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Bevezetés 

 

 A stressz, stresszor és stresszválasz fogalmakat több mint 80 évvel 

ezelőtt a sokak által „az orvosi kutatások Einsteinje”-ként is emlegetett 

Selye János alkotta meg (Selye 1936, Szabó és munkatársai 2012). A stressz 

kifejezést ma már a biológia számos területén, így a mikológiában is 

gyakran használják; többnyire egy olyan külső hatást értenek rajta, amely 

veszélyezteti a gombák túlélését, vagy legalábbis megakadályozza optimális 

működésüket, csökkenti a fitnesszüket (Hohmann és Mager 2003, 

Hallsworth 2018). A gombák stresszválaszai kutatásának lényege, hogy a 

sejtek működését nem az optimális („stresszmentes”) körülmények között 

vizsgáljuk, hanem viselkedésüknek, biokémiai és jelátviteli hálózataik 

szerveződésének lényegét olyan módon próbáljuk megragadni, hogy 

kimozdítjuk őket ideális életfeltételeik közül és megvizsgáljuk, hogy 

hogyan reagálnak e hatásokra. Ezen kutatások hozzájárulnak a jelátviteli 

hálózatok felépítésének és működésének megértéséhez, segítenek 

megvilágítani számos gén, fehérje, biokémiai folyamat, sejtszervecske 

élettani jelentőségét és lehetővé teszik a mikrovilág nagyfokú diverzitása 

mögötti okok mélyebb megértését. A kapott eredmények gyakorlati 

szempontból is érdekesek: hozzájárulnak ahhoz, hogy megértsük és 

kontrollálni tudjuk például egy immunkomprimált beteg szervezetében, egy 

fermentorban, vagy éppen a raktározott élelmiszereinken, takarmányon, 

esetleg a műkincseinken megtelepedő gombák viselkedését.  

Dolgozatomban Aspergillus fajok stresszválaszainak vizsgálatával 

kapcsolatos legfontosabb eredményeinket mutatom be. E vizsgálatok az 

Aspergillus nidulans laboratóriumi modell organizmus oxidatív 
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stresszválaszával és szénéhezésre adott stresszválaszával, az echinocandin B 

(ECB) termelő Aspergillus pachycristatus („Aspergillus nidulans var. 

roseus”) echinocandin toleranciájával, illetve a humán patogén Aspergillus 

fumigatus stresszgén készletének jellemzésével és a vaséhezéssel kombinált 

oxidatív stresszhez való alkalmazkodásával kapcsolatosak. 

 

Célkitűzések 

 

1.1 Azonosíthatóak-e az oxidatív stresszválaszra általánosan jellemző gének 

az A. nidulansban? Részt vesz-e az AtfA transzkripciós faktor a 

szabályozásukban?  

1.2 Milyen AtfA-függő és AtfA-független stresszválasz elemek 

figyelhetőek meg oxidatív stressznek kitett A. nidulans tenyészetekben?  

1.3 Hogyan befolyásolja az oxidatív stressz és az AtfA transzkripciós faktor 

az A. nidulans szekunder anyagcseréjét? 

2.1 Az A. nidulans tenyészetek transzkiptomában szénéhezés hatására 

végbemenő változások azonosítása; átfogó kép kialakítása a szénéhezésre 

adott stresszválaszról. 

2.2 Egy szénéhezés alatt szekretálódó glükanáz izolálása A. nidulans 

tenyészetekből; a fehérjét kódoló gén azonosítása, az enzim jellemzése, 

fiziológiai jelentőségének (különös tekintettel az autolítikus 

sejtfaldegradációban – ASD – betöltött szerepére) megismerése. 

2.3 Az ASD és a konidiogenezis közötti feltételezett kapcsolat (miszerint az 

autolítikus sejtfaldegradáció tápanyagokat biztosíthat a konidiogenezis 

számára szénéhező körülmények között) tesztelése felületi kultúrákban. 

2.4 A szénéhező tenyészetekre jellemző melanizáció okainak és fiziológiai 

szerepének feltérképezése. 
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2.5 Az A. nidulans γ-glutamil transzpeptidázának (γGT) izolálása, a fehérjét 

kódoló gén azonosítása, az enzim jellemzése, fiziológiai jelentőségének 

(különös tekintettel a glutation – GSH – anyagcserében betöltött szerepére) 

megismerése. 

3.1 Rendelkezik-e az echinocandin termelő Aspergillus pachycristatus 

ATCC 58397 törzs veleszületett echinocandin rezisztenciával? 

3.2 Hogyan védekezik e törzs a saját maga által termelt echinocandinnal 

szemben? 

4.1 Megjósolható-e egy gombafaj stressz toleranciája annak ismeretében, 

hogy milyen stresszgének fordulnak elő a genomjában? 

4.2 Hasonló-e a közeli rokon fajok stresszgén készlete és stressz 

toleranciája?  

4.3 Eltér-e az A. fumigatus stresszgén készlete a kisebb humánpatogén 

jelentőséggel bíró Aspergillus fajokétól? 

5.1 Hogyan befolyásolja az oxidatív stressz az A. fumigatus vaséhezésre 

adott stresszválaszát? 

5.2 Megjósolható-e a kombinált stressz kezelésekben mutatott stresszválasz 

az egyszerű stressz kezelésekre adott stresszválaszok ismeretében?  

5.3 Melyek az oxidatív stresszel kombinált vaséhezésre adott stresszválasz 

lehetséges gyenge pontjai? 

 

Eredmények és megbeszélésük 

Az Aspergillus nidulans oxidatív stresszválasza 
 

DNS chipek segítségével egy A. nidulans ∆atfA mutáns és egy 

kontroll törzs oxidatív stresszválaszát tanulmányoztuk 0,12 mM menadion 

Na-biszulfit (MSB), 5 és 75 mM H2O2 (l-H2O2 és h-H2O2), 0,8 mM terc-
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butilhidroperoxid (tBOOH), illetve 1,8 mM diamid jelenlétében. A 

transzkripcióban bekövetkezett változásokat mintegy 100 gén esetében RT-

qPCR (reverztranszkriptáz kvantitatív polimeráz láncreakció) segítségével 

is ellenőriztük (a Pearson-féle korrelációs koefficiensek értékei 0,71 és 0,88 

között voltak).  

 

Az oxidatív stressz hatása a transzkriptomra 
 

 Gasch és munkatársai (2000) 13 stressznek a Saccharomyces 

cerevisiae transzkriptomára gyakorolt hatását megvizsgálva azt tapasztalták, 

hogy a gének egy része (868 gén) minden esetben indukálódott (283 gén), 

vagy minden esetben represszálódott (585 gén) a stresszor típusától 

függetlenül („együtt szabályozott” gének). E gének által közvetített 

stresszválaszt nevezték el környezeti stresszválasznak (ESR; Environmental 

Stress Response) (Gasch és munkatársai 2000, Gasch 2003). A 

transzkriptom hasonló viselkedését írták le a Candida glabrata (752 ESR 

gén; Roetzer és munkatársai 2008) és a Lachancea kluyveri (880 ESR gén; 

Brion és munkatársai 2016) élesztőkkel folytatott vizsgálatok alapján is. A 

Schizosaccharomyces pombe esetében ugyanakkor csak 140 (Chen és 

munkatársai 2003), míg a Candida albicans esetében csak 61 (Enjalbert és 

munkatársai 2006) olyan gént találtak melyek a stressz típusától függetlenül 

ugyanúgy reagáltak a kezelésekre.  

