Valasz Prof. Dr. Papp Tamas, az MTA doktora

opponensi véleményére

Mindenekel6dtt szeretném megkdszonni Prof. Dr. Papp Tamasnak, hogy elvallalta
értekezésem biralatdt és 1ddt, energiat forditott dolgozatom alapos attanulmanyozasara.
Eszrevételeit, véleményét nagyra értékelem.

Megjegyzéseire és kérdéseire az alabbiakban valaszolok:

Az opponensi véleményben emlitett formai észrevételekkel (,, Néha a szerzének gondja
akadt a megfelelo magyaros kifejezések megtaldlasaval...”; ,,... a 18. dbra tenyészetekrdl késziilt
fotdi és a 29. dbra torzsfaja esetében éreztem esztétikai hianyossagokat.”) egyetértek; az eldadas
anyagat ezek figyelembevételével fogom Osszeallitani.

Egyetértek Opponensem azon észrevételével is, miszerint a dolgozatban szerepld
génneveket (betliszavakat) célszerti lett volna egy kiilon mellékletben Gsszegytijteni €és a

hozzajuk tartozé géneket e mellékletben is definialni.

., Kicsit hianyoltam egy dsszefoglalo fo célkitiizés, mint az egész kutatas céljanak, vagy akar
egy tavlati célnak a megfogalmazasat.”

A stressz mikrobioldgiai kutatasok célja leggyakrabban annak megértése, hogy hogyan
képesek alkalmazkodni a mikroorganizmusok valtoz6 kornyezetikhoz ¢és ezen
alkalmazkodoképességet, vagy annak korlatait hogyan lehetne felhasznélni a gyakorlatban.
Szdmomra a legfontosabb kérdés annak megértése, hogy miért képesek a gombak teljesen 1j,
véaratlan helyzetekhez is alkalmazkodni. Gyakran nem jelent szamukra megoldhatatlan
problémat, hogy a természetes ¢lohelyliktél nagyon eltér6  koriilményekhez
alkalmazkodjanak, vagy az sem, ha a stresszvalaszuk kialakuldsdt megzavarjuk egy
tetszOleges masik stresszor jelenlétével, esetleg egy jelatvitelben fontos fehérje génjének
inaktivalasaval. E flexibilitas valoszintileg a jelatviteli halozat miikodésének tulajdonsagaibol

fakad. A tavlati cél e jelatviteli halozatok miikddési elvének megértése.



., ...mivel az indukcio/represszio kifejezések hagyomanyosan arra vonatkoznak, hogy egy gén
atirodik-e vagy sem az adott koriilmeények kozt, véleményem szerint helyesebb lett volna a
feliil/alul szabdlyozott, vagy a tul-, alul miikédott, vagy hasonlo kifejezések haszndlata...”

Alapvetéen egyetértek. A ,feliil/alul” szabalyozott, vagy a ,tal/alul” mikodott
kifejezéseket megtalaltam magyar nyelvii miivekben a dolgozat irdsakor, de talsagosan
idegennek tlintek szdamomra ahhoz, hogy hasznaljam 6ket.

Transzkriptom adatok elemzésénél gyakran van sziikség arra, hogy a géneket aszerint,
hogy transzkriptumuk (alternativ splicing esetén transzkriptumaik) gyakorisaga hogyan
valtozik az egyes kisérletekben csoportokba rendezziik €s a kapott halmazokat elnevezziik.
Pl: ,egyiitt szabalyozott gének”, ,AtfA-fiiggd gének”, ,stressz-fliggd gének”,
»alulszabalyozott/feliillszabalyozott gének” (a dolgozatban ,,indukalddott/represszaldodott
gének™). Ezen elnevezések utalnak a halmazba tartozo gének viselkedésére, de konkrét
molekuléris biologiai jelentéssel nem birnak, csak segitenek a halmaz gyakran koriilményesen
megfogalmazott definiciojat felidézni. Az ,alulszabdlyozott/feliilszabalyozott gének”
kifejezés példaul csak annyit jelent, hogy olyan gének melyek mRNS-ének
(transzkriptumanak) gyakorisaga nott/csokkent a csoport definicidja altal meghatarozott
modon. Ennek hatterében nem sziikségszeriien az all, hogy megvaltozott a kérdéses gének
transzkripcidja; lehet, hogy az mRNS-ek életideje  valtozott, vagy (példaul
extrakromoszomalis gének esetében) a gén kopiaszamaban tortént valtozas. Erdemes lett
volna a dolgozatban haszndlt definiciokat Osszegytijteni egy bekezdésben, és ott az
elnevezések esetleges félrevezetd voltara is fel lehetett volna hivni az olvasé figyelmét.

Osszességében az eredeti angol megnevezések tiikorforditdsai (feliil, illetve

alulszabalyozott gének) jo megoldasnak tinnek szamomra és igyekszem ezt a

megfogalmazast hasznalni a jovoben.

A 49-50. oldalon a kovetkezoket olvashatjuk: ,,A 10C abran az is latszik, hogy bar az egyiitt
szabalyozott gének szama hasonlo volt a kontroll és a mutans térzsben, a két géncsoport
kozott nagy dtfedés nem volt. Azaz, a delécio hatdasara bizonyos gének kikeriiltek az egyiitt
szabalyozott gének csoportjabol (6sszesen 88 gén), mig mas geének bekeriiltek ebbe a
csoportba (6sszesen 152 gén). Ez elsore meglepd, hiszen, ha az AtfA részt vett az egyiitt
szabalyozott gének miikodtetésében, akkor jelentosen csokkenni kellett volna az egyiitt
szabalyozott gének szamanak a mutansban. Ha nem vett részt, akkor a két géncsoport kézott

nagy atfedést kellett volna tapasztalnunk.” Ez a rész nehezen értheto, kiilonosen mivel a
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szerzo megvaltoztatta az altala kordbban bevezetett terminologiat. Az ,,egyiitt szabalyozott
gének” kifejezés korabban azt jelentette, hogy mindharom stresszorra (MSB/diamid/tBOOH)
megvaltozott a kifejezodésiik. Az ilyen gének szama a két torzs esetében a fent emlitettekkel
ellentétben vilagosan eltért (a kontroll eseteben 79/73, a mutdns esetében 53/163 volt a
feliil/alul szabalyozott ,,egyiitt szabalyozott gének” szama). Az egyiitt szabalyozott gének
csoportjabol nem keriiltek ki és ide nem keriiltek be gének, mivel a 10C dbran csak egyiitt
szabdlyozott gének vannak feltiintetve. Ha jol értem az abrat, akkor az azon lathato ket
halmaz mindegyike ,, egyiitt szabdlyozott gének” szamat mutatja, a metszetiik pedig azokat,
amelyek a kontrollban is és a mutansban is egyiitt szabalyozottnak bizonyultak. Ebbol viszont
az kovetkezik, hogy az atfA geén delécioja hatassal volt szamos ,,egyiitt szabalyozott gén”
kifejezodeésére. A 10C abran a két halmaz metszete olyan géneket mutat, amelyekre az atfA
geén delécioja nem volt hatassal, hisz ezek mitkodése nem valtozott. A csak a mutansban tul-,
illetve alulmiikédo gének kifejezodésére, azaz 18+134 génre viszont mindenképpen hatassal
volt az atfA hianya. Ezek szabadlyozasaban kozvetleniil, vagy kozvetve tehat részt vesz az AtfA.
Mivel kezelhetd szamu génrol van szo, érdemes lett volna megnézni, hogy melyek ezek. Van-e
informdcio arra vonatkozoan, hogy konkrétan milyen gén, illetve milyen funkcioval
rendelkezo gének szabdlyozasaban vesz részt az AtfA? Ebbol a szempontbol érdekes lehet az
is, hogy a csak a kontrollban egyiitt szabalyozottnak bizonyult 88 gén hogyan fejezodik ki a
mutansban, inaktivalodtak, vagy csak bizonyos stresszorok hatasara aktivalodnak?

