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Roviditések jegyzéke

CAZyme: szénhidrat-aktiv enzim (carbohydrate-active enzyme)
CSR: szénstresszvalasz (carbon-stress-response)

DCF: 2,7-diklorfluoreszcein

DCM: szaraz sejttomeg (dry cell mass)

DTT: ditiotreitol

DUG: glutation-hasznositasban deficiens (deficient in utilization of glutathione)
fenotipus

ER: endoplazmatikus retikulum

ESR: kornyezeti stresszvalasz (environmental stress response)
GSE: géncsoport dusulés (gene set enrichment)

GSH: redukalt glutation

GSSG: oxidalt glutation

yGT: y-glutamil transzpeptidaz

MAPK: mitogén-aktivalt protein-kinaz

MTT: metil-tiazol-tetrazolium

RNAseq: RNS-szekvenalas

ROS: reaktiv oxigénformak (reactive oxygen species)
RT-qPCR: reverz transzkripciot kovetd kvantitativ polimeraz lancreakcio
SMG: szekunder metabolit gén

SOD: szuperoxid dizmutaz

STC: szterigmatocisztin



1. Bevezetés és célkituzés

1.1. Bevezetés

Az elmult évtizedben egyre fokozottabb piaci igény mutatkozik a globalis
egészségipar részér0l az olyan bioaktiv vegyliletek és termékek (bio-, nano- és
finomkémiai anyagok, gyogytapszerek, taplalékkiegészitok) irant, amelyek ipari 1éptékii
eléallitdsa kiillonb6zé mikroorganizmusok érintettsége révén, bioszintetikus uton
valosithaté meg (El-Baz és mtsai., 2016, 2018; Cui és mtsai., 2019; Hassan ¢és mtsai.,
2019). A glutation (y-glutamil-L-ciszteinil-glicin) egy tripeptid, amely széles korben
megtalalhatd az €16 szervezetek korében, foként eukariota sejtekben (Meister és
Anderson, 1983; Lienkamp ¢s mtsai., 2020). A glutation redukalt formdja (GSH) a
legjelentdsebb intracellularis tiol redox-puffer, a legtobb sejt szdmara nélkiilozhetetlen —
még az emberi anyatejben is jelenlévd — antioxidativ molekula, melynek kiemelt szerepe
van pl. az oxidativ stressz, az UV-sugarzas, a xenobiotikumok, vagy a nehézfémek elleni
védelmi mechanizmusokban (Pocsi és mtsai., 2004; Khazim és mtsai., 2013; Gila-Diaz
¢és mtsai., 2019; Lienkamp és mtsai., 2020).

A GSH-t alapvetd bioaktiv molekulaként tartjadk szamon, illetve hasznaljak széles
korben az ¢lelmiszeriparban és a gydgyszeriparban egyarant, valamint kiilonféle
kozmetikai készitmények gyartasa soran is gyakori 0sszetevo (Cui és mtsai., 2019; Santos
¢és mtsai., 2022). A GSH hianyat szdmos human egészségiigyi rendellenességgel hoztak
Osszefliggésbe, tobbek kozott sziv- és érrendszeri betegségek, tlidobetegségek,
majbetegségek, cukorbetegség, emésztdrendszeri és hasnyalmirigy gyulladasok, valamint
immunrendszeri, 6regedési €s neurodegenerativ korképek kialakulasaval és a COVID-19
okozta sulyos tiidoégyulladéasos allapottal is (Ballatori és mtsai., 2009; Kumar ¢és mtsai.,
2022). Orvosi alkalmazasat tekintve kiegészitOként vald adagoldsa nem meglepden a
GSH-hianyos allapotok (pl. majcirrozis, cisztas fibrozis, Alzheimer-kor, Parkinson-kor,
1déskori rendellenességek, HIV-fert6zés) soran jelentds (Ballatori és mtsai., 2009). A
husipar elsdsorban tartdsitoszerként és izfokozoként alkalmaz nagy mennyiségti GSH-t,
a szépségiparban leginkdbb borvildgositd €s Oregedésgatld készitmények, valamint
napfényvédd termékek alapanyagaként van jelen (Liu és Eady, 2005; Gatea, 2020).
Evente mar tobb mint 200 tonna GSH-t allitanak el6 vilagszerte, ipari mértékii termelésre

azonban a mai napig is a gombak, kiilondsen a Saccharomyces cerevisiae és a Candida



utilis fajok génmoddositott torzsei a legmegfelelobb organizmusok (Liang és mtsai., 2009;
Schmacht és mtsai., 2017; Santos és mtsai., 2022).

Mivel a GSH nagyiizemi el6allitdsara egyre nagyobb igény keletkezik, a
gyartastechnologia optimalizalasa, illetve a lehetséges termeld fajok folyamatos sziirése
érdekében a molekula sejtfizioldgiai szerepének és metabolizmusanak vizsgélata is egyre
népszeribb kutatasi teriiletté valt az utdbbi években (Wang és mtsai., 2019; Bahut és
mtsai., 2020; Ilyasov és mtsai., 2020; Capek ¢s Rousar, 2021). Példaul az a meghatarozas
i1s, hogy a gombdk citoszélikus GSH-lebontasaért nem kizardlagosan a y-glutamil
transzpeptidaz (yGT) felelds, csak az elmult évtized elejére kezdett kdrvonalazodni
(Ohkama-Ohtsu ¢és mtsai., 2008; Kaur és mtsai., 2009, 2012; Desai ¢és mtsai., 2011;
Kumar és mtsai.,, 2012). Az S. cerevisiae és Candida albicans fajoknal mar
bebizonyosodott, hogy elsddlegesen az in. DUG (,,deficient in utilization of glutathione”)
utvonal fehérjéi (Dugl, Dug2, Dug3) végzik az intracellularis GSH-degradaciot (Desai
¢és mtsai., 2011; Kaur és mtsai., 2012), azonban az Aspergillus nidulans esetében ezen
fehérjék génjeinek (dugA/AN3459: S. cerevisiae dugl ortologja; dugB/AN1879: S.
cerevisiae dug? ortologja; dugC/AN1092: S. cerevisiae dug3 ortologja; Spitzmiiller és
mtsai., 2015a) funkciéja még mindig nem volt tisztazott. Mar kordbban megfigyelték,
hogy a szénéhezés okozta stressz hatasara jelentdsen csokken a Penicillium chrysogenum,
valamint az 4. nidulans tenyészetek hifainak GSH-tartalma, illetve a yGT aktivitasa is
indukalodik (Sami és mtsai., 2001; Emri és mtsai., 2004). Azonban az is megallapitasra
keriilt, hogy a ggt4 (yGT-t kodold gén) delécidja nincs jelentds hatassal az A. nidulansnal
szénéhezés soran tapasztalhato GSH koncentracio csokkenésre (Spitzmiiller és mtsai.,
2015b). A dugA ¢és a dugC transzkripcios aktivitasa ezzel szemben pozitivan korrelalt a
GSH-lebontassal, mig a ggt4 €s a dugB expresszidja esetén hasonld dsszefliggés nem volt
tapasztalhatd (Spitzmiiller és mtsai., 2015a). Ezen adatok hatterének tisztdzésa gyakorlati
szempontbol azért is indokolt, mert a gombdk nem csak a természetben, hanem ipari
koriilmények kozott is talalkozhatnak olyan stressz koriilményekkel (pl. szénstressz és
oxidativ stressz), amelyek serkentd hatassal lehetnek a nem kivanatos szekunder
metabolit-termelésre (pl. mikotoxinok), mely anyagok képzddésének visszaszoritdsara az
antioxidans-kezelést egy igéretes lehetdségnek tartjak (Ask és mtsai., 2013; Fountain és
mtsai., 2016; Koza és mtsai., 2022). Ezért a GSH-lebont6 utvonalak azonositasa, valamint
a megemelkedett GSH-tartalom kovetkezményeinek tisztazasa hasznos informaciokkal
szolgalhat az ipari torzsek hozamanak tovabbi javitdsa mellett az élelmiszer-biztonsag

fejlesztéséhez is.



A fonalas gombadkat altalanossagban is nagyon sokszinli enzimszekrécid ¢€s
szekunder metabolit-termelés jellemzi. Az altaluk szekretalt enzimek, valamint szekunder
metabolitok nagyban meghatarozzak a fajok elterjedését (képesek-e az adott é€lettér
biopolimerjeinek hasznositasara), befolyasoljak virulencidjukat (patogenitasukat),
valamint a fajok kozotti kompeticiot és a fajok kozotti/fajon beliili kooperaciot is (van
Munster és mtsai., 2014, 2016; Keller, 2019; Devi és mtsai., 2020; Filiatrault-Chastel és
mtsai., 2021; Sakekar ¢és mtsai., 2021). Minthogy katalitikus hatékonysaguknak ¢&s
specificitasuknak koszonhetéen a gomba enzimek igen széles biotechnologiai
felhasznalasi lehetoséggel kecsegtetnek, nem meglepd, hogy az extracellularis
fehérjeszekréciot érintd vizsgalatok régota fokuszban vannak a mikrobioldgusok
szemében (Peberdy, 1994; Szilagyi és mtsai., 2011; van Munster és mtsai., 2014, 2016;
Emri és mtsai.,, 2018). Azokat az enzimeket, amelyek a kiilonb6zé szénhidratok
bioszintézisében, modositasaban, megkotésében €s lebontasaban vesznek részt Un.
szénhidrat-aktiv enzimeknek (,,carbohydrate-active enzyme”; CAZyme) nevezziik
(Davies és mtsai., 2005). A CAZyme-ok Ujabban a biotechnoldgiai és ipari
alkalmazhatésaguk miatt keriiltek a figyelem kozéppontjdba, ugyanis aktivitasuknak
koszonhetden megoldhatdva valt a komplex ndvényi anyagok hatékony szacharifikacioja
(André és mtsai., 2014; Garron ¢és Henrissat, 2019; Bandi és mtsai., 2020; Chettri és
mtsai., 2020). Az ilyen médon létrehozott prekurzor anyagok pedig felhasznalhatok
kiilonbzd bioldgiai alapt termékek, mint pl. élelmiszerek, allati takarmanyok, papir,
textil, vagy egyéb vegyiiletek, koztiik akar biolizemanyagok eldallitasara is (Rytioja €s
mtsai., 2014; Kameshwar €s Qin, 2018).

A gombak altal termelt masodlagos anyagcseretermékeknek szamos alkalmazasi
teriilete van a gyogyszeriparban, az élelmiszeriparban, valamint a mezdgazdasagban is,
mivel ezek a kis molekulatomegii vegyiiletek esetlegesen antibakteridlis, antifungalis,
rakellenes ¢s gyulladascsokkentd hatdsuak, vagy akar a biologiai novényvédelemben is
hasznosithatok kiilonb6z6 rovarok, kartevok és kérokozok ellen (Devi és mtsai., 2020;
Rangel és mtsai.,, 2021; Conrado és mtsai.,, 2022). A globdlis klimavaltozéassal
parhuzamosan egyre nagyobb problémat okoznak a mikotoxin termelé gombafajok, ami
szintén sziikségessé¢ teszi a gombdk szekunder metabolit-termelésének kutatasat.
Magyarorszag az éghajlatvaltozas kovetkezményeit tekintve Europa egyik
legsériilékenyebb orszaga lehet; mezdgazdasagi és egészségiigyi szempontbol is sulyos
problémava valhat a jelenleg csak tdliink délre elterjedt, melegkedveld toxinogén

Aspergillus fajok, mint példaul az aflatoxin termeld Aspergillus flavus, Aspergillus
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parasiticus, Aspergillus nominus fajok térnyerése (Peles és mtsai., 2019; Pfliegler és
mtsai., 2020). Mivel masodlagos anyagcseretermékeik szintén jelentdsen
befolyasolhatjak a human patogén gombak virulencidjat (pl. Aspergillus fumigatus),
klinikai szempontbol is érdemes figyelmet forditani ezen metabolitok stressz alatti
képzddésére (Brown és Goldman, 2016; Lind és mtsai., 2018). Mindebbdl kifolyolag
célzottan a szekunder metabolitok bioszintézisének stresszfliggd szabalyozasanak
megértése is hasznos lehet, ha meg akarjuk elézni az élelmiszerek és a takarmanyok
szennyez¢ését, valamint tisztdzni ezen vegyiiletek human- és allatfertézésekben betoltott
szerepét (Pusztahelyi és mtsai., 2015; Macheleidt és mtsai., 2016; Peles és mtsai., 2019;
Raffa és Keller, 2019).

Amikor a szénforrds mennyisége vagy mindsége nem teszi lehetdvé a tenyészetek
gyors vegetativ novekedését szénstresszrél (szénéhezés vagy szénforras-limitacid)
beszéliink (Winderickx és mtsai., 2003; Emri és mtsai., 2008; van Munster és mtsai.,
2016). A szénstressz nemcsak a gombak GSH anyagcseréjét, de szekunder metabolit- és
a CAZyme-termelését is jelentdsen befolyasolja (Pocsi és mtsai., 2003, 2004; Brakhage,
2013; van Munster €s mtsai., 2016; Contesini és mtsai., 2021). Szamos, minket érdekld
jelenség, mint a GSH lebontasi Utvonalak aktivalodasa, a mikotoxinok képzddése, és
egyes CAZyme fehérjék termelddése konnyebben tanulmanyozhato szénéhezd, illetve
szénforras-limitalt tenyészetekben, mint a gyors vegetativ ndovekedést lehetdvé tévo
glikéz szénforrdson. Vizsgalatainkban ezért elsGsorban szénstressznek Kkitett
tenyészetekkel dolgoztunk. A transzkriptom valtozasanak nyomonkovetésével atfogd
képet kaphatunk a tenyészet egészének viselkedésében bekovetkezett valtozasokrol.
Kisérleteink kozéppontjdban az RNS szekvendldssal gytijtott transzkriptom adatok
feldolgozasa és értelmezése allt, ami lehetdvé tette szamunkra, hogy a GSH anyagcserét,
a mikotoxinok ¢és CAZyme fehérjék képzodését a szénstressz valasz részeként
értelmezziik. Reményeink szerint, ez a megkdzelitési mod atfogobb képet adhat

szamunkra a vizsgalt folyamatokrol, mint egy-egy enzim vagy metabolit vizsgalata.

1.2. Célkitiizés

A bevezetésben leirtak alapjan a szénstressz jelentdsen befolydsolhatja a gombak
szamos, gyakorlati szempontb6l is fontos fizioldgiai paraméterét. Doktori munkam
kidolgozasdhoz ezért célul tliztem ki az A. nidulans modellszervezet szénstressz

valaszanak alaposabb megismerését. A dolgozat elsé felében a dugB és dugC,
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feltételezhetéen a GSH-lebontdsban kozremiikddd gének funkcidjat szerettem volna
igazolni, majd megvizsgélni, hogy a GSH lebont4sdnak gatldsa milyen hatdssal van a
anyagcserében megfigyelhetd valtozasokra szénéhezo koriilmények kozott, illetve gliikoz
szénforrason. A dolgozat mésodik felében a laktéz szénforrason megfigyelhetd
szénforras-limitacios stresszvalaszt tanulmanyoztam és hasonlitottam 6ssze a gliikozon,
arabinogalaktanon, illetve szénforras hianyaban tapasztalhat6 valtozasokkal. Elsésorban
arra a kérdésre kerestem a valaszt, hogy miként befolyasolja a szénforras mindsége a

gomba CAZyme-termelését és szekunder anyagcseréjét.