Az A. nidulans esetében elmondható, hogy a stressz specifikus 

gének száma az összehasonlított kezelésektől függetlenül nagy volt, míg az 

együtt szabályozott gének száma az összehasonlított kezelések számával 

egyre inkább csökkent. E tendenciákat az atfA gén deléciója nem változtatta 
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meg érdemben. A fentieket jól szemlélteti az 1. ábra, ahol a három, 

egymáshoz leginkább hasonló stresszkezelés transzkriptomra gyakorolt 

hatásai vannak összefoglalva. A stressz specifikusan szabályozott gének 

száma mintegy 3-4,4-szerese (kontroll törzs), illetve 2-2,5-szerese (∆atfA 

mutáns) volt az együtt szabályozott gének számának. Az 1C ábrán az is 

látszik, hogy bár az együtt szabályozott gének száma hasonló volt a kontroll 

és a mutáns törzsben, a két géncsoport között jelentős átfedés nem volt. 

 

 
1. ábra Az MSB, tBOOH és diamid kezelés hatása az A. nidulans transzkriptomára 
1 – Az ábrákon a D1 teszt segítségével (Patel és Lyons-Weiler 2004, Jordan és 
munkatársai 2008) meghatározott indukálódott/represszálódott gének száma van 
feltüntetve (kezelt vs. kezeletlen). D1 > 3 – indukció („up-regulation”); D1 < -3 – 
represszió („down-regulation”). 2 – Együtt szabályozott gének („co-regulated 
genes”) – mindhárom kezelésben indukálódott, vagy mindhárom kezelésben 
represszálódott gének. 
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Azaz a deléció hatására bizonyos gének kikerültek az együtt szabályozott 

gének csoportjából (összesen 88 gén), míg más gének bekerültek ebbe a 

csoportba (összesen 152 gén). Az a kép, amit az ESR fogalma sugall, 

miszerint a stresszválasznak van egy stresszre specifikus (variábilis) és egy 

stressz típusától független (konzervatív) eleme, az A. nidulans esetében még 

különféle oxidatív stresszek esetén sem állja meg a helyét. A transzkriptom 

szintjén detektált (oxidatív) stresszválaszok – legalábbis e fajnál – egyediek, 

ami a gének igen komplex és flexibilis szabályozottságára utal.  

 

A transzkriptom változásai által megjósolható néhány stresszválasz elem 
 

 A stressz-függő génekhez köthető biológiai folyamatok azonosítása 

érdekében géncsoport dúsulási vizsgálatokat („gene set enrichment 

analysis”) végeztünk az MSB, tBOOH és diamid stresszkezelések adatainak 

felhasználásával. Az egyedi (stressz specifikus) transzkriptom adatokkal 

összhangban (1. ábra), több olyan biológiai folyamatot is azonosítottunk, 

amely a három vizsgált stresszválasz közül csak az egyikre volt jellemző:  

A szuperoxid termelő MSB-vel végzett kezelés hatására számos, az 

endoplazmatikus retikulum (ER) működéséhez köthető gén represszálódott, 

míg a FeS klaszter fehérjék képződésében részt vevő gének egy része 

indukciót mutatott. A tBOOH kezelés ugyanakkor a peroxiszómák 

működéséhez köthető folyamatok (transzkripcionális szintű) 

aktiválódásával járt együtt. Meglepő módon a sziderofór bioszintézis út 

génjeinek indukálódása szintén jellemző volt a tBOOH indukált stresszre. 

A stresszválaszok transzkriptom szinten megfigyelt egyedisége 

ellenére több géncsoport esetében is (pl. riboszómák képződéséhez 
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szükséges gének és a mitótikus sejtosztódásban közreműködő gének 

repressziója, valamint az antioxidáns gének indukciója) azt tapasztaltuk, 

hogy indukciójuk, illetve repressziójuk mindhárom stresszkezelésre 

jellemző volt. Fontos kihangsúlyozni azonban, hogy a mindhárom kezelés 

hatására indukciót/repressziót mutató folyamatok hátterében nem 

szükségszerű, hogy együtt szabályozott gének álljanak. A 

legkarakterisztikusabb példát a riboszóma biogenezis gének képviselik: 114 

repressziót mutató gén közül csak egy olyan volt, amely mindhárom stressz 

alatt represszálódott. Azaz, ha a stresszválaszok transzkriptom szinten 

egyediek is, az nem jelenti azt, hogy a sejtek fiziológiájában ne lehetnének 

jelentősebb átfedések.  

 

Az atfA géndeléció hatása az A. nidulans oxidatív stresszválaszaira 
 

 Az atfA gén deléciója következtében az oxidatív stressznek kitett 

tenyészetek transzkriptomában bekövetkezett változásokra a következők 

voltak jellemzőek:  

1) Jelentős volt a közvetett hatás. AtfA hiányában igen sok és sokféle 

biológiai folyamathoz (pl. FeS klaszter szintézis, ER-Golgi transzport, 

citromsav-ciklus, zsírsav metabolizmus, légzés, riboszóma biogenezis, 

mitótikus sejtosztódás) köthető gén aktivitása változott meg és nagyjából 

azonos arányban voltak detektálhatóak AtfA-függő indukciót, illetve AtfA-

függő repressziót mutató gének. E változások megmagyarázhatóak, ha 

feltételezzük, hogy az AtfA (közvetlenül, vagy közvetve) jelátvitelben 

fontos gének működését (is) befolyásolja. Az AtfA-függő viselkedést 

mutató jelátviteli gének közül a kétkomponensű szignál transzdukciós 
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rendszer elemeit (tcsA, hk-2, hk-8-2, hk-8-3, valamint a phkB és hk-8-6) 

érdemes kiemelni, hiszen irodalmi adatok alapján is elképzelhető, hogy az 

AtfA a kétkomponensű szignál transzdukciós fehérjékre gyakorolt hatása 

révén jelentősen modulálja a jelátviteli hálózat működését és ezen keresztül 

a stresszválaszokat (Hagiwara és munkatársai 2009, Miskei és munkatársai 

2009, Pereira Silva és munkatársai 2017).  

2) Jelentős volt az indirekt hatás. AtfA hiányában igen sok gén vált stressz-

függővé, illetve sok stressz-függő gén olyan kezelésekben is stressz-függést 

mutatott, amelyekben AtfA jelenlétében nem. Példaként említhető, hogy 

összesen 704 olyan gén indukálódott, vagy represszálódott a mutánsban, 

amely a kontroll törzsben jelentős transzkripciós változást nem mutatott és 

mintegy 312 gén a kontroll törzsben csak tBOOH hatására, a ∆atfA 

mutánsban azonban MSB hatására (is) indukálódott/represszálódott.) E 

változások alapján feltételezhető, hogy az AtfA részt vesz jelátviteli 

folyamatok gátlásában. Ez jelenthet direkt gátlást (az AtfA megakadályozza 

valamely jelátviteli útvonal működését), de jelenthet – és feltehetőleg ebből 

van több – indirekt gátlást is: AtfA hiányában a stresszválasz nem elég 

gyors/adekvát, ami erősebb stresszhatáshoz, illetve másodlagos 

stresszhatások aktiválódásához és ezen keresztül új stresszválasz elemek 

aktiválódásához vezet. 

3) Jelentős volt a stressz specifikus hatás. Az atfA gén inaktiválása eltérő 

stressz kezelésekben eltérő gének működését változtatta meg. E változások 

megmagyarázhatóak, ha feltételezzük, hogy az AtfA együttműködik más 

transzkripciós faktorokkal és/vagy jelátviteli fehérjékkel és bizonyos 

géneket csak ezen együttműködés révén tud szabályozni. Az együttműködés 

lehet direkt fizikai interakció, azaz egy fehérje-komplex kialakulására van 
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szükség ahhoz, hogy az AtfA hatása érvényesüljön, de a kooperáció más 

módon is megvalósulhat. Az, hogy bZIP típusú transzkripciós faktorok 

heterodimert képezve (is) ki tudják fejteni hatásukat, régóta ismert (Reinke 

és munkatársai 2013) és a gombák bZIP transzkripciós faktorai is 

jellemzőek, beleértve a S. pombe Atf1-ét is (Sansó és munkatársai 2008, Vo 

és munkatársai 2016). 