A 10C éabran azon gének szdma van feltiintetve, melyek aktivitisa a vizsgalt torzs
esetében mindhdrom kezelés hatdsara ugyanolyan irdnyban mutatott valtozast (aktivitasuk
mindharom kezelésben nétt, vagy mindharom kezelésben csokkent). E gének harom
csoportba lettek sorolva attol fliggéen, hogy melyik tdérzsben volt megfigyelhetd ez a
viselkedésiik: csak a kontroll torzsben, csak a Aatf4A mutansban és mindkét torzsben
egylittszabalyozott gének. E gének szerepelnek a 10A és 10B abrak harmas metszeteiben.
Tovébbra is igaz, hogy a 10C abrahoz tartozd gének egy adott térzs esetében mindharom
kezelésben hasonlé modon valtoztattdk meg az aktivitasukat. Erdemes lett volna jeldlni
valahogy, hogy a gének egyiittszabalyozott viselkedését torzsenként kell értelmezni. Az
»egylittszabalyozott gének csoportjabol kikeriilt/bekeriilt gének” kifejezés helyett precizebb
lett volna az a meghatarozas, hogy ,,azon gének melyek csak a kontroll/mutdns torzsben
mutattak egyiittszabalyozottsagot”. A ,hasonld génszam” és a ,,nagy atfedés” sajnos eléggé
relativ fogalmak. Szerencsésebb lett volna ugy fogalmazni, hogy ,,nagysagrendi eltérés nem
volt a génszdmok kozott”, illetve a mindkét torzsben egyiittszabalyozott gének szama csak

mintegy 6tode volt a valamely térzsben egyiittszabalyozott gének szamanak™. A hipotézisiink
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az volt, hogy az AtfA sziikséges egyes egyiittszabalyozott gének feliilszabalyozasaban
és/vagy alulszabdlyozasdban. Ha a kontroll torzs minden egyiittszabalyozott génje AtfA-
fiiggést mutatna, akkor a mutansban nem kellene egyiittszabalyozott géneket talalnunk (csak a
,Hkontroll”\,,datf4” kiilonbséghalmaznak lennének elemei). Ha egyetlen egyiittszabalyozott
gén sem mutat AtfA-fliggést a kontroll torzsben, akkor a mutansban ugyanazoknak a
géneknek kellene egylittszabalyozottsdgot mutatniuk, mint a kontroll torzsben (csak a
metszetben lennének gének). A valdsagban viszont azt kaptuk, hogy nem hogy nem csokkent,
de inkdbb ndtt a mutadnsban az egyiittszabalyozott gének szdma. Ez utdbbi tulajdonsag a
hipotézisiinkb6l nem kovetkezik. Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy a hipotézisiink hibas,
aminek hatterében az allhat, hogy az AtfA jelenléte, illetve hidnya kozvetett mddon is jelentds
hatéssal van az egyiittszabalyozott génekre. Az egyiittszabalyozott gének szdmat, dsszetételét
két tényezd hatarozza meg: 1) Milyen a gének szabalyozasa (befolyasolja-e a stresszor a gén
aktivitasat az adott tenyésztési koriilmények kozott). 2) Milyen a gének aktivitdsa a referencia
tenyészetben (minél nagyobb a gén aktivitasa, annal nehezebb a feliilszabalyozodasat
kimutatni a kezelést kdvetden, de annal konnyebb az alulszabalyozodast detektalni). Az AtfA
génjének delécioja tobb modon is kifejtheti hatdsat az egylittszabalyozott gének
szamara/Osszetételére: Eltorli az AtfA-fiiggd szabalyozast, alternativ szabalyozasi utvonalakat
aktivalhat (vagy mas moédon befolydsolja a jelatviteli haléozat mukodését), illetve
megvaltoztatja a referencia transzkriptomot. A legfrissebb elemzésiink szerint ez utdbbi hatas
Osszemérhet6 az el6zo kettdével [1].

A gének funkcidit természetesen ellendriztik az Apergillus Genome Database

(www.aspgd.org) honlapjan €s ahol lehetett géncsoport dasulasi vizsgalatokat is végeztiink. A

dolgozatbdl ezen vizsgalatok eredményei kimaradtak. Az Aspergillus fajok genomjanak
annotaltsdga igen gyenge. Az Apergillus Genome Database adatai szerint az Aspergillus
nidulans genomja 10687 nyitott olvasasi keretet (ORF) tartalmaz, amelybdl az igazolt nyitott
olvasasi keret (,verified ORF”) minddsszesen csak 1213 (11 %). Ugyanez az arany a
Saccharomyces cerevisiae esetében 78 % (www.yeastgenome.org). Az Apergillus Genome
Database honlapjan 1063 A. nidulans génrdl van genetikai vizsgalatokkal szerzett informécio
feltiintetve és mintegy 6000 génhez van rendelve ,biological process GO term”. A fentiek
alapjan nem meglep6 moddon a gének funkcidinak elemzése (bar sok esetben tovabbi
vizsgalatok, elemzések elvégzésére inspiralt benniinket) ritkan vezetett kozvetleniil hasznos
eredményre.