A célok megvaldsitasahoz az aldbbi kisérleteket terveztem/végeztem el:

1. A szénéhezés alatti GSH-metabolizmus vizsgalata

Az A. nidulans AdugB, AdugC és AdugB-AdugC géndelécids torzsek, valamint
egy referencia torzs siillyesztett folyadékkultiras (szubmerz) tenyészeteinek
Osszehasonlitasa szénforrdsmentes (szénc¢hezd) és gliikoz-tartalma (ndvekedd)
tapkozegen:

- biomassza-gyarapodas nyomon kdvetése (DCM)

- glutation-tartalom és valtozadsdnak meghatarozasa (GSH, GSSQ)

- redox-statusz ellendrzése (DCF-teszt)

- antioxidans ¢€s autolizishez kithetd enzimaktivitasok meghatarozasa

- globalis génexpresszids mintazatok Osszehasonlitisa (RNAseq) és

validalasa (RT-qPCR)
- szekunder metabolit-termelés vizsgalata (vékonyréteg kromatografia,

HPLC, klasztergének transzkripcidjanak vizsgalata)

A fenti A. nidulans torzsek feliileti (tapagarra leoltott) tenyészeteinek
osszehasonlitasa gliikozban gazdag (40 g I'") és szénforras limitalt (10 g 1! gliik6z)
tapkozegen:
- reduktiv, oxidativ, ozmotikus, nehézfém- és sejtfalstressz tolerancia
vizsgélata (telepatmérék meghatarozéasa)

- konidium- és aszkospdra-képzddés vizsgalata



2. A laktozon megfigyelhetd szénforras-limitacios stresszvalasz vizsgalata

Négy siillyesztett 4. nidulans tenyészet dsszehasonlitasat terveztem, amelyek a

rendelkezésre allo szénforras tekintetében vagy gliikozt (mint konnyen

hasznosithat6 monoszacharidot), vagy laktozt (mint diszacharidot, amely lassabb

novekedést tesz lehetdveé, mint a gliikdz), vagy arabinogalaktant (mint komplex

poliszacharidot, amely csak lassi ndvekedést biztosit) tartalmaztak, vagy

egyaltalan nem tartalmaztak semmilyen szénforrast:

metabolikus aktivitas ellenérzése (MTT-teszt)

biomassza-gyarapodas nyomon kovetése (DCM)

autolizishez ¢és laktdz-hasznositdshoz kdothetd enzimaktivitasok
meghatarozasa

extracellularis fehérjék azonositasa (2D-PAGE, nanoHPLC)

globalis génexpressziés mintdzatok Osszehasonlitisa (RNAseq) és
validalasa (RT-qPCR)

szekunder metabolit-termelés vizsgalata (TLC, klasztergének

transzkripcidjanak vizsgalata)
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2. Irodalmi attekintés

2.1. Az Aspergillus nemzetség rovid bemutatasa

Az Aspergillus nemzetséget taxondmiailag az Ascomycota torzs, Pezizomycotina
altorzs, Eurotiomycetes osztaly, Eurotiales rendjének Aspergillaceae csaladjaba soroljak
(Houbraken ¢és Samson, 2011; Samson €és mtsai., 2014). A genus jelenleg tobb mint 400
fajt szdmlal, azonban szdmuk folyamatosan bdviil (Wang és Zhuang, 2022). Az
Aspergillus megnevezés Pier A. Micheli olasz botanikustél, a modern mikoldgia
»atyjatol” szarmazik, ugyanis a genus jellegzetes konidiumai a katolikus egyhazban
hasznélatos szenteltviz-szorora (aspergillum) emlékeztették (Samson és mtsai., 2014;
Frisvad és Larsen, 2016). A nemzetséget alkotd valtozatos fajok a legkiilonb6z6bb
szerves szubsztratokat képesek hasznositani, és jol alkalmazkodnak a kornyezeti
feltételek széles skaldjahoz. Az Aspergillusok a Fold legelterjedtebb organizmusai kozé
tartoznak, megtaldlhatok nodvényeken, allati szervezeteken, bomlod szerves
maradvanyokon, a talajban, a levegdben, valamint édesvizi és tengeri éléhelyeken is.
Konidiumaik akar a beltéri kornyezetben (pl. épiiletek feliiletein, levegdben, haztartasi
eszk6zokon), vagy az ivovizben €s a szalloporban is eléfordulnak. A leirtak alapjan teljes
joggal feltételezhetjiik, hogy az Aspergillus nemzetség tagjai az életteriinkben
leggyakrabban eléforduld gombaknak szdmitanak (Fleiner és Dersch, 2010; Cray és
mtsai., 2013).

Szervezddésiik ¢és megjelenésiik tekintetében az Aspergillusok fonalas
morfologiat mutatnak, de ¢hezd koriilmények fellépésekor a fonalak daraboldodhatnak,
azonban esetiikben valddi dimorfizmus feltételezhetéen nem all fenn. Hifaikat szeptumok
osztjak sejtekre (interszeptumok), a koztiik 1év0 anyagaram egyszerii porusok révén
valosul meg. Az interszeptumok tébb haploid magot is tartalmaznak, melyekbdl a legtobb
a csucsi, 0sztodo sejtekben talalhaté (Harris, 2001; Rittenour és mtsai., 2009). Diploid
magok természetes koriilmények kozott csak az ivaros, illetve a paraszexualis ciklus
részeként jelennek meg rovidebb ideig (Pontecorvo és mtsai., 1953; de Vries és mtsai.,
2017). A tenyészetek ivartalan szaporodasat biztosité konidiumaiknak kdszonhetden a
telepeik igen valtozatos szindrnyalatokban mutatkoznak meg. A konidiumok az Un.
konidioforokon képzddnek, melyek alapjat egy talpsejt képezi, amelybdl kiindulva egy
oldalelagazas végén fejlodik ki a vezikulum. A fialidok (konidiumot termeld sejtek) a

vezikulumhoz kapcsolodhatnak kozvetleniil (uniseriate tipus), vagy metulak
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(kondidiumot nem termeld sejtek) révén kozvetetten (biseriate tipus). Egyes fajoknal
egyszerre mind a két tipusu, vagy akar csokevényes konidiofor képzddése is jellemz6
lehet a tenyésztési koriilményektdl fliggden (Perrone és Gallo, 2017; Chang ¢és mtsai.,
2020). Azonban bizonyos Aspergillus fajok egyaltalan nem rendelkeznek
konidioférokkal, mint az Aspergillus monodii, mig masok teljesen eltéré felépitésii
konidiofort képeznek, amely inkdbb a Penicillium nemzetségre jellemzd, mint az
Aspergillus inflatus esetében (Samson és mtsai., 2014; Baltussen és mtsai., 2019). A
genetikai, genomikai modszerek koézelmultbeli gyors fejlédése, valamint a megfeleld
koriilmények azonositasa egyre tobb, kordbban aszexualisnak tartott Aspergillus esetében
vezetett az ivaros fejlédés azonositdsdhoz (O’Gorman és mtsai., 2009; Horn és mtsai.,
2011). Mindezek ellenére a nemzetség tobbségének ivaros ciklusat még nem irtak le, bar
egyre tobb adat utal arra, hogy ivaros potencidljuk van (Ellena és mtsai., 2020). Abban az
esetben, ha fennall az ivaros szaporodasi forma, akkor a fajok jellemzden homotallikusak
(,,ontermékenyek™), ritkdbban heterotallikusak (,,obligat keresztez6dok™; pl. Aspergillus
heterotallicus), ¢és a jellemzéen nyolc aszkosporat tartalmazd aszkuszaik
kleisztotéciumban fejlddnek (az Aspergillus athecius esetében az aszkuszok szabadon
fejléddnek, hidnyzik a zart kleisztotécium) (Dyer és O’Gorman, 2012). Sok Aspergillus
fajnal paraszexualis ciklust is leirtak mar (Varga és mtsai., 2014).

Amellett, hogy jelen vannak a kornyezet legkiilonbozObb éldhelyein, az
Aspergillus fajok igen meghatarozo szerepet tdltenek be az emberiség mindennapjaiban
1s, ugyanis vad tipust torzseiket opportunista névény- €¢s humanpatogén korokozokként
egyarant szamontartjadk (Brown ¢s mtsai., 2019; Latgé és Chamilos, 2019; Raduly és
mtsai., 2020; Koutserimpas €s mtsai., 2022). Kartevokként a szabadfoldi kultirdkban és
a raktarozott terményekben is jelen vannak és jelentds veszteségeket okozhatnak (pl.
Aspergillus niger, A. flavus, A. parasiticus), rdadasul jelenlétiiket mikotoxin termelésiik
(féleg aflatoxinok és ochratoxinok) egészségiigyi szempontbdl is sulyosbitja (1. abra)
(Perrone ¢és Gallo, 2017; Raduly és mtsai., 2020).

A leggyakoribb human korokozoik az A. fumigatus, A. terreus és A. flavus fajok
kiilonbozd torzsei, melyek igen sulyos 1égzdszervi megbetegedések (allergias
bronchopulmonalis aspergillosis €s invaziv aspergillosis) mellett foleg szem- ¢s
fuilfertézések kialakulasaért felelnek (Latgé és Chamilos, 2019; Thompson €és Young,
2021). Az utdbbi évtizedben mezdgazdasagi kartételeik és invaziv fertdézéseik esetszama
egyarant emelkedOben van, az eldbbit a globalis éghajlatvaltozassal, az utdbbit az

immunszupressziv ¢és kemoterapias kezelésekre szoruld betegek megnovekedett
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szamaval hozzak 6sszefiiggésbe (Bernardeschi és mtsai., 2015; Raduly és mtsai., 2020).
Mindemellett biotechnologiai jelentéségiik is meghatarozo, hiszen szamos képviseldjiiket
hasznositja aktivan a fermentacios ipar. El6allitott anyagaikat tekintve jelentds volumeni
vegyipari, ¢lelmiszeripari, és a klinikai felhasznaldsban érintettek, torzseikkel szamos
enzim (pl. amildzok, lipadzok, protedzok [tisztitoszer-osszetevok]), illetve primer (pl.
citromsav, glilkkonsav [élelmiszer-adalékanyagok]) ¢és szekunder metabolit (pl.
lovasztatin, echinocandinok [gydgyszerhatdanyagok]) termeltetését végzik (Fleiner és
Dersch, 2010; Sanchez és mtsai., 2012; Karaffa és Kubicek, 2019; Naveed és mtsai.,
2021).

1. abra Aszpergilluszos csdpenészedés (4. flavus) kukorican (A) (Jardine, 2022) és az aflatoxin
B1 szerkezeti képlete (B) (Chen és mtsai., 2023)

2.2. Az A. nidulans fonalas gomba modell jellemzése

Az Gjgeneracios szekvenalasi (NGS) technikék hozzaférhetdsége hamar lehetové
tette a rendszertani orszadgokat képviseld fajok genomjanak szekvendlasat. A gombak
esetében mar tobb mint ezer faj genomja all rendelkezésre nyilvanosan (1000 Fungal
Genomes; https://1000.fungalgenomes.org/). A nemzetségén belill az A. nidulans egy
sz¢les korben elismert eukaridta modellszervezet, melyet Pontecorvo az 40-es évek végén
ismerte fel kivalo jeloltként genetikai kisérleteihez (Pontecorvo és mtsai., 1953), s azota
napjainkig ez a faj mar tobb mint 5000 elismert tudomanyos publikécio targyat képezte
(PubMed; https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/; 2023), jelentdésen bovitve ezzel tobbek kozt

a sejtfiziologiardl, az evoluciordl, az enzimologiardl, a kromatinszerkezetrél, a DNS-
javitasrol és rekombindciorol, valamint az elsddleges és masodlagos metabolikus
utvonalak szabalyozéasarol szerzett ismeretinket (Chemudupati és mtsai., 2019; Dimou és

mtsai., 2019; Horio és mtsai., 2019; Németh ¢és mtsai., 2019; Marcos ¢és mtsai., 2020).

13


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/

Az A. nidulans egy obligat aerob fonalas gomba, szaprofitaként leggyakrabban a
talajban és korhad6 novényi részeken talalhatdo meg (Samson €s mtsai., 2014). Patogén
korokozoként elsdsorban a lovak torokzacskojaban (diverticulum tubae auditivae) okoz
aszpergillozist a helyteleniil tarolt takarmanyon keresztiil (Blomme és mtsai., 1998; Tell,
2005), de azonositottak mar kiilonféle human fert6zésekben is (Fassatiova, 1986; Jiang
¢s mtsai., 2013). Habar az A. nidulans altaldban artalmatlan az emberre, a legtjabb
bizonyitékok alapjan sulyos (akar haldlos) lefolyasu betegséget hoz 1étre a kronikus
granulomatodzisos egyéneknél (Henriet €s mtsai., 2012; Tavakoli és mtsai., 2020; Lim és
mtsai., 2023; Pinheiro ¢és mtsai., 2023). A faj ivartalan, ivaros (homotallikus) és
paraszexualis szaporodasa egyarant indukalhaté laboratériumi koriilmények kozott is
(Park és Yu, 2012). Ivartalan szaporodasara a ,,biseriate” tipusu konidioférok €s zélden
pigmentalt fialo-konidiumok jellemzdek, mig ivaros ciklusa soran Hiille-sejtekkel
boritott kleisztotéciumokat fejleszt, melyben 8-8 aszkospodrat tartalmazd aszkuszok
fejlodnek (Palmer és mtsai., 2021). A kleisztotécium fala két rétegbdl all, amelyek
szorosan egymashoz tapado, lapos, sotétlila szinli sejtekbdl épiilnek fel. A sejtek kozotti
tapadast egy ismeretlen Osszetételi anyag, az un. ,cleistin” biztositja, amely a
kleisztotécium belsé terét is kitdlti (Dyer és O’Gorman, 2012). A kleisztotécium faldhoz
kiviilrdl kapcsolddnak a Hiille-sejtek, melyek morfologiaja igen jellegzetes, vastag fallal
rendelkeznek, és erdsen fénytérdek mikroszkop alatt. A Hiille-sejtekbdl szarmazo
kolonidk gyorsabban fejlesztenek konidiumokat, mint a sporakbol szdrmazo telepek,
illetve a legfrissebb tanulmanyok alapjan azt feltételezik, hogy a Hiille-sejtek erdsen
destruktiv koriilmények kozott a gomba tartalék Ossejtjeiként miitkodhetnek (Dyer és
O’Gorman, 2012; Troppens €és mtsai., 2020).

Az A. nidulans szilard és folyékony fazist tdpkdzegen egyarant tenyésztheto,
stillyesztett kultirai a tenyésztési koriilményektdl és a torzsek genetikai hatterétol
fliggben valtozatos makromorfologiat mutatnak, mint példaul a hifapelletek vagy
diszperz (szétszort) hifdk megjelenése (2. abra; Miyazawa és mtsai.,, 2020). Abbol
fakadoan, hogy a gomba fiziologiaja, morfoldgidja és optimalis novekedési feltételei jol
jellemzettek, laboratoriumi koriilmények kozott igen konnyen tenyészthetd (da Silva
Menezes és mtsai., 2018; Frandsen és mtsai., 2018; Gongalves és mtsai., 2020). Ezen feliil
a torzsek csekélyebb patogenitasdnak koszonhetden az A. nidulans valdban nagy
népszerliségnek orvend a kutaté mikologusok korében (David és mtsai., 2008; Etxebeste

¢és Espeso, 2020).
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2. abra Az Aspergillus nidulans egy laboratoriumi torzsének (THM4) siillyesztett
tenyészete Erlenmeyer lombikban (A) és egy hifapellet mikroszkopos felvétele (B)
(Forras: sajat fénykép)

Habar a kdzvetlen ipari gyakorlatban csekélyebb figyelmet kap, a fermentacios
folyamatok fejlesztési fazisaiban mégis kozponti szerepet jatszik. Torzseit leggyakrabban
a heterolog expresszio €s a fehérjeszekrécid vizsgalataiba vonjak be, tovabba penicillin
és szterigmatocisztin (STC; 3. dbra) termelOképessége révén a [-laktam tipusu
antibiotikum- illetve mikotoxintermelés tanulmanyozasara is felhasznalhaté (Qiao és

mtsai., 2019; Caesar és mtsai., 2020; Kumar, 2020).

OCH;

3. abra A szterigmatocisztin szerkezeti képlete (Tabata, 2011).

A legtobb fonalasgombahoz hasonléan az A. nidulans is tobb tucat olyan
szekunder metabolit gén- (SMGQG) klasztert tartalmaz, amelyekrdl feltételezhetd, hogy
mindegyike kiillonbozd és valtozatos masodlagos anyagcsereterméket kodol (Caesar és
mtsai., 2020). Az ebben a fajban talalhato kb. 70 feltételezett SMG-klaszter koziil (Inglis
¢s mtsai., 2013; Drott és mtsai., 2020) eddig 31 kdzponti SMG-t sikertilt 6sszekapcsolni
konkrét masodlagos anyagcseretermékkel, melyek tobbségérdl az elmult 15 évben

szamoltak be (Romsdahl és Wang, 2019; Caesar és mtsai., 2020).
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Mivel ipari, mezdgazdasagi €s egészségiligyi szempontbdl is egyértelmiien
kiemelkedd Aspergillus fajok kozeli rokona (pl. 4. niger, A. oryzae, A. flavus, A.
fumigatus) (Karaffa és Kubicek, 2019; Latgé és Chamilos, 2019; Raduly és mtsai., 2020)
az A. nidulans vizsgélataibdl szarmazo eredmények a gyogyszergyartas és a klinikum
mellett, az agrarium ¢és az élelmiszeripar szamdra egyarant hasznosithatok, igy
feltételezhetden a jovOben tovabbra is kulcsfontossagu referenciaorganizmus marad

szamos kutatasi terilileten (Etxebeste ¢s Espeso, 2020).