A fent említett „közvetett”, „indirekt” és „stressz specifikus” 

hatások természetesen más transzkripciós faktor-, illetve jelátviteli fehérje 

gének inaktiválása esetén is megfigyelhetőek, és e transzkripciós változások 

komoly problémát okoznak a transzkripciós faktor/jelátviteli útvonal által 

közvetlenül szabályozott gének azonosításakor. Jelenlétük, erősségük 

ugyanakkor igen informatív; azt demonstrálják, hogy a kérdéses fehérje 

fontos eleme a jelátviteli hálózat működésének, hiánya csak a transzkriptom 

jelentős mértékű megváltozásával ellensúlyozható. Az AtfA feladata 

feltehetőleg nem az, hogy egy jól meghatározott géncsoportot bekapcsoljon 

oxidatív stressz alatt és e gének által kódolt fehérjék megvédjék a sejteket 

az oxidatív stressz káros hatásaitól, hanem inkább az, hogy modulálja a 

jelátviteli hálózat működését stressz alatt és ezáltal lehetővé tegye az adott 

stresszben legelőnyösebb stresszválasz kialakulását.  

 

Az oxidatív stressz és az atfA deléció hatása a szekunder anyagcserére 
 

Az oxidatív stressz számos mikotoxin képződését befolyásolja 

(„oxidative stress theory of mycotoxin biosynthesis”; Reverberi és 

munkatársai 2010a). A legtöbb esetben azt mutatták ki, hogy az oxidatív 

stressz indukálja a mikotoxin termelést, míg a gomba antioxidáns 
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aktivitásának növelése vagy antioxidáns molekulák adagolása gátolja azt 

(Beekrum és munkatársai 2003, Torres és munkatársai 2003, Fanelli és 

munkatársai 2004, Reverberi és munkatársai 2005, Ponts és munkatársai 

2006, 2007, Reverberi és munkatársai 2010a, 2010b). Az A. nidulans 

genomjában több mint 60 szekunder metabolit génklaszter található (Inglis 

és munkatársai 2013). Csak néhány esetben ismert a klaszterhez tartozó 

termék, a legtöbb klaszter termékét azonban eddig még nem azonosították, 

így e klaszterek működése csak transzkripciós szinten vizsgálható.  

 Kísérleteinkben 5 szekunder metabolit génklaszter indukcióját 

figyeltük meg az MSB, a tBOOH, illetve a diamid által okozott oxidatív 

stressz alatt (AN7884 klaszter, dba-F9775 hibrid klaszter 2, AN1680 

klaszter, AN6236 klaszter és AN10486 klaszter). A stressz azonban 

nemcsak indukált, de represszált is szekunder metabolit génklasztereket (eas 

klaszter, AN2924 klaszter, wA klaszter, AN12331/AN7838 klaszter, mic 

klaszter és “No PKS/NRPS backbone” 4 klaszter). Az indukció, illetve a 

represszió a szekunder metabolit kulcsgének és klasztergének felét, a 

klaszterek mintegy ötödét érintette. Összességében elmondható, hogy az 

(oxidatív) stressz hatással volt a szekunder metabolit klaszterek 

transzkripciójára, de e hatás klaszter-specifikus: egyes klaszterekre az 

indukció, más klaszterekre a represszió volt jellemző és a klaszterek 

jelentős része nem reagált az adott kezelésre. Ez egyben azt is jelenti, hogy 

azok a stratégiák, amelyek a szekunder anyagcsere stressz-függő 

szabályozottságát használják ki a mikotoxin termelés visszaszorítására (pl. 

antioxidáns anyagok alkalmazása; Torres és munkatársai 2003) hatékonyak 

lehetnek egy, vagy több mikotoxin esetében is, de új, eddig nem ismert 
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hatású szekunder metabolitok képződését segíthetik elő. E nem kívánt hatás 

meglétét érdemes lehet minden új módszer kidolgozásánál ellenőrizni. 

 Az atfA gén deléciója jelentős változást okozott a szekunder 

anyagcserében. Stressz mentes körülmények között az atfA gén hiánya 4 

klaszter (monodiktifenon, pkf, ivo klaszterek és a benzaldehid-F9775 hibrid 

klaszter 1) transzkripcióját indukálta. A fentiek alapján az AtfA – más 

fajokhoz hasonlóan (Temme és munkatársai 2012, Van Nguyen és 

munkatársai 2013) – az A. nidulans gombában is befolyásolja nemcsak az 

oxidatív stressz toleranciát, de a szekunder anyagcserét is. Feltételezhető, 

hogy az AtfA ebben az esetben sem közvetlenül szabályozza a szekunder 

metabolit klaszterek aktivitását, hanem közvetett módon, pl. a szekunder 

anyagcserét globálisan szabályozó RsmA (Shaaban és munkatársai 2010, 

Yin és munkatársai 2013) transzkripciós faktorra gyakorolt hatásán 

keresztül hat. Az atfA deléciója önmagában, vagy oxidatív stresszel 

kombinálva alkalmas lehet alvó („cryptic”) szekunder metabolit klaszterek 

aktiválására.  

 

Az Aspergillus nidulans szénéhezésre adott stresszválaszának 
vizsgálata 
 

Vizsgálatainkban klasszikus mikrobiális fiziológiai megközelítést 

alkalmaztunk: A szénéhező A. nidulans tenyészetek fermentlevéből 

oszlopkromatográfia segítségével egy glükanázt és egy γGT-t izoláltunk, 

majd azonosítottuk a fehérjét kódoló gént. Az enzimek lehetséges funkcióit 

a megfelelő deléciós törzsek vizsgálatával, illetve a tisztított enzimek 

jellemzésével próbáltuk kideríteni. A transzkriptom szénéhezésre 
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bekövetkezett változásának detektálásával nyert adatok, illetve az azokból 

kialakított átfogó kép igen hasznos segítséget nyújtott eredményeink 

értelmezésében.  

 

A szénéhezés hatása a transzkriptomra 
 

 Kísérletünkben az A. nidulans FGSC A26 törzs szénéhező 

tenyészeteinek transzkriptomát hasonlítottuk össze a glükózon növekvő 

tenyészetek transzkriptomával. A transzkripciós változásokat 99 gén 

esetében RT-qPCR-rel is megvizsgáltuk; a Pearson-féle korrelációs 

koefficiens értéke 0,78 volt. A transzkriptomban bekövetkező változások 

alapján a szénéhezésre adott stresszválasz legfontosabb elemei az alábbiak 

voltak: 

1) A sejtfalszintézis – sejtfallebontás egyensúlya a lebontás irányába 

tolódott el. 

Számos, a sejtfal bioszintézisben potenciálisan résztvevő gén represszióját 

figyeltük meg, ezzel párhuzamosan a sejtfal lebontásában közreműködő, 

illetve potenciálisan közreműködő gének indukálódtak. A sejtfal 

lebontásában közreműködő gének mellett a glükózamin-6-foszfát izomeráz, 

illetve az N-acetil-glükózamin-6-foszfát deacetiláz génjei (AN1418 és 

AN1428) illetve számos nagy affinitású glükóz transzporter génje (mstA, 

mstC és hxtA) is indukálódott. E transzkripciós változások azt sugallják, 

hogy a sejtek nemcsak lebontják az elhalt sejtek sejtfalát (Emri és 

munkatársai 2008, van Munster és munkatársai 2016), de fel is használják 

az így nyert monomereket.  