Azt is érdemes megfontolni, hogy amikor a transzkriptom valtozasait vizsgaljuk,

kiilonbségeket (aranyokat) hatarozunk meg a kezelt és a referencia tenyészetek kozott. A
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kiilonbségek mértéke sziikségszerlien fiigg a referencia és a kezelt tenyészetekben mért
értekektdl is. Mas szavakkal megfogalmazva, ha egy ,,A” gén kisebb aktivitdsu a kezelt
tenyészetben, mint a referencia tenyészetben akkor fogalmazhatunk ugy, hogy a kezeléshez
valo alkalmazkodésnak feltétele az ,,A” gén kis aktivitasa, de fogalmazhatunk ugy is, hogy a
referencia koriilményekhez valéd alkalmazkodashoz sziikséges az ,,A” gén nagy aktivitasa. Ez
azt is jelenti, hogy az egylittszabalyozott gének funkcidja legaldbb annyira jellemzi a
referencia tenyészeteket, mint a kezelésekre adott altaldnos stresszvalaszt [1]. A legfrissebb
elemzésiink szerint menadion, tert-butilhidroperoxid, H>O,, diamid, NaCl, CdCl,, Kongo
vOrds, vagy amfotericin B kezelésnek kitett tenyészetekben az egyiittszabalyozott gének
halmazaban szignifikdns mértékben megnovekedett az alulszabdlyozott, transzlacidhoz,
mitdtikus sejt ciklushoz és replikdcidhoz kothetd, illetve a feliilszabalyozott, antioxidans
enzimeket kodolo gének szama. A szekunder anyagcserében kozremiikodo gének koziil —
tobbek kozott - az aszperfuranon és terrikinon klaszterek feliilszabalyozott és az ausztinol
klaszter alulszabalyozott génjei dusultak fel [1]. E valtozasokat értékelhetjiik ugy is, mint a
vizsgalt kezelések mindegyikében fontos valtozasok, melyek a stresszez valo alkalmazkodast
segitik valamilyen modon, de fogalmazhatunk Ugy is, hogy e valtozasok ellentettje a
referencia tenyészetként hasznalt, gyors novekedést lehetové tévd koriilményekhez valod
alkalmazkodashoz sziikségesek [1]. Ezen elemzések a dolgozatba - terjedelmi korlatok miatt -
nem keriiltek bele.

A Schizosaccharomyces pombe Atfl transzkripcios faktora esetében a cgs2 cAMP
specifikus foszfodiészterazt, a cttl katalazt, a cdcl3 ciklin fehérjét, az ecll (kronologiai
¢lettartamot noveld) fehérjét, valamint az ntpl trehaldzt kodold gének esetében igazoltdk az
Atfl direkt (génaktivitdst ndveld) hazasat (Pombase; www.pombase.org). Nem taldltam az
irodalomban olyan publikalt adatot, amely egyértelmiien kimutatta volna, hogy valamely gén
szabalyozasaban az Aspergillus nidulans AtfA-ja kozvetleniil rész venne. A transzkriptomikai
vizsgélataink azt mutattdk, hogy a Aatf4 mutansban igen nagyszami gén aktivitasa
megvaltozott mind a kezeletlen, mind a kezelt tenyészetekben a kontroll térzséhez képest.
Nagy valosziniiséggel e hatasok tiilnyomoé tobbsége indirekt. Eppen ezért azon vizsgalatok
adatait, amelyekben egy kontroll és egy mutans torzsben hasonlitjdk 6ssze néhéany, vagy akar
nagyon sok gén transzkripcidjat sem szabad egyértelmii bizonyitéknak tekinteni. A Aatf4
torzs megndvekedett oxidativ stressz érzékenysége miatt leggyakrabban azt feltételezik, hogy
antioxidativ enzimek génjeinek transzkripcidjat szabalyozhatja ez a transzkripcids faktor [2-
4]. A transzkriptom adataink a kétkomponensii szigndl transzdukcios rendszer génjeinek
lehetséges AtfA-fliggd szabalyozottsagara hivjak fel a figyelmet: 1) A menadion stressz alatt
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feliilszabalyozott ¢s jelatviteli folyamatban kozremiikodd fehérjét kodolod hét gén koziil négy
ebbe a csoportba sorolhat6 (Id. a dolgozat 15. abraja). 2) A géncsoport dusulasi vizsgalatok
alapjan a muténs torzs kezeletlen tenyészeteiben alulszabalyozott gének kozott szignifikdnsan
nagyobb volt a kétkomponensii szignal transzdukcios rendszer génjeinek aranya, mint a teljes
genomban (0sszesen nyolc gén) [5]. Szintén géncsoport dusuldsi vizsgalatok alapjan azon
gének csoportjaban, amelyek a kordbban emlitett nyolc kiilonbdz0 stressz kezelésben egyarant
AtfA-fliggést mutattak szignifikdnsan nagyobb volt e gének ardnya, mint a teljes genomban
(6sszesen 15 gén) [1]. A tanszéken jelenleg folynak olyan (Chip-DNAseq) vizsgalatok,
amelyek reményeink szerint egyértelmii adatokkal szolgalnak majd arrél, hogy mely gének

szabalyozasaban vesz részt kdzvetleniil az AtfA.
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111. oldal: , A kisérleteinkben alkalmazott oxidativ stresszkezelés (3 mM H>Ox; 1 h) a
kontroll tenyészetek transzkriptomaban (32. dabra, 21-22. tablazatok, 9-11 mellékletek) és
proteomaban is (Kurucz és munkatarsai 2018b) csak viszonylag kis stresszvalaszt generalt.”
Szerintem ez a hivatkozott 32. abrabol és 21-22. tabldzatokbol nem olvashato ki, hisz
mindegyik esetében a valtozasok a kontroll tenyészetekhez vannak viszonyitva, illetve
félrevezeto a megfogalmazas, mivel, ha jol értettem a dolgozatot, itt a kontroll éppen az volt,
ami nem kapott stresszort.

Egyetértek. A mondat helyesen igy hangzik: ,,A kisérleteinkben alkalmazott oxidativ

stresszkezelés (3 mM H202; 1 h) a nem vaséheztetett tenyészetek transzkriptoméaban (32.



abra, 21-22. tablazatok, 9-11 mellékletek) €s proteomaban is (Kurucz és munkatarsai 2018b)

csak viszonylag kis stresszvalaszt generalt.”

A szerzo a 113. oldalon a kovetkezoket irja: , Ez egyben felértékeli azon erdfeszitéseket is
melyek célja, hogy a gombak stresszvalaszait kozvetleniil a kutatas szempontjabol relevans
kornyezetben (pl. az emberi szervezetbem) tanulmanyozzuk (McDonagh és munkatarsai
2008).” Reméljiik, ilyen vizsgalatra nem keriil sor emberi szervezetben, bizonyara a szerzo is
sejt/szovet tenyészetre vagy allatmodellre gondolt. A hivatkozott cikkben egyébkeént
egérmodellt hasznaltak.

A mondat helyesen igy hangzik: Ez egyben felértékeli azon eréfeszitéseket is melyek
célja, hogy a gombak stresszvalaszait kozvetleniil a kutatds szempontjabol relevans
kornyezetben (pl. az €16 szervezetben) tanulményozzuk (McDonagh €s munkatarsai 2008).