2.3. A glutation-metabolizmus és annak stresszfiziologiai jelentdsége

A GSH egy tobbfunkcids tripeptid, amely szdmos prokaridtaban és a legtobb
eukaridtaban, igy gombasejtekben is boségesen megtaldlhatdo (Penninckx és Elskens,
1993; Pocsi és mitsai., 2004; Smirnova és Oktyabrsky, 2005). F6 funkcioja a sejtek
védelme a reaktiv oxigéngyokokkel (ROS), nehézfémekkel és xenobiotikumokkal
szemben, illetve nitrogén- és kéntartalékként is funkciondl éhezd koriilmények kozott
(Penninckx, 2000; Kumar és mtsai., 2003; Pocsi és mtsai.,, 2004). A GSH a
mitokondriumok és a sejtmagok membranjanak redoxstabilizaldsaban is fontos szerepet
jatszik, tovabba részt vesz a vas-kén klaszterek érésében stresszmentes €és stresszes
koriilmények kozott egyarant (Toledano és mtsai., 2013; Kumar, 2020). A metabolit
szintézisitja jol ismert; szamos szervezetben a vy-glutamil-cisztein intermedieren
keresztiil keletkezik a y-glutamil-cisztein-szintetdz €s a GSH-szintaz altal katalizalt,
egymast kovetd reakciok révén. A GSH lebontasa pedig egy ciszteinil-glicin intermedier
képzddésével torténik, a klasszikus GSH lebontd utvonal esetében, a y-glutamil-
transzpeptidaz (yGT) és egy dipeptidaz altal (Smirnova €s Oktyabrsky, 2005; Lu, 2013).
Azonban a GSH-anyagcserét érintd vizsgéalatok alternativ bioszintézis és lebonto
utvonalakra is ravilagitottak. Egyes prokaridtakban a GSH keletkezhet egy bifunkcionalis
y-glutamil-cisztein-szintetdz/GSH-szintaz altal is, vagy akar a prolin bioszintézis egyik
koztitermekébdl, a y-glutamil-foszfatbdl is (Gopal és mtsai., 2005; Janowiak ¢€s Griffith,
2005; Veeravalli és mtsai., 2011). Az utdbbi esetben a y-glutamil-kinaz altal eléallitott y-
glutamil-foszfat nem-enzimatikus modon reagalva a ciszteinnel képez y-glutamil-
ciszteint, amelyet a GSH-szintdz tovabb modosit GSH-vé4 (Veeravalli és mtsai., 2011).
Mindezen tulmenden az emldsdk és a novények képesek a GSH-t egy y-glutamil-
ciklotranszferaz segitségével ciszteinil-glicinné €és 5-oxoprolinnd bontani, amelyeket

dipeptidazok, illetve az 5-oxoprolindz hidrolizalhat ciszteinné és glicinné, illetve
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glutamattd (Ohkama-Ohtsu és mtsai., 2008; Kumar és mtsai., 2012). Bizonyos gombak
esetében, mint pl. a S. cerevisiae és a C. albicans, a DUG (Deficient in Utilization of
Glutathione) Utvonalat tették feleldssé a GSH citoszolikus lebontasaért (Kaur és mtsai.,
2009, 2012; Desai ¢s mtsai., 2011). Ezt az Gtvonalat két enzim alkotja: egy glutamin-
amidotranszferaz (GAT) és egy WD40 ¢és M20A doménekbdl alld ciszteinil-glicin-
metallo-dipeptiddz. A glutamin-amidotranszferaz felelés a GSH y-glutamil-részének
eltavolitasaért, glutamatot és ciszteinil-glicint felszabaditva. Az enzim két alegységét a
dug? és dug3 gének kodoljak. A dugl altal kodolt metallo-dipeptidaz (M20A) pedig
tovabb hidrolizalja a képzddott ciszteinil-glicint szabad aminosavakka (4. abra, Ganguli

¢és mtsai., 2007; Bachhawat ¢s Kaur, 2017).

dug2 f mRNS (Iug3T mRNS
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GSH Glu + Cys-Gly
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4. abra A DUG enzim-komplex miikodésének sematikus abrazolasa éleszté modellek
alapjan (Bachhawat és Kaur, 2017).

GSH: redukalt glutation; Glu: L-glutaminsav; Cys: L-cisztein; Gly: glicin;
Cys-Gly: L-ciszteinilglicin

17



A GSH gomba sejtfizioldgiai funkcidit az anyagesere utvonalhoz kapcsolodo
gének delécidja révén kezdték tanulmanyozni élesztd és fonalas gomba modellekben. A
y-glutamil-cisztein-szintetdz génjének delécioja S. cerevisiae és A. nidulans esetében
GSH auxotrofiat eredményez, azonban jelentds kiilonbségek mutatkoznak az optimalis
ndvekedéshez sziikséges GSH mennyiségében (S. cerevisiae: 0,5 pmol I''; A. nidulans:

8-10 mmol 1'!; Ohtake és Yabuuchi, 1991; Bakti és mtsai., 2017). Az oxidalt glutation

kodolo gén delécidja a S. pombe esetében letalisnak bizonyult (Lee és mtsai. 1997), mas
gombéakban (pl.: S. cerevisiae, A. nidulans, Acremonium chrysogenum) azonban a
glutation reduktdz gén nem esszencialis, de kulcsfontossdgi a magas GSH/GSSG arany
fenntartdsaban és az oxidativ stressz kialakulasanak megeldzésében (Sato és mtsai., 2009;

Bakti és mtsai., 2017).

2.4. A fonalas gombak szénstressz valaszai

A mikroorganizmusok, igy fonalas gombak tekintetében is akkor beszélhetiink
szénstresszrol, mikor a sejtek szdmara az elérhetd és felvehetd energiaforrasként
felhasznalhato szerves vegyliiletek mennyisége, illetve mindsége mar nem elegendd a
gyors vegetativ novekedés fenntartdsdhoz (Winderickx és mtsai., 2003; van Munster és
mtsai., 2016). Amikor egy tenyészet jol hasznosithatdo szénforrason novekszik, a
szénforras fogyatkozasa kovetkeztében el0szor szénforras-limitacios stressz 1ép fel. Ha
az elsddleges szénforras elfogy, és a sejteknek nem sikeriil 4ttérni valamilyen alternativ
szénforrasra, bekovetkezik a szénéhezés. Ez a két szénstressztipus (szénforrds-limitacio
¢és szénéhezeés) a gomba eltérd ndvekedési fazisaira jellemzd: a szénforrds limitacio a
novekedés kései exponencidlis fazisaban, mig a széné¢hezés a stacioner, illetve hanyatld
fazisokban alakul ki (Emri és mtsai., 2008; van Munster és mtsai., 2014, 2016).

A laboratoriumi gyakorlatban a szénstressz leginkabb két médon valthatod ki. A
legegyszertibb modszer, hogy addig inkubaljuk a tenyészetet, mig az a rendelkezésére
allo szénforrast teljes mértékben fel nem haszndlja (Emri és mtsai., 2006). Tovabbi
lehetdség, az exponencidlis fazisu micélium szénforras mentes vagy komplex (nehezen
hasznosulo) szénforrast tartalmaz6 tapkozegbe vald athelyezése (Szilagyi és mtsai., 2013;
Németh és mtsai., 2016; Meng és mtsai., 2022). Fontos azonban kiemelni, hogy a két
modszer jelentdsen eltér egymastol, ugyanis az elsé esetben a szénéhezést szénforras-

limitacié elézi meg, mig a masik moddszernél a novekedd tenyészetek fokozatosan
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kialakul6 szénforras-limitacié nélkiil hirtelen szembesiilnek a kdnnyen hasznosithatod
szénforras eltiinésével (Emri és mtsai., 2006; Jorgensen és mtsai., 2010; van Munster és
mtsai., 2016).

Habar a szénforras-limitaciora adott stresszvalasz reakciok egyes elemeit mar
részletesen vizsgaltak (I1d. karbon katabolit represszid; Ruijter és Visser, 1997; Adnan és
mtsai., 2018; de Assis €s mitsai., 2021), a sejtek globalis reakcigjat leir6 omikai
vizsgalatok csak kevés taldlhatdo a szakirodalomban (Winderickx ¢és mtsai., 2003;
Jorgensen ¢és mitsai., 2010). Ezzel szemben a szénéhezéssel kapcsolatban szamos,
elsdsorban transzkriptomikai megkozelitésen alapuld tanulmany all rendelkezésre (Pocsi
¢s mtsai., 2003; Emri és mtsai., 2008; Nitsche és mtsai., 2012; Szilagyi és mtsai., 2013;
van Munster és mtsai.,, 2016). Az A. nidulans szénéhezésnek Kkitett siillyesztett
folyadékkulturas tenyészeteit specifikus fiziologiai és morfoldgiai valtozasok jellemzik,
melyekhez nagyon gyakran kapcsolodik az autolizis folyamata is (Emri és mtsai., 2008).
Az autolizis soran egy olyan sejtpusztuldsi folyamat jatszodik le, amelynek lefolyésa a
makroautofagia (intracellularis tartalom lebontdsa és Gjrahasznositdsa) mellett magaba
foglalja a sejtfal alkotdelemeinek lebontéasat (autolitikus sejtfaldegradacio) is hidrolitikus
enzimek (pl. proteazok, kitinazok, gliikanazok) termelése révén, hogy az igy keletkezett
monomerek tapanyagként szolgalhassanak a tenyészet tuléléséhez. (Gordon és Lilly,
1995; White és mtsai., 2002; Emri és mtsai., 2004). A sajat, nitrogéntartalmu vegyiiletek
lebontasat tdmasztja ald a gomba szénéhezd tenyészeteiben megfigyelheté ammonia
felszabadulas is (Pusztahelyi és munkatarsai 1997, Emri és munkatarsai 2004). Az
autolizist mas elemek (pl. oxigén, vas, nitrogén) hidnya is kivalthatja, de a szénéhezéshez
szinte altalanosan kothetd a jelenség (White és mtsai., 2002). A makroautofagia
kovetkeztében az autolizist intenziv vakuolizcio és a hifdk kiiiriilése kiséri, mig a
kitiresedett hifak sejtfalanak lebontdsa (autolitikus sejtfaldegradacio) a fonalak
darabolodasahoz, a pelletek széteséséhez vezet. Az autolizis végén csak néhany
»elesztdszerli” sejtbdl allo hifa-téredék marad életben, amelyek friss tapkdzegen képesek
ujra ,,csirdzni”. A folyamatot gyakran intenziv melanizaci6 is kiséri, ami feltehetdleg a
még ¢l0 sejtek falat védi a tapkozegbe szekretalt kitindzoktol (Emri és mtsai., 2004, 2008,
2018; Szilagyi és mtsai., 2011, 2013, 2018).

Az antioxidans védekezés kulcsszerepet jatszik a fonalas gombak szénstresszhez
val6é alkalmazkodésdban. Szénéhezés alatt, az autolizis mellett, a sejtek redox
folyamataiban is jelentds valtozas all be: A redukalt/oxidalt glutation arany (GSH/GSSG)

csokken, amit nagy y-glutamil transzpeptidaz (y-GT) aktivitas kisér. Bar a tenyészetek
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respiracidja csokken, a reaktiv oxigénformak (pl. peroxidok, szuperoxid) koncentracidja
¢s a szuperoxid dizmutaz specifikus aktivitdsa né (Emri és mtsai., 2004; Spitzmiiller és
mtsai., 2015b). Az A. nidulans esetében a tobb peroxiredoxin koziil a PrxA-t
azonositottak mint nélkiilozhetetlen antioxidans védelmi tényezot (Xia és mtsai., 2018;
Zhou és mtsai., 2021; Li és mtsai., 2022). A PrxA éltal végzett H.O: lebontas a tioredoxin
rendszer (tioredoxin €s annak reduktaza), valamint NADPH jelenlétét igényli (Xia és
mtsai., 2018). Az 4. nidulans emellett tobb kataldzt is kodol, koztiik a CatA, CatB, CatC
¢és CatD enzimeket (Kawasaki ¢és Aguirre, 2001), melyek kozil a CatA egy
sporaspecifikus katalaz, amelynek hidnya a konidiumokat fokozottan érzékenny¢ teszi a
H>0: hatdsaval szemben (Navarro ¢és mtsai., 1996), a CatB pedig a vegetativ
sejtndovekedés szakaszaban van jelen, és els6sorban a kornyezeti H.O: ellen nyujt
védelmet (Kawasaki és mtsai., 1997). Nem meglepd modon a szénéhezés hatasara fellépd
fiziologiai valtozasok hatterében jelentds transzkripcids szintli valtozasok allnak
(Szilagyi és mtsai., 2013). 4. nidulans torzsek esetében eddigi ismereteink alapjan az
autolizis szabdlyozdsa szoros kapcsolatban all a sporulacid szabalyozasaval: A brid (a
sporulaciot érint legfontosabb transzkripcios faktort kodold gén) hidnya gatolja az
extracellularis kitindz termelést és ezen keresztiil az autolitikus sejtfaldegradaciot is
lassitja, de fokozott extracellularis protedz termeléshez vezet. 4 fluG (a briA legfontosabb
szabalyzoelemét kodold gén) delécidja ugyanakkor teljesen blokkolja a proteazok,
kitindzok és gliikandzok képzddését és leallitja az autolitikus sejtfaldegradaciot (Emri és
mtsai., 2005a, 2005b). Ugyanakkor a sporulaciot érintd egyéb szabalyzdelemek génjeinek
(pl. abad, fIbA-E gének, wetd) mutacidi mar nem okoznak érdemi valtozésokat a
szénstressz alatt kialakul6 autolitikus fenotipusban (Emri és mtsai., 2005a; Yu, 2010). E
transzkripcids szintli kapcsolat célja feltehetdleg az, hogy a tenyészet autolizalo sejtjei
altal felszabadult tdpanyagokat a nem autolizalo sejtek fel tudjak hasznalni konidium
termelésre. A FluG-BrlA szabalyz6 utvonallal szemben a CreA karbon katabolit
represszioért felelds transzkripcids faktor génjének delécioja hiperautolitikus fenotipust
hozza létre, ami intenziv extracelludris hidroldz termelésben és a szarazanyagtartalom
gyors csokkenésében nyilvanul meg (Emri és mtsai., 2006; Ries és mtsai., 2016). A
szénéhezés alatti extracelluldris hidrolaz termelést az XprG transzkripcids faktor szintén
aktivalja, legalabb részben a bri4 transzkripcidjan keresztiil (Katz és mtsai., 2013). A
vegetativ ndvekedés fenntartasdért felelds heterotrimer G-fehérje-fliggd jelatviteli
utvonalak (pl. FadA ¢és GanB utvonalak), amelyekrdl ismert, hogy gatoljak a
konidiumképzddést és gyakran a briA transzkripciot is (Yu, 2006; Krijgsheld és mtsai.,
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2013a) az extracellularis proteaz termelésre is hatdssal lehetnek (Molnar és mtsai., 2004,
2006). Fontos azonban megemliteni, hogy a fluG delécioja az 4. nigerben nincs hatassal
a konidiogenezisre, tovabba az extracelluaris enzimtermelést is fokozza (Wang €és mtsai.,
2015). Ugyanezen fajnal az FIbA hidnya (amely a br/A szabalyozdeleme) szintén fokozott
fehérjeszekréciot eredményezett (Krijgsheld és mtsai., 2013b). Ezek az adatok arra
utalnak, hogy bar a szénéhezés szabdlyozo tutvonalai konzervéltnak tliinnek az
Aspergillusok esetében, az extracellularis enzimszekrécidora és ezen keresztiil az
autolitikus sejtfaldegradaciora gyakorolt hatasuk eltéro lehet a kiilonb6z6 fajokban (Emri
¢és mtsai., 2018).

Gyakorlati vonatkozésait tekintve a szénstressz vizsgalata tobb szempontbdl is
jelentés. A szén- és energiaforrdsok tipusa, illetve elérhetdsége nagy mértékben
befolyasolja a gombak ¢letének szdmos aspektusat, tobbek kozott stressztiirését,
kivalasztasat (Glass és mtsai., 2013; van Munster €¢s mtsai., 2016), szekunder metabolitok
(akar mikotoxinok vagy gydgyszeripari jelentdségili molekuldk) képzddését (Brakhage,
2013; Keller, 2019), valamint ivaros ¢s ivartalan differencidlodast, sét még az antifungalis
szerekkel szembeni érzékenységet, illetve virulenciat is (Shapiro €s mtsai., 2011; Ene és
mtsai., 2012; Brown €és Goldman, 2016; Chew ¢s mtsai., 2019). A fentieken til, az
autolizis indukalasa eldsegitheti a sejtfalhoz kotott és a sejten beliil felhalmozodott ipari
szempontbol fontos metabolitok (pl. sztatinok) és enzimek kinyerését és fokozza az ipari
szempontbol is fontos protedzok, gliikanazok, kitinazok termelédését (White €s mtsai.,
2002; Salakkam és Webb, 2018). Masrészt a folyamatot gatolva megnyujthato a stacioner
fazis hossza, megtarthat6 az ipari szempontb6l fontos pelletes morfoldgia, mérsékelhetd
a termékek proteolitikus degradacidja a protedztermelés visszaszoritisa révén és
csOkkenhetd a fokozott habzést és a kis 4&tmérdjli csdovek eltomddését okozd melaninok
képzddése is (Pocsi €s mtsai., 2003; Szildgyi €s mtsai., 2018). Nem utolsoé sorban, az
szénéhezés alaposabb megismerése a sejtfaldegradald elemek azonositasa révén akar 0j
antimikotikumok felfedezésére is lehetdséget teremt (Meyer és Jung, 2018; Bugeda és

mtsai., 2020).

2.5. A novényi sejtfal-poliszacharidok hasznositasa

Az A. nidulans, sok mas fonalas gombahoz hasonloan, altalaban bomld névényi

anyagokban gazdag ¢éldhelyeken fordul eld; a szerves anyagok és kiilondsen a
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poliszacharidok széles skaldjat képesek szén- és energiaforrasként felhasznélni (van
Munster és mtsai., 2016; Ho és mtsai., 2017). Genomja tobb mint 400 CAZyme gént
tartalmaz (CAZy Database; http://www.cazy.org/), CAZyme fehérjéinek kdszonhetéen
hatékonyan képes komplex ndvényi anyagokon is ndvekedni (Saykhedkar és mtsai.,
2012; Martins és mtsai., 2014; de Assis és mtsai., 2015).