2) Programozott sejthalálban fontos gének indukálódtak.  
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Kísérletünkben 5 autofágiához köthető gén (AN2876, AN5174, tipA, 

AN4601 és AN7428) indukcióját figyeltük meg (Pollack és munkatársai 

2009). E gének indukciója arra utal, hogy a makroautofágia aktiválása már a 

szénéhezésre adott korai stresszválasznak is a része és nemcsak a hosszan 

éhező tenyészetek sajátossága (Kikuma és munkatársai 2006, Kim és 

munkatársai 2011, Nitsche és munkatársai 2013, Pinar és munkatársai 

2013). Az A. nidulans apoptózisában közreműködő gének (aifA, casA, 

pyrpA) azonban nem indukálódtak.  

3) A szén és nitrogén anyagcserében az egyensúly a glükóztól eltérő 

potenciális energiaforrások katabolizmusa felé tolódott el. 

A glikolízis, oxidatív pentóz-foszfát út, citromsav ciklus és légzés 

meghatározó génjei represszálódtak. Nukleáz, proteináz, lipáz, di-, oligo- és 

poliszacharid hidrolizáló enzim gének, valamint az aminosav, nukleotid és 

lipid anyagcserében érintett katabolikus gének indukálódtak. 

4) A fehérje szekrécióban fontos gének indukálódtak.  

Kísérletünkben 50, fehérjeszintézishez köthető gén indukciót mutatott és 

csak 16 represszálódott. Az indukálódott gének egy jelentős része az ER-

hez köthető és a fehérje szekrécióban vesz részt. A fenti változások 

feltehetőleg arra utalnak, hogy bár a szénéhezéssel párhuzamosan leáll a 

növekedéshez köthető nagy volumenű fehérjeszintézis, a szénéhezést kísérő 

intenzív fehérje szekréció miatt nincs lehetőség a fehérjeszintézisben részt 

vevő gének olyan nagy számban történő represszálására, mint amit az 

oxidatív stressz kapcsán korábban megfigyeltünk.  
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EngA β-1,3-endoglükanáz és szerepe a szénéhezésre adott stresszválaszban 
 

 Az A. nidulans FGSC A26 törzs szénéhező tenyészeteiből 

kromatofókuszálás segítségével megtisztítottunk egy laminarináz (β-1,3-

glükanáz) aktivitást mutató fehérjét (EngA). A tripszines emésztést követő 

MALD-TOF analízis alapján a fehérje az AN0472 gén terméke volt. Az 

enzim sem β-1,4-glükanáz (karboximetil-celullóz szubsztráttal), sem β-

glükozidáz (p-nitrofenil-β-D-glükóz szubsztráttal) aktivitást nem mutatott; 

pH optimuma 6,5-nek adódott, de jelentős aktivitással és stabilitással 

rendelkezett a 6,5-8,5 pH tartományban. Mindezek alapján az EngA jelentős 

β-1,3-endoglükanáz aktivitást képes kifejteni a szénéhező tenyészetekre 

jellemző lúgos pH-n is (Pusztahelyi és munkatársai 1997, Emri és 

munkatársai 2004a).  

 Az engA gén deléciója gátolta a fonalak darabolódását, valamint a 

szárazanyag tartalom csökkenését is, hasonlóan ahhoz, amit korábban a 

∆chiB törzsnél tapasztaltunk (Pócsi és munkatársai 2009). A ∆engA∆chiB 

duplamutáns viselkedése nem tért el érdemben a ∆engA vagy a ∆chiB 

törzsétől. Mindezek alapján elmondható, hogy a ChiB edokitináz és az 

EngA β-1,3-endoglükanáz egyaránt szükséges a szénéhező tenyészetek 

ASD-jához.  

Felületi kultúrákban a ∆chiB∆engA duplamutáció nem befolyásolta 

érdemben a tenyészetek növekedését. Azaz, az ASD – szemben a 

makroautofágiával (Kikuma és munkatársai 2006, Nitsche és munkatársai 

2013, Richie és munkatársai 2007) – nem segíti (kimutatható mértékben) a 

telep radiális irányban való terjeszkedését a telep középső részeinek 

újrahasznosításakor felszabaduló tápanyagokkal. Kis glükóz koncentrációk 
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esetén a ∆chiB∆engA duplamutáció szignifikánsan csökkentette a termelt 

konidiumok mennyiségét; a ChiB és EngA fehérjék hiánya ugyanakkor 

érdemben nem befolyásolta a tenyészetek viselkedését kedvező 

tápanyagellátottság mellett. Azaz, valóban van funkcionális kapcsolat a 

konidiogenezis és az ASD között: Az ASD tápanyagokkal segítheti a 

konidiofórok működését és ezen keresztül növeli a termelt konidiumok 

mennyiségét szénéhező tenyészetekben.  

Az A. nidulans gombában a melanin termelést – többek között – a 

szénéhezés is indukálja (van Munster és munkatársai 2016). A melanin 

termelés és a fermentlé kitináz, illetve β-1,3-glükanáz aktivitása között 

szoros pozitív korrelációt találtunk (a Peaarson-féle korrelációs koefficiens 

értéke 0,88 volt). Sőt, a chiB és/vagy az engA gén deléciója gyakorlatilag 

teljesen megszüntette a melanizációt. A tápközeghez adott Trichoderma 

litikáz, amely jelentős β-glükanáz és kitináz (valamint celluláz és proteináz) 

aktivitással rendelkezik, indukálta az egyébként gyenge melanin termelő 

FGSC A4 törzs melanin termelését szénéhező körülmények között és 

növekvő tenyészetekben egyaránt. A tisztított EngA és ChiB enzimekkel 

végzett in vitro vizsgálataink alapján a melanin a ChiB kitináz működését 

gátolta, de nem volt érdemi hatással az EngA β-1,3-glükanáz aktivitására. A 

Trichoderma litikázzal kezelt tenyészetekhez adott melanin – Kuo és 

Alexander (1967) vizsgálataival összhangban – hatékonyan gátolta a hifák 

darabolódását és a pelletek szétesését, azaz az ASD-t. Mindezek alapján úgy 

gondoljuk, hogy a melanin termelést nem közvetlenül a szénéhezés váltja 

ki, hanem a szénéhezés által indukált, ASD-ban részt vevő enzimek 

sejtfalkárosító hatásának a következménye és célja, hogy védelmet nyújtson 

a sejtfalhidrolázokkal szemben. E folyamat része lehet azon 
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mechanizmusoknak, amelyek lehetővé teszik, hogy az ASD valóban csak az 

elhalt sejtek falát bontsa le, megkímélve a melanin termelésre képes, még 

élő sejteket. 

 

A GgtA γ-glutamil transzpeptidáz és jelentősége a szénéhezésre adott 
stresszválaszban 
 

 Szénéhező A. nidulans (FGSC A26) tenyészetek fermentlevéből 

frakcionált amónium-szulfátos kicsapás és ioncsere kromatográfia 

segítségével részlegesen megtisztítottunk egy γGT aktivitást mutató enzimet 

(GgtA). Vizsgálataink alapján a GgtA egy lúgos pH-n aktív, 

extracellulárisan (is) termelődő enzim, amely GSH és az oxidált glutation 

(GSSG) mellett Gln γ-glutamil donort is képes felhasználni és elsődlegesen 

nem hidroláz, hanem transzpeptidáz aktivitással rendelkezik. Az AN10444 

gén (ggtA) deléciója teljes egészében megszüntette a sejtek és a fermentlé 

γGT aktivitását, de nem befolyásolta a szénstressznek kitett tenyészetekben 

a GSH tartalom gyors csökkenését. Több megfigyelés is arra utal, hogy a 

γGT fiziológiai funkciója kapcsolatba hozható az extracelluláris fehérjék 

lebontásával és az extracelluláris proteinázok képződésével: 

1) A GgtA szénstressz alatt termelődött, azaz olyan körülmények között, 

amikor az alternatív energiaforrások (pl. extracelluláris fehérjék) 

hasznosítása kritikus a gomba számára. 