Az emlitett kozleményben az egereket intranazalisan fert6zték €s a fertdézést kovetden
12-14 oréaval vettek mintat. Ekkor a konidiumok mintegy 80 % mar kicsirazott ¢és elkezdett
hifat ndveszteni. A mintavételhez bronhoalveoldris moséast hasznaltak és a visszanyert
folyadékbol egyszerli centrifugalassal izolaltdk a gombat, majd a gombéabol az RNS-t. A
bronhoalveolaris mosast — etikai okokbodl - a mar elolt allatokkal végezték [1]. Erdemes
megemliteni azonban, hogy a bronhoalveolaris mosas tobb évtizedes multtal rendelkezik a
humén diagnosztikdban [2]. Az igy nyert mintak felhaszndlhatoak a tiid6 mikrobiomjanak
tanulmanyozasara [3], illetve az invaziv aspergillozis kimutatdsara [4, 5] is. Az emlitett
allatkisérlet [1] alapjan a humédn mintdk (technikai szempontbdl) alkalmasak lehetnek
transzkriptomikai vizsgéalatokra is. A kinyerhetd RNS kis mennyisége a mai modern
szekvenalasi eljarasok mellett (Id. ,,Single-cell RNA sequencing” [6]) feltehetdleg nem
okozna gondot. Problémat inkabb a minta heterogenitésa jelenthet: Ha kiilonb6z6 kora és
fiziologiai allapotu, azaz eltérd transzkriptomu ¢és a kezelésekre eltérd modon reagald, hifat
tartalmaz a minta és/vagy eltér a kimoshatd és nem kimoshaté  hifdk
fiziologidja/transzkriptoma az komoly gondot okozhat az adatok értelmezésénél ¢és
elképzelhetd, hogy pl. egy antifungalis kezelés utan tapasztalt valtozas hatterében nem a
transzkriptom megvaltozasa, csak a mintdk Osszetételének megvaltozasa allna. Az idézett
allatkisérlet esetében ezt a problémat tigy oldottdk meg, hogy kozvetleniil a fertézést kdvetden
vettek mintat, ami lehetévé tette, hogy csak a frissen kicsirazott és éppen ndvekedésnek
indulo telepkezdeményeket tanulmanyozzak. Ez a megoldas természetesen huméan mintak

esetében nem megvalodsithatd. Remélhetéleg azonban az orvostudomany és a molekularis
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biologia fejlédése lehetdve teszi iddvel, hogy invaziv aszpergillozisban szenvedd betegekben
is lehessen in situ gombaélettani vizsgalatokat folytatni olyan modon, hogy az kifejezetten

annak a betegnek javat szolgdlja, akibdl a minta szarmazik.

1. McDonagh A, Fedorova ND, Crabtree J, Yu Y, Kim S, Chen D, Loss O, Cairns T, Goldman G, Armstrong-
James D, Haynes K, Haas H, Schrettl M, May G, Nierman WC, Bignell E. (2008) Sub-telomere directed gene
expression during initiation of invasive aspergillosis. PLoS Pathog. 4:e1000154.

2. Kebbe J, Abdo T. (2017) Interstitial lung disease: the diagnostic role of bronchoscopy. J Thorac Dis. 2017
Sep;9(Suppl 10):S996-S1010.

3. Becker A, Vella G, Galata V, Rentz K, Beisswenger C, Herr C, Walter J, Tierling S, Slevogt H, Keller A, Bals
R. (2019) The composition of the pulmonary microbiota in sarcoidosis - an observational study. Respir Res.
20:46.

4. Klapholz A, Salomon N, Perlman DC, Talavera W. (1991) Aspergillosis in the acquired immunodeficiency
syndrome. Chest. 100:1614-1618.

5. Imbert S, Meyer I, Palous M, Brossas JY, Uzunov M, Touafek F, Gay F, Trosini-Desert V, Fekkar A. (2018)
Aspergillus PCR in bronchoalveolar lavage fluid for the diagnosis and prognosis of Aspergillosis in patients with
hematological and non-hematological conditions. Front Microbiol. 9:1877.

6. Hwang B, Lee JH, Bang D. (2018) Single-cell RNA sequencing technologies and bioinformatics pipelines.
Exp Mol Med. 50:96.

., Milyen viszonyban van a 10C és a 13. dbra? A 13. dbra szerint 11 egyiitt szabadlyozott gén
AtfA fiiggo, mig a 10C abran joval tobb. Szintén érdekes lett volna tudni, hogy a 11 génhez
milyen funkciok/folyamatok tarsithatok.”

A 10C abran azon gének szdma van feltiintetve, melyek aktivitdsa a vizsgalt torzs
esetében mindharom kezelés hatdsara ugyanolyan irdnyban mutatott valtozast (aktivitasuk
mindhdrom kezelésben nétt, vagy mindhdrom kezelésben csokkent). E gének harom
csoportba lettek sorolva attol fiiggden, hogy melyik torzsben volt megfigyelheté ez a
viselkedésiik: Csak a kontroll torzsben, csak a AdatfA mutinsban és mindkét térzsben
egyiittszabalyozott gének. Ebben az esetben elséként az egyiittszabalyozds ténye lett
megallapitva mindkét térzsben, majd az adatok torzsek szerinti bontasban, Venn-diagramon
lettek bemutatva.

A 13. abréan az AtfA-fliggd gének szdma van feltiintetve, azaz azon gének szama,
melyek a kontroll torzsben a kezelés hatasara feliilszabalyozottsagot (alulszabalyozottsagot)
mutattak, de a mutansban mar nem. E gének lettek csoportositva az alkalmazott hadrom

stresszkezelés alapjan. Ebben az esetben elséként az Atfa-fiiggés ténye lett megallapitva



mindhdrom kezelésben, majd az adatok kezelések szerinti bontasban, Venn-diagramon lettek
bemutatva.

A 10C ébran a”kontroll”\”Aatf4” részhalmaz (a metszettdl balra; Osszesen 88 gén)
mutatja azon géneket, melyek a kontroll térzsben egylitt szabalyozddtak, de a mutansban nem
(,, AtfA-fiiggd egyiittszabalyozott gének’). A 13. dbran a harmas metszet mutatja azon géneket
(6sszesen 11 gén), amelyek mindhdrom kezelésben AtfA-fiiggést mutattak (,,mindharom
kezelésben AtfA-fiiggést mutaté gének™). A 11 gén mindegyikére igaz, hogy a kontroll
torzsben mindharom kezelésben vagy feliilszabalyozddtak, vagy alulszabalyozodtak, mig a
mutansban egyik kezelésben sem. A 88 gén esetében is mindegyik génre igaz, hogy a kontroll
torzsben mindhdrom kezelésben vagy feliilszabalyozddtak, vagy alulszabalyozddtak. E
géncsoport tartalmazza az eldbbi 11 gént, ahol a mutans torzsben egyik kezelés alatt sem
viselkedtek a gének a kontroll torzsben megfigyeltekhez hasonldan, de tartalmaz olyan
géneket is, amelyek a mutdns torzsben egy, vagy két (de nem mindharom) kezelésben is a
kontrollhoz hasonld véltozast mutattak. Osszességében a 13. 4bra harmas metszete
részhalmaza a 10C abréan feltiintetetett “kontroll”\” datf4” kiilonbséghalmaznak. Bar mindkét
abra magyarazatanal meg lettek adva a bemutatott génhalmazok definicidi, a két dbra kozotti
kiilonbségre valoban érdemes lett volna felhivni az olvaso figyelmét.