A ndvényi sejtfalat szamos poliszacharid alkotja (5. dbra), koztiik celluloz (és
kisebb mennyiségben vegyes kotési gliikan), hemicellul6zok (pl. xilanok, xilogliikanok,
mannanok) és pektinek. A novényi sejtfalak ezeken feliil kiilonféle hidroxiprolinban
gazdag peptideket, pl. extenzineket és arabinogalaktan-fehérjéket is tartalmaznak, melyek
molekulatdomegének jelentds részét az oligoszacharid-oldallancok teszik ki (Held és
mtsai., 2015). A fenti poliszacharidokat sok gomba képes lebontani extracellularis
enzimeik segitségével. A komplex szacharidok hatékony lebontdsdhoz legtobbszor tobb,
egymassal szinergikusan haté enzimre van sziikség (Culleton és mtsai., 2013; Glass és

mtsai., 2013; Znameroski és Glass, 2013).
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5. abra. A fontosabb novényi sejtfal-poliszacharidok sematikus abrazolasa.

piros hexagon: glikéz; zold hexagon: xildz; kék hexagon: galaktdz; fekete hexagon: fukdz;
narancssarga pentagon: arabindz; fehér hexagon: glitkuronsav; kék kor: acetilcsoport; sotétvoros
hexagon: manndzpolimer; halvanysarga hexagon: galakturonsav; rézsaszin hexagon: ramnéz;
piros kor: metilcsoport; (Phalip és mtsai., 2012)

22



A poliszacharidok extracellularis hasznositasa lehetové teszi a sejtek szamara,
hogy a lebontashoz sziikséges mennyiségli enzimet kooperativ modon allitsék elé. Ilyen
értelemben az extracelluldrisan felszabadul6 mono- ¢és oligoszacharidok a
mikroorganizmusok szamara kozjavaknak tekinthetok, mivel a kozelben 1évé barmely
mikroba hasznosithatja 6ket, még a lebont6 enzimek termelésére képtelen (,,csalok’) és
az enzimtermelésre képes, de azt mégsem termeld torzsek/fajok (,,fakultativ csalok™) is
(Gore és mtsai., 2009). Emiatt nem meglepd, hogy a mikroorganizmusok extracellularis
enzimtermelését a viselkedésokoldgia tudomanyteriilete is intenziven tanulményozza
(Smith és Schuster, 2019).

A gombdk altal termelt ndvényisejtfalbontdé enzimek ipari szempontbol is
jelentdsek, hiszen segitségiikkel hatékonnyd tehetd a komplex ndvényi anyagok
szacharifikicigja. A hatékony szacharifikacios eljarasok pedig kulcsfontossaguak a
masodik generacids biolizemanyagok koltséghatékony eldallitasa szempontjabol is
(Chundawat ¢és mtsai., 2011). Annak megértése, hogy a gombak miként képesek
alkalmazkodni a kiilonb6zd szén- és energiaforrasokhoz, akar az enzimtermelés
szabalyozasaban részt vevd 1) gének vagy molekuldk, illetve a biopolimerek hatékony
lebontasahoz sziikséges 11j enzimek azonositdsaban is segithet. Mindezen ismeretek
hozzajarulhatnak a novényi sejtfalosszetevé-hasznositas hatékonysdganak javitasdhoz,
vagy elosegithetik a felhasznalt enzimek eldallitasi koltségeinek csokkentését is

(Chundawat €s mtsai., 2011; Chettri és mtsai., 2020; Contesini és mtsai., 2021).
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3. Anyagok és modszerek

3.1. A vizsgalatokhoz felhasznalt torzsek és tenyésztésiik

A Kkisérleteink soran vizsgalt A. nidulans torzseket az 1. tablazat tartalmazza. A
torzsfenntartast Barratt-féle minimal tapagarral (AMM) végeztilk (Barratt és mtsai.,
1965), melynek dsszetétele az alabbiaknak felelt meg: 6 g 1! NaNO3, 1,5 g I'! KH2PO4,
g L' MgS04-4H20, 0,5 g 1" KCI, 10 g I'! gliikéz, 0,1 v/v% nyomelemoldat, 20 g 1! agar
(pH 6,5), illetve sziikség szerint 200 pg 1! piridoxinnal egészitettiink ki. A
nyomelemoldat dsszetétele 22 g I ZnSO4 7 H>0, 11 g I H3BO3, 5 g 1! MnClz 4 H20, 5
g I'1 FeSO4 7 H,0, 1,6 g 1" CoSO4 5 H,0, 1,6 g 1! CuSO4 5 H,0, 1,1 g 1! (NH4)6M07024
4 H,0 és 50 g I'' Na;EDTA volt. A tapagarra leoltott tdrzseket minden esetben 37 °C-on
inkubéltuk 6 napon keresztiil és a siillyesztett kultirakat e tenyészetek frissen izolalt (0,1

v/v%% Tween 20 oldat) konidiumaival oltottuk be.

1. tablazat A vizsgalt Aspergillus nidulans torzsek.

Torzs*  Leiras Genotipus Referencia

THS30 referencia torzs pyrG89 AfupyrG* pyroA™ veA™ Emri és mtsai. 2015

pyrG89 pyroA4 AAN1879::AfupyrG*

vedt Gila és mtsai. 2021

THM?2 AdugB mutans

pyrG89 pyroA4 AAN1092::AfupyrG*

vedt Gila és mtsai. 2021

THM3 AdugC mutans

pyrG89 pyroA4 AAN1879::AfupyrG*

AANT092-:pyrod™ ved* Gila és mtsai. 2021

THM4 AdugB AdugC mutans

pyrG89 pyroA4 AAN1092::AfupyrG*

ANT092: pyrod ved* Gila és mtsai. 2021

THM7 dugC* komplementalt torzs

pyrG89 pyroA4 AANI1879::AfupyrG™*
ANI1879::pyrod veA™

2 — A delécios, valamint komplementalt torzseket Dr. Heungyun Harrison Moon és Prof. Dr. Jae-Hyuk Yu
(University of Wisconsin-Madison, Madison, WI, USA) hozta 1étre és bocsatotta rendelkezésiinkre.

THMS dugB* komplementalt torzs Gila és mtsai. 2021

A siillyesztett kultirakhoz Barratt-féle taplevest (a taptalaj agarmentes valtozatat)
készitettiink, amelyet az elétenyészetek esetében 5 g I'! élesztékivonattal egészitettiink ki.
A tapkozeg 100 ml-ét (500 ml-es Erlenmeyer lombikban) 5x107 db konidiummal
inokulaltuk, majd a tenyészeteket 18 6ran keresztiil neveltiik razéinkubatorban (37 °C,
220 rpm). A még exponencialis novekedési fazisban 1évé biomasszat vakuumsziirést

kovetden steril szénforrasmentes Barratt-féle taplevessel mostuk, majd 100 ml friss
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taplevesben vettiik fel ugy, hogy a kiindulési szaraztdmeg mintegy 2 g 1" legyen. A
micéliumok atmosasat kovetden a friss Barrat-féle taplevesek szénforrds tartalma a
kovetkezoképpen alakult:

- szénforras mentes (szénéhezo tenyészetek)

- 20 g I'! laktoz (laktézos/szénforras limitalt tenyészetek)

- 20 g I'! arabinogalaktan (arabinogalaktédnos/szénforras limitalt tenyészetek)

-20 g I'! gliikoz (gliikozos/ndvekedd referencia tenyészetek)

3.2. A feliileti tenyészetek stresszérzékenységének meghatarozasa

A feliileti tenyészetek vizsgalatdhoz szintén Barrat-féle tapagart haszndltunk,
amelyeket 5 pl sporaszuszpenzioval (10° konidium ml! 0,1 v/1% Tween 20 oldat) torténd
pontleoltast kdvetéen 5 napon keresztiil inkubaltunk 37 °C-on, majd lemértik a
telepatmérdket (Leiter és mtsai., 2016; de Vries €és mtsai., 2017). A taptalajok leoltas eldtt
mar kiilon-kiilon tartalmaztdk a stressz agenseket, melyek koncentracidja a kovetkezd
volt: 0,18 mM menadion-natrium-biszulfit (MSB); 0,8 mM terc-butil-hidroperoxid
(tBOOH); 1,5 mM diamid; 1 M NaCl, 50 mM kong6vords (CR). Bizonyos esetekben a
taptalaj 40 g 1" gliikézt tartalmazott a standard 10 g 1! helyett. A kisérleteket minden

esetben harom ismétlésben végeztiik.

3.3. A konidiumtermelés vizsgalata

A feliileti  tenyészetek  altal termelt konidiumok  mennyiségének
meghatarozasahoz pontinokulaciot végeztiink a 3.2. alfejezetben leirt modon Barrat-féle
taptalajt tartalmazo6 agarlemezekre. Ot nap 37 °C-on torténd inkubaciot kdvetéen 1 x 0,5
cm? feliiletii agarhasabokat vagtunk ki a telepek sugarhosszisaganak kozepénél, majd a
haséabok feliiletén 1¢év6 konidiumokat 500 pul 0,1 v/v% Tween 20 oldatban szuszpendaltuk.
A konidiumszuszpenzidk sporaszamat hemocitométerrel (Biirker-kamra) hataroztuk
meg. Bizonyos esetekben a téptalaj 40 g I"! gliikozt tartalmazott a standard 10 g I"! helyett,
illetve tovabbi 10 mM ditiotreitollal (DTT) vagy 10 mM GSH-val egésziilt ki (Bakti és
mtsai., 2017; Emri és mtsai., 2018).
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3.4. RNS-izolalas

Az RNS-izolalas mintanként 10 ml fermentlébol atszlrt micéliumbodl tortént,
amelyeket 4 °C-os desztillalt vizzel mostunk, majd tovabbi felhasznalasig -70 °C-on
taroltunk. A kozvetlen felhasznalas elott liofilizalt és feltart mintakbol a total RNS-
tartalmat TRIzol reagens (Invitrogen, Waltham, MA, USA) hozzaadasaval nyertiik ki
Chomczynski modszere (Chomcezynski, 1993) alapjan. Az RNS mintak tisztasagat a DE
AOK Genomi Medicina és Bioinformatikai Szolgaltaté Laboratérium munkatarsai
ellendrizték mikrofluid elektroforézis rendszer (Agilent 2100 Bioanalyzer, Agilent

Technologies, Santa Clara, CA, USA) segitségével.

3.5. Reverz transzkripciot koveto kvantitativ PCR (RT-qPCR)

Az RT-qPCR-t Luna Universal One-Step RT-qPCR Kit (New England Biolabs,
Ipswich, MA, USA) hasznéalatdval végeztik a gyartd 4altal ajanlott protokollnak
megfeleléen. A reakcidelegyek 400 ng, DNaz (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA)
kezelt, total RNS-t, 2,5 mM Mg?*-t és 0,4 uM génspecifikus primer part tartalmaztak. Az

RT-qPCR-hez hasznalt primerek szekvenciait az 1. melléklet tartalmazza.

Az RT-qPCR az alabbi 1épésekbdl épiilt fel:

l. reverz transzkripcio, 55 °C, 10 perc

2. reverz transzkriptaz denaturacio, 95 °C, 1 perc

3. DNS-denaturécio, 95 °C, 10 masodperc

4. primer hibridizaci6 (annealing), 60 °C, 1 perc

5. lanchosszabbitas (extension), 60 °C, 30 masodperc

6. harmadik 1épéstdl valo ciklus ismétlés 40 ciklus erejéig

A RT-gPCR termékek mennyiségének valtozasat ciklusonként az 5. 1épés utan
kovettik nyomon a duplaszdla DNS-be interkaldlodott SYBR Green 1 festék
fluoreszcencidjanak detektdldsa révén. A mintdk homogenitdsait a termékek
olvadéaspontjanak meghatarozaséaval allapitottuk meg. A relativ transzkripcié mértékét a
AACt moédszerrel hataroztuk meg: AACt = ACtkezelt minta _ ACkezeletlen minta - ajy5] ACt =
Creferencia gén _ Cyvizsgdltgén g5 Ct a7 a ciklusszam, amelynél a minta atlépi a PCR termék

kimutatasat jelzd fluoreszcencia kiiszobot. A AACt érték novekedése arra utal, hogy a
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vizsgalt tenyészetben a gén relativ transzkripcidja novekedett a kezeletlen kontroll
tenyészethez képest. Referencia génként a kisérletsorozatoktol fliggden a gfdA (Gila és

mtsai., 2021) és az AN6700 (Gila és mtsai., 2022) géneket hasznaltuk.

3.6. Ujgeneraciés RNS-szekvenalas (RNAseq)

Az RNS-mintdk szekvenalasat (a konyvtar készitéstol a FASTQ fajlok
megirasaig) a DE Genomi Medicina ¢és Bioinformatikai Szolgaltatdé Laboratorium
munkatarsai, a mindségellendrzést, az illesztést, valamint a differencialtan expresszalt
gének meghatarozasat pedig Dr. Antal Karoly (EKKE TTK Allattani Tanszék) végezte.
A cDNS konyvtarak 1 pg total RNS-bdl kiindulva a TruSeq RNA Sample Preparation
Kit (Illumina, San Diego, CA, USA) hasznalataval késziiltek el, szekvenalasuk (single-
read 75 bp sequencing; 16-30 millié olvasat [read]/minta) pedig az Illumina HiScan SQ
(Illumina, San Diego, CA, USA) késziilékkel tortént. A nyers szekvencia adatok mindségi
ellendrzése a FastQC programcsomaggal (Andrews, 2010), a szekvencia olvasatok
illesztése pedig HISAT2 szoftver segitségével tortént (v2.1.0; Kim et al., 2015), melyhez
az A. nidulans FGSC A4 genom adatai kertiltek felhasznalasra (Gila és mtsai., 2021,
2022). Az illesztések mintanként legalabb 93%-os ardnyban sikeresek voltak. A
differencidltan expresszalodott gének a DESeq2 programcsomaggal (v/.24.0; Love et al.,

2014) kertiltek meghatarozasra.

3.7. A transzkriptomikai adatok kiértékelése

A transzkriptomikai adatok elemzése soran az aldbbi definiciokat és
géncsoportokat hataroztuk meg:
— Feliil-, illetve alulszabalyozott géneknek azokat a differencidltan expresszalt (korrigalt
p-érték < 0,05) géneket tekintettiik, amelyek expresszidja (egy adott torzs esetében) az
alkalmazott kezelés, (egy adott tenyésztési koriilmény estén) a vizsgalt mutacid
kovetkeztében gy valtozott meg, hogy a feliilszabalyozott gének esetében logoFC > 1,
mig az alulszabalyozott géneknél logFC < -1 volt. A log2FC (logz ,.fold change”) az a
DESeq?2 szoftver altal szamitott logaritmikus érték, ami leirja az adott gén transzkripcios
aktivitdsanak valtozésat a kezeletlen tenyészetben, vagy a referencia térzsben mért

értékhez képest.
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— Szekunder metabolit klaszter gének: Inglis és mtsai. (2013) kozleményében szerepld
manualisan vagy kisérleti uton meghatarozott szekunder metabolit génklaszterek génjei.
— Sejtfal biosztintézis gének: de Groot €s mtsai. (2009) munkaja alapjan a kitin-szintazok,
gliikan-szintazok, transzglikolazok és endomannanazok, illetve a Leloir-utvonal génjei.
— Sejtfal degradéacio génjei: de Groot ¢€s mtsai. (2009) kozleményének megfeleléen a
kitinazok, kitin deacetilazok, hex6zaminidazok, gliilkanazok és gliikozidazok, illetve az
N-acetil-gliik6zamin-6-foszfat ~ deacetilaz  (AN1428), az  N-acetil-gliikozamin
transzmembran transzporter (AN1427) és a gliikozamin-6-foszfat deaminaz (AN1418)
génjei.

— Glikolizis gének, oxidativ pentdz-foszfat ut gének, citromsav-ciklus gének: A Flipphi
¢és mtsai. (2009) kézleményében leirt glikolizis, oxidativ pentdz-foszfat ut és citromsav-
ciklus gének.

— Ergoszterol bioszintézis gének: Az A. fumigatus szkvalén-ergoszterol-utvonal
géneknek (Alcazar-Fuoli és Mellado, 2013) az Aspergillus Genome Database-ben
(AspGD; https://www.aspergillusgenome.org/) szerepld ortologjai.

— Extracellularis proteaz és y-GT gének: Az AspGD -ben (szerepld A. nidulans protedz
gének, melyek esetében a SignalP szoftver (v5.0; Armenteros ¢€s mtsai., 2019)
segitségével a szignalpeptid jelenléte kimutathaté (0,8 valdsziniiségi szint mellett),
tovabba az extracellularis y-glutamil-transzpeptidazt kodolod ggr4d (AN10444) gén.

— CAZyme gének, extracellularis CAZyme gének: A CAZy Database
(https://www.cazy.org/) adatbazisban szerepld gének, illetve ezen gének azon csoportja,
amelyek esetében a szignalpeptid meglétének valdszinlisége nagyobb, mint 0,75.