2) Képződését kazein peptonnal indukálni lehetett, de indukáló hatásúnak 

bizonyult a marha szérumalbumin (BSA), az élesztőkivonat, a Glu és a Gln 

is. 
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3) Az extracelluláris proteináz termelés szintén indukálódott szénstressz 

hatására (Szilágyi és munkatársai 2010) és a peptidek jelenléte növelte a 

szekretált proteinázok mennyiségét is (Szilágyi és munkatársai 2010, 2011, 

Spitzmüller és munkatársai 2015), ugyanakkor a proteináz termelést 

befolyásoló számos mutáció (pl. a FadA és GanB jelátviteli útvonalak 

mutációi) a γGT aktivitásokat is megváltoztatta (Molnár és munkatársai 

2004, 2006). 

4) A kleisztotéciumok képződését a ggtA gén, valamint – az extracelluláris 

proteinázokat kódoló –prtA és pepJ gének deléciója egyaránt kedvezőtlenül 

befolyásolta (Spitzmüller és munkatársai 2015, Emri és munkatársai 2018). 

5) Szénéhező körülmények között az A. nidulans tenyészetek redox 

egyensúlya felborul (Emri és munkatársai 2004a, 2004b). Vizsgálataink 

alapján kazein pepton adagolásával a redox egyensúlyvesztés mérsékelhető 

volt, de a kezelés jótékony hatása a ∆ggtA törzsekben szignifikánsan kisebb 

mértékben érvényesült, noha a ggtA gén deléciója önmagában nem 

befolyásolta a szénéhező tenyészetek redox homeosztázisát. 

 

Az Aspergillus pachycristatus echinocandin toleranciája 
 

Kísérleteinkben az echinocandin termelő A. pachycristatus ATCC 

58397 törzs („A. nidulans var. roseus”) 24 °C-on („ECB termelő 

körülmények”), illetve 37 °C-on („ECB nem termelő körülmények”) 

mutatott viselkedését, illetve az ATCC 58394 törzs és az echinocandinokat 

nem termelő és echinocandinokra érzékeny A. nidulans (FGSC A4 törzs) 

tulajdonságait hasonlítottuk össze.  
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Meglepő módon az A. pachycristatus ECB-re és caspofunginra 

nézve is érzékenynek, az A. nidulansnál 5-ször érzékenyebbnek bizonyult 

37 °C-on a mikrodilúciós kísérletekben.  

 
2. ábra Az ECB hatása az A. pachycristatus ATCC 58397 (A) és az A. nidulans 
FGSC A4 (B és C) növekedésére felületi kultúrákban  
A tenyészeteket 3 napig inkubáltuk 37 °C-on nitrátos tápagaron, majd a telep 
szélétől 1 cm-re fúrt lyukakba metanolt (bal oldali lyukak), illetve metanolban oldott 
ECB-t (5 mg; jobb oldali lyukak) adtunk. A fehér nyilak a telep ECB kezelés előtti 
sugarát mutatják. A fotók a leoltást követő 5. napon készültek. A C ábrán szereplő 
tápagar már a leoltáskor is tartalmazott 25 µg/ml ECB-t. 
 

Az ECB felületi kultúrákban (37 °C-on) is hatásosan gátolta a már kinőtt 

micélium növekedését mindkét fajnál (2. ábra). A gátlási zóna alakja jól 

mutatja a paradox effektus (Wiederhold 2009) meglétét az A. pachycristatus 

esetében: Az ECB a lyuktól távolabb (kis koncentrációban) már gátolta a 

gomba növekedését, de növekedés még a lyukhoz közel (nagy ECB 

koncentrációnál) is megfigyelhető volt, ami egyenes telepszél kialakulását 

eredményezte (2A ábra) szemben a várt homorútól (2B ábra). Az A. 

nidulans esetében paradox effektusra utaló növekedést csak abban az 

esetben tapasztaltunk, ha a gombát előkezeltük szubletális koncentrációjú 

ECB-vel (2C ábra). A fentiek alapján az A. pachycristatus nem rendelkezik 

veleszületett echinocandin rezisztenciával sok más Aspergillus fajhoz 
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hasonlóan (Imhof és munkatársai 2003, Antachopoulos és munkatársai 

2008), ami az A. pachycristatus echinocandin termelése miatt meglepő 

(Boeck és Kastner 1981). Az echinocandin rezisztencia növelése fontos 

része lehet az ipari törzsfejlesztő munkának. 

A β-1,3-glükánszintáz mindkét faj esetében hasonló mértékben 

volt gátolható ECB-vel összhangban a törzsek echinocandin 

érzékenységével. Az A. pachycristatus esetében azonban kisebb β-1,3-

glükánszintáz aktivitásokat mértünk, mint az A. nidulansnál, ami 

magyarázhatja az echinocandin érzékenységben tapasztalt különbségeket. A 

sejtfalszintézisben potenciálisan résztvevő néhány gén relatív 

transzkripcióját megvizsgálva azt tapasztaltuk, hogy ECB termelés alatt 

több, potenciálisan kitin szintázt kódoló gén (chsA, chsB, csmB ortológok), 

illetve egy kitin szintézist szabályozó fehérje génje (az AN8710 ortológja) 

is indukálódott az ATCC 58397 törzsben. A fenti gének – a csmB 

kivételével – ECB kezelés hatására is indukálódtak ECB-t nem termelő 

tenyészetekben. Az fksA gén (feltételezett β-1,3-glükán szintáz gén) 

transzkripciójában nem tapasztaltunk változást, noha a specifikus β-1,3-

glükán szintáz aktivitások megnőttek ECB termelő körülmények között.  

 Az A. nidulans sejtfalának kitin és glükán tartalmára a tenyésztési 

hőmérséklet nem volt érdemi hatással; sejtfalösszetétele hasonló volt a 37 

°C-on tenyésztett A. pachycristatuséhoz. Az A. pachycristatus 

sejtfalösszetételét a tenyésztési hőmérséklet ugyanakkor jelentősen 

befolyásolta: ECB termelő hőmérsékleten (24 °C) a sejtfal β-glükán 

tartalma csökkent, míg kitin tartalma növekedett a 37 °C-os tenyészetekben 

mért értékekhez képest. Azaz, a kitin szintézisben potenciálisan résztvevő 

gének transzkripciós változásai jól korreláltak a sejtfalösszetétel 
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változásával. Az általunk gyűjtött adatok azt sugallják, hogy a sok más 

fajnál is megfigyelt „compensatory chitin biosynthesis” (Fortwendel és 

munkatársai 2010, Walker és munkatársai 2012, Ries és munkatársai 2017) 

lényeges eleme az A. pachycristatus túlélésének ECB termelő körülmények 

között. E mellett a lassú növekedéssel járó csökkent sejtfalszintézis igény 

(Boeck és Kastner 1981, Tóth és munkatársai 2011), illetve a 

megnövekedett β-1,3-glükán szintáz aktivitás szintén előnyös lehet. Az 

echinocandinokra kevésbé érzékeny β-1,3-glükán szintáz termelése azonban 

nem része a gomba védelmi rendszerének. E vonatkozásokban az A. 

pachycristatus viselkedése az echinocandinokat nem termelő A. 

fumigatuséra hasonlít (Kurtz és munkatársai 1994, Bowman és munkatársai 

2002, Verwer és munkatársai 2012, Altwasser és munkatársai 2015). Az A. 

pachycristatus és az A. fumigatus echinocandinokara adott 

stresszválaszainak összehasonlító vizsgálata ezért hozzásegíthet a humán 

patogén Aspergillus fajok echinocandin kezelés alatti viselkedésének 

alaposabb megismeréséhez is a jövőben. 

