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Bevezetés

A stressz, stresszor ¢és stresszvalasz fogalmakat tobb mint 80 évvel
ezelott a sokak altal ,,az orvosi kutatasok Einsteinje”-ként is emlegetett
Selye Janos alkotta meg (Selye 1936, Szabo és munkatarsai 2012). A stressz
kifejezést ma mar a biologia szamos teriiletén, igy a mikologiaban is
gyakran hasznaljak; tobbnyire egy olyan kiilso hatast értenek rajta, amely
veszélyezteti a gombak tulélését, vagy legalabbis megakadalyozza optimalis
mikodésiiket, csokkenti a fitnesszilket (Hohmann és Mager 2003,
Hallsworth 2018). A gombék stresszvalaszai kutatdsanak lényege, hogy a
sejtek miikodését nem az optimalis (,,stresszmentes”) koriilmények kozott
vizsgéljuk, hanem viselkedésiiknek, biokémiai ¢és jelatviteli haldzataik
szervezddésének lényegét olyan modon probaljuk megragadni, hogy
kimozditjuk Oket idealis életfeltételeik kozil és megvizsgaljuk, hogy
hogyan reagalnak e hatasokra. Ezen kutatasok hozzajarulnak a jelatviteli
halézatok felépitésének ¢és mikodésének megértéséhez, segitenek
megyvildgitani szdmos gén, fehérje, biokémiai folyamat, sejtszervecske
¢élettani jelentOségét és lehet6vé teszik a mikrovilag nagyfoku diverzitasa
mogotti okok mélyebb megértését. A kapott eredmények gyakorlati
szempontbol is érdekesek: hozzdjarulnak ahhoz, hogy megértsik és
kontrollalni tudjuk példaul egy immunkomprimalt beteg szervezetében, egy
fermentorban, vagy éppen a raktarozott élelmiszereinken, takarmanyon,
esetleg a miikincseinken megtelepedd gombak viselkedését.

Dolgozatomban Aspergillus fajok stresszvélaszainak vizsgalataval
kapcsolatos legfontosabb eredményeinket mutatom be. E vizsgalatok az

Aspergillus  nidulans  laboratéoriumi  modell organizmus oxidativ
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stresszvalaszaval és szénéhezésre adott stresszvalaszaval, az echinocandin B
(ECB) termelé Aspergillus pachycristatus (,,Aspergillus nidulans var.
roseus”’) echinocandin tolerancidjaval, illetve a human patogén Aspergillus
fumigatus stresszgén készletének jellemzésével és a vaséhezéssel kombinalt

oxidativ stresszhez vald alkalmazkodasaval kapcsolatosak.

Célkitiizések

1.1 Azonosithatéak-e az oxidativ stresszvalaszra altalanosan jellemz6 gének
az A. nidulansban? Részt vesz-¢ az AtfA transzkripcidos faktor a
szabalyozasukban?

1.2 Milyen AtfA-fiiggé ¢és AtfA-fliggetlen stresszvalasz elemek
figyelhetoek meg oxidativ stressznek kitett 4. nidulans tenyészetekben?

1.3 Hogyan befolyasolja az oxidativ stressz és az AtfA transzkripcios faktor
az A. nidulans szekunder anyagcseréjét?

2.1 Az A. nidulans tenyészetek transzkiptomaban szénéhezés hatasara
végbemend valtozasok azonositdsa; atfogd kép kialakitasa a szénéhezésre
adott stresszvalaszrol.

2.2 Egy szénéhezés alatt szekretalodd gliikanaz izolalasa A. nidulans
tenyészetekbol; a fehérjét kodoldo gén azonositasa, az enzim jellemzése,
fiziologiai  jelent6ségének  (kiilonos  tekintettel az  autolitikus
sejtfaldegradacioban — ASD — betdltott szerepére) megismerése.

2.3 Az ASD ¢s a konidiogenezis kozotti feltételezett kapcsolat (miszerint az
autolitikus sejtfaldegradacié tapanyagokat biztosithat a konidiogenezis
szamara szénéhez6 kortilmények kozott) tesztelése feliileti kulturakban.

2.4 A szénéhezd tenyészetekre jellemz0 melanizacié okainak és fiziologiai

szerepének feltérképezése.
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2.5 Az A. nidulans y-glutamil transzpeptidazanak (yGT) izolalasa, a fehérjét
kodolé gén azonositasa, az enzim jellemzése, fiziologiai jelentdségének
(kiilonos tekintettel a glutation — GSH — anyagcserében betoltott szerepére)
megismerése.

3.1 Rendelkezik-e az echinocandin termelé Aspergillus pachycristatus
ATCC 58397 torzs velesziiletett echinocandin rezisztenciaval?

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

4.1 Megjosolhaté-e egy gombafaj stressz toleranciaja annak ismeretében,
hogy milyen stresszgének fordulnak el6 a genomjaban?

4.2 Hasonlé-e a kozeli rokon fajok stresszgén készlete €s stressz
toleranciaja?

4.3 Eltér-e az A. fumigatus stresszgén készlete a kisebb humdanpatogén
jelentdséggel birod Aspergillus fajokétol?

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

5.2 Megjosolhato-e a kombinalt stressz kezelésekben mutatott stresszvalasz
az egyszerl( stressz kezelésekre adott stresszvalaszok ismeretében?

5.3 Melyek az oxidativ stresszel kombinalt vasé¢hezésre adott stresszvalasz

lehetséges gyenge pontjai?

Eredmények és megbeszélésiik

Az Aspergillus nidulans oxidativ stresszvalasza

DNS chipek segitségével egy A. nidulans AatfA mutans és egy
kontroll torzs oxidativ stresszvalaszat tanulmanyoztuk 0,12 mM menadion

Na-biszulfit (MSB), 5 és 75 mM H,0, (I-H,0; és h-H,0,), 0,8 mM terc-



dc_1574 18

butilhidroperoxid (tBOOH), illetve 1,8 mM diamid jelenlétében. A
transzkripcioban bekdvetkezett valtozasokat mintegy 100 gén esetében RT-
qPCR (reverztranszkriptdz kvantitativ polimeraz lancreakcid) segitségével
is ellendriztiik (a Pearson-féle korrelacios koefficiensek értékei 0,71 és 0,88

kozott voltak).

Az oxidativ stressz hatasa a transzkriptomra

Gasch ¢és munkatarsai (2000) 13 stressznek a Saccharomyces
cerevisiae transzkriptomara gyakorolt hatasat megvizsgalva azt tapasztaltak,
hogy a gének egy része (868 gén) minden esetben indukalédott (283 gén),
vagy minden esetben represszalodott (585 gén) a stresszor tipusatol
fiiggetlentil (,,egylitt szabalyozott” gének). E gének Aaltal kozvetitett
stresszvalaszt nevezték el kornyezeti stresszvalasznak (ESR; Environmental
Stress Response) (Gasch és munkatarsai 2000, Gasch 2003). A
transzkriptom hasonld viselkedését irtdk le a Candida glabrata (752 ESR
gén; Roetzer és munkatarsai 2008) és a Lachancea kluyveri (880 ESR gén;
Brion és munkatarsai 2016) élesztokkel folytatott vizsgalatok alapjan is. A
Schizosaccharomyces pombe esetében ugyanakkor csak 140 (Chen és
munkatarsai 2003), mig a Candida albicans esetében csak 61 (Enjalbert és
munkatarsai 2006) olyan gént talaltak melyek a stressz tipusatol fiiggetlenil
ugyanugy reagaltak a kezelésekre.