— Laktoz hasznositasért felelds gének: A galaktdz-lebontd Leloir- és oxido-reduktiv
utvonalak génjei, illetve az eldbbi ttvonalak transzkripcids regulator fehérjéit kodolod
galX (AN10543) ¢és galR (AN10543) gének (Christensen és mtsai., 2011), tovabba az
ismert €s feltételezett B-galaktozidazok és laktdoz permedzok génjei (AspGD; Fekete és
mtsai., 2012, 2016).

— Autofagiahoz kothetd gének, vas-kén klaszter gének, riboszoma biogenezis gének,
mitotikus sejtciklus gének, transzkripcios faktor gének, antioxiddns enzim gének: Az
AspGD-ben szerepl6 ,,autophagy” gének, ,,[2Fe-2S] cluster assembly” gének, ,,ribosome
biogenesis” gének, ,,mitotic cell cycle” gének, ,transcription factor” gének, tovabba
ismert vagy feltételezett kataldzok, peroxiddzok, szuperoxid-dizmutdzok, illetve a

glutation/glutaredoxin/tioredoxin rendszer génjei.
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A fenti csoportokhoz tartoz6 gének teljes listaja Gila és mtsai. (2021) kozleményének S2.
tablazataban, valamint Gila €s mtsai. (2022) kézleményének S2. tablazataban talalhatok
meg.

Az alul-, illetve feliilszabalyozott génekhez kapcsolhatd biologiai folyamatok
meghatarozasat géncsoport dusulas (Gene Set Enrichment; GSE) analizisek segitségével
jellemeztiik GO (Gene Ontology; Harris és mtsai., 2004) FunCat (Functional Catalogue;
Ruepp és mtsai., 2004) és KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes; Kanehisa
¢s Goto, 2000) kategoriak felhasznalasaval a FungiFun2 szoftver (v2.2.8; Priebe és mtsai.,
2015) segitségével. A kiértékelési folyamat soran azokat a talalatokat vettiikk csak
figyelembe, ahol a korrigalt p-érté kisebb volt, mint 0,05. A fentebb definialt kategériakba
tartozd gének dusuldsat a Fisher-egzakt teszt segitségével teszteltiik az R programnyelv
(v4.1.1; R Core Team, 2021) és a ,stats” R csomag (v3.5.3; R Core Team, 2021)
hasznalataval. A GSE analizist a szekunder metabolit klaszter gének esetében

klaszterenként is elvégeztiik.

3.8. Mintavétel és sejtfeltaras a fiziologiai vizsgalatokhoz

A fiziologiai vizsgalatokhoz a tenyészetekbdl 5 ml térfogatii mintat zsugoritott
tivegsziirdvel szlirtiink, a kisziirt micéliumot 4 °C-os desztillalt vizzel mostuk, majd
azokat Eppendorf csovekbe helyeztiik, és sziikség esetén tovabbi felhasznalasig -20 °C-
on taroltuk. Az intracellularis paraméterek vizsgéalatahoz a mintdkat MagNA Lyser
Instrument homogenizator (Roche Diagnostics, Mannheim, Németorszag) segitségével

tartuk fel az adott vizsgéalathoz sziikséges pufferben.

3.9. A novekedés jellemzése

A siillyesztett tenyészetek novekedését a biomassza szaraztomegének
meghatarozasan keresztiil jellemeztiik, mely soran a mintdbol kisziirt micéliumot
desztillalt vizzel valé mosast kdvetden szobahdmérsékleten stulyallanddsagig szaritottuk.
A széraz sejttomeget (DCM) analitikai mérlegen mértiik, majd a minta térfogatara

vonatkoztatva g 1! mértékegységben adtuk meg (Pusztahelyi és mtsai., 1997).
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3.10. A metabolikus aktivitas meghatarozasa

A tenyészetek metabolikus aktivitdsanak (,,életképességének’) meghatarozasa
soran a kultardkbol steril kémcsovekbe atmért 1 ml térfogati mintdkhoz 1 ml, az
elétenyésztéskor is alkalmazott éleszt6kivonatot tartalmazo friss taplevest és 100 pl
metil-tiazol-tetrazolium (MTT) oldatot (10 mg 1) adtunk. A mintakat razéinkubatorba
helyeztiik (220 rpm, 37 °C, 4 o6ra), majd 600 ul natrium-dodecil-szulfat (SDS) oldattal
(20 v/v%) kezeltik és tovabbi 20 oran at inkubdltuk a kordbbi paramétereknek
megfeleléen. Centrifugalast kdvetden (10000 g, 20 °C, 10 perc) a mintdk MTT-formazan

tartalmat mértiik 550 nm hulldmhosszon spektrofotométerrel (Emri és mtsai., 2005a).

3.11. A szénforras-hasznositas meghatarozasa

A tenyészetek szénforras-hasznositdsanak meghatarozasakor a fermentlében 1évo
redukalocukor mennyiségét hatdroztuk meg p-hidroxibenzoesav hidrazid (PAHBAH)
reagens (,,A” és ,,B” reagensek 1:9 aranyu elegye) segitségével. Az ,,A” reagens
Osszetételében 33 mM PAHBAH és 72 mM HCI, a ,,B” reagens Osszetételében pedig 0,5
M NaOH, 42 mM trinatrium-citrat és 7,5 mM CaCl, szerepelt. A vizsgélat soran 100 pl
fermentlémintat 1 ml PAHBAH reagens jelenlétében inkubaltunk (95 °C, 5 perc), majd
jégagyon vald hiitést kovetden az elszinezddést spektrofotométerrel mértiik 410 nm
hullamhosszon (Lever, 1977). A glikoz-, laktdéz- ¢és arabinogalaktan-tartalmakat

torzsoldatokkal késziilt kalibralé sorok segitségével hatdroztuk meg.

3.12. A fehérjetartalom kvantitativ vizsgalata

A fehérjetartalmak vizsgalatat a feltart sejtmentes micélium kivonatokbol és a
szlirt fermentlevekbdl is elvégeztiik. Mindkét esetben a mintdk 25 pl-éhez 900 nl
Bradford-reagenst (Bradford, 1976) adtunk. A mintak abszorbancigjat 15 perc
szobahdmérsekleten torténd inkubaciot kovetden, 595 nm hulldmhosszon mértiikk meg
spektrofotométerrel. Az abszorbancia adatokbol borjiszérum albumin (BSA) kalibrald
sor segitségével hataroztuk meg a fehérjetartalmat, és az igy kapott értékeket a fermentlé

térfogatara vonatkoztatva mg 1! mértékegységben adtuk meg.
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3.13. Enzimaktivitas mérések

Az extracellularis €s intracellularis enzimaktivitasokat egyarant 1 ml fermentlé,
vagy azok sejtmentes micélium-kivonatainak fehérjetartalmat figyelembe véve
hataroztuk meg. 1 U-nak (egységnek) tekintettiik az enzimaktivitast, ha a fent leirt
koriilmények kozott bekovetkezett abszorbanciavaltozas 1 egység volt.

Az extracellularis protedz-tartalom kimutatasahoz 100 ul mintdhoz 100 pl
azokazein reagenst (25 mg ml'; Na,HPO, (0,2 M) — citrat-pufferben (0,1 M, pH 6,5))
adtunk. Inkubaci6é utan (37 °C, 30 perc) 800 ul 5 w/%-os triklor-ecetsavat (TCA)
mértiink a mintdkhoz, majd centrifugalas (10000 g, 4 °C, 5 perc) utan a feliilaszo 800 pl-
¢hez 800 pl NaOH oldatot (0,5 M) adtunk, és a hidrolizalt azokazein mennyiségét
spektrofotometridsan hataroztuk meg 440 nm hullamhosszon (Tomarelli és mtsai., 1949).
A mért aktivitasi értékeket a méréshez felhasznalt minta térfogatara (folyékony
tapkdzeg), vagy feliiletére (tapagar) vonatkoztattuk és U ml!, illetve U cm?
mértekegységgel adtuk meg.

A kitinaz aktivitasok mérésénél 150 pl mintahoz 200 pl citrat-puftert (0,1 M, pH
5,0) és 100 pl karboximetil-kitin-Remazol Brilliant Violet-5R (CM-kitin-RBV)
szubsztrat oldatot (CM-Chitin-RBV, Loewe Biochemica, Sauerlach, Németorszag)
mértiink. Inkubacié utan (37 °C, 30 perc) a mintakat 450 ul HCI oldattal (2 M) kezeltiik.
Jégagyon torténd inkubalast kdvetden (10 perc) a mintakat centrifugaltuk (10000 g, 4 °C,
5 perc), majd a feliilluszo hidrolizalt CM-kitin-RBV tartalmat spektrofotometriasan
hataroztuk meg 550 nm hulldmhosszon (Szildgyi €és mtsai., 2013). A mért aktivitasi
értekeket a méréshez felhasznalt minta térfogatara (folyékony tapkozeg), vagy feliiletére
(tapagar) vonatkoztatva U ml™!, illetve U cm™ mértékegységgel adtuk meg.

A B-gliikozidaz aktivitas mérésnél 400 ul Na-acetat pufferhez (120 mM, pH 7,0)
100 pul mintat, majd 100 pl szubsztrat oldatot (5 mg ml! p-nitrofenil-B-D-gliikopiranozid;
Na-acetat pufferben) adtunk. A mintdinkat inkubacié utan (37 °C, 15 perc) 900 ul borat-
puffer (100 mM, pH 10,0) hozzaadéasat kovetéen 400 nm hulldmhosszon mértiik a
mintdkban bekdvetkezett abszorbanciavaltozast (Fontaine ¢és mtsai.,, 1997). A
felszabaduld p-nitrofenol koncentraciojat p-nitrofenollal készitett kalibraldo sor
segitségével hataroztuk meg és az egységnyi id6 alatt képzddd termék mennyiségét a

méréshez felhasznalt minta térfogatara vonatkoztattuk és nkat ml™! adtuk meg.
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A B-galaktozidaz aktivitdsok meghatarozésa a B-gliikozidaz méréshez hasonloan
tortént, de ebben az esetben a szubsztrat p-nitrofenil-B-D-galaktopiran6z (5 mg ml™!) volt
(Fontaine ¢és mtsai., 1997).

A hexo6zaminidaz aktivitdsok vizsgalatdhoz 400 ul citrat-pufferhez (0,1 M, pH
4,5) adtuk hozza a 100 ul térfogati mintat és 100 pl szubsztrat oldatot (1,7 mg ml™! p-
nitrofenil-N-acetil-B-D-gliilkozamin; citrat-pufferben). A mintdkhoz inkubdcié utdn
(37 °C, 30 perc) 900 pl borat-puffert (100 mM, pH 10,0) adtunk, majd 400 nm
hullamhosszon végeztiik el a fotometralast (Pusztahelyi és mtsai., 1997). A felszabadulo
meg €s az egységnyi id6 alatt képzddo termék mennyiségét a méréshez felhasznalt minta
térfogatara vonatkoztattuk és nkat ml! adtuk meg.

A y-GT mérések esetében a reagens 20 mM glicil-glicint (Gly-Gly) és 1 mM v-
glutamil-p-nitroanilidet tartalmazott Tris-HCl-pufferben (0,1 M, pH 8,0). 100 pl
mintahoz 900 pl reagenst adtunk, majd inkubéaci6 utan (37 °C, 1 o6ra) az
abszorbanciavaltozast (a p-nitroanilid felszabaduldsat) 410 nm hullamhosszon
p-nitroaniliddel készitett kalibrald sor segitségével hatdroztuk meg és az egységnyi 1d6
alatt képzO6d6 termék mennyiségét a méréshez felhasznalt minta térfogatara
vonatkoztattuk és nkat ml"! adtuk meg.

A celluldz aktivitasok meghatarozésa sordn karboximetil-celluloz (CM-cellul6z)
szubsztrat oldatban (1 w/%) felszabaduld redukélocukor-tartalmak emelkedését
kovettik nyomon (3.11. alfejezet). A méréseket megelézéen a fermentlémintak
redukalécukor-tartalmat K-POg-pufferben (0,1 M, pH 6.5) torténd dializis révén
tavolitottuk el.

Az aldbbi enzimaktivitdsokat ,rate assay” moddszerekkel spektrofotometridsan
hataroztuk meg. Az egyes enzimvizsgalatok esetében 1 ml volt a reakcidelegyek
végtérfogata, amelyek 10 v/v% minta mellett az alabbi Gsszetevoket tartalmaztak: A
katalaz aktivitdsanak meghatarozéaséhoz a reakcioelegy 20 mM Hepes-puffert (pH 7,6) és
0,1 mM H,O,-t tartalmazott, és a H,O, fogyasat vizsgéltuk 240 nm hulldmhosszon
(Roggenkamp ¢€s mtsai., 1974). A nitrat reduktdz mérés reakcidelegye 20 mM Hepes-
puffert (pH 7.6), 10 mM NaNOs-ot és | mM NADPH-t tartalmazott. A meghatarozas
soran a NADPH fogyasat kovettiik nyomon 340 nm hulldmhosszon (Bruinenberg és
mtsai., 1983). A glutation reduktaz aktivitdsok meghatidrozasakor a reakcidelegyben 0,1

M foszfat-puffer (16 mg ml' KoHPO4 és 0,8 mg ml' KH2PO4), 10 mM GSSG és 1 mM
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NADPH volt. A vizsgélatok sordn a NADPH fogyasat kovettiik nyomon 340 nm
hullamhosszon (Pinto és mtsai., 1984). A szuperoxid-dizmutdz (SOD) aktivitasok
vizsgalatadhoz a reakcidelegy 50 mM Na-POs-puftert (pH 7,8), 1,4 mM dietilén-triamin-
pentaecetsavat (DETAPAC), 70 uM nitro blue tetrazolium-kloridot (NBT), 0,2 mM
xantint, 10 U 1"! xantin oxidazt és 1000 U 1"! katal4zt tartalmazott. A meghatrozashoz az
NBT oxidalodésat detektaltuk 560 nm hulldmhosszon (Oberley és Spitz, 1984).

A katalaz, nitrat reduktaz ¢és glutation reduktaz enzimek esetében az egységnyi
1d6 alatt mért adszorbanciavaltozasbol, az extincios koefficiensek figyelembevételével,
szamolt aktivitasi értékeket a mintak fehérjetartalmara (intracellularis mintak), vagy
tarfogatara (extracellularis mintak) vonatkoztatva mkat kg ' protein, vagy nkat ml’!
mértékegységgel adtuk meg. A SOD esetében 1 U-nak tekintettiik annak a mintanak az
aktivitdsat amely az NBT oxidalodasanak sebességét 50%-al tudta csékkenteni. Az
aktivitasi adatokat ebben az esetben is a mintak fehérje tartalmara vonatkoztattuk ¢s U

I

mg! protein (intracellularis mintdk), vagy U ml' (extracellularis mintak)

mértékegységgel adtuk meg.

3.14. A glutationtartalom kvantitativ meghatarozasa

Eldkezelésként a szlirt micéliummintakat 1 ml 4 °C-os szulfoszalicilsav oldatban
(5 whv%) vettiik fel, majd jégagyon torténd inkubacio (10 perc) utan centrifugaltuk (10000
2,4 °C, 10 perc), ezt kovetden pedig a feliiliszokkal dolgoztunk tovabb. A feltart mintak
GSSG-tartalmat Anderson ,.rate assay” eljarasa révén hataroztuk meg (Anderson, 1985).
Elézetesen a mintdk GSH-tartalmat 2-vinilpiridines kezeléssel (185 mM, pH 6,0-7,0; 1
ora) reagaltattuk el. A tovabbiakban a reakcioelegy 115 mM Na-POg-puffert (pH 7,5), 50
mM Na-EDTA, 0,6 mM 5,5’-ditio-bisz(2-nitrobenzoesav) (DTNB), 0,2 mM NADPH,
1,5 kU I'! glutation reduktaz és 10 v/v% eldkezelt mintat tartalmazott. A GSSG-tartalmak
meghatdrozasdhoz a DTNB redukcigjat detektaltuk spektrofotométerrel 412 nm
hullamhosszon ¢€s az egységnyi 1d6 alatt redukalodott DTNB mennyiségét kalibrald sor
segitségével szamoltuk ki.

A GSH-tartalom meghatdrozasa soran a mintak teljes glutationtartalmat (GSH +
GSSG) mértik a GSSG-meghatarozashoz hasznalt eljarasnak megfeleléen a 2-
vinilpiridines kezelés nélkiil, majd a GSH mennyiségét a GSSG-tartalmak ismeretében
szamitottuk ki. A meghatdrozott mennyiségeket a mintak szaraztomegére vonatkoztatva

nmol mg™!-ban adtuk meg.
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3.15. A melanintermelés vizsgalata

A siillyesztett tenyészetek melanizacidjat a tenyészetekrdl késziilt fényképeken
dokumentaltuk. Az extracellularisan kivalasztddo, oldott melanin mennyiségének
nyomon kdvetéséhez a tenyészetek teljes fermentlevét zsugoritott livegszliron keresztiil
valasztottuk el, majd a tiszta feliilusz6 abszorbanciajat spektrofotometriasan hataroztuk
meg 405 nm hullamhosszon. Az igy kapott abszorbanciaértékek a fermentlé melanin-

tartalméanak kvantitativ becslésére szolgaltak (Szilagyi és mtsai. 2018).