A paradox effektus klinikai jelentősége a mai napig vitatott 

(Wiederhold 2009, Steinbach és munkatársai 2015, Loiko és Wagener 

2017). A 2. ábrán bemutatott eredmények (miszerint ha az A. nidulanst 

előzetesen szubletális koncentrációjú ECB jelenlétében tenyésztjük, 

kiváltható a paradox effektus, az ECB-vel nem előkezelt tenyészetekben 

azonban nem) megerősítik azon elképzeléseket, hogy a paradox effektus 

hátterében az echinocandin stresszhez való sikeres adaptáció állhat 

(Steinbach és munkatársai 2015). Vizsgálataink ugyanakkor arra is utalnak, 

hogy a nem megfelelő dozírozás (az echinocandinok szubletális 

koncentrációban történő alkalmazása, majd a koncentráció növelése) 
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nemcsak a rezisztencia kialakulásának, de a paradox effektus 

indukálódásának nagyobb kockázata miatt is növelheti a terápiás kudarc 

esélyét.  

 

Az Aspergillus fumigatus stressz toleranciájának vizsgálata 

 

 Vizsgálataink első felében adatbázisok – 18 Aspergillus faj genom 

adatai (de Vries és munkatársai 2017; Aspergillus Genome Database), 17 

Aspergillus faj stressz tolerancia adatai (Orosz és munkatársai 2018; Fungal 

Stress Database) és a gomba stresszgének adatai (Karányi és munkatársai 

2013; Fungal Stress Response Database) – segítségével próbáltunk 

kapcsolatot találni a genomban jelenlévő stresszgének kópiaszáma és az 

adott gombafaj strssztoleranciája között. Többek között arra voltunk 

kíváncsiak, hogy az A. fumigatus stresszgén készlete eltér-e a közeli rokon, 

de kevésbé patogén fajokétól. Vizsgálataink második felében RNS 

szekvenálás segítségével azt tanulmányoztuk, hogy hogyan alkalmazkodik 

az A. fumigatus egy komplex (vaséhezéssel kombinált oxidatív stressz) 

stresszhelyzethez.  

 

Stresszgének előfordulása Aspergillus fajok genomjában 

 

 A Fungal Stress Response Database adatainak a felhasználásával a 

stresszfehérjék három csoportját hoztuk létre: 1) A S. cerevisiaeben és 

legalább még egy gombafajban kísérletesen is igazolt funkciójú stressz 

fehérjék. 2) A S. pombeban és legalább még egy gombafajban kísérletesen 

is igazolt funkciójú stressz fehérjék. 3) Az A. nidulansban kísérletesen is 
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igazolt funkciójú stressz fehérjék (függetlenül attól, hogy más gombafajban 

igazolt a fehérje stresszválaszban betöltött szerepe vagy sem). 

Meghatároztuk ezen stresszfehérjék ortológjainak számát az alábbi 18 

Aspergillus fajban: A. niger, A. luchuensis, A. kawachii, A. tubingensis, A. 

brasiliensis, A. 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. Végeredményként három táblázatot kaptunk, melyeket 

a továbbiakban S. cerevisiae, S. pombe és A. nidulans modellnek nevezek. 

Annak érdekében, hogy a három modell stresszfehérjéi (ortológ fehérjék 

száma) alapján jellemezhessük az Aspergillus fajokat, elvégeztük a 18 faj 

klaszterezését, illetve sokdimenziós skálázását (MDS). A Fungal Stress 

Database-ben (Orosz és munkatársai 2018) szereplő stressz tolerancia 

adatok felhasználásával szintén elvégeztük ezen Aspergillus fajok 

klaszterezését és MDS-át. A kapott dendrogramokat egymással és a vizsgált 

fajok filogenetikai fájával is egybevetettük. A Mantel teszt eredményei (3 

ábra) alapján a S. cerevisiae és az A. nidulans modellek jól korreláltak a 

filogenetikai törzsfával és egymással is. A S. pombe modell, bár jó 

korrelációt mutatott az S. cerevisiae modellel, csak gyengén korrelált a 

filogenetikai fával. A három modell közül egyik sem mutatott szignifikáns 

korrelációt a stressz tolerancia adatokkal. 
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3. ábra Mantel-féle korrelációs koefficiens értékek. 
A páronkénti Mantel tesztben az alábbi távolságmátrixok lettek összehasonlítva: A 
vizsgált Aspergillus fajokra a S. cerevisiae, a S. pombe és az A. nidulans 
modellekben szereplő fehérjék ortológjainak száma alapján számolt Manhattan 
távolságmátrixok, (az A. kawachii és az A. zonatus – fiziológiai adatok hiányában - 
ki lett hagyva az elemzésből), ugyanezen fajok normalizált stressz tolerancia 
adataiból számolt Manhattan távolságmátrix („stressz”), és az ugyanezen Aspergillus 
fajok filogenetikai fájához tartozó kofenetikus távolságmátrix („filogenetika”). A 
Mantel tesztet az R programcsomag „ade4” függvényével végeztük el (Emri és 
munkatársai 2018b).  

 

Megvizsgáltuk az egyes stresszfehérjéket külön-külön is. A 

Spearman-féle korrelációs koefficiensek értéke alapján a fehérjék túlnyomó 

többsége (ortológjainak száma) nem mutatott érdemi korrelációt egyik 

stressz tolerancia adatsorral sem. Az említésre méltó kivételek (ahol pozitív 

korreláció találtunk) az alábbiak voltak: Ftr1 (nagy affinitású vas permeáz; 

A. nidulans 

stressz 

S. pombe 

S. cerevisiae 

filogenetika 
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S. cerevisiae modell) – szorbitol és H2O2 stressz (korrelációs koefficiens > 

0,6); Fet3 (ferro ion-O2-oxidoreduktáz; S. cerevisiae modell) – H2O2 stressz 

(korrelációs koefficiens > 0,67); Gpp1 (glicerin-3-foszfát foszfatáz; S. 

cerevisiae modell) – Kongó vörös stressz (korrelációs koefficiens > 0,63); 

Ena1 (P-típusú ATPáz Na-pumpa; S. cerevisiae modell) – CdCl2 stressz 

(korrelációs koefficiens > 0,66); Dis2 (szerin/treonin protein foszfatáz 1; S. 

pombe modell) – Kongó vörös stressz (korrelációs koefficiens > 0,54); 

MpkC (feltételezett HogA-szerű MAPK; A. nidulans modell) – Kongó 

vörös és szorbitol stressz (korrelációs koefficiens > 0,53); CatB (kataláz; A. 

nidulans modell) – szorbitol, valamint a Kongó vörös stressz (korrelációs 

koefficiens > 0,57); NikA (feltételezett hisztidin-specifikus protein kinase; 

A. nidulans modell) – H2O2 stressz (korrelációs koefficiens > 0,53). 

A S. cerevisiae, illetve az A. nidulans modellek és a filogenetikai 

törzsfa közötti Mantel korreláció (3. ábra), valamint a fent említett fehérjék 

ortológjainak száma és egyes stressz tolerancia adatsorok közötti pozitív 

Spearman korreláció alapján úgy gondoljuk, hogy a stresszgének 

kópiaszámában bekövetkező változások fontos részét képezik az 

Aspergillus fajok stresszhez való adaptációjának és ezen keresztül 

evolúciójának. Hasonló következtetésre jutottak Zhang és munkatársai 

(2016) is, akik a Drechmeria coniospora (a Nematodák többé-kevésbé 

obligátnak mondható endoparazitája) stresszgén készletében bekövetkezett 

változásokat vizsgálták, de a laboratóriumi evolúciós kísérletek eredményei 

is arra utalnak, hogy a kópiaszám változás fontos eleme lehet a stresszhez 

való adaptációnak (Gresham és munkatársai 2008). Az azonban meglepő, 

hogy a stresszgének kópiaszáma és a vizsgált Aspergillus fajok stressz 

toleranciája között érdemi kapcsolat csak egy-egy fehérje esetében volt, 
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azaz a stresszgének kópiaszámából egy-egy faj filogenetikai rokonsági 

kapcsolataira pontosabban lehet következtetni, mint stressz toleranciájára. 