Az A. nidulans esetében elmondhatd, hogy a stressz specifikus
gének szama az dsszehasonlitott kezelésektdl fliggetleniil nagy volt, mig az
egylitt szabalyozott gének szama az Osszehasonlitott kezelések szamaval

egyre inkabb csokkent. E tendencidkat az atf4 gén delécidja nem valtoztatta
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meg érdemben. A fentieket jol szemlélteti az 1. 4bra, ahol a hdrom,
egymdashoz leginkdbb hasonld stresszkezelés transzkriptomra gyakorolt
hatdsai vannak Osszefoglalva. A stressz specifikusan szabalyozott gének
szdma mintegy 3-4,4-szerese (kontroll torzs), illetve 2-2,5-szerese (AatfA
mutdns) volt az egyiitt szabdlyozott gének szdmanak. Az 1C abran az is
latszik, hogy bar az egyiitt szabalyozott gének szama hasonl6 volt a kontroll

¢és a muténs torzsben, a két géncsoport kozott jelentds atfedés nem volt.

A Kontroll térzs (1381/1173)! 8 Aatf4 mutins (1173/1083)
MSB (636/653) diamid (493/357)  MSB (546/557) diamid (449/525)

o ) o
EVAVAVATN

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

c Egyiitt szabalyoztt gének* (97/207)
kontroll (79/73) Aatf4 (53/163)

44/44

1. dbra Az MSB, tBOOH ¢s diamid kezelés hatasa az A. nidulans transzkriptomara

' — Az abrikon a DI teszt segitségével (Patel és Lyons-Weiler 2004, Jordan és
munkatarsai 2008) meghatarozott indukalddott/represszalodott gének szama van
feltiintetve (kezelt vs. kezeletlen). D1 > 3 — indukci6 (,,up-regulation”); D1 < -3 —
represszié (,,down-regulation™). > — Egyiitt szabalyozott gének (,co-regulated
genes”) — mindharom kezelésben indukalodott, vagy mindharom kezelésben
represszalodott gének.
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Azaz a deléci6 hatasara bizonyos gének kikeriiltek az egyiitt szabalyozott
gének csoportjabol (6sszesen 88 gén), mig mas gének bekeriiltek ebbe a
csoportba (Osszesen 152 gén). Az a kép, amit az ESR fogalma sugall,
miszerint a stresszvalasznak van egy stresszre specifikus (varidbilis) és egy
stressz tipusatdl fiiggetlen (konzervativ) eleme, az 4. 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.

A transzkriptom valtozasai dltal megjosolhato néhany stresszvalasz elem

A stressz-fliggd génekhez kothetd bioldgiai folyamatok azonositasa
érdekében géncsoport dusuldsi vizsgalatokat (,gene set enrichment
analysis”) végeztiink az MSB, tBOOH ¢és diamid stresszkezelések adatainak
felhasznalasaval. Az egyedi (stressz specifikus) transzkriptom adatokkal
Osszhangban (1. abra), tobb olyan bioldgiai folyamatot is azonositottunk,
amely a harom vizsgalt stresszvalasz koziil csak az egyikre volt jellemz6:

A szuperoxid termeld MSB-vel végzett kezelés hatdsara szamos, az
endoplazmatikus retikulum (ER) miikodéséhez kothetd gén represszalodott,
mig a FeS klaszter fehérjék képzddésében részt vevd gének egy része
indukciot mutatott. A tBOOH kezelés ugyanakkor a peroxiszémak
miikddéséhez kothetd folyamatok (transzkripcionalis szintil)
aktivalodasaval jart egyiitt. Meglep6 modon a sziderofor bioszintézis ut
génjeinek indukalddasa szintén jellemz6 volt a tBOOH indukalt stresszre.

A stresszvalaszok transzkriptom szinten megfigyelt egyedisége

ellenére tobb géncsoport esetében is (pl. riboszémak képzddéséhez
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sziikséges gének ¢és a mitotikus sejtosztodasban kézremiikodd gének
represszioja, valamint az antioxidans gének indukcidja) azt tapasztaltuk,
hogy indukcidjuk, illetve represszidojuk mindhdrom stresszkezelésre
jellemzd volt. Fontos kihangstlyozni azonban, hogy a mindharom kezelés
hatasara indukcidt/repressziot mutaté folyamatok hatterében nem
sziikségszeri, hogy egyiitt szabalyozott gének  alljanak. A
legkarakterisztikusabb példat a riboszéma biogenezis gének képviselik: 114
repressziot mutatd gén koziil csak egy olyan volt, amely mindharom stressz
alatt represszalodott. Azaz, ha a stresszvalaszok transzkriptom szinten

crer

jelent6sebb atfedések.

Az atfA géndelécio hatdsa az A. nidulans oxidativ stresszvalaszaira

Az atfA gén delécidja kdvetkeztében az oxidativ stressznek kitett
tenyészetek transzkriptomaban bekovetkezett valtozasokra a kdvetkezok
voltak jellemzoek:

1) Jelentds volt a kozvetett hatds. AtfA hidnydban igen sok és sokféle
biologiai folyamathoz (pl. FeS klaszter szintézis, ER-Golgi transzport,
citromsav-ciklus, zsirsav metabolizmus, légzés, riboszoma biogenezis,
mitotikus sejtosztodas) kothetd gén aktivitdsa valtozott meg és nagyjabol
azonos aranyban voltak detektalhatoak AtfA-fiiggd indukciot, illetve AtfA-
fliggd repressziot mutatd gének. E valtozasok megmagyarazhatoak, ha
feltételezziik, hogy az AtfA (kozvetleniil, vagy kozvetve) jelatvitelben
fontos gének mikddését (is) befolyasolja. Az AtfA-fiiggd viselkedést

mutatd jelatviteli gének koziil a kétkomponenst szignal transzdukcids
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rendszer elemeit (tcsd, hk-2, hk-8-2, hk-8-3, valamint a phkB és hk-8-6)
érdemes kiemelni, hiszen irodalmi adatok alapjan is elképzelhetd, hogy az
AtfA a kétkomponensli szignal transzdukcios fehérjékre gyakorolt hatdsa
révén jelentésen moduldlja a jelatviteli halozat mikodését és ezen keresztiil
a stresszvalaszokat (Hagiwara és munkatarsai 2009, Miskei és munkatarsai
2009, Pereira Silva és munkatarsai 2017).

2) Jelent6s volt az indirekt hatas. AtfA hianyaban igen sok gén valt stressz-
fiiggdvé, illetve sok stressz-fliggd gén olyan kezelésekben is stressz-fliggést
mutatott, amelyekben AtfA jelenlétében nem. Példaként emlithetd, hogy
Osszesen 704 olyan gén indukalddott, vagy represszalodott a mutdnsban,
amely a kontroll torzsben jelentds transzkripcids valtozast nem mutatott és
mintegy 312 gén a kontroll tdrzsben csak tBOOH hatasara, a Aatf4
mutansban azonban MSB hatasara (is) indukalodott/represszalodott.) E
valtozasok alapjan feltételezheté, hogy az AtfA részt vesz jelatviteli
folyamatok gatlasaban. Ez jelenthet direkt gatlast (az AtfA megakadalyozza
valamely jelatviteli utvonal miikodését), de jelenthet — és feltehetdleg ebbol
van tobb — indirekt gatlast is: AtfA hidnyaban a stresszvalasz nem elég
gyors/adekvat, ami er6sebb  stresszhatashoz, illetve masodlagos
stresszhatasok aktivalodasdhoz €s ezen keresztiil Uj stresszvalasz elemek
aktivalodasahoz vezet.