A 11 génrdl az Aspergillus Genome Database (http://www.aspergillusgenome.org)
honlapjan az alabbi informaciok talalhatoak:

alulszabalyozott gének

ANI1103 feltételezett acetoacetil-CoA ligaz
AN1918 feltételezett foszfoenolpiruvat karboxikinaz
AN3085 -

AN3112 UDP-galaktopiran6z mutaz

AN4513 kinezin

ANS5177 feltételezett riboszéma fehérje

ANT7159 feltételezett exopeptidaz

AN7668 feltételezett metionin-R-szulfoxid reduktdz
ANS8783 mitozishoz sziikséges fehérje
feliilszabalyozott gének

ANO0304 feltételezett metallopeptidaz

ANO9513 feltételezett aciltranszferaz



A jelolt az 50. oldalon megdllapitja: ,,Az a kép, amit az ESR fogalma sugall, miszerint a
stresszvalasznak van egy stresszre specifikus (variabilis) és egy stressz tipusatol fiiggetlen
(konzervativ) eleme, az A. nidulans esetében még kiilonféle oxidativ stresszek esetén sem dllja
meg a helyét.” Ugyanakkor 13 gén hatféle stresszor esetén is ,, egyiitt szabalyozottnak”
bizonyult, ami ezen géneknek a stresszvilaszban betoltott altalanos szerepére utal. Lehet-e
tudni, hogy melyek ezek a gének és milyen folyamatokkal allnak kapcsolatban?”

A 13 génr6l az Aspergillus Genome Database honlapjan az aldbbi informacidk
érhetdek el:

feliilszabalyozott gének

ANI11176 csak ismeretlen funkcidju Aspergillus ortoldgok vannak felsorolva
AN3976 csak ismeretlen funkcidju Aspergillus ortoldgok vannak felsorolva
ANS5509 F-box protein

ANS5549 feltételezett transzporter

AN7517 csak ismeretlen funkcidju Aspergillus ortoldgok vannak felsorolva
AN7944 feltételezett acetiltranszferaz

AN8486 ismeretlen funkcidja fehérje
alulszabalyozott gének
ANI2111 csak ismeretlen funkcidju Aspergillus ortoldgok vannak felsorolva

AN2004 ismeretlen funkcioju fehérje

AN3638 feltételezett szterin C-4-metiloxidaz, a S. cerevisiae erg3 ortologja
AN4025 feltételezett hidrolaz aktivitasu fehérje

ANS8905 feltételezett monooxigenaz, a S. cerevisiae erg5 ortologja

ANS8907 feltételezett szterin C-4-metiloxiddz, a S. cerevisiae erg25 ortologja

A feliilszabalyozott gének esetében a korabban leirtakkal 6sszhangban érdemi
informacioval nem szolgéltak az adatbéazisban elérhetd adatok. Az alulszabalyozott gének
esetében Fischer egzakt tesztel is igazolhatdé mddon a varhatonéal nagyobb ardnyban vannak
jelen az ergoszterin bioszintéziséhez kothetd gének. A S. cerevisiae esetében kordbban mar
igazoltak, hogy az oxidativ stressz €s a hiperozmotikus stressz (ezt a kétféle stressz hasznaltuk
mi is a kisérleteinkben) alulszabalyozza az ergoszterin bioszintézisben résztvevo géneket [1].
Kérdés, hogy mas stressz kezelések is hasonlo hatasuak-e? Ugyanezzel az A. nidulans
torzzsel, ugyanilyen koriilmények kozott, ugyanilyen DNS chip-el végzett vizsgalataink [2]
alapjan az amfotericin B kezelés szintén alulszabalyozta mindharom (és sok mas ergoszterin

bioszintézis) gén miikddését, a Kongd vords kezelés hatasara, illetve CdCly jelenlétében
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azonban egyik gén (és mas ergoszterin bioszintézishez kothetd gén) aktivitdsa sem valtozott
érdemben.

Ebben az esetben is igaz, hogy a megfigyelt alulszabélyozottsag a referencia
tenyészetiinkh6oz mérten értendd [2]. Azaz, az ergoszterin szintézis gének alulszabalyozodasa
legalabb annyira jellemzi a stressz kezeléseket, mint e gének feliilszabalyozasa a referencia
tenyészetet. Ha a kisérleteket alacsonyabb, vagy magasabb hémérsékleten végeztiik volna el
(ahol az ergoszterin bioszintézis ut génjeinek mas az aktivitasa és a sejtek ergoszterin igénye
is eltérd) nem sziikségszeriien lettek volna jelen eroszterin bioszintézis gének az

egylittszabalyozott gének kozott.

1. Montanés FM, Pascual-Ahuir A, Proft M. (2011) Repression of ergosterol biosynthesis is essential for stress
resistance and is mediated by the Hogl MAP kinase and the Mot3 and Roxl transcription factors. Mol
Microbiol. 79:1008-1023.

2. Antal K, Gila B Cs, Pocsi I, Emri T (2019) General stress response or adaptation to rapid growth in
Aspergillus nidulans? Fungal Biol. in press (doi.org/10.1016/j.funbio.2019.10.009)

., Mit ért a jelolt ,, altalanos stresszvalasz elemeken” (lasd 55. oldal)? A stresszvailasz gének és
elemek megkiilonboztetését azzal indokolja, hogy , Azaz nem koézvetleniil a gének
indukciojat/repressziojat célszerii vizsgalni, hanem inkabb az adltaluk meghatarozott
folyamatoket.” Ugyanakkor, ha az adott gének meghataroznak egy folyamatot, akkor a gének
és a folyamat kifejezédése erdsen atfedo fogalmat alkot.”

A kérdéses bekezdést célszerli lett volna részletesebben kifejteni az alabbiak szerint:

Legyen a stresszvalasz elem a riboszoma biogenezis gének csoportja. Két dolgot
tételezziink fel: 1) Ahhoz, hogy a riboszomak képzddése visszaszoruljon nem sziikséges az
Osszes gén milkddését mérsékelni. Elegendd az is, ha kellden sok gén miikddését kelld
mértékben mérsékeljiik. (A ,kelléen” a gyakorlatban példaul azt jelenti, hogy a statisztikai
probakkal igazolhatoan alulszabalyozott gének halmazaban statisztikai probakkal igazolhat6
modon nagyobb aranyban vannak jelen az alulszabalyozott riboszoma biogenezis gének, mint
a gomba teljes génkészletében.) 2) Nincs jelentdsége annak, hogy mely riboszoma biogenezis
gének mutatnak alulszabalyozottsagot. E két feltételezésbdl kovetkezik, hogy ha azt
tapasztaljuk, hogy két tenyészet mindegyikében visszaszorul a riboszémak képzddése egy
stressz kezelést kovetden, akkor annak hatterében nem biztos, hogy ugyanazon gének

alulszabalyozottsaga all (1d. a dolgozat 12A abrajat). Ezt megforditva: Ha két tenyészetben
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eltéré gének miikodése valtozik meg egy stressz kezelés hatasara, nem sziikségszerti, hogy a
sejtfiziologia szintjén értelmezett stresszvalaszaik olyan mértékben eltérjenek egymastol, mint

amire az eltérd transzkriptomaik alapjdn gondolhatnank.