Ennek hátterében feltehetőleg az áll, hogy a stressz toleranciát a 

stresszgének kópiaszám változásán kívül más folyamatok (pl. a 

stresszfehérjék aktivitásának megváltozása, a stresszgének aktivitásának, 

szabályozásának módosulása) is érdemben befolyásolják.  

Az A. fumigatus és az A. fischerii bár filogenetikailag közel állnak 

egymáshoz, stressz toleranciájukban nagy eltérések tapasztalhatóak, ami 

magyarázhatja a két faj patogenitásában megmutatkozó eltéréseket is 

(Lamoth 2016). Vizsgálataink alapján azonban az eltérő stressz 

toleranciájuk hátterében nem a stresszgén készletük eltérő összetétele állt. 

Eredményeink azt az elképzelést erősítik miszerint az Aspergillus fajok 

számára egy immunkomprimált emberi szervezetben való növekedés nem 

szükségszerűen igényel speciális géneket. Egy „átlagos” Aspergillus 

stresszgén készlet is alkalmas lehet erre, amennyiben e fehérjék aktivitása, 

stabilitása és nem utolsó sorban szabályozása megfelelő. 

 

Az Aspergillus fumigatus kombinatórikus stresszválasza 

 

 Kísérleteinkben négyféle tenyészet transzkriptomát határoztuk meg 

RNS szekvenálás segítségével: 1. Oxidatív stressznek kitett (3 mM H2O2-

dal kezelt, 1 h) tenyészetek (+Fe/+H2O2). 2. Vaséhező tenyészetek (-Fe/-

H2O2). 3. Oxidatív stressznek kitett (3 mM H2O2-dal kezelt) vaséhező 

tenyészetek (-Fe/+H2O2). 4. Kontroll tenyészetek (+Fe/-H2O2). A 

transzkriptom változásai jól korreláltak az RT-qPCR-rel mért transzkripciós 

változásokkal (26 gén, a Pearson-féle korrelációs koefficiens értéke: 0,71-
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0,94) és a vashiányos tenyészetek esetében a proteom változásaival is 

(Kurucz és munkatársai 2018b).  

 Géncsoport dúsulási vizsgálatok alapján vaséhezés hatására, az 

irodalmi adatokkal összhangban (Schrettl és munkatársai 2008, 2010, Haas 

2012), indukálódtak a sziderofór anyagcserében érintett gének, ami együtt 

járt a transzláció valamint számos vas-függő folyamat (pl. FeS klaszter kötő 

fehérjék, hem tartalmú fehérjék, légzés, citromsav ciklus) génjeinek 

repressziójával. Jelentős változások következtek be a szekunder 

anyagcserében is: a sziderofórok bioszintéziséért felelős klaszteren kívül 

további 4 génklaszter indukálódott, míg 10 klaszter repressziót mutatott.  

Érdekes módon a hem, illetve a FeS klaszterek bioszintézisében 

résztvevő gének nem dúsultak fel a represszálódott gének csoportjában 

vaséhezés alatt. Sőt, a szkvalén→ergoszterin bioszintézis útvonal génjeinek 

egy jelentős része indukálódott, beleértve a vas-függő enzimet kódoló 

erg3A, erg3B, erg25A és erg25B géneket is. Megfigyeléseink arra utalnak, 

hogy bár vaséhezés alatt általában megfigyelhető a vasigényes folyamatok 

gátlása (Schrettl és munkatársai 2008, 2010, Haas 2012), ez nem jelenti 

automatikusan az összes vastartalmú fehérje képződésének visszaszorulását, 

vagy az összes vas-függő folyamat teljes gátlását. Sokkal inkább arról van 

szó, hogy a rendelkezésre álló vasat igyekszik a sejt a túlélése 

szempontjából a lehető legelőnyösebben szétosztani a vasigényes 

folyamatok között, amibe a vas felhasználáshoz köthető sok gén 

repressziója mellett akár vas felhasználáshoz köthető gének indukciója is 

beletartozik.  

 A kísérleteinkben alkalmazott oxidatív stresszkezelés (3 mM H2O2; 

1 h) a kontroll tenyészetek transzkriptomában (és proteomában is; Kurucz 
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és munkatársai 2018b) csak viszonylag kis stresszválaszt generált. A 

transzkriptomikai adatok alapján megváltozott a szekunder anyagcsere, 

valamint a vas transzportban fontos gének represszálódtak, de nem 

tapasztaltunk érdemi változást többek között az antioxidáns enzimek 

transzkripciós adataiban sem. A vaséhező tenyészetek számára ugyanez az 

oxidatív stressz azonban igen komoly kihívást jelentett: Kombinált kezelés 

esetén lényegesen több (közel hétszer annyi) gén indukcióját és 

represszióját figyeltük meg, mint az önmagában alkalmazott peroxid 

kezelést követően. Számos, az oxidatív és hő stresszválaszra jellemző gén 

indukálódott, indukálódtak a DNS repair rendszerek, a fehérjék 

proteoszómális lebontásáért felelős folyamatok és a makroautofágiában 

fontos gének is. Sőt, a DCF teszt is lényegesen nagyobb redox 

egyensúlyvesztést mutatott kombinált kezelés esetén, mint kedvező 

vasellátottságú tenyészetekben. Megfigyeléseink alapján nem meglepő, 

hogy a patogén mikrobák ROS-okal való támadása és egyúttal az 

életfolyamataikhoz szükséges vas elvonása elterjedt stratégia az 

állatvilágban a fertőzések leküzdésében (Nairz és munkatársai 2014, Prüfer 

és munkatársai 2014).  

A kombinált stresszkezelés (-Fe/+H2O2 vs. +Fe/-H2O2) hatása 

nemcsak erősségében, de jellegében is eltért az egyszerű 

stresszkezelésekétől és nem fogható fel a kétféle kezelésre (+Fe/+H2O2 vs. 

+Fe/-H2O2, illetve -Fe/-H2O2 vs. +Fe/-H2O2) adott stresszválasz 

kombinációjaként. A megfigyelt transzkripcionális változások túlnyomó 

többsége csak a kombinált kezelést követően volt detektálható.  

 A transzkriptom változásai alapján az alábbi folyamatok 

segíthették a tenyészeteket, hogy túléljék a kombinált kezelést: 
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1. Vas-független antioxidáns enzimeket (tioredoxin-glutaredoxin rendszer 

enzimei, szuperoxid dizmutázok) kódoló gének indukciója. 

2. A nagy volumenű fehérjeszintézis repressziója – a sejtek vas igényének 

mérséklése. 

3. A vas ionokat biztosító folyamatok (sziderofór anyagcsere mellett a 

reduktív vas asszimilációs útvonal) aktiválódása. 