3) Jelentds volt a stressz specifikus hatas. Az a#f4 gén inaktivalasa eltérd
stressz kezelésekben eltéréd gének mitkodését valtoztatta meg. E valtozasok
megmagyarazhatoak, ha feltételezziik, hogy az AtfA egyiittmiikodik mas
transzkripcidés faktorokkal ¢és/vagy jelatviteli fehérjékkel és bizonyos
géneket csak ezen egylittmiikodés révén tud szabalyozni. Az egyiittmiikodés

lehet direkt fizikai interakcio, azaz egy fehérje-komplex kialakulasara van

10
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sziikség ahhoz, hogy az AtfA hatasa érvényesiiljon, de a kooperacié mas
modon is megvalosulhat. Az, hogy bZIP tipusu transzkripcios faktorok
heterodimert képezve (is) ki tudjék fejteni hatdsukat, régota ismert (Reinke
és munkatarsai 2013) és a gombdk bZIP transzkripcios faktorai is
jellemzoek, beleértve a S. pombe Atfl-ét is (Sanséd és munkatarsai 2008, Vo
és munkatarsai 2016).

A fent emlitett ,kozvetett”, ,indirekt” és ,stressz specifikus”
hatasok természetesen mas transzkripcios faktor-, illetve jelatviteli fehérje
gének inaktivalasa esetén is megfigyelhetdek, és e transzkripcios valtozasok
komoly problémat okoznak a transzkripcids faktor/jelatviteli utvonal altal
kozvetleniil szabalyozott gének azonositasakor. Jelenlétiik, erdsségiik
ugyanakkor igen informativ; azt demonstraljak, hogy a kérdéses fehérje
fontos eleme a jelatviteli hal6zat miikodésének, hianya csak a transzkriptom
jelentds mértékli megvaltozasaval ellenstilyozhat6. Az AtfA feladata
feltehetéleg nem az, hogy egy jol meghatarozott géncsoportot bekapcsoljon
oxidativ stressz alatt és e gének altal kodolt fehérjék megvédjék a sejteket
az oxidativ stressz karos hatasaitol, hanem inkabb az, hogy modulalja a
jelatviteli halozat miikodését stressz alatt és ezaltal lehetdvé tegye az adott

stresszben legelonydsebb stresszvalasz kialakuldsat.

Az oxidativ stressz és az atfA delécio hatdsa a szekunder anyagcserére

Az oxidativ stressz szamos mikotoxin képzddését befolyasolja
(,,oxidative stress theory of mycotoxin biosynthesis”; Reverberi és
munkatarsai 2010a). A legtobb esetben azt mutattak ki, hogy az oxidativ

stressz indukélja a mikotoxin termelést, mig a gomba antioxidans

11
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aktivitasanak ndvelése vagy antioxidans molekuldk adagoldsa gatolja azt
(Beekrum ¢és munkatarsai 2003, Torres és munkatarsai 2003, Fanelli és
munkatarsai 2004, Reverberi és munkatarsai 2005, Ponts és munkatarsai
2006, 2007, Reverberi és munkatarsai 2010a, 2010b). Az A. nidulans
genomjaban tobb mint 60 szekunder metabolit génklaszter talalhaté (Inglis
és munkatarsai 2013). Csak néhany esetben ismert a klaszterhez tartozo
termék, a legtobb klaszter termékét azonban eddig még nem azonositottak,
igy e klaszterek miikddése csak transzkripcios szinten vizsgalhato.
Kisérleteinkben 5 szekunder metabolit génklaszter indukciojat
figyeltiik meg az MSB, a tBOOH, illetve a diamid altal okozott oxidativ
stressz alatt (AN7884 klaszter, dba-F9775 hibrid klaszter 2, AN1680
klaszter, AN6236 klaszter és AN10486 klaszter). A stressz azonban
nemcsak indukalt, de represszalt is szekunder metabolit génklasztereket (eas
klaszter, AN2924 klaszter, wA klaszter, AN12331/AN7838 klaszter, mic
klaszter és “No PKS/NRPS backbone” 4 klaszter). Az indukcio, illetve a
represszio a szekunder metabolit kulcsgének és klasztergének felét, a
klaszterek mintegy 6todét érintette. Osszességében elmondhato, hogy az
(oxidativ) stressz hatdssal volt a szekunder metabolit klaszterek
transzkripcidjara, de e hatds klaszter-specifikus: egyes klaszterekre az
indukcio, mas klaszterekre a represszid volt jellemzé és a klaszterek
jelentds része nem reagalt az adott kezelésre. Ez egyben azt is jelenti, hogy
azok a stratégiak, amelyek a szekunder anyagcsere stressz-fliggd
szabalyozottsagat hasznaljak ki a mikotoxin termelés visszaszoritasara (pl.
antioxidans anyagok alkalmazasa; Torres és munkatarsai 2003) hatékonyak

lehetnek egy, vagy tobb mikotoxin esetében is, de 1j, eddig nem ismert

12
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hatasu szekunder metabolitok képzodését segithetik elé. E nem kivant hatas
meglétét érdemes lehet minden j modszer kidolgozasanal ellendrizni.

Az atfA gén delécidja jelentds valtozast okozott a szekunder
anyagcserében. Stressz mentes koriilmények kozott az atf4 gén hidnya 4
klaszter (monodiktifenon, pkf, ivo klaszterek és a benzaldehid-F9775 hibrid
klaszter 1) transzkripcidjat indukalta. A fentiek alapjan az AtfA — mas
fajokhoz hasonléan (Temme ¢és munkatarsai 2012, Van Nguyen és
munkatarsai 2013) — az A. nidulans gombaban is befolyasolja nemcsak az
oxidativ stressz toleranciat, de a szekunder anyagcserét is. Feltételezheto,
hogy az AtfA ebben az esetben sem kozvetleniil szabalyozza a szekunder
metabolit klaszterek aktivitasat, hanem kozvetett modon, pl. a szekunder
anyagcserét globalisan szabdlyozé RsmA (Shaaban és munkatérsai 2010,
Yin ¢és munkatarsai 2013) transzkripcidés faktorra gyakorolt hatasan
keresztiil hat. Az a#f4 delécidja Onmagaban, vagy oxidativ stresszel
kombinalva alkalmas lehet alvo (,,cryptic”) szekunder metabolit klaszterek

aktivalasara.

Az Aspergillus nidulans szénéhezésre adott stresszvalaszanak
vizsgalata

Vizsgélatainkban klasszikus mikrobialis fiziologiai megkozelitést
alkalmaztunk: A szénéhez0 A. nidulans tenyészetek fermentlevébdl
oszlopkromatografia segitségével egy gliikkanazt és egy yGT-t izolaltunk,
majd azonositottuk a fehérjét kodold gént. Az enzimek lehetséges funkcioit
a megfeleld delécids torzsek vizsgalataval, illetve a tisztitott enzimek

jellemzésével probaltuk  kideriteni. A transzkriptom szénéhezésre
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bekdvetkezett valtozasanak detektalasaval nyert adatok, illetve az azokbol
kialakitott atfogd kép igen hasznos segitséget nyujtott eredményeink

értelmezésében.

A szénéhezés hatdasa a transzkriptomra

Kisérletinkben az A. nidulans FGSC A26 tdrzs szénéhezd
tenyészeteinek transzkriptomat hasonlitottuk Ossze a gliikézon ndvekvo
tenyészetek transzkriptomaval. A transzkripcios valtozasokat 99 gén
esetében RT-qPCR-rel is megvizsgaltuk; a Pearson-féle korrelacios
koefficiens értéke 0,78 volt. A transzkriptomban bekdvetkezd valtozdsok
alapjan a szénéhezésre adott stresszvalasz legfontosabb elemei az alabbiak
voltak:

1) A sejtfalszintézis — sejtfallebontds egyensulya a lebontds iranyaba
tolodott el.

Szamos, a sejtfal bioszintézisben potencialisan résztvevd gén repressziojat
figyeltik meg, ezzel parhuzamosan a sejtfal lebontasaban kdzremiikddo,
illetve potencidlisan kozremiikodé gének indukalodtak. A sejtfal
lebontasaban kdzremiikddé gének mellett a glitkdozamin-6-foszfat izomeraz,
illetve az N-acetil-gliilkozamin-6-foszfat deacetilaz génjei (AN1418 ¢és
AN1428) illetve szamos nagy affinitasu gliik6z transzporter génje (mst4,
mstC és hxt4) is indukalodott. E transzkripcids valtozasok azt sugalljak,
hogy a sejtek nemcsak lebontjak az elhalt sejtek sejtfalat (Emri és
munkatarsai 2008, van Munster s munkatarsai 2016), de fel is hasznaljak
az igy nyert monomereket.