3.16. A redox egyensiilyvesztés detektalasa

A siillyesztett kulturak redox egyensulyaban bekdvetkezo valtozasokat DCF-teszt
segitségével vizsgaltuk, amely sordn a tenyészetek 20 ml térfogath részleteihez 10 umol
I'! végkoncentracioban 2,7-diklorfluoreszcin diacetatot (DCFDA) adtunk (Halliwell és
Gutteridge, 2015). A tenyészeteket 1 oran keresztiil inkubaltuk (37 °C, 220 rpm), majd a
korabban leirtak szerint mintavételeztink a micéliumbol (3.2. alfejezet).
Szulfoszalicilsavas elokezelést kovetden (3.14. alfejezet) a mintdk 500 pl-ét 500 pl
NaOH oldattal (2 M) kozombdositettiik. Az igy kezelt mintak 2,7-diklorfluoreszcein
(DCF) tartalméanak meghatarozasa fluoreszcencids intenzitds mérés segitségével tortént
(502 nm/523 nm) DCF kalibral6 sor felhasznalasaval. A képz6dott DCF mennyiségét a
mintak DCM-ra vonatkoztatva pmol DCF mg™! DCM mértékegységgel adtuk meg.

3.17. A szterigmatocisztin termelés meghatarozasa

A tenyészetek STC-termelésének kvalitativ ellendrzése vékonyréteg-
kromatografias (TLC) eljarassal tortént. Az STC-tartalmak kinyeréséhez liofilizalt, majd
gyongymalommal (MagNA Lyser Instrument, Roche Diagnostics, Mannheim,
Németorszag) homogenizalt micélium mintdkbdl acetonos (70 v/v%) extrakciot
végeztiink. Az acetonos extraktumokbol 25 ul térfogath részleteket vittiink fel szilikagél
lemezre (TLC Silica gel 60 Fos4, Merck Millipore, Darmstadt, Németorszag) (Amon és
mtsai., 2018). A mozgo fazis toluolt, etil-acetatot és jégecetet tartalmazott 8:1:1 aranyban
(Shwab ¢és mtsai., 2007). A futtatds utan a TLC lemezeket szaradni hagytuk, majd a
szekunder metabolit spektrumok eléhivasahoz AlCIs-oldattal (10 g I''; 96 v/v% etanol)
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permeteztiik be a szilika réteg feliiletét, majd 366 nm hulldmhosszusagi UV-megvilagitas
mellett végeztiik a detektalast (Amon és mtsai., 2018).

A micéliumok STC-tartalménak kvantitativ vizsgalata HPLC analizissel Prof. Dr.
Pusztahelyi Tiinde segitségével (DE MEK Agrarmiiszerkozpont) tortént. Az STC-
tartalmak kinyeréséhez liofilizalt, majd gyongymalommal (MagNA Lyser Instrument,
Roche Diagnostics, Mannheim, Németorszag) homogenizalt micélium mintdkbol
metanolos (80 v/v%) extrakciot végeztiink. Centrifugalast (5000 g, 5 perc) kovetden a
feltiluszok 50 pl-ét HPLC fecskenddsziiré (Whatman Spartan, Cytiva, Marlborough, MA,
USA) segitségével szirtiik, majd egy C18 oszloppal és diddasoros detektorral (DAD)
szerelt HPLC berendezéssel (LaChrom Elite, Hitachi, Ichige, Japan) analizaltuk. A
mintdk elicidja acetonitril, metanol és viz 15:50:35 aranyu elegyével tortént, az ST

mennyiségét pedig 254 nm hulldmhosszon detektaltuk.

3.18. Az extracellularis fehérjék azonositasa

A fermentlébe szekretalt fehérjék vizsgélatakor a mintak el6készitéséhez a 48 oras
tenyészetek sejtmentessé sziirt fermentlevébdl indultunk ki. A fehérjék kicsapasa a
mintakbdl triklor-ecetsavval (20 v/v%) tortént (1:1), majd a kicsapodott fehérjéket 30 perc
jégagyon torténd inkubdaciot kdvetden centrifugalassal (10000 g, 4 °C, 20 perc) gylijtottiik
0ssze. A csapadékot 500 pl jéghideg acetonnal mostuk, €s szobahOmérsékleten
szaritottuk (Pusztahelyi és mtsai. 2011), ezt kovetden pedig 100 pl rehidratald pufferben
oldottuk vissza. A rehidratalo puffer az aldbbiakat tartalmazta: 7 M karbamid, 2 M
tiokarbamid, 20 g I 3-[(3-kolamidopropil)-dimetilammoénium]-1-propanszulfonat
(CHAPS), 50 mM ditiotreitol (DTT), 2 g 1! 100x Bio-Lyte 3/10 IPG puffer (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA), 20 mg I'! bromfenolkék.

A fehérjék 2D gélelektroforézissel torténd elvalasztasat Dr. Keserli Judit (DE
AOK, Humangenetikai Tanszék) végezte el Keserii és mtsai. (2011) kézleményében
leirtaknak megfelelden. A gélbdl manudlisan kivagott fehérjék tripszines emésztését
kovetden a mintdk analizise egy 4000 QTRAP tomegspektrométerrel (AB Sciex,
Framingham, MA, USA) kapcsolt EasyLC II nanoHPLC berendezéssel (Bruker,
Billerica, MA, USA) tortént. A kapott LC-MS/MS adatokbol a fehérjék azonositasat Prof.
Dr. Csész Eva és munkatarsai végezték (DE AOK, Biokémiai és Molekularis Biologiai

Intézet) a Swiss-Prot adatbazisbol (Swiss Institute of Bioinformatics, Lausanne, Svajc) a
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ProteinPilot szoftver (v4.5; AB Sciex, Framingham, MA, USA) segitségével legalabb két
peptid alapjan 99%-0s megbizhatdsag mellett.
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4. Eredmények
4.1. A szénéhezés alatti GSH-metabolizmus vizsgalata

4.1.1. A dugB és dugC delécioinak hatasa a két gén relativ transzkripciojara és a
stillyesztett tenyészetek GSH-tartalmara

Dr. Heungyun Harrison Moon ¢és Prof. Dr. Jae-Hyuk Yu (University of
Wisconsin-Madison, Madison, WI, USA) harom A. nidulans torzset (egy AdugB és egy
AdugC mutanst, valamint egy AdugB-AdugC duplamutanst) és a hozzajuk tartozd
komplementalt torzseket bocsajtott rendelkezéslinkre annak érdekében, hogy a
feltételezett DugB-DugC komplex citoszolikus GSH lebontasaban betdltott szerepét
tisztazzuk. Elsoként a mutans torzsek, a referencia torzs ¢és a komplementalt torzsek
szénéhezd tenyészeteiben vizsgaltuk meg a dugB és dugC gének expresszids aktivitasat
(6A. abra). Erdekes modon a dugC delécidja a dugB expressziojat is csokkentette,
aminek aktivitdsat visszadllitotta a dugC komplementécidja. Ezzel szemben a dugB
hianya és annak komplementacidja sem befolyasolta a dugC transzkripcidjat. A
géndeléciok nem valtoztattdk meg a sejtek GSSG-tartalmat, amelyek értéke 0,5 és 1 nmol
mg! DCM kozott volt minden vizsgalt 1 napos siillyesztett kultGraban. Szénéhezd
koriilmények kozott, mindegyik delécios torzsnek szignifikansan nagyobb volt a GSH-
tartalma (6B. abra). A AdugB és AdugC delécios torzsek dugB, illetve dugC génekkel
valé komplementacidja (6A. abra) azonban csokkentette a torzsek GSH-tartalmat, és
helyreéllitotta a THS30 referencia torzs fenotipusat (6B. abra). A GSH-tartalom
egyseéges novekedeése a delécios mutansokban arra utal, hogy a DugB és a DugC egyarant
részt vesz a citoszolikus GSH lebontasdban szénéhezés soran, illetve arra, hogy nem
képesek egymast helyettesiteni. Ez egybevag azzal a megallapitassal, hogy a Dug2p és
Dug3p (amelyek a DugB és DugC ortologjai az S. cerevisiae-ben) o232 heterotetramert
alkotnak az élesztd sejtekben, és csak ez a heterotetramer rendelkezik GSH-hidrolizalo
(glutamin-amidotranszferaz) aktivitassal (Kaur és mtsai., 2012). igy, a GSH lebontasa a
heterotetramer jellegbdl adodoan a dugB vagy a dugC barmelyikével szabalyozhato. A
két gén k6zott megfigyelt aszimmetrikus kdlesonhatés (pl. a DugC képes feliilszabalyozni
a dugB-t) segitheti a dugB ¢és a dugC expresszi0jat befolyasolo hatasok finomhangolasat.

Ez kiilonosen fontos lehet, ha ellentétes hatasok szabalyozzak a két gén aktivitasat.
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Relativ transzkripciéo (ACP)
S

THS30 THM2 THM3 THM4 THME THM7

GSH (nmol mg* DCM)

THS30 THM2 THM3 THM4 THMS8 THM?7

6. abra A dugB ¢és dugC gének relativ transzkripcidja (A), illetve a sejtek GSH-tartalma (B) a
THS30 (kontroll) torzs, a THM2 (ddugB), THM3 (AdugC) és THM4 (AdugB-AdugC) delécids
torzsek, valamint a THM7 (dugC") és THMS (dugB") komplementalt torzsek siillyesztett
tenyészeteiben szénéhez6 koriilmények kozott

Az ,,A” abra oszlopai a dugB (sziirke) és dugC (fehér) gének relativ transzkripcidinak értékeit mutatjak. A
,,B” abra fehér oszlopai az 1 napos szénéhezd tenyészetek micéliumainak GSH-tartalmat abrazoljak. A
THS30 torzs esetében egy, a THM2, THM3 ¢s THMS torzsek esetében harom, a THM4 és THM7 torzs

esetében pedig négy izotipust vizsgaltunk triplikatumokban. Az dbra kiilonb6z6 genotipusonként a mérések
atlagat és szorasat tartalmazza.

* — A dugB gén relativ transzkripcioja szignifikansan nagyobb volt a 4dugC muténsban a kontroll tdrzshoz
képest (Student-féle ¢-teszt, p < 0,05).

b — A GSH-tartalom szignifikdnsan nagyobb volt a muténs térzsben a kontroll torzshéz képest (Student-féle
t-teszt, p < 0,05).

GSH: redukalt glutation; DCM: széraz sejttomeg (dry cell mass)
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4.1.2. A dugB és dugC delécioinak hatasa a siillyesztett tenyészetek fiziologiai

paramétereire

A siillyesztett kultarak vizsgalatai soran exponencialis fazisu, novekedd micélium
pelletek keriiltek atmosasra szénforrdsmentes tapkozegbe. A 0 6ras mintavételi idépontok
a még novekedd tenyészetek kozotti kiilonbségeket, a tovabbi idopontok pedig a mar
szénéhezd koriilmények alatti kialakult kiilonbségeket mutatjak. A dugB és/vagy dugC
delécidja a varakozasoknak megfeleléen a kontroll torzs GSH-szintjéhez képest
emelkedett GSH-tartalmat eredményezett (7A dabra). A micéliumok GSSG-tartalma
minden térzsben és minden egyes mintavételkor koriilbeliil 0,5 és 1 nmol mg' DCM
kozott volt (7A abra), tovabba a fermentlevekbdl nem mutattunk ki GSH-t és GSSG-t
sem. Erdekes modon még a dugB és a dugC kettds delécidja sem blokkolta teljesen a
GSH-raktarak kimeriilését (7A abra). Ezek az adatok arra utalnak, hogy a DUG-
utvonalon kiviil mas tutvonal(ak) is hozzéjarul(nak) a GSH lebontdsdhoz szénéhezés
soran. A szén¢hezd tenyészetekre kiilondsen jellemzé a reaktiv oxigéngyokok

felhalmozodasa (Sami és mtsai., 2001; Emri és mtsai., 2004).
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Tenyésztési ido (nap) Tenyésztési ido (nap)

7. abra Redox-valtozasok a delécios torzsekben: A GSH- és GSSG-tartalom (A), valamint a
DCF-képzodés valtozasai (B) az A. nidulans THM2 (AdugB; 0), THM3 (4dugC; A) és THM4
(4dugB-AdugC; ©) mutansok, valamint a THS30 (@) kontroll torzs szénéhezd siillyesztett
tenyészeteiben

Az abra harom fiiggetlen kisérlet eredményének atlagat és szorasat mutatja. A GSSG-tartalmak szoras
értékei (szaggatott vonalak) nem haladtak meg az atlagok 15%-at, ezért nem lathatok a szimbolumok miatt.
A megnovekedett DCF-képzodés redox egyensulyvesztésre utal.

@ — Szignifikans kiilonbség mindharom mutans térzs adatai és a kontroll torzs adata kozott a jelzett
idopontban (Student-féle #-teszt, p < 0,05).

GSH: redukalt glutation; GSSG: oxidalt glutation; DCM: szaraz sejttdmeg (dry cell mass);DCF: 2,-
diklérfluoreszcein;
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A csokkent GSH-lebontast a redox-egyensuly késleltetett felboruldsa kisérte (7B.
abra), ami arra utal, hogy a szénéhezés alatt lecsokkent GSH-tartalom részben felelds a
reaktiv oxigéngyokok felhalmozodasaért. Fontos azonban kiemelni, hogy a vizsgélatba
bevont térzsek redox-allapotaban nem volt szignifikans eltérés a tenyésztés végére (7B.
abra.)

A szénéhezés alatti autolitikus sejtfallebontasban foként extracellularis hidrolazok
(pl. kitindzok, hexdézaminidazok és glilkanazok) vesznek részt (van Munster és mtsai.,
2016). Ezek azok az enzimek, amelyek lebontjak az elhalt (,,lires”) hifak sejtfalat, hogy
hasznositsak azok anyagat (Szilagyi és mtsai.,, 2013; Emri és mtsai., 2018), ami a
biomassza csokkenését eredményezi. Az ¢él0 hifasejtek — tobbek kozott — melanint
termelnek, hogy megvédjék sejtfalukat ezen hidrolazokkal szemben (Szildgyi és mtsai.,
2018). A DUG-utvonalban gatolt mutansok kevesebb Kkitindzt és hexdzaminidazt
szekretaltak a fermentlébe (8A. és 8B. abrak), és esetiilkben a DCM is kisebb mértékben
csokkent (8C. abra), emellett pedig kevesebb melanint termeltek (8D. abra; 3.
melléklet), mint a kontroll torzs. Az extracellularis protedz szekrécid szintén egy
szénéhezésre jellemz6 folyamat, amit intracellularis yGT termelés és szekrécid kisér
(Spitzmiiller és mtsai., 2015b). A vizsgalatok sordn a delécids torzsek kevesebb proteazt
¢és yGT-t termeltek a kontroll térzshoz képest (9. abra).

A hexdézaminiddz és az extracellularis yGT-termelés esetében a H20>-kezelés
hatasat is vizsgaltuk. A H>O> mindkét extracellularis enzim képzddését ndvelni tudta a
vizsgalt THM4 mutansban, azonban ugyanez a kezelés a kontroll térzsben ellentétes
hatast fejtett ki (10. abra). Ezek az adatok alatdmasztjak azt a feltételezést, hogy az
autolitikus sejtfallebontds és a protedz/yGT-termelés redox-szabalyzas alatt all. Ez
Osszhangban van azokkal a korabbi eredményekkel, melyek szerint a mérsékelt oxidativ
stressz fokozta, mig az a-tokoferol kezelés (az erds oxidativ stresszel egyiitt) gatolta az

A. nidulans autolitikus sejtfallebontasat (Emri és mtsai., 2004).
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8. abra Autolitikus sejtfallebontas a delécios torzsekben: A kitinaz (A) és hexozaminidaz (B)
aktivitasok, valamint a DCM (C) és a melanizacié (D) valtozasai az A. nidulans THM2 (AdugB;
0), THM3 (4dugC; A) és THM4 (4dugB-AdugC; ©) mutansok, valamint a THS30 (e) kontroll
torzs siillyesztett tenyészeteiben szénéhezd koriilmények kozott

Az abra harom fiiggetlen kisérlet eredményének atlagat és szorasat mutatja.

® — Szignifikans kiilonbség mindharom mutans torzs adatai és a kontroll torzs adata kozott a jelzett
id6épontban (Student-féle ¢-teszt, p < 0,05).

DCM: szaraz sejttomeg (dry cell mass)
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9. abra Peptid-hasznositas a delécios torzsekben: Az extracellularis peptidaz (A), extracellularis
vGT (B) és intracellularis yGT (C) aktivitasok valtozasai az 4. nidulans THM2 (4ddugB; D),
THM3 (4dugC; A) és THM4 (4dugB-AdugC; ©) mutansok, valamint a THS30 (@) kontroll t6rzs
stillyesztett tenyészeteiben szénéhezod koriilmények kozott

Az abra harom fliggetlen kisérlet eredményének atlagat és szorasat mutatja.