A fentieken túl jellemző volt egyes vastartalmú fehérjék génjeinek 

indukálódása is. Bár a kombinált stresszkezelés alapvetően represszálta a 

vas-függő folyamatokat (pl. kataláz-peroxidáz gének, légzés, citromsav 

ciklus, ergoszterin szintézis, FeS klaszter fehérjék, hem-tartalmú fehérjék 

génjei), jelentős számban voltak olyan gének is, amelyek indukciót 

mutattak. Összesen 50, vas felhasználáshoz szorosan köthető indukálódott 

gént találtunk kombinált stressznek kitett tenyészetekben, míg vaséhezés 

esetén csak 19, oxidatív stresszt követően pedig alig 5 ilyen típusú gén 

indukálódott. E gének közül külön említést érdemel a 11 FeS klasztert 

tartalmazó fehérje génje, valamint a 6 FeS klaszter bioszintézisben fontos 

gén, hiszen a vaséhezés önmagában e két géncsoport génjei közül egyet sem 

indukált. Fontos megjegyezni, hogy e változások csak a transzkripció 

szintjén lettek megfigyelve, a proteomikai vizsgálatok egyetlen esetben sem 

mutattak ki indukciót (Kurucz és munkatársai 2018b). A FeS klaszter 

fehérjék igen érzékenyek az oxidatív stresszre; oxidatív stressz alatti 

folyamatos újraszintézisük fontos eleme az oxidatív stresszválasznak 

(Rouault és Klausner 1996, Imlay 2006). Vas hiány esetén azonban a 

szintézis komoly nehézségekbe ütközik (Rouault és Klausner 1996, Imlay 

2006). Elképzelhető, hogy a kérdéses gének transzkripcionális aktiválása 

abban segít, hogy a rendelkezésre álló vas hatékonyabban tudjon e 
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vastartalmú fehérjékbe beépülni. Ez azonban nem jelenti szükségszerűen e 

fehérjék mennyiségének a növekedését, de hozzájárulhat ahhoz, hogy 

mennyiségük ne csökkenhessen le túlságosan. A vastartalmú fehérjék 

mennyiségének, illetve a vasfüggő folyamatok aktivitásának legalább egy 

minimális szinten történő biztosítása kulcsfontosságú lehet a vaséhezéssel 

kombinált oxidatív stresszválasznak és akár terápiás célpontként is szóba 

jöhet a jövőben.  

 

Tézispontok 
 

Az A. nidulans különböző stresszorokkal kiváltott oxidatív stresszválaszai a 

gének (transzkriptom) szintjén egyediek, a köztük lévő átfedés mértéke és 

összetétele esetleges, az összehasonlított kezelések típusától és erősségétől 

függ. (Emri és munkatársai 2015) 

Az A. nidulans különböző stresszorokkal kiváltott oxidatív 

stresszválaszaiban a szabályozott biológiai folyamatok (stresszválasz 

elemek) tekintetében abban az esetben is lehetnek jelentős átfedések, ha ez a 

szabályozott gének szintjén nem valósul meg. (Orosz és munkatársai 2017) 

Az atfA deléció transzkriptomra gyakorolt hatásainak nagy része 

megmagyarázható, ha feltételezzük, hogy az AtfA fő feladata a jelátviteli 

hálózat működésének módosítása oxidatív stressz alatt. (Orosz és 

munkatársai 2017) 

Az (oxidatív) stressz az egyes szekunder metabolit génklaszterekre eltérő 

módon hat (az A. nidulans és az A. fumigatus gombák esetében is); a stressz 

típusától és erősségétől függően egyes klaszterek transzkripcióját növelheti, 
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vagy csökkentheti, míg más klaszterek transzkripciójára nincs hatással. 

(Emri és munkatársai 2015; Kurucz és munkatársai 2018b) 

Az atfA gén inaktiválása segítségével egyes szekunder metabolit 

génklaszterek aktivitása (transzkripciós szinten) befolyásolható az A. 

nidulans gombában. (Emri és munkatársai 2015) 

Az AN0472 (engA) gén terméke egy szénéhezés alatt extracellulárisan 

termelődő β-1,3-endoglükanáz; képződéséhez aktív FluG-BrlA jelátviteli 

útvonal szükséges, és ezen enzim nélkülözhetetlen a szénéhező tenyészetek 

autolitikus sejtfaldegradációjához (ASD). (Szilágyi és munkatársai 2010a) 

Szénéhezés alatt az A. nidulans nemcsak lebontja elhalt sejtjeinek sejtfalát, 

de fel is használja az így nyert tápanyagokat, ami segíti a szénéhezés alatti 

konidium termelést; azaz az ASD és a konidiogenezis nemcsak 

szabályozását tekintve, de funkcionálisan is összefüggnek egymással 

(Szilágyi és munkatársai 2013, Emri és munkatársai 2018a) 

A szénéhező A. nidulans tenyészetek melanizációját a sejtfalbontó 

hidrolázok (az EngA β-1,3-glükanáz és a ChiB kitináz) jelenléte váltja ki; a 

melanin termelésnek fontos szerepe van abban, hogy autolízis alatt az élő 

sejtek sejtfala ne károsodjon. (Szilágyi és munkatársai 2012, 2018) 

Az AN10444 gén által kódolt GgtA felelős a szénéhező tenyészetek nagy 

intra- és extracelluláris γGT aktivitásáért; a szénéhező tenyészetekben 

megfigyelhető jelentős GSH tartalom csökkenéshez azonban a GgtA nem 

szükséges. (Spitzmüller és munkatársai 2015a) 
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A GgtA számottevő hidroláz aktivitással nem rendelkezik, lúgos pH-n Gln 

és GSH (mint γ-glutamil donorok), valamint Glu, (mint γ-glutamil akceptor) 

jelenlétében nagy aktivitást mutat. (Spitzmüller és munkatársai 2016) 

Az echinocandin termelő Aspergillus pachycristatus nem rendelkezik 

veleszületett echinocandin rezisztenciával. (Tóth és munkatársai 2012) 

Az Aspergillus pachycristatus echinocandin termelő körülmények között is 

echinocandinokkal gátolható β-1,3-glükán szintázt termel. (Tóth és 

munkatársai 2012) 

Az echinocandin kezelésre indukálódó, „kompenzatórikus kitinszintézis” 

fontos eleme az Aspergillus pachycristatus echinocandin toleranciájának. 

(Tóth és munkatársai 2012) 

Az Aspergillus fajok stresszgén készletének összetétele és filogenetikai 

rendszere között szoros kapcsolat van. Ez alapján a stresszgének 

kópiaszámában bekövetkező változások fontos részét képezik e fajok 

stresszhez való adaptációjának és ezen keresztül evolúciójának. (Emri és 

munkatársai 2018b)  

Az Aspergillus fajok stresszgén készletének összetétele és 

stressztoleranciája között nincs szoros kapcsolat. Ez arra utal, hogy a 

stressztoleranciát a stresszgének kópiaszám változásán kívül más 

folyamatok (pl. a stresszgének szabályozása) érdemben befolyásolják. 

(Emri és munkatársai 2018b) 

Az Aspergillus fumigatus patogenitása nem magyarázható stresszgén 

készletének (eddig feltárt génjei) egyedi összetételével. (Emri és 

munkatársai 2018b) 
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A vashiány megnöveli az A. fumigatus oxidatív stresszel szemben mutatott 

érzékenységét. (Kurucz és munkatársai 2018b) 

Az A. fumigatus vaséhezéssel kombinált oxidatív stresszre adott 

stresszválasza nem írható le a vaséhezésre, illetve az oxidatív stresszre adott 

stresszválaszok egyszerű kombinációjaként, mind erősségében, mind 

jellegében eltér azoktól. (Kurucz és munkatársai 2018b) 

A vasfelhasználás mérséklését célzó változások mellett egyes vastartalmú 

fehérjéket kódoló gének, illetve vasigényes folyamatokban résztvevő gének 

transzkripciójának indukálása szintén jellemző eleme – és egyben 

potenciális gyenge pontja – a vaséhezésre és különösen a vaséhezéssel 

kombinált oxidatív stresszre adott stresszválasznak. (Kurucz és munkatársai 

2018b) 

 

Tudománymetriai adatok 

 

Tudományos folyóiratcikkek száma:............................................................85 

Az első, vagy utolsó szerzős tudományos folyóiratcikkek száma:..............41 

Független hivatkozások száma:..................................................................957 

Összesített impakt faktor:........................................................................161,8 

Az első, vagy utolsó szerzős közlemények összesített impakt faktora:....71,2 

Az értekezés alapjául szolgáló első, vagy utolsó szerzős közlemények 

összesített impakt faktora:.....................................................................40,775 

Hirsch index.................................................................................................25 
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