2) Programozott sejthalalban fontos gének indukaldodtak.
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Kisérletlinkben 5 autofagidhoz kotheté gén (AN2876, ANS174, tipA,
AN4601 és AN7428) indukcidjat figyeltiik meg (Pollack és munkatarsai
2009). E gének indukcidja arra utal, hogy a makroautofdgia aktivalasa mar a
szénéhezésre adott korai stresszvalasznak is a része és nemcsak a hosszan
¢hezd tenyészetek sajatossaga (Kikuma és munkatarsai 2006, Kim és
munkatarsai 2011, Nitsche és munkatarsai 2013, Pinar és munkatarsai
2013). Az A. nidulans apoptozisaban kozremiikodd gének (aifd, casA,
pyrpA) azonban nem indukalodtak.

3) A szén és nitrogén anyagcserében az egyensuly a glikoztol eltérd
potencialis energiaforrasok katabolizmusa felé tolodott el.

A glikolizis, oxidativ pentoz-foszfat ut, citromsav ciklus és 1égzés
meghataroz6 génjei represszalodtak. Nukledz, proteindz, lipaz, di-, oligo- €s
poliszacharid hidrolizalé enzim gének, valamint az aminosav, nukleotid és
lipid anyagcserében érintett katabolikus gének indukalodtak.

4) A fehérje szekrécioban fontos gének indukalodtak.

Kisérletiinkben 50, fehérjeszintézishez kotheté gén indukciot mutatott €s
csak 16 represszalodott. Az indukalodott gének egy jelentds része az ER-
hez kothetd és a fehérje szekrécidban vesz részt. A fenti valtozasok
feltehetdleg arra utalnak, hogy bar a szénéhezéssel parhuzamosan leall a
novekedéshez kothetd nagy volumenti fehérjeszintézis, a szénéhezést kisérd
intenziv fehérje szekrécid miatt nincs lehetdség a fehérjeszintézisben részt
vevé gének olyan nagy szamban torténd represszalasara, mint amit az

oxidativ stressz kapcsan korabban megfigyeltiink.
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EngA p-1,3-endogliikanaz és szerepe a szénéhezésre adott stresszvailaszban

Az A. nidulans FGSC A26 torzs szénéhezd tenyészeteibdl
kromatofokuszalas segitségével megtisztitottunk egy laminarinaz ($-1,3-
glilkanaz) aktivitast mutat6 fehérjét (EngA). A tripszines emésztést kovetd
MALD-TOF analizis alapjan a fehérje az AN0472 gén terméke volt. Az
enzim sem [-1,4-gliikandz (karboximetil-celulloz szubsztrattal), sem [3-
gliikozidaz (p-nitrofenil-B-D-gliikk6z szubsztrattal) aktivitdst nem mutatott;
pH optimuma 6,5-nek adodott, de jelentds aktivitassal és stabilitassal
rendelkezett a 6,5-8,5 pH tartomanyban. Mindezek alapjan az EngA jelentds
B-1,3-endoglitkanaz aktivitast képes kifejteni a szénéhezd tenyészetekre
jellemz6 lagos pH-n is (Pusztahelyi és munkatarsai 1997, Emri ¢és
munkatarsai 2004a).

Az engA gén delécidja gatolta a fonalak darabolodasat, valamint a
szarazanyag tartalom csokkenését is, hasonléan ahhoz, amit kordbban a
AchiB torzsnél tapasztaltunk (Pocsi és munkatarsai 2009). A AengAAchiB
duplamutans viselkedése nem tért el érdemben a Adengd vagy a AchiB
torzsétol. Mindezek alapjan elmondhato, hogy a ChiB edokitindz és az
EngA B-1,3-endogliilkandz egyarant sziikséges a szénéhezd tenyészetek
ASD-jahoz.

Feliileti kulturakban a AchiBAengA duplamutacié nem befolyasolta
érdemben a tenyészetek novekedését. Azaz, az ASD — szemben a
makroautofagiaval (Kikuma és munkatarsai 2006, Nitsche és munkatarsai
2013, Richie és munkatarsai 2007) — nem segiti (kimutathatd mértékben) a
telep radialis iranyban vald terjeszkedését a telep kozépsé részeinek

ujrahasznositasakor felszabaduld tapanyagokkal. Kis gliikdz koncentraciok
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esetén a AchiBAengA duplamutacié szignifikdansan csokkentette a termelt
konidiumok mennyiségét; a ChiB és EngA fehérjék hidnya ugyanakkor
érdemben nem befolyasolta a tenyészetek viselkedését kedvezd
tapanyagellatottsag mellett. Azaz, valoban van funkcionalis kapcsolat a
konidiogenezis €s az ASD kozott: Az ASD tapanyagokkal segitheti a
konidioforok miikodését és ezen keresztiil noveli a termelt konidiumok
mennyiségét szénéhezd tenyészetekben.

Az A. nidulans gombaban a melanin termelést — tobbek kozott — a
szénéhezés is indukalja (van Munster és munkatirsai 2016). A melanin
termelés €és a fermentlé kitinaz, illetve B-1,3-gliikkanaz aktivitasa kozott
szoros pozitiv korrelaciot talaltunk (a Peaarson-féle korrelacios koefficiens
érteke 0,88 volt). SOt, a chiB és/vagy az engA gén delécidja gyakorlatilag
teljesen megsziintette a melanizaciot. A tapkozeghez adott Trichoderma
litikaz, amely jelentds B-glitkanaz és kitinaz (valamint cellulaz €s proteinaz)
aktivitassal rendelkezik, indukalta az egyébként gyenge melanin termeld
FGSC A4 torzs melanin termelését szénéhezd koriilmények kozott és
ndvekvd tenyészetekben egyarant. A tisztitott EngA és ChiB enzimekkel
végzett in vitro vizsgalataink alapjan a melanin a ChiB kitinaz mtikodését
gatolta, de nem volt érdemi hatassal az EngA B-1,3-gliikanaz aktivitdsara. A
Trichoderma litikazzal kezelt tenyészetekhez adott melanin — Kuo és
Alexander (1967) vizsgalataival 6sszhangban — hatékonyan gatolta a hifak
darabolodasat és a pelletek szétesését, azaz az ASD-t. Mindezek alapjan ugy
gondoljuk, hogy a melanin termelést nem kdzvetleniil a szénéhezés valtja
ki, hanem a szénéhezés altal indukalt, ASD-ban részt vevd enzimek
sejtfalkarosito hatasanak a kovetkezménye és célja, hogy védelmet nyujtson

a sejtfalhidrolazokkal szemben. E folyamat része Ilehet azon
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mechanizmusoknak, amelyek lehetdvé teszik, hogy az ASD valoban csak az
elhalt sejtek falat bontsa le, megkimélve a melanin termelésre képes, még

¢l0 sejteket.

