,235
-1,881
1,278

4,357

-0,989
-1,082
0,221
-1,793
2,838
3,189
1,465
-1,433
-1,576
-1,166
-2,200
-2,595
4,204
-7,410
4,118
-0,593
2,000
2,611

-1,659
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1,395
3,914
0,168
1,914
-1,879
-1,097
2,480
-3,617
0,418

2,463

0,146
-0,649
1,336
-2,045
0,814
1,549
0,685
-1,911
-1,255
-0,887
-1,683
-2,023
4,406
-3,771
1,830
-1,861
0,396
1,600

-1,202

egyéb
egyéb
egyéb
egyéb
egyéb
egyéb
egyéb
egyéb
egyéb

egyéb

C-14a szterin demetilaz

C-14a szterin demetilaz
Szkvalén monooxigenaz

C-8 szterin izomeraz

C-5 szterin deszaturdz

C-5 szterin deszaturdz

C-5 szterin deszaturdz

C-24(28) szterin reduktaz
C-24(28) szterin reduktaz

C-22 szterin deszaturaz

C-24 szterin metiltranszferaz
Oxidoszkvalén-lanoszterin ciklaz
Oxidoszkvalén-lanoszterin ciklaz
Oxidoszkvalén-lanoszterin ciklaz
C-14 szterin reduktaz

C-14 szterin reduktaz

C-4 metilszterin oxidaz

C-4 metilszterin oxidaz

C-3 szterin dehidrogenaz/C-4
dekarboxilaz
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C-3 szterin dehidrogenaz/C-4
Afu2gl17400 erg26B 2,531 -0,439 2,478 -0,052 dekarboxilaz

Afulgl1500 erg27 -0,543 -0,704 -1,261 -0,718 3-ketoszteroid reduktaz

transzkripcios faktorok’

Afu2g05830 acuk  -0,482 0,257 -1,628 -1,146 transzkripeios faktor
Afu3gl1330 a4 -1,035 0,271 1,214 2,249 transzkripeios faktor
Afu5g12960  atfB 3,263 -0,170 3,997 0,734 transzkripeios faktor
Afu6gl2150  ayfD 0,440 -0,629 -0,707 -1,147 transzkripeios faktor
Afulgl6590  brid 3,354 0,158 -5,243 -1,889 transzkripeios faktor
Afudgl2470  cped 1,373 0,191 0,924 -0,449 transzkripeios faktor
Afulgl3510  facB 2,675 -0,021 2,948 -0,273 transzkripeios faktor
Afu8g04130  farBI  -1,030 0,133 0,732 1,762 transzkripeios faktor
Afulg00410 farB2  -1,045 0,167 0,828 1,872 transzkripeios faktor
Afu8g05800  find 0,273 0,115 0,774 -1,046 transzkripeios faktor
Afu2gl4680 fIbB 0,036 -0,341 -1,514 -1,550 transzkripeios faktor
Afu8g00420  fumR 1,409 0,994 -0,735 2,144 transzkripeios faktor
Afu6g09630  gliZ -3,089 0,416 3,262 -0,173 transzkripeios faktor
Afu5g03920  hapX 3,350 0,219 4,002 0,652 transzkripeios faktor
Afu3gl2890  hasA 1,365 0,710 1,938 0,573 transzkripeios faktor
Afu5g01900  hsfl 0,022 -0,028 1,061 1,039 transzkripcios faktor
Afudgl0ol110  hifA -0,441 1,109 0,392 0,833 transzkripeios faktor
Afudg06530 metR  -0,352 -0,042 0,900 1,252 transzkripei6s faktor
Afu7g00130  nscR 2,578 4,571 3,519 0,941 transzkripeios faktor
Afudgl0120  preT 2,725 -0,294 -5,248 2,523 transzkripei6s faktor
Afudg09710  rosA 3,085 -0,884 2,453 -0,633 transzkripeios faktor
Afu5gl1260  sred 3,628 -0,385 -1,837 1,791 transzkripei6s faktor
Afu5g06190  sted 0,958 0,042 -0,835 -1,793 transzkripeios faktor
Afu2g07900  stud 0,175 -0,335 -1,401 -1,226 transzkripeios faktor
Afudgld540  tpcE 5,534 0,652 4,422 1,112 transzkripei6s faktor
Afu6g09930  yap! -0,309 0,381 1,529 1,838 transzkripeios faktor
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Az oxidativ stressz, a vaséhezés és a vaséhezéssel kombinalt oxidativ stressz hatasa az 4. fumigatus
antioxidans enzimeit, a vas transzportban résztvevd fehérjéit, valamint az szkvalén—ergoszterin
bioszintézisben résztvevo enzimeit kodold gének transzkripcidjara

' — A tablazatban az RNS szekvenalas segitségével meghatarozott log,FC értékek szerepelnek. Az
indukciot, illetve repressziot piros, illetve kék szinek jeldlik. Indukcid/represszio: legalabb kétszeres
transzkripcios valtozast mutatd, differencialtan expresszalodott gének; indukalodott gének esetében
log, FC > 1, represszalodott gének esetében log, FC < -1. Részletesebb adatsorok a Kurucz és
munkatarsai (2018a) kozlemény mellékleteiben érheték el. > — A gének altal kodolt fehérjék ismert,
vagy feltételezett funkcioi az Aspergillus Genome Database (http://www.aspergillusgenome.org)
informacioi alapjan lettek meghatarozva. ° — A vizsgalatokban Gsszesen 222 transzkripcios faktor
génje indukalddott/represszalodott (Kurucz és munkatarsai 2018b).
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