,RT-gPCR mérések alapjan az oxidativ stresszvalasz és a szekunder anyagcsere
szabadlyozasaban egyarant fontos napA (Yin és munkatarsai 2013), valamint a szekunder
anyagcserét aktivalo hatasu rsmA (Shaaban és munkatarsai 2010, Yin és munkatarsai 2013)
oxidativ stressz alatt indukalodik és ezen indukcio elmarad, vagy jelentosen mérséklodik AtfA
hianyaban (Emri és munkatdarsai 2015).” (63. oldal) Lehetséges-e, hogy az AtfA mads
szabalyozo fehérjék génjeinek kifejezodésére hat és igy modulalja a szabalyozo halozatokat?
Vizsgaltak-e esetleg, hogy konkrétan milyen gének miitkodését befolydasolja? A szerzo maga is
igy fogalmaz: , Az atfA delécio transzkriptomra gyakorolt hatasainak nagy része
megmagyaradzhato, ha feltételezziik, hogy az AtfA fo feladata a jelatviteli halozat miitkodésének
modositasa oxidativ stressz alatt. (Orosz és munkatarsai 2017)” Van-e esetleg arra
informacio, hogy ez a modositas milyen génekre, vagy jelatviteli halozatra gyakorolt hatast
jelent?

Az AtfA transzkripcids faktor kétféleképpen is befolyasolhatja a jelatviteli halozatok
mikodését: 1) Transzkripcios faktorként jelatvitelben fontos gének transzkripciojat
modosithatja. 2) bZip tipusu transzkripciés faktorként kapcsolodhat mas, bZip tipusu
fehérjékhez, vagy egyéb jelatviteli fehérjékhez, ami megvaltoztathatja mind az AtfA, mind az
interakcios partner miikodését.

Az AtfA ortologjai kozott mindkét esetre talalhatod példa az irodalomban: A S. pombe
Atfl transzkripcids faktora heterodimert képez a Pcrl bZip tipusu transzkripcios faktorral, de
a Pcr1-t6] fliggetlentil is képes befolyasolni egyes gének transzkripcidjat [1, 2]. Képes fizikai
interakcioba 1épni a Cid12 poliA polimerazzal, ami fontos 1épése tobb ho stressz valaszban
kozremiikodo gén elcsendesitésének (,,silencing™) [3]. Az igazoltan kozvetleniil az Atfl altal
szabalyozott gének kozott talalhaté a Cgs2 cAMP specifikus foszfodiészteraz génje [4]. Az
Atfl igy a cAMP koncentracion keresztiil is modosithatja a jelatviteli halézat miikodését.

Az A. nidulans AtfA-javal kapcsolatban nincs irodalmi adat arra vonatkozo6an, hogy
milyen gén/gének miikddését befolyasolja kozvetleniil ez a transzkripcids faktor. A fizikai
interakciokat tekintve igazoltan kdlcsonhatasba 1ép a SakA MAP kinazzal, de feltehetdleg az
AtfB bZip transzkripcids faktorral is képez heterodimert [5]. A tanszéken jelenleg folynak

olyan Chip-DNAseq (kromatin immunprecipitaciot kovetd6 DNS szekvenalas) vizsgalatok,
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amelyek reményeink szerint egyértelmii adatokkal szolgalnak majd arrél, hogy mely gének
szabalyozasaban vesz részt kdzvetleniil az AtfA. Folyamatban van az AtfA-AtfB interakcio in
vivo vizsgalata is BiFC (bimolecular fluorescence complementation) technika

felhasznalasaval.

1. Sans6 M, Vargas-Pérez I, Garcia P, Ayté J, Hidalgo E. (2011) Nuclear roles and regulation of chromatin
structure by the stress-dependent MAP kinase Styl of Schizosaccharomyces pombe. Mol Microbiol. 82:542-554.
2. Sans6 M, Gogol M, Ayté J, Seidel C, Hidalgo E. (2008) Transcription factors Pcrl and Atfl have distinct
roles in stress- and Styl-dependent gene regulation. Eukaryot Cell. 7:826-835.

3. Vo TV, Das J, Meyer MJ, Cordero NA, Akturk N, Wei X, Fair BJ, Degatano AG, Fragoza R, Liu LG,
Matsuyama A, Trickey M, Horibata S, Grimson A, Yamano H, Yoshida M, Roth FP, Pleiss JA, Xia Y, Yu H.
(2016) A Proteome-wide fission yeast interactome reveals network evolution principles from yeasts to human.
Cell. 164:310-323.

4. Davidson MK, Shandilya HK, Hirota K, Ohta K, Wahls WP. (2004) Atfl-Pcr1-M26 complex links stress-
activated MAPK and cAMP-dependent protein kinase pathways via chromatin remodeling of cgs2+. J Biol
Chem. 279:50857-50863.

5. Lara-Rojas F, Sanchez O, Kawasaki L, Aguirre J. (2011) Aspergillus nidulans transcription factor AtfA
interacts with the MAPK SakA to regulate general stress responses, development and spore functions. Mol

Microbiol. 80:436-454.

A szerzé vizsgalta az autolitikus sejtfaldegradacio (ASD) jelentoségét szénéhezés esetén,
illetve kapcsolatat a konidiogenezissel. Kisérleteiben a szénéhezo vad tipusu térzs kevésbé
bizonyult életképesnek, mint a AengA, AchiB torzs, ahol nem volt ASD és a telepek sem
novekedtek jobban. Igaz, a konidiumszam a mutansok esetében valamivel kisebb volt, de nem
volt nagysagrendbeli az eltérés. Ennek fényében milyen elonyt biztosit és mi lehet a szerepe az
ASD-nek, illetve van-e egyaltalan védelmi funkcioja szénéhezés esetén?”’

Kisérleteink egy részében razatott lombikos, siillyesztett kultrakkal mésik részében
feliileti kulttrakkal dolgoztunk. Siillyesztett kultirdkban a tenyészet tobbé-kevésbé homogén,
igy az elérhetd tapanyagok mennyiségétdl fiiggden a tenyészet egésze vagy novekszik, vagy
¢hezik. Feliileti kulturdkban egyiitt vannak jelen a telep szélén 1évd, intenziv vegetativ
novekedést mutatd hifak, a telep kozepén elhelyezkedd, éhezd hifakkal. (Amennyiben a
minimal tapkdzeg 10 g/l gliikodzt tartalmaz leoltaskor, a tenyésztés harmadik napjan mar nem
lehet gliikozt kimutatni a telep kozepe alatt, de a telep kdzvetlen kozelében is csak mintegy 6

g/l a koncentracidja [1].)