* — Szignifikans kiilonbség mindhdrom mutans torzs adatai és a kontroll tdrzs adata kozott a jelzett
id6épontban (Student-féle ¢-teszt, p < 0,05).

yGT: y-glutamil-transzpeptidaz
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10. abra A H,O; kezelés hatdsa az A. nidulans THM4 (4dugB-Adug(C) mutans, valamint a THS30
kontroll torzs siillyesztett szénéhezd tenyészeteinek hexozaminidaz- (sziirke oszlopok) és
extracellularis yGT- (fehér oszlopok) termelésére.

A H>0; kezelés soran a micéliumok szénforrasmentes tapkozegbe vald atmosasat kovetden a tapoldatot
100 mmol 1! H,0»-dal egészitettiink ki. Az dbra harom fliggetlen kisérlet eredményének atlagat és szorasat
mutatja.

4 — Szignifikans kiilonbség a kontroll torzs és a mutans kézott (Student-féle ¢-teszt, p < 0,05).

b — Szignifikans kiilonbség a H,O-dal kezelt és a kezeletlen kultiirak kozott (Student-féle t-teszt, p < 0,05).
yGT: y-glutamil-transzpeptidaz

s rer

toleranciajara, valamint ivaros és ivartalan fejlodésére

Mivel a AdugB és AdugC mutansok (THM2 és THM3), illetve a AdugB-AdugC
duplamutans (THM4) nagyon hasonléan viselkedtek a fent leirt kisérletekben, ezért a
tovabbi elemzésekhez csak egy mutanst (THM4) valasztottunk ki. Bar a dugB és dugC
kettds delécioja novelte a sejtek GSH-tartalmat és lassitotta a GSH-lebontast szénéhezés
alatt (6. és 7A. abrak), a THM4 torzs oxidativ, so- és kongovoros- (CR) stressztiirése
nem kiilonbozott jelentdsen a referencia torzsétdl (4A. melléklet). Korabban azt figyeltiik
meg feliileti tenyészeteknél, hogy a telepek alatti gliikdz koncentracidé néhény napon beliil
kozel nullara csokkent a 10 g 17! gliikozt tartalmazé standard Barratt-féle taptalaj esetén,
de a 40 g I"! glikkdzzal készitett taptalajban nem (Emri és mtsai., 2018). fgy a GSH-
tartalom szénstressz okozta csokkenésének elkeriilésének érdekében a kiindulasi gliikkoz

koncentraciot 40 g 1''-re emeltilk (Emri és mtsai., 2018) és megismételtiik a stressz-
g g
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kisérleteket ilyen koriilmények kozott is. A két torzs stressztlirésében azonban ezen
feltételek mellett sem talaltunk szignifikans eltérést (4B. melléklet).

Azonban a THM4 mutéans fokozott toleranciat mutatott a CdClz-dal szemben 10
g I'! és 40 g I'! gliikozt tartalmazd taptalajon is (2. tablazat). Ez azt jelenti, hogy a
micélium GSH-tartalméanak dontd szerepe van a gomba nehézfém elleni védelemben. Ez
Osszhangban van a Cd*" detoxifikacioval kapcsolatos ismereteinkkel, amelyek a
baktériumoktdl az emberig széles korben elterjedt bisz(glutation)-kadmium-komplex
transzportrendszeren alapulnak (Prévéral és mtsai., 2009).

A dugB és dugC gének kettds delécioja nem valtoztatta meg 1ényegesen a gomba
konidium-termelését 10 g 1! gliikozt tartalmazoé taptalajon (2. tablazat). A 40 g I
novekedést és novelte a kontroll torzs konidium-termelését (2. tablazat), ahogyan azt
korabban is megfigyeltiik (Emri és mtsai., 2018). Az emelt gliikkozkoncentracié a THM4
mutansban is csOkkentette a radialis novekedést, azonban nem ndvelte a
konidiumképzddést (2. tablazat). Emellett a szexudlis és aszexudlis fejlédés kozotti
egyensuly a szexudlis fejlédés irdnydba tolddott el: megindult a kleisztotéciumok
fejlodése (primordium) és csokkent a specifikus konidiumtermelés (11. abra; 1. tablazat),
illetve a telepek konidiummal boritott részének ardnya is csokkent (11. abra).

2. tablazat Az A. nidulans THS30 referencia térzs ¢s a THM4 (4dugB-AdugC) mutans

novekedésének, kadmium-toleranciajanak és konidiumtermelésének Gsszehasonlitasa feliileti
kultirakban®

10 g I'! gliikéz 40 g I'! gliikoz
Tenyésztési
koriilmények Telepatméré  Konidiumtermelés  Telepatméré  Konidiumtermelés
(mm) (10° mm) (mm) (10° mm?)
THS30 THM4 THS30 THM4 THS30 THM4 THS30 THM4
AMM 57+1,5 55+2 42+6 40+7  44+£2° 43+£2° 134+15° 50+10°
+10 mM GSH 33+£24 31439 16+2¢ 9+3%  39+4 38+3 60+8»¢ g+3ed
+ 10 mM DTT 23+14 25+24 0¢ 0¢ n.a. n.a. n.a. n.a.
+ 0,3 mM CdCl, 27+14 35+1%9  na. n.a. 30+194 334194 n.a. n.a.

* — A tablazat harom fiiggetlen kisérlet eredményeinek atlagat és szorasat tartalmazza. A THM2 és THM3
géndelécios torzsek viselkedése a THM4 dupla mutanséhoz, a THM7 és THMS8 komplementalt torzsek
viselkedése pedig a THS30 torzséhez volt hasonld. Ezeket az adatokat a Gila és mtsai. (2021)
kozleményének ,,S5” tabldzata tartalmazza, melyek csak terjedelmi okok miatt nem keriiltek bele a
dolgozatba.

b — Szignifikans kiilonbség a 10 g 1! gliikdzon és 40 g 1! gliikkdzon tenyésztett kultirak kdzt (Student-féle
t-teszt, p < 0,05).

¢ — Szignifikans kiilonbség a mutans és a kontroll térzs kdzt (Student-féle #-teszt, p < 0,05).

4 — Szignifikans kiilonbség a GSH-, DTT-, vagy CdCl,-kezelt tenyészet és a kezeletlen tenyészet kozott
(Student-féle r-teszt, p < 0,05).

n.a.: nem keriilt meghatarozasra; GSH: redukalt glutation; DTT: ditiotreitol
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Az aszkospora-, illetve kleisztotécium-képzddést nem szamszertsitettiik, mivel
érett kleisztotéciumokat nem talaltunk a fent leirt koriilmények kozott. A 10 g 1! gliikozt
tartalmazd tenyészetek esetében 10 mM GSH vagy ditiotreitol (DTT) hozz4adasa
csokkentette a radialis novekedést, valamint a konidium-képzddését mindkét torzsnél (2.
tablazat), tovabba 10 mM GSH jelenlétében a THM4 mutans szignifikansan kevesebb
konidiumot termelt, mint a kontroll torzs (2. tablazat). A 10 mM GSH jelenlétében
megfigyelt kiilonbség a két torzs konidium-termelése kozott a 40 g 1! gliikozt tartalmazo
taptalajon még szembetlin6bb volt. Mindezek az adatok arra utalnak, hogy a reduktiv
stressz, amelyet akar redukélo szerek (pl. GSH vagy DTT) hozzaadaséaval, akar a GSH

lebontasanak gatlasaval idézilink eld, befolyasolhatja az A. nidulans fejlodési folyamatait.

11. abra Az A. nidulans THM4 (AdugB-AdugC; A és C) mutans, valamint a THS30 (B és D)
kontroll torzs viselkedése glilkozban gazdag koriilmények kozott

A torzseket 40 g 1! gliikozt tartalmazé agarlemezeken tenyésztettiik. Az abra a leoltast kdvetd 5. napon
késziilt reprezentativ fényképeket mutatja be. A petri-csészék atmérdje 85 mm volt. A piros téglalapok a
nagyitasok (C és D) helyét jelolik.
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génexpresszios mintazatara

Annak megallapitasara, hogy a DUG-utvonal inaktivaldsa mely géneknek ¢és
milyen mértékben valtoztatja meg az expresszids aktivitasat, ujgeneraciés RNS-
szekvenalast végeztiink a tenyészetekbdl izolalt RNS mintdkon. Vizsgalatainkhoz a
THM4 dupla mutans ¢s THS30 kontroll toérzs szénéhezd siillyesztett kulturainak
transzkriptomat vizsgaltuk, referenciaként pedig glilkozon ndvekedd tenyészeteket
hasznaltunk. Fontos megjegyezni, hogy a dugB ¢s dugC gének kettds delécioja nem volt
szignifikans hatassal a novekedésre, a THS30 ¢s THM4 torzsek ndvekedési sebessége
gliikoz szénforrason 0,22 = 0,05 g I'! h'!, illetve 0,20 + 0,05 g I'' h™! volt (Student-féle #-
teszt; p = 0,65 n = 3). Kivélasztottunk 6sszesen 15 feliil- és alulszabalyozott, illetve nem
szabalyozott gént, amelyek expresszids szintjét RT-qPCR analizissel is megmértik (3.
tablazat). Az RT-qPCR-adatokat Osszehasonlitva az RNAseg-adatokkal a legtobb
esetben szoros korrelaciot tapasztaltunk. A Pearson-féle korrleacios koefficiensek értékei
a kovetkezok voltak: 0,85 (szénéhezés vs. gliikozon novekedés, THS30); 0,83 (szénéhezés vs.
gliikozon novekedés, THM4); 0,85 (THM4 vs. THS30, gliikkoz); -0,1 (THM4 vs. THS30,
szénéhezés). Szénéhezd koriilmények kozott a vizsgalt gének expresszidjaban csak
minimalis eltérés volt a két torzs kozott, azaz a AACt (RT-qPCR) és logoFC (RNAseq)
értekek is nulldhoz kozeliek voltak, igy nem meglepd, hogy ebben az esetben a
korrelacios koefficiens értéke sem tért el jelentdsen a nullatol.

A felvehetd szénforrds hidnya jelentdsen modositotta a tenyészetek
transzkriptomat (12. és 13. abra), mint ahogyan az mar egy vad tipusu torzs esetében
korabban is megallapitasra kertilt (Szilagyi és mtsai. 2013). A dugB és dugC gének kettds
delécigja csak kis mértékben volt hatdssal a gomba transzkriptomara, és meglepé modon

ez a hatas gliikdz esetén volt hatarozottabb, mintsem szénéhezés alatt (12. és 13. abrak).
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kultarakban
ACt®
Gén Leiras® Gliikéz Szénéhezés
THS30 THM4 THS30 THM4
ANO0973 (brlA) Transzkripcios faktor (sporulacio és autolizis)® 0,4+0,2 0,6 0.4 4,1+0,2¢ 3,9+0,5¢
AN10153 (sskB) ~ MAPK (HOG-utvonal)® 15£0,6  —0.1+04"  1,9+06 1,6+ 0,49
AN1017 (hogA) MAPK (HOG-utvonal)® 13£0,6  0,4+0,6 1.8+0.4 1.9+0,5¢
AN1092 (dugC) Feltételezett glutamin amidotranszferaz —-4,1£0,5 n.a. —2,4+0,8¢ n.a.
AN1414 (xprG) Transzkripcids faktor (protedz-termelés és autolizis)® -0,5+0,4 -0,5+0,3 1,2+0,4d 1,3+0,4¢
AN1879 (dugB) Feltételezett glutamin amidotranszferaz -1,2+0,6 n.a. -2,2+0,9 n.a.
AN3150 (gcsA) Feltételezett y-glutamil-cisztein szintetaz 0,6+0,2 0,5+0,4 —-0,1 +0,4¢ —0,2+0,2¢
AN4189 (mkkA) MAPK (sejtfalintegritas-utvonal)® 2,7£0,4 1,6 0,6 2,9+0,4 2,7+£0,8
ANS5296 (tcsA) Hisztidin-kinaz (HOG-utvonal)® -3,8+0,3 —4,6+0,3" —-4,2+0,3 -4,6+0,3
ANS5893 (flbA) G-protein szignal regulator (sporulaci6 és ndovekedés)" 0,1+0,3 -1,1+0,3f 0,6+0,4 0,5+ 0,54
ANS5982 (torAd) TOR-kinaz —0,8+0,6 —0,5+0,8 3,4+0,3¢ 3.2+0,7¢
ANG6542 (actd) y-Aktin 53404 5.9+0,5 5.1+0,5 4.4+021
AN6838 (1ubC) B-Tubulin 0,5+0,3 13+0,5 ~0,1£0,5  —0,3+0,3¢
AN7572 (srrB) Valasz regulator (HOG-utvonal)® -0,9+0,8 -1,1+0,7 1,4+0,5¢ 1,6+0,5¢
AN9397 (hacA) Transzkripcids faktor (UPR) 24+02 1,8+0,3" 4,2+0,5¢ 3,9+0,6¢

2 — Forras, ha masként nem jeldltiik: AspGD (https://aspergillusgenome.org/)

b — A ACt értékek harom fiiggetlen kisérlet eredményének atlagat és szorasat jeldlik, melyek kiszamitasakor a gfdA keriilt felhasznalasra referenciaként.

¢ — Forras: van Munster és mtsai. (2016)

4 — Szignifik4ns kiilonbség a szénéhezd és a gliikdzon névekedd kultiurak kdzt (Student-féle #-teszt, p < 0,05).

¢ — Forras: Hong és mtsai. (2013)

f— Szignifikans kiilonbség a THS30 referencia torzs és a THM4 (AdugB-AdugC) mutans kozott (Student-féle ¢-teszt, p < 0,05).
¢ — Forras: de Souza és mtsai. (2013)

h — Forras: Yu (2016)
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12. abra A DUG-utvonalban gatolt és vad tipusu A. nidulans tenyészetek RNAseq-adatainak
fékomponens analizise (PCA)

A szimbolumok a referencia térzs (THS30) noveked6 (©) és szénéhezd (O), valamint a AdugBA-
dugC duplamutans (THM4) ndvekedo (®) és szénéhezo (m) tenyészeteinek adatait jelolik.

Megjegyzés: A masodik fokomponens (PC2) a variancianak csak a 2,4 %-at magyarazza.

Szénéhezés vs. Glitkozon novekedés THM4 vs. THS30
(4208/4150) (790/675)
THS30 THM4 Gliikkozon novekedés Szénéhezés
(3667/3729) (3688/3618) (755/668) (40/9)

13. dbra Az A. nidulans THM4 (4dugB-AdugC) mutans és a THS30 referenciatorzs feliil-
/alulszabalyozott génjeinek eloszlasa szénéhezés, valamint gliikdzon valo novekedés alatt
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4.1.4.1. A szénéhezés hatdsa

A szénéhezés altal kivaltott fobb valtozdsokat géncsoport dusulasi (GSE)
vizsgalatokkal azonositottuk (4. melléklet), melyek soran az alabbiakat allapitottuk meg:

(i) A zsirsav-lebontas feliilszabalyozddott, a nukleotid- és aminosav-bioszintézis
pedig alulszabalyozodott (4. melléklet).

(if) Az autofagiaval kapcsolatos gének, az extracellularis protedz, a szénhidrat-
aktiv enzim (CAZyme) €s a sejtfallebontasért felelds gének feliilszabalyozodtak, a sejtfal-
bioszintézis génjei pedig alulszabalyozodtak (4. melléklet).

(iii) A glikolizis, az oxidativ pentoz-foszfat utvonal, a citromsav ciklus €s a 1égzés
génjei alulszabalyozodtak (4. melléklet).

(iv) A vas-kén klaszter 6sszeszereld gének, az ergoszterol bioszintézis génjei és a
transzlacidban részt vevd gének alulszabalyozodtak (4. melléklet).

(v) Az antioxidans enzimgének (pl. a novekedo tenyészetekre jellemzd CatA és
CatB katalazokat, SodA és SodB szuperoxid-dizmutazokat, GlrA glutation reduktazt,
TrxR tioredoxin reduktazt és Ccpl citokrom c-peroxidazt kodold gén) szignifikdnsan
feldusultak az alulszabélyozott gének csoportjaban (4. melléklet). Bar az antioxidans
enzimgének nem dusultak fel a feliilszabalyozott gének csoportjaban, szamos kevésbé
ismert antioxidans enzimgén mutatott fellilszabalyozottsagot: a CatC kataldz, a CpeA
katalaz-peroxiddz, az AN7924 peroxidaz, az ANI1131 és ANO0785 szuperoxid-
dizmutédzok, a TrxB tioredoxin reduktidz és az AN5440 citokrom c-peroxidaz génjei (4.
melléklet).

(vi) A cisztein-, metionin- és GSH-anyagcseréhez kapcsolodd gének szintén
feldisultak a két torzs alulszabalyozott génkészleteiben (4. melléklet). A dugA
(feltételezett dipeptidaz gén), a ggtd (YGT gén) és az AN5658 (feltételezett yGT gén)
feliilszabalyozodtak, mig a gesA (feltételezett vy-glutamilcisztein-szintetdz gén)
alulszabalyozodott (3. tablazat; 4. melléklet). Az AN12476 GSH-szintaz ¢s az AN2988
feltételezett y-glutamil-ciklotranszferaz génjei a THS30 és a THM4 torzsben is
alulszabalyozodtak (4. melléklet). A referencia torzsben a dugB alul-, a dugC pedig
feltilszabalyozodott (3. tablazat; 4. melléklet).