A GgtA y-glutamil transzpeptidaz és jelentésége a szénéhezésre adott
stresszvalaszban

Szénéhez6 A. nidulans (FGSC A26) tenyészetek fermentlevébol
frakcionalt amonium-szulfatos kicsapas ¢és ioncsere kromatografia
segitségével részlegesen megtisztitottunk egy yGT aktivitast mutatd enzimet
(GgtA). Vizsgalataink alapjan a GgtA egy lugos pH-n aktiv,
extracellularisan (is) termelddd enzim, amely GSH ¢és az oxidalt glutation
(GSSG) mellett Gln y-glutamil donort is képes felhasznalni és elsddlegesen
nem hidrolaz, hanem transzpeptidaz aktivitassal rendelkezik. Az AN10444
gén (ggtA) delécidja teljes egészében megsziintette a sejtek és a fermentlé
yGT aktivitasat, de nem befolyasolta a szénstressznek kitett tenyészetekben
a GSH tartalom gyors csokkenését. Tobb megfigyelés is arra utal, hogy a
yGT fizioldgiai funkcidja kapcsolatba hozhatd az extracellularis fehérjék
lebontasaval és az extracellularis proteinazok képzddésével:

1) A GgtA szénstressz alatt termel6dott, azaz olyan koriilmények kozott,
amikor az alternativ energiaforrasok (pl. extracellularis fehérjék)
hasznositasa kritikus a gomba szamara.

2) Képzdédését kazein peptonnal indukalni lehetett, de indukalo hatastnak
bizonyult a marha szérumalbumin (BSA), az ¢lesztdkivonat, a Glu és a Gln

is.
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3) Az extracellularis proteindz termelés szintén indukalodott szénstressz
hatasara (Szilagyi és munkatarsai 2010) és a peptidek jelenléte novelte a
szekretalt proteinazok mennyiségét is (Szilagyi és munkatarsai 2010, 2011,
Spitzmiiller és munkatarsai 2015), ugyanakkor a proteindz termelést
befolyasold szamos mutacio (pl. a FadA és GanB jelatviteli ttvonalak
mutacioi) a yGT aktivitdsokat is megvaltoztatta (Molnar és munkatarsai
2004, 20006).

4) A kleisztotéciumok képzddését a ggtd gén, valamint — az extracellularis
proteindzokat kodold —prtd és pepJ gének delécidja egyarant kedvez6tlenil
befolyasolta (Spitzmiiller és munkatarsai 2015, Emri €s munkatérsai 2018).

5) Szénéhez6 korilmények kozott az A. midulans tenyészetek redox
egyensulya felborul (Emri és munkatarsai 2004a, 2004b). Vizsgalataink
alapjan kazein pepton adagolasaval a redox egyensulyvesztés mérsékelhetd
volt, de a kezelés jotékony hatasa a AggtA torzsekben szignifikansan kisebb
mértékben érvényesiilt, noha a ggrd gén delécidja Onmagidban nem

befolyasolta a szénéhezd tenyészetek redox homeosztazisat.

Az Aspergillus pachycristatus echinocandin tolerancidja

Kisérleteinkben az echinocandin termelé 4. pachycristatus ATCC
58397 torzs (,,A. nidulans var. roseus”) 24 °C-on (,,ECB termeld
koriilmények™), illetve 37 °C-on (,ECB nem termeld koriilmények”)
mutatott viselkedését, illetve az ATCC 58394 torzs és az echinocandinokat
nem termeld és echinocandinokra érzékeny A. nidulans (FGSC A4 torzs)

tulajdonsagait hasonlitottuk dssze.
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Meglepd modon az A. pachycristatus ECB-re és caspofunginra
nézve is érzékenynek, az A. nidulansnal 5-szor érzékenyebbnek bizonyult

37 °C-on a mikrodilucios kisérletekben.

2. abra Az ECB hatasa az 4. pachycristatus ATCC 58397 (A) és az A. nidulans
FGSC A4 (B és C) novekedésére feliileti kulturakban

A tenyészeteket 3 napig inkubaltuk 37 °C-on nitratos tapagaron, majd a telep
sz€1étél 1 cm-re furt lyukakba metanolt (bal oldali lyukak), illetve metanolban oldott
ECB-t (5 mg; jobb oldali lyukak) adtunk. A fehér nyilak a telep ECB kezelés el6tti
sugarat mutatjak. A fotok a leoltast kovetd 5. napon késziiltek. A C abran szerepld
tapagar mar a leoltaskor is tartalmazott 25 pg/ml ECB-t.

Az ECB feliileti kultarakban (37 °C-on) is hatasosan gatolta a mar kindtt
micélium novekedését mindkét fajnal (2. abra). A gatlasi zona alakja jol
mutatja a paradox effektus (Wiederhold 2009) meglétét az 4. pachycristatus
esetében: Az ECB a lyuktol tavolabb (kis koncentracidban) mar gatolta a
gomba novekedését, de novekedés még a lyukhoz kozel (nagy ECB
koncentracional) is megfigyelhet volt, ami egyenes telepszél kialakulasat
eredményezte (2A ébra) szemben a vart homoratél (2B abra). Az A.
nidulans esetében paradox effektusra utaldé novekedést csak abban az
ECB-vel (2C abra). A fentiek alapjan az 4. pachycristatus nem rendelkezik

velesziiletett echinocandin rezisztenciaval sok mas Aspergillus fajhoz
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hasonldéan (Imhof és munkatarsai 2003, Antachopoulos és munkatarsai
2008), ami az A. pachycristatus echinocandin termelése miatt meglepd
(Boeck és Kastner 1981). Az echinocandin rezisztencia novelése fontos
része lehet az ipari torzsfejleszté munkanak.

A B-1,3-gliikanszintaz mindkét faj esetében hasonldo mértékben
volt gatolhato ECB-vel 0Osszhangban a tdrzsek echinocandin
érzékenységével. Az A. pachycristatus esetében azonban kisebb [-1,3-
glikdnszintdz aktivitasokat mértiink, mint az A. nidulansndl, ami
magyarazhatja az echinocandin érzékenységben tapasztalt kiillonbségeket. A
sejtfalszintézisben  potencialisan  résztvevd néhany gén  relativ
transzkripcidjat megvizsgalva azt tapasztaltuk, hogy ECB termelés alatt
tobb, potencialisan kitin szintazt kodold gén (chsA, chsB, csmB ortologok),
illetve egy kitin szintézist szabalyozo6 fehérje génje (az AN8710 ortologja)
is indukaloédott az ATCC 58397 torzsben. A fenti gének — a csmB
kivételével — ECB kezelés hatasara is indukaléodtak ECB-t nem termeld
tenyészetekben. Az fksA gén (feltételezett P-1,3-gliikan szintaz gén)
transzkripcidjaban nem tapasztaltunk valtozast, noha a specifikus B-1,3-
gliikan szintdz aktivitdsok megnéttek ECB termeld koriilmények kozott.

Az A. nidulans sejtfaldnak kitin és gliikan tartalmara a tenyésztési
hémérseklet nem volt érdemi hatéassal; sejtfalosszetétele hasonld volt a 37
°C-on tenyésztett A. pachycristatuséhoz. Az A. pachycristatus
sejtfalosszetételét a tenyésztési hémérséklet ugyanakkor jelentsen
befolyésolta: ECB termel6 hdomérsékleten (24 °C) a sejtfal B-gliikdn
tartalma csokkent, mig kitin tartalma novekedett a 37 °C-os tenyészetekben
mért értékekhez képest. Azaz, a kitin szintézisben potencialisan résztvevo

gének transzkripcios valtozasai jol korrelaltak a sejtfalosszetétel
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valtozasaval. Az altalunk gytjtott adatok azt sugalljak, hogy a sok mas
fajnal is megfigyelt ,,compensatory chitin biosynthesis” (Fortwendel és
munkatarsai 2010, Walker és munkatarsai 2012, Ries és munkatarsai 2017)
Iényeges eleme az A. pachycristatus talélésének ECB termeld koriilmények
kozott. E mellett a lassi novekedéssel jaro csokkent sejtfalszintézis igény
(Boeck ¢és Kastner 1981, Toth ¢s munkatarsai 2011), illetve a
megnovekedett B-1,3-glikan szintdz aktivitds szintén elonyos lehet. Az
echinocandinokra kevésbé érzékeny B-1,3-gliikan szintaz termelése azonban
nem része a gomba védelmi rendszerének. E vonatkozasokban az A.
pachycristatus  viselkedése az echinocandinokat nem termeld A.
fumigatuséra hasonlit (Kurtz ¢s munkatarsai 1994, Bowman és munkatarsai
2002, Verwer és munkatarsai 2012, Altwasser és munkatarsai 2015). Az A.
pachycristatus  é az A.  fumigatus  echinocandinokara  adott
stresszvalaszainak Osszehasonlitd vizsgalata ezért hozzéasegithet a human
patogén Aspergillus fajok echinocandin kezelés alatti viselkedésének
alaposabb megismeréséhez is a jovoben.