13



A siillyesztett kultarakban mért €s az autolitikus sejtfaldegradacionak (ASD)
tulajdonitott vitalitds csokkenés valdszintlileg csak a kisérleti elrendezés mellékterméke: Az
autolitikus sejtfalhidroldzok aktivitdsa a nagy sejtkoncentracid miatt irredlisan nagy. E
kisérleti eredményekbdl ezért nem azt a kovetkeztetést vontuk le, hogy az ASD karos, hanem
azt, hogy bizonyos koriilmények kozott veszélyes lehet, amibdl akér elonyt is kovacsolhatnak
a gombak, ha ezen enzimekkel més fajok ellen probalnak védekezni.

Az autolitikus sejtfalhidrolazok képzddésének gatlasa nem volt hatassal a feliileti
tenyészetek novekedésre. Ez egy jo érv az ASD hasznossaga ellen. Onmagaban azonban csak
arra utal, hogy az elhalt sejtek falat a telep sz€lén 1évé hifdk nem hasznaljak arra, hogy
gyorsabban novekedjenek. Ennek lehet oka az is, hogy nem hasznaljak fel a telepek az elhalt
sejtek sejtfalat, de lehet az is, hogy nem a friss tapkozeggel érintkezd hifacsticsok hasznositjak
azt. Itt érdemes megemliteni, hogy a tapkozeg gliikoz tartalma és a telep atmérdje kozott
negativ korrelaciot tapasztaltunk: Minél nagyobb volt a gliikkdz koncentracié annal kisebb volt
a radialis novekedés sebessége. Ez elsére meglepd, de a kisebb radialis novekedés gyorsabb
telepvastagodassal jart egyiitt, és igy Osszességében a telepek fehérje tartalma (biomasszaja)
pozitiv korrelaciot mutatott a gliikoz tartalommal [1]. A fentiek miatt abbol, hogy az ASD
nem befolyasolta feliileti kultarakban a novekedést, nem vontunk le kovetkeztetést az ASD
hasznossagarol.

Az autolitikus sejtfalhidrolazok képzddésének gatldsa nem okozott nagysagrendi
visszaesést a termelt konidiumok szaméban. Ezzel kapcsolatban érdemes kihangsulyozni két
dolgot: 1) A kontroll és a mutans torzs kozott detektalt kiilonbség a tapkozeg kiindulasi
gliikoz koncentraciojatol fliggott; 40 g/l kiindulasi gliikéz koncentraciondl nem volt
kiilonbség a termelt konidium mennyiségében, mig 2,5 g/l gliikéz koncentracid esetén igen.
(A mérés a tenyésztés 6todik napjan tortént, ekkor 40 g/l kiindulasi gliikkoz koncentracio
esetén a telepek kozepe alatt még detektalhatd volt a glikkéz jelenléte, 2,5 g/l kiindulési
gliikéz koncentraciondl mar nem [1].) Elképzelhetd, hogy mas tapkozegben, illetve
tenyésztési koriilmények kozott (pl. hemicelluloz szénforrason és 24 °C-on) nagyobb eltérést
tapasztaltunk volna. 2) A chiB (kitinaz) ¢és engA (B-1,3- gliikkanaz) gének egyiittes delécioja
csak kozvetve érinti a sejtfal szaraztomegének mintegy 40 %-at kitevé (Id. a dolgozat 15.
tablazata) a-gliikan lebontasat. Elképzelhetd, hogy az ASD teljes gatlasa a fenotipusban is
nagyobb valtozast eredményezett volna. Erdemes megjegyezni, hogy 6nmagéaban a chiB, vagy
az engA gének delécigja 2,5 g/l gliikkdz jelenlétében is csak minimalis mértékben okozott
visszaesést a termelt konidiumok szamaéban, jol detektalhatdé kiilonbséget csak a

duplamutansban tapasztaltunk.
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Osszességében ugy gondoljuk, hogy az ASD-nek koszonhetéen a gomba
hatékonyabban tudja konidiogenezisét fenntartani olyan koriilmények kozott, amikor mar
felhasznalta a kdrnyezetében fellelhetd tapanyagokat. Ez megmagyaraznd azt is, hogy az ASD
kifejez6dését miért gatolja a gliikoz jelenléte [2] €s miért esszencialis hozza a konidiogenezis
inicidlasaban fontos FluG-BrlA utvonal [3, 4]. A kérdés megnyugtatd lezarasdhoz
mindenekelott a sejtfal a-gliikan lebontasaért felelos génjét (génjeit) kellene megtalalni és a
konidiogenezist, sokféle tenyésztési koriilmény kozott, egy kitin, a-gliikdn és [-1,3-gliikan

lebontéasara sem képes triplamutansban kellene megvizsgalni.

1. Emri T, Vékony V, Gila B, Nagy F, Forgacs K, Pocsi 1. (2018) Autolytic hydrolases affect sexual and asexual
development of Aspergillus nidulans. Folia Microbiol. 63:619-626.

2. Emri T, Molnar Zs, Veres T, Pusztahelyi T, Dudas G. Pécsi I (2006) Glucose-mediated repression of autolysis
and conidiogenesis in Emericella nidulans. Mycological Research 110, 1172-1178.

3. Emri T, Molnar Zs, Pusztahelyi T, Varecza Z, Pdcsi 1. (2005) The FluG-BrlA pathway contributes to the
initialisation of autolysis in submerged Aspergillus nidulans cultures. Mycol Res. 109:757-763.

4. Pocsi 1, Leiter E, Kwon NJ, Shin KS, Kwon GS, Pusztahelyi T, Emri T, Abuknesha R, Price R, Yu JH. (2009)
Asexual sporulation signaling regulates autolysis of Aspergillus nidulans via modulating the chitinase ChiB

production. J Appl Microbiol. 107:514-523.

Vizsgaltak-e, illetve igazoltak-e, hogy a tisztitott GgtA fehérjét kodolja-e a ggtA-nak elnevezett
geén (tortént-e fehérje szekvendlas)? Kerdes, hogy a teljes yGT aktivitasért ez a fehérje, illetve
gén felel-e?

A GgtA-t sem olyan mennyiségben, sem olyan tisztasdgban nem sikeriilt eléallitanunk,
hogy szevenaltathassuk, vagy MALDI-TOF MS analizissel azonosittathassuk. Indirekt
bizonyitékaink vannak arra nézve, hogy a GgtA-t valéban az AN10444 (ggtA) gén kédolja: A
ggtA gén yGT-okra jellemz6 domain-el (pfam01019;
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi) rendelkezik, ortologjai, a
Schizosaccharomyces pombe ggtl és a Saccharomyces cerevisiae ecm3( igazoltan yGT-t
kodolo gének. A gén transzkripcios aktivitasa jol korrelalt a tenyészetek yGT aktivitdsaval és
a ggtA delécidja gyakorlatilag teljes mértékben eliminalta a tenyészetek yGT aktivitasat, mig a
delécios torzsek komplementéacioja visszaallitotta a vad tipusra jellemzd aktivitast (Id. a
dolgozat 12. tablazatat).