(vil) Az SMG-k szignifikans dusulast mutattak a feliilszabalyozott
génkészletekben: A szénéhezés alatti dllapot 206 SMG transzkripcidjat aktivalta a THS30
torzsben ¢és 209-et a THM4 torzsben. A legszembetlindbb feliilszabalyozottsagot mutatd

klasztereket a 4. tablazat foglalja 6ssze. Bar az SMG-klaszterek génjei altalanossagban
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nem dusultak fel az alulszabalyozott génkészletekben, egyes klaszterek génjei mégis
jelentds dusulast mutattak. Ezen klaszterek koz¢é tartozik a kontroll tdrzs esetében az inp
klaszter és a pkh klaszter, mindkét térzsnél pedig a mikroperfuranon klaszter és a ,,No
PKS/NRPS backbone 1 klaszter (4. tablazat).

A szénéhezd tenyészetek transzkriptom-adatainak kozvetlen Osszehasonlitdsa
(THM4 mutans vs. THS30 referencia torzs) azt mutatta, hogy bizonyos SMG-klaszterek
(AN7884 klaszter, benzaldehid szarmazék 1, F9775 hibrid klaszter 2, pkg klaszter, STC-
klaszter) aktivabbak voltak a THM4 mutansban, mint a referencia torzsben (4. tablazat;
4. melléklet). Ami az STC-klasztert illeti, a THM4 mutdnsban ezen klasztergének
nagyobb transzkripcios aktivitdsat fokozott STC-termelés is kisérte (14. abra). Tovabbi
érdekesség, hogy a AdugB-AdugC duplamutansban a referencia térzshoz viszonyitott
minddsszesen 40 feliilszabalyozott gén koziil 24 gén valamely SMG-klaszter tagja volt

(4. tablazat).

4. tablazat A szénéhezés, valamint a dugB és dugC kettds delécio hatasa a SMG-klaszterek

crcr

Feliil-/alulszabalyozott gének szama

SMG-Klaszter?

Szénéhezés vs. gliikoz THM4 vs. THS30
THS30 THM4 Gliikoz Szénéhezés

STC (26) 25/0 26/0 2/0 8/0
Monodiktifenon (12) 12/0 12/0 0/0 0/0
Pkg (8) 8/0 8/0 0/1 3/0
Terrikinon (5) 5/0 5/0 1/0 0/0
AN1680 (4) 4/0 3/0 0/1 0/0
AN3612 (4) 4/0 3/0 2/0 0/0
Aszpertecin (3) 3/0 3/0 0/0 0/0
Penicillin (3) 2/0 3/0 0/2 0/0
Mikroperfuranon (3) 0/3 0/3 0/0 0/0

* — Csak azok a feliilszabalyozott SMG-klaszterek keriiltek bemutatasra, amelyekben legalabb egy
Osszehasonlitds soran az Osszes gén egyidejlileg feliil- vagy alulszabalyozottsagot mutatott. Az SMG-
klaszterben érintett gének szamat zaro6jelben tiintettiik fel. Az SMG-k transzkripcids aktivitdsara vonatkozo
tovabbi adatok Gila és mtsai. (2021) kozleményének ,,S1” tablazataban talalhatok meg. Ezek az adatok
csak terjedelmi okok miatt nem keriiltek bele a dolgozatba.

SMG: szekunder metabolit gén; THS30: referencia térzs; THM4: AdugB-AdugC duplamutans;

STC: szterigmatocisztin
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14. abra Az A. nidulans AdugB-AdugC duplamutans ¢€s a referencia torzs STC-termelése

A AdugB-AdugC (THM4) mutans, valamint a THS30 kontroll torzs siillyesztett tenyészeteit a mintavétel
el6tt 24 oran at (szénéhezd kultirak), illetve 4 oran keresztiil (ndvekedd kulturak) inkubaltuk. Az abra
harom fiiggetlen kisérlet eredményének atlagat és szorasat mutatja.

2 — Szignifikans kiilonbség a kontroll torzs €s a mutans kdzott (Student-féle #-teszt, p < 0,05).
b — Szignifikans kiilonbség a szénéhezd és a ndvekedd kulturdk kozott (Student-féle t-teszt, p < 0,05).
STC: szterigmatocisztin; DCM: szaraz sejttomeg (dry cell mass)

A szénéhez0 A. nidulans kultirakban az extracellularis kitinaz, hex6zaminidaz és
vGT aktivitasok csak egy-egy génhez kothetdk, nevezetesen a chiB, nagd és ggtA
génekhez, mig az extracellularis proteaz aktivitasok tobb mint feléért a prt4 €s pepJ gének
feleldsek (van Munster és mtsai., 2016). Fontos megjegyezni, hogy a THS30 és a THM4
torzsek kozott nem figyeltiink meg szignifikans kiilonbséget ezen gének expresszids
aktivitds valtozasaiban (5. tablazat), noha az enzimaktivitdsokban jelentds eltérés
mutatkozott (8. és 9. abra). Ez arra utal, hogy a GSH-szint (vagyis a sejtek redox-

allapota) poszttranszkripcidés mechanizmusok révén szabalyozza ezen enzimek termelését

crer
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5. tablazat Az A. nidulans tenyészetek extracellularis kitinaz, hex6zaminidaz, YGT és

proteaz termelésért felelds génjeinek transzkripcios adatai

THS30 THM4 Gliikoz Szénéhezés

Gén Szénéhezés  Szénéhezés THM4 vs. THMA4 vs.

vs. Gliikoz vs. Gliikoz THS30 THS30
ANI1502 (nagA) 4.2893 4.7338 0.0145 0.4590
AN4871 (chiB) 6.7156 8.0456 -1.1855 0.1445
ANS558 (prtd) 2.8145 2.5718 -0.3542 -0.5970
AN7962 (pepJ) 14.1498 13.6070 0.5511 0.0083
AN10444 (ggtA) 2.0120 1.9801 0.2938 0.2620

A tablazat az RNAseq soran azonositott transzkripcios valtozasok (log,FC) értékeit tartalmazza.
A teljes adatsor Gila és mtsai. (2021) kozleményének ,,S4” tablazataban talalhat6.yGT: y-glutamil-
transzpeptidaz; THS30: referencia torzs; THM4: AdugB-AdugC duplamutans

erer

A novekedd kulturdk transzkriptom adatainak kozvetlen Osszevetése (THM4
mutans vs. THS30 referencia torzs) azt mutatta, hogy a dugB és dugC kettds delécioja
feliilszabalyozta az ergoszterol-bioszintézis génjeit, mig a vas-kén klaszter dsszeszereld
géneket és a hacA gént, amelyek részt vesznek a ,,nem feltekeredett fehérje” (UPR)
stresszvalaszban, alulszabdlyozta (3. tablazat; 4. melléklet). Ezen tilmenden szdmos
MAPK-utvonal gén (pl. steC, sskB, pbsA, hogA és mkkA), valamint a fejlodési folyamatok
(konidiumképzddés €s aszkosporaképzddés; pl. fIbA, fIbC, fIPE, nosA, rosA, nsdC és
nsdD) ¢és a sejtfal bioszintézisének szabalyozdsaban részt vevd gének
alulszabalyozottsaga i1s megtfigyelhetd volt (3. tablazat; 4. melléklet). Ezek a
transzkripcids valtozasok dsszhangban voltak a feliileti tenyészetek gliikozban gazdag
taptalajon megfigyelt mérsékelt konidium-termelésével ¢és megvaltozott ivaros

fejlodésével (2. tablazat; 11. abra).

4.2. A laktozon megfigyelheté szénforras-limitacios stresszvalasz vizsgalata

4.2.1. A szénstressz hatasa a siillyesztett tenyészetek metabolikus aktivitasara és

novekedésére

A tovabbiakban harom eltérd szénstressznek (szénéhezés, valamit szénforras-
limitacié egy diszacharid és egy poliszacharid jelenlétében) kitett tenyészetben
bekovetkezezd élettani valtozasokat vizsgaltuk meg tiizetesebben. A micéliumok gliikkoz

tartalmtl tapkdzegbdl szénforrasmentes, illetve laktdz/arabinogalaktan tartalma kozegbe
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torténd atmosasa jelentdsen csokkentette a kulturdk MTT-redukélo aktivitasat (15A.
abra). Ez a csokkenés azonban csak atmeneti volt, ugyanis 4 ora elteltével a szénforrassal
kezelt kultirdk MTT-redukald aktivitasa még a szénéhezd tenyészetek esetében is
novekedni kezdett (15A. abra). A szénstressz a varakozdsnak megfelelden a gombak
novekedését is mérsékelte (15B. abra). A gliik6ézos tenyészetekhez viszonyitva a
legnagyobb mértékli biomassza-csokkenést a szénéhezd kultirakban figyeltiik meg,
amelyeket az arabinogalaktanos ¢és a lakt6zos tenyészetek kovettek. Habar a hosszutava
szénéhezés altaladban DCM-csokkenéssel jar egyiitt (Emri és mtsai., 2004), esetiinkben
csak egy kismértékli (de statisztikailag nem szignifikans) DCM-csokkenés volt

megfigyelhetd 12 ora elteltével (15B. abra).
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15. dbra A vizsgalt A. nidulans THS30 tenyészetek novekedése és metabolikus aktivitasa

A torzs MTT-redukal6 aktivitasanak (A) és DCM adatainak (B) valtozasait kdvettilk nyomon gliikézon (®), szénforras
hidanyéban (O), laktézon (M) és arabinogalaktanon (O0). Az 4bra harom fiiggetlen kisérlet eredményének atlagat és
szOrasat mutatja.

A 12 oras tenyészetek MTT-redukalo aktivitasa szignifikansan nagyobb volt (Student-féle #-teszt, p < 0,05), mint a 4
oras tenyészeteké.

A 12 orés gliikkdz-, laktéz- vagy arabinogalaktan-tartalmu kultardk DCM-értéke szignifikansan nagyobb volt, mint a 0
oras kultiraké (Student-féle #-teszt, p < 0,05).

& bLas — Qzionifikans kiilonbség a gliikozt-, laktozt-, arabinogalaktint- vagy szénforrast nem tartalmazo kultirak
adataihoz képest (Student-féle z-teszt, p < 0,05).

MTT: metil-tiazol-tetrazolium; DCM: szaraz sejttomeg (dry cell mass)

4.2.2. A szénstressz hatdsa stillyesztett tenyészetek enzimtermelésére
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A szénstressz minden kultardban jelentOsen csokkentette a nitrat reduktaz és a
glutation reduktéaz aktivitasat, mig az intracellularis B-galaktozidaz aktivitasat megemelte
(6. tablazat). Ez az emelkedés a laktdzos tenyészetek esetében volt a legnagyobb, amit
az arabinogalaktan tartalmu, majd a szénéhez6 tenyészetek kovettek (6. tablazat).

Az tenyészetek intracellularis SOD-aktivitasa arabinogalaktanon és szénéhezo
koriilmények kozt megndtt. Mind a négy kultira fermentlevében volt kimutathato SOD
aktivitas, illetve szénéhezés soran kataldz aktivitast is detektaltunk (6. tablazat), ami
egybevag Saykhedkar és mtsai. (2012) eredményeivel, akik az 4. nidulans cirokszéaron
termelt szekretomjat vizsgaltak. A szénstressz ndvelte az extracellularis proteaz, yGT,
kitinaz és B-gliikkozidaz aktivitast is (6. tablazat), emellett pedig a szénéhezést leszamitva
a laktézon vagy arabinogalaktanon torténd tenyésztés novelte az extracellularis B-

galaktozidaz és a celluldz aktivitasat is (6. tablazat).
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6. tablazat Enzimaktivitasok a gliikbzban gazdag, valamint szénstressznek kitett A. nidulans kultarakban.

Gliikoz Laktéz Arabinogalaktin Szénéhezés
Intracellularis enzimaktivitasok
SOD (U mg ! protein) 81+ 10*° 97 + 15 156 218! 210 + 308ta
Katalaz (kat kg™! protein) 22+0,3 1,6 £0,3 1,7+0,2 1,7+0,2
Nitrat reduktaz (mkat kg ™! protein) 1,40 £ 0,09%s 1,09 + 0,05%*° 0,62 +0,12¢! 0,56 +0,15%!
Glutation reduktaz (mkat kg™ ! protein) 9,3 +0,34as 6,4 +0,82% 4,0 £ 0,58 5,3 +0,6%%
B-Galaktozidaz (ukat kg ! protein) <0,]1as 10,2 £ 1,188 3,7+0,38!s 0,6 £ 0,028
Extracellularis enzimaktivitasok
SOD (Uml ™) 431,18 9,7+1,5¢ 8,1+1,08 9,3+0,9¢
Katalaz (ukat ml™) < 8las 11+ 1828 16 + 18ls 52 & 108"
B-Galaktozidaz (nkat ml™") < 0,006 0,012 £0,001&s 0,018 + 0,002&!s < 0,006
B-Gliikozidaz (nkat ml™") < 0,006 0,09 + 0,02&* 0,18 £0,018!s 0,11 +0,02&
Cellulaz (nkat ml™") 0,7 £0,1%as 2,5 +0,3825 1,2+ 0,38l <(,3ela
Kitinaz (U ml™") <0,1has 0,6 = 0,25 1,1 +£0,2¢! 1,5+0,38!
Proteaz (U ml™") <0,1has 3,1+0,3%* 0,8 £ 0,38l 2,7+0,38*
YGT (nkat ml™") <0,01bs 0,12 + 0,028 0,84 + 0,058!s 0,35 + 0,058

A tablazat harom fiiggetlen kisérlet eredményének atlagat és szorasat tartalmazza.

&has — Szignifikans kiilonbség a gliikdzt-, laktozt-, arabinogalaktant- vagy szénforrast nem tartalmazé kultirak adataihoz képest (Student-féle t-teszt, p < 0,05).

SOD: szuperoxid dizmutadz; yGT: y-glutamil-transzpeptidaz
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A szénéhezd kultiurdk fermentlevébdl tovabbi enzimek azonositasa érdekében az
extracellularis fehérjéket 2D gélelektroforézissel valasztottuk el, majd elemeztik a
kivalasztott foltok fehérjetartalmat. A fermentlébdl az alabbi fehérjék jelenlétét mutattuk
ki (Gila és mtsai., 2021): AbnC (AN8007; feltételezett extracellularis endo-1,5-a-L-
arabinozidaz), EglB (AN3418; cellulaz); BglA ¢és BglL (AN4102 ¢és AN282S;
feltételezett B-gliikkozidazok), ChiB (AN4871; kitindz); EglC (AN7950; feltételezett GPI-
horgonyzott gliikkan endo-1,3--D-gliikozidaz), PepJ (AN7962; proteaz), CatB (AN9339;
katalaz) és SodA (ANO0241; Cu/Zn-SOD). Az AbnC, CatB, EgIB, PepJ, SodA és az
ANS8445 peptidaz jelenlétét a laktozos tenyészetek fermentlevébol mar koradbban
kimutattak (Spitzmiiller és mtsai., 2015b), tovabba van Munster ¢s mtsai (2014) 4. niger
tenyészetek esetében megallapitottdk, hogy a CAZyme gének szénstressz alatti
is. Mindennek megfelelden az itt kimutatott fehérjék génjei is feliilszabalyozodtak a
megfeleld szénstressz hatasara az alabbi kivételekkel: Nem tudtuk kimutatni az eg/B
feliilszabalyozottsadgat szénéhezés alatt, illetve a sod4 és AN8445 feliilszabalyozottsdgat
a laktozos tenyészetekben, a kodolt fehérjék jelenlétét azonban ki tudtuk mutatni a
fermentlébdl (Spitzmiiller és mtsai., 2015b; Gila és mtsai., 2022 ,,S4” tablazat). A SodA
¢s az EglC (szénéhezd tenyészetekben kimutatott), valamint a CatB (széné¢hezd és
laktozos tenyészetekben is kimutatott) fehérjék esetében (Spitzmiiller és mtsai., 2015b)
azonban a megfeleld gének még szénstressz hatdsara is alulszabalyozodtak (7. és 8.
tablazat). Lehetséges, hogy ezek a fehérjék gliikoz jelenlétében felhalmozddnak a
sejtekben (a sejtfalhoz kotott EglC esetében a sejtfalban), és csak stressz hatdsara

szabadulnak fel a fermentlébe.

4.2.3. A szénstressz hatdsa a siillyesztett tenyészetek génexpresszios mintdzatdara

A fékomponens-analizis (PCA) alapjan a kezelésenként 3-3 fiiggetlen minta
adatai jO egyezést mutattak, a rendelkezésre 4ll6 szénforrds tipusa a varakozdsoknak
megfelelden jelentdsen befolyasolta a tenyészetek transzkriptomat (16. abra). Az RNS-
szekvenalassal nyert adatokat 28 gén esetében Osszehasonlitast végeztiink az RT-qPCR
analizis soran kapott értékekkel, és pozitiv korrelaciot tapasztaltunk (Pearson-féle

korreléacids koefficiens