A paradox effektus klinikai jelentGsége a mai napig vitatott
(Wiederhold 2009, Steinbach és munkatarsai 2015, Loiko és Wagener
2017). A 2. abran bemutatott eredmények (miszerint ha az A. nidulanst
elézetesen szubletalis koncentracioju ECB 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 valé sikeres adaptaciéo allhat
(Steinbach és munkatarsai 2015). Vizsgalataink ugyanakkor arra is utalnak,
hogy a nem megfeleld dozirozas (az echinocandinok szubletalis

koncentracioban torténd alkalmazasa, majd a koncentracié ndvelése)
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nemcsak a rezisztencia kialakulasanak, de a paradox effektus
indukalédasanak nagyobb kockazata miatt is ndvelheti a terapias kudarc

esélyét.

Az Aspergillus fumigatus stressz toleranciajanak vizsgalata

Vizsgalataink els6 felében adatbazisok — 18 Aspergillus faj genom
adatai (de Vries és munkatarsai 2017; Aspergillus Genome Database), 17
Aspergillus faj stressz tolerancia adatai (Orosz és munkatarsai 2018; Fungal
Stress Database) €s a gomba stresszgének adatai (Karanyi és munkatarsai
2013; Fungal Stress Response Database) — segitségével probaltunk
kapcsolatot taldlni a genomban jelenlévd stresszgének kopiaszama és az
adott gombafaj strssztolerancidja kozott. Tobbek kozott arra voltunk
kivancsiak, hogy az A. fumigatus stresszgén készlete eltér-e a kdzeli rokon,
de kevésbé patogén fajokétdl. Vizsgalataink masodik felében RNS
szekvenalas segitségével azt tanulmanyoztuk, hogy hogyan alkalmazkodik
az A. fumigatus egy komplex (vaséhezéssel kombinalt oxidativ stressz)

stresszhelyzethez.

Stresszgenek eléfordulasa Aspergillus fajok genomjaban

A Fungal Stress Response Database adatainak a felhasznaldsaval a
stresszfehérjék harom csoportjat hoztuk létre: 1) A S. cerevisiacben és
legalabb még egy gombafajban kisérletesen is igazolt funkcidju stressz
fehérjék. 2) A S. pombeban és legalabb még egy gombafajban kisérletesen

is igazolt funkcioju stressz fehérjék. 3) Az A. nidulansban kisérletesen is
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igazolt funkcioju stressz fehérjék (fliggetleniil attol, hogy mas gombafajban
igazolt a fehérje stresszvalaszban Dbetoltott szerepe vagy sem).
Meghataroztuk ezen stresszfehérjék ortologjainak szamat az alabbi 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 €s A. zonatus. Végeredményként harom tablazatot kaptunk, melyeket
a tovabbiakban S. cerevisiae, S. pombe és A. nidulans modellnek nevezek.
Annak érdekében, hogy a harom modell stresszfehérjéi (ortolog fehérjék
szama) alapjan jellemezhessiik az Aspergillus fajokat, elvégeztiik a 18 faj
klaszterezését, illetve sokdimenzids skalazasat (MDS). A Fungal Stress
Database-ben (Orosz ¢és munkatarsai 2018) szerepld stressz tolerancia
adatok felhasznalasaval szintén elvégeztik ezen Aspergillus fajok
klaszterezését és MDS-at. A kapott dendrogramokat egymassal és a vizsgalt
fajok filogenetikai fajaval is egybevetettilk. A Mantel teszt eredményei (3
abra) alapjan a S. cerevisiae és az A. nidulans modellek jol korrelaltak a
filogenetikai torzsfaval és egymassal is. A S. pombe modell, bar jo
korrelaciét mutatott az S. cerevisiae modellel, csak gyengén korrelalt a
filogenetikai faval. A harom modell koziil egyik sem mutatott szignifikdns

korrelaciét a stressz tolerancia adatokkal.
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stressz W M M M 0.8

0.6

S. pombe 0.35 0.33 0.4

0.2

8. cerevisiae ‘ ‘ 0

A. nidulans -0.4

filogenetika -0.8

3. abra Mantel-féle korrelacios koefficiens értékek.

A paronkénti Mantel tesztben az alabbi tavolsagmatrixok lettek 0sszehasonlitva: A
vizsgalt Aspergillus fajokra a S. cerevisiae, a S. pombe és az A. nidulans
modellekben szerepld fehérjék ortoloégjainak szama alapjan szamolt Manhattan
tavolsagmatrixok, (az A. kawachii és az A. zonatus — fiziologiai adatok hianyaban -
ki lett hagyva az elemzésbdl), ugyanezen fajok normalizalt stressz tolerancia
adataibol szamolt Manhattan tavolsagmatrix (,,stressz”), és az ugyanezen Aspergillus
fajok filogenetikai fajahoz tartozé kofenetikus tavolsagmatrix (,.filogenetika”). A
Mantel tesztet az R programcsomag ,,ade4” fiiggvényével végeztik el (Emri és
munkatarsai 2018b).

Megvizsgaltuk az egyes stresszfehérjéket kiilon-kiilon is. A
Spearman-féle korrelacios koefficiensek értéke alapjan a fehérjék tilnyomo
tobbsége (ortologjainak szama) nem mutatott érdemi korrelaciot egyik
stressz tolerancia adatsorral sem. Az emlitésre méltod kivételek (ahol pozitiv

korreléci6 talaltunk) az aldbbiak voltak: Ftrl (nagy affinitdsu vas permeéz;
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S. cerevisiae modell) — szorbitol és H,O, stressz (korrelacios koefficiens >
0,6); Fet3 (ferro ion-O,-oxidoreduktaz; S. cerevisiae modell) — H,0, stressz
(korrelacios koefficiens > 0,67); Gppl (glicerin-3-foszfat foszfataz; S.
cerevisiae modell) — Kong6 voros stressz (korrelacios koefficiens > 0,63);
Enal (P-tipust ATPaz Na-pumpa; S. cerevisiae modell) — CdCl, stressz
(korrelécios koefficiens > 0,66); Dis2 (szerin/treonin protein foszfataz 1; S.
pombe modell) — Kongd vords stressz (korrelacios koefficiens > 0,54);
MpkC (feltételezett HogA-szeri MAPK; 4. nidulans modell) — Kongo
vords és szorbitol stressz (korrelacios koefficiens > 0,53); CatB (katalaz; 4.
nidulans modell) — szorbitol, valamint a Kongd vords stressz (korrelacios
koefficiens > 0,57); NikA (feltételezett hisztidin-specifikus protein kinase;
A. nidulans modell) — H,0, stressz (korrelaciés koefficiens > 0,53).