A yGT aktivitds mérést y-glutamil-p-nitroanilid y-glutamil donor ¢és Gly-Gly v-

glutamil akceptor jelenlétében végeztiik a Spitzmiiller és munkatarsai [1] kozleményében leirt
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modszert kdvetve. Az el6zé bekezdésben leirtak alapjan az e modszerrel detektalhatd yGT
aktivitasért a GgtA volt felelds, ami nem zarja ki annak lehetdségét, hogy mas mérési
modszerekkel mas YGT-ok jelenlétét is ki lehessen mutatni az Aspergillus nidulans hifaibol.
Vizsgalataink célja azonban az altalunk detektalt yGT aktivitasért felelés enzim élettani

jelentéségének megismerése volt.

[1] Spitzmiiller Zs, Kwon NIJ, Szilagyi M, Keserti J, Toth V, Yu JH, Pocsi I, Emri T. (2015a) y-Glutamyl
transpeptidase (GgtA) of Aspergillus nidulans is not necessary for bulk degradation of glutathione. Arch
Microbiol. 197:285-297.

Vaséhezéses ¢és az azzal kombindlt oxidativ stresszes dllapotban szamos multidrog
transzporter indukadlodott és a szerzo felveti, hogy ezen transzporterek indukcioja terapids
koriilmények kozt megnévelheti a gombaellenes szerekkel szembeni ellendllo képességet a
gombaban. Van-e arra adat, hogy vashiany esetén, illetve az oxidativ stresszes allapotban
nagyobb az azoltolerancia, vagy mas antifungalis szerekkel szembeni ellendllo képesseg A.

fumigatus-ban, vagy mas patogén gomba esetében?

A ,kombinatorikus™ stressz kezelések (pl. antifungélis szer jelenléte és egy masik
stresszor) alkalmazasa ¢és a kapott stresszvalaszok szisztematikus elemzése az utdbbi években
kezd a kutatok érdeklddésének kdzéppontjaba keriilni. Az eddig publikalt legtobb kisérlet azt
vizsgaélta, hogy a tapkodzeg szénforras tartalma (szénstressz) hogyan befolyasolja a kiilonb6z6
Candida fajok antifungalis szerekkel, vagy mas stresszorokkal szembeni érzékenységét [1-3].
Mas kisérletekben kifejezetten az emberi szervezetben is fellépd stresszek egylittes hatasat
tanulmanyoztdk Candida fajokon [4-5]. A nem Candida fajokkal végzett és kiilondsen az
omikai megkozelitést is alkalmazo vizsgalatok szama ma még kevés [6-8].

Arra vonatkozoan, hogy a stressz hogyan befolyésolja egy-egy gombafaj antifungalis
szerekkel szemben mutatott érzékenységét az alabb irodalmi adatokat talaltam:

- A szénforras limitacios stressz (gliikoz helyett tejsav volt a szénforras) megnovelte a vizsgalt
Candida albicans torzsek caspofungin, tunicamycin és amphotericin B tolerancigjat, de a
sejtek érzékenyebbé valtak a miconazolra [2]. E valtozasok pontos oka nem ismert, a szerzok
a sejtfal 0sszetételének megvaltozasat detektaltak a kisérletekben.

-. A S. cerevisiae és a C. albicans esetében az oxidativ stresszvalasz szabalyozasaban is fontos

Yapl, illetve Capl transzkripcids faktorok részt vesznek multidrog transzportert kodold gének
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(firl, illetve mdrl) indukdldsaban. A transzkripcidés faktorok hiperaktiv valtozatainak
termeltetése flukonazol rezisztencidhoz vezetett [9, 10]. Arra azonban nincs adat ezen
kozleményekben, hogy az oxidativ stressz szintén okoz-e azol rezisztencia ndvekedést. Az A.
fumigatus esetében a hiperaktiv AfYapl termeltetése szintén azol (vorikonazol) és oxidativ
stressz tolerancia novekedést eredményezett [11]. Ebben a kdzleményben sincs adat arrol,
hogy Onmagaban az oxidativ stressz is hasonld hatasti lenne, de arr6l sem, hogy a
megndvekedett azol tolerancia hatterében multidrog transzportert kodold gének indukaldodasa
allna.

- Egy masik tanulményban azt igazoltdk, hogy a caspofungin oxidativ stresszt indukal A.
fumigatusban, aminek hatasdra megvaltozik a membran Osszetétele és e valtozas a p-1,3-
gliikdnszintdz komplex caspofunginnal torténd gatolhatdsagat is csokkenti [12]. Sajnos itt sem
vizsgaltak, hogy egy hagyomanyos oxidativ stresszt indukalo agens is hasonld hatast-e.

- A legtobb Cryptococcus neoformans izolatum szamara az emberi szervezetben el6fordulo 5
v/v % COz elviselése komoly kihivast jelent. A klinikai izolatumok ugyanakkor jol toleraljak
ezt a stresszt. Az 5 v/iv % CO; jelenléte a klinikai és nem klinikai izolatumok azol
érzékenységét is megndvelte, de ennek oka nem ismert [13].

- Szintén a Cryptococcus neoformans esetében figyelték meg, hogy a vaséhezést kivaltd vas
kelatorok (EDTA, deferiprone, illetve deferasirox) és az azolok (vorikonazol, itrakonazol és
néhany torzs esetében a flukonazol esetében is) antifungalis hatdsa k6zott antagonizmus van
[14]. Az amphotericin B esetében viszont szinergizmust mutattak ki [14]. Az antagonizmus ¢€s
a szinergizmus hattere nem ismert.

Osszességében elmondhatd, hogy a stressz hatdssal van a gombak antifungalis
szerekkel szembeni érzékenységére. E hatas erdssége ¢s jellege (noveli-e, vagy csokkenti-e az
antifungalis szerekkel szembeni érzékenységet) a tenyésztési koriilmények (pl. stresszor
koncentraciok) mellett, a vizsgalt torzstdl/fajtol és a vizsgalt stressszorok/antifungalis szerek
tipusatol is fligg.

A ,kombinatorikus” stresszvalaszok tanulméanyozasa jelenleg is folyamatban van a
tanszékiinkon. Egy olyan gyorsteszt optimalizdlasan dolgozunk, amely lehetdvé tenné
nagyszamu torzs (pl. eltérd in vivo patogenitdst mutatdé A. fumigatus torzsek)
,kombinatorikus” stressz tolerancidjanak gyors Osszehasonlitisat. E modszert szeretnénk
felhasznalni arra is, hogy megvizsgaljuk az A. fumigatus antifungalis szerekkel szembeni
érzékenységét stressz, illetve ,kombinatorikus” stressz alatt. Természetesen, ha azt

tapasztaljuk, hogy az antifungélis szerekkel szembeni érzékenység jelentds mértékben
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csokken, vagy n6 a gombat ért stresszhatasok kovetkeztében, akkor ennek hatterét szeretnénk

majd részletesen megvizsgalni transzkriptomikai modszerek segitségével is.
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