A S. cerevisiae, illetve az A. nidulans modellek ¢€s a filogenetikai
torzsfa kdzotti Mantel korrelacid (3. abra), valamint a fent emlitett fehérjék
ortologjainak szama és egyes stressz tolerancia adatsorok kozotti pozitiv
Spearman korrelacié alapjan gy gondoljuk, hogy a stresszgének

kopiaszamaban bekovetkezd valtozasok fontos részét képezik az

cres

cres

(2016) is, akik a Drechmeria coniospora (a Nematodak tobbé-kevésbé
obligatnak mondhat6 endoparazitdja) stresszgén készletében bekovetkezett
valtozasokat vizsgaltak, de a laboratoriumi evoltcios kisérletek eredményei
is arra utalnak, hogy a kopiaszam valtozas fontos eleme lehet a stresszhez
valo adaptacionak (Gresham és munkatarsai 2008). Az azonban meglepd,
hogy a stresszgének kopiaszama és a vizsgalt Aspergillus fajok stressz

tolerancidja kozott érdemi kapcsolat csak egy-egy fehérje esetében volt,
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azaz a stresszgének kopiaszamabol egy-egy faj filogenetikai rokonsagi
kapcsolataira pontosabban lehet kdvetkeztetni, mint stressz toleranciajara.
Ennek hatterében feltehetdleg az 4all, hogy a stressz toleranciat a
stresszgének kopiaszdm valtozasan kivil mas folyamatok (pl. a
stresszfehérjék aktivitdsinak megvaltozasa, a stresszgének aktivitdsanak,
szabalyozasanak modosulasa) is érdemben befolyasoljak.

Az A. fumigatus és az A. fischerii bar filogenetikailag kozel allnak
egymashoz, stressz toleranciajukban nagy eltérések tapasztalhatoak, ami
magyarazhatja a két faj patogenitasaban megmutatkozo eltéréseket is
(Lamoth 2016). Vizsgélataink alapjan azonban az eltérd stressz
tolerancidjuk hatterében nem a stresszgén készletiik eltérd Osszetétele allt.
Eredményeink azt az elképzelést erdsitik miszerint az Aspergillus fajok
szdmara egy immunkomprimalt emberi szervezetben valé novekedés nem
sziikségszerlien igényel specialis géneket. Egy ,atlagos” Aspergillus
stresszgén készlet is alkalmas lehet erre, amennyiben e fehérjék aktivitasa,

stabilitasa és nem utolso sorban szabalyozasa megfeleld.

Az Aspergillus fumigatus kombinatorikus stresszvdlasza

Kisérleteinkben négyféle tenyészet transzkriptomat hatdroztuk meg
RNS szekvenalas segitségével: 1. Oxidativ stressznek kitett (3 mM H,0,-
dal kezelt, 1 h) tenyészetek (+Fe/+H,0,). 2. Vaséhezd tenyészetek (-Fe/-
H,0,). 3. Oxidativ stressznek kitett (3 mM H,0,-dal kezelt) vaséhezd
tenyészetek (-Fe/+H,0,). 4. Kontroll tenyészetek (+Fe/-H,0,). A
transzkriptom valtozasai jol korrelaltak az RT-qPCR-rel mért transzkripcios

valtozasokkal (26 gén, a Pearson-féle korrelacios koefficiens értéke: 0,71-
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0,94) és a vashianyos tenyészetek esetében a proteom valtozasaival is
(Kurucz és munkatarsai 2018b).

Géncsoport dusulasi vizsgalatok alapjan vaséhezés hatdsara, az
irodalmi adatokkal dsszhangban (Schrettl €s munkatarsai 2008, 2010, Haas
2012), indukalddtak a sziderofér anyagcserében érintett gének, ami egyiitt
jart a transzlaci6 valamint szamos vas-fiiggd folyamat (pl. FeS klaszter k6td
fehérjék, hem tartalmu fehérjék, légzés, citromsav ciklus) génjeinek
repressziojaval. Jelentds valtozasok kovetkeztek be a szekunder
anyagcserében is: a szideroforok bioszintéziséért felelds klaszteren kiviil
tovabbi 4 génklaszter indukalddott, mig 10 klaszter represszidt mutatott.

Erdekes modon a hem, illetve a FeS klaszterek bioszintézisében
résztvevé gének nem dusultak fel a represszaldodott gének csoportjaban
vas€hezés alatt. S6t, a szkvalén—ergoszterin bioszintézis utvonal génjeinek
egy jelentds része indukalodott, beleértve a vas-fliggé enzimet kodold
erg3A, erg3B, erg25A4 és erg25B géneket is. Megfigyeléseink arra utalnak,
hogy bar vaséhezés alatt altalaban megfigyelheté a vasigényes folyamatok
gatlasa (Schrettl és munkatarsai 2008, 2010, Haas 2012), ez nem jelenti
automatikusan az 6sszes vastartalmu fehérje képzddésének visszaszorulasat,
vagy az Osszes vas-fliggd folyamat teljes gatlasat. Sokkal inkabb arrdl van
sz0, hogy a rendelkezésre all6 vasat igyekszik a sejt a tulélése
szempontjabol a lehetd legelonyOsebben szétosztani a vasigényes
folyamatok kozott, amibe a vas felhasznalashoz kotheté sok gén
represszioja mellett akar vas felhasznalashoz kotheté gének indukciodja is
beletartozik.

A kisérleteinkben alkalmazott oxidativ stresszkezelés (3 mM H,O,;

1 h) a kontroll tenyészetek transzkriptomaban (és proteoméban is; Kurucz
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és munkatarsai 2018b) csak viszonylag kis stresszvalaszt generalt. A
transzkriptomikai adatok alapjan megvaltozott a szekunder anyagcsere,
valamint a vas transzportban fontos gének represszalodtak, de nem
tapasztaltunk érdemi valtozast tobbek kozott az antioxidans enzimek
transzkripcids adataiban sem. A vaséhezd tenyészetek szamara ugyanez az
oxidativ stressz azonban igen komoly kihivast jelentett: Kombinalt kezelés
esetén Iényegesen tobb (kdzel hétszer annyi) gén indukcidjat és
represszidjat figyeltik meg, mint az Onmagaban alkalmazott peroxid
kezelést kdvetéen. Szamos, az oxidativ és ho stresszvalaszra jellemz6 gén
indukalodott, indukalodtak a DNS repair rendszerek, a fehérjék
proteoszomalis lebontasdért felelés folyamatok és a makroautofagiadban
fontos gének is. S6t, a DCF teszt is lényegesen nagyobb redox
egyensulyvesztést mutatott kombinalt kezelés esetén, mint kedvezd
vasellatottsagn tenyészetekben. Megfigyeléseink alapjan nem meglepd,
hogy a patogén mikrobak ROS-okal valé tamadasa ¢és egyuttal az
¢letfolyamataikhoz sziikséges vas elvonasa elterjedt stratégia az
allatvilagban a fert6zések lekiizdésében (Nairz és munkatarsai 2014, Priifer
és munkatarsai 2014).

A kombinalt stresszkezelés (-Fe/+H,0, vs. +Fe/-H,0,) hatasa
nemcsak  erésségében, de jellegében is eltért az  egyszeru
stresszkezelésekétol és nem foghato fel a kétféle kezelésre (+Fe/+H,0, vs.
+Fe/-H,0,, illetve -Fe/-H,O, wvs. +Fe/-H,O,) adott stresszvalasz
kombinaciojaként. A megfigyelt transzkripcionalis valtozasok tulnyomoé
tobbsége csak a kombinalt kezelést kdvetden volt detektalhato.

A transzkriptom valtozasai alapjan az alabbi folyamatok

segithették a tenyészeteket, hogy tiléljék a kombinalt kezelést:
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1. Vas-fiiggetlen antioxidans enzimeket (tioredoxin-glutaredoxin rendszer
enzimei, szuperoxid dizmutazok) kodold gének indukcidja.

2. A nagy volumenti fehérjeszintézis represszidja — a sejtek vas igényének
mérséklése.

3. A vas ionokat biztositd folyamatok (sziderofér anyagcsere mellett a
reduktiv vas asszimilacios utvonal) aktivalddasa.

A fenticken tual jellemzd volt egyes vastartalmu fehérjék génjeinek
indukalodasa is. Bar a kombinalt stresszkezelés alapvetden represszalta a
vas-fiiggd folyamatokat (pl. katalaz-peroxidaz gének, 1égzés, citromsav
ciklus, ergoszterin szintézis, FeS klaszter fehérjék, hem-tartalmu fehérjék
génjei), jelentds szamban voltak olyan gének is, amelyek indukciot
mutattak. Osszesen 50, vas felhasznalashoz szorosan kétheté indukalodott
gént talaltunk kombindlt stressznek kitett tenyészetekben, mig vaséhezés
esetén csak 19, oxidativ stresszt kdvetden pedig alig 5 ilyen tipusu gén
indukalodott. E gének kozil kiilon emlitést érdemel a 11 FeS klasztert
tartalmazo fehérje génje, valamint a 6 FeS klaszter bioszintézisben fontos
gén, hiszen a vaséhezés dnmagaban e két géncsoport génjei koziil egyet sem
indukalt. Fontos megjegyezni, hogy e valtozdsok csak a transzkripcid
szintjén lettek megfigyelve, a proteomikai vizsgéalatok egyetlen esetben sem
mutattak ki indukciét (Kurucz és munkatarsai 2018b). A FeS klaszter
fehérjék igen érzékenyek az oxidativ stresszre; oxidativ stressz alatti
folyamatos Ujraszintézisiik fontos eleme az oxidativ stresszvalasznak
(Rouault és Klausner 1996, Imlay 2006). Vas hiany esetén azonban a
szintézis komoly nehézségekbe iitkdzik (Rouault és Klausner 1996, Imlay
2006). Elképzelhetd, hogy a kérdéses gének transzkripcionalis aktivalasa

abban segit, hogy a rendelkezésre 4ll6 vas hatékonyabban tudjon e
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vastartalmu fehérjékbe beépiilni. Ez azonban nem jelenti sziikségszertien e
fehérjék mennyiségének a novekedését, de hozzajarulhat ahhoz, hogy
mennyiségiilk ne csokkenhessen le tllsdgosan. A vastartalmu fehérjék
mennyiségének, illetve a vasfliggd folyamatok aktivitasanak legalabb egy
minimalis szinten torténd biztositdsa kulcsfontossagu lehet a vaséhezéssel
kombindlt oxidativ stresszvalasznak és akar terapias célpontként is szoba

jOhet a jovoben.

Tézispontok

Az A. nidulans kiillonb6zo stresszorokkal kivaltott oxidativ stresszvélaszai a
gének (transzkriptom) szintjén egyediek, a koztiik 1év6 atfedés mértéke és
Osszetétele esetleges, az dsszehasonlitott kezelések tipusatol és erdsségétol

figg. (Emri és munkatarsai 2015)

Az A.  nidulans  kiilonb6zd  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 delécido transzkriptomra gyakorolt hatasainak nagy része
megmagyarazhato, ha feltételezziik, hogy az AtfA {6 feladata a jelatviteli
halézat muikodésének modositdsa oxidativ stressz alatt. (Orosz és

munkatarsai 2017)

Az (oxidativ) stressz az egyes szekunder metabolit génklaszterekre eltérd
modon hat (az A. nidulans és az A. fumigatus gombak esetében is); a stressz

tipusatol és erdsségétdl fiiggden egyes klaszterek transzkripcidjat novelheti,
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vagy csokkentheti, mig mas klaszterek transzkripcidjara nincs hatéassal.

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

Az atfA gén inaktivaldsa segitségével egyes szekunder metabolit
génklaszterek aktivitasa (transzkripcidés szinten) befolyasolhaté az A.

nidulans gombaban. (Emri és munkatarsai 2015)

Az ANO0472 (engA) gén terméke egy szénéhezés alatt extracellularisan
termel6dd B-1,3-endogliikandz; képzddéséhez aktiv FluG-BrlA jelatviteli

utvonal sziikséges, és ezen enzim nélkiilozhetetlen a szénéhezd tenyészetek

cres

Szénéhezés alatt az 4. nidulans nemcsak lebontja elhalt sejtjeinek sejtfalat,
de fel is hasznalja az igy nyert tdpanyagokat, ami segiti a szénéhezés alatti
konidium termelést; azaz az ASD ¢és a konidiogenezis nemcsak
szabalyozasat tekintve, de funkcionalisan is Osszefliggnek egymassal

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

A szénéhezd6 A. nidulans tenyészetek melanizacidjat a sejtfalbontd
hidrolazok (az EngA B-1,3-gliikanaz 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 AN10444 gén altal kodolt GgtA felelds a szénéhezd tenyészetek nagy
intra- €s extracellularis yGT aktivitasaért; a szénéhezd tenyészetekben
megfigyelhetd jelentds GSH tartalom csokkenéshez azonban a GgtA nem

sziikséges. (Spitzmiiller és munkatarsai 2015a)
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A GgtA szamottevé hidrolaz aktivitassal nem rendelkezik, ligos pH-n Gln
és GSH (mint y-glutamil donorok), valamint Glu, (mint y-glutamil akceptor)

jelenlétében nagy aktivitast mutat. (Spitzmiiller és munkatérsai 2016)

Az echinocandin termelé Aspergillus pachycristatus nem rendelkezik

velesziiletett echinocandin rezisztenciaval. (Toth és munkatarsai 2012)

Az Aspergillus pachycristatus echinocandin termeld koriilmények kozott is
echinocandinokkal gatolhaté [-1,3-gliikan szintazt termel. (Téth és

munkatarsai 2012)

Az echinocandin kezelésre indukalodod, ,.kompenzatorikus kitinszintézis”
fontos eleme az Aspergillus pachycristatus echinocandin toleranciajanak.

(Toth és munkatarsai 2012)

Az Aspergillus fajok stresszgén készletének Osszetétele és filogenetikai
rendszere kozott szoros kapcsolat van. Ez alapjan a stresszgének
képiaszdmaban bekovetkezd valtozasok fontos részét képezik e fajok

--------

munkatarsai 2018b)

Az Aspergillus  fajok  stresszgén  készletének  Osszetétele  ¢és
stressztoleranciaja kozott nincs szoros kapcsolat. Ez arra utal, hogy a
stressztoleranciat a stresszgének kopiaszam valtozasan kivil mas
folyamatok (pl. a stresszgének szabalyozasa) érdemben befolyasoljak.

(Emri és munkatarsai 2018b)

Az Aspergillus fumigatus patogenitdsa nem magyarazhatd stresszgén
készletének (eddig feltart génjei) egyedi Osszetételével. (Emri és

munkatarsai 2018b)
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A vashiany megnoveli az A. fumigatus oxidativ stresszel szemben mutatott

érzékenységét. (Kurucz és munkatarsai 2018b)

Az A. fumigatus vaséhezéssel kombinalt oxidativ stresszre adott
stresszvalasza nem irhat6 le a vaséhezésre, illetve az oxidativ stresszre adott
stresszvalaszok egyszerli kombindcidjaként, mind erdsségében, mind

jellegében eltér azoktol. (Kurucz és munkatarsai 2018b)

A vasfelhasznalds mérséklését célzo valtozasok mellett egyes vastartalmu
fehérjéket kodolo gének, illetve vasigényes folyamatokban résztvevo gének
transzkripcidjanak indukalasa szintén jellemzd eleme — és egyben
potencialis gyenge pontja — a vaséhezésre és kiilondsen a vaséhezéssel
kombindlt oxidativ stresszre adott stresszvalasznak. (Kurucz €s munkatarsai

2018b)

Tudomanymetriai adatok

Tudomanyos folyoiratcikkek SZama:...........cccovveriirieviiniiieeeee e 85
Az elso, vagy utolso szerzés tudomanyos folyodiratcikkek szama............... 41
Fiiggetlen hivatkozasok SZAmMa:..........ccceeveiieieniiniene e 957
Osszesitett impakt TAKEOT:............coeveviveeieeeeeeeee e 161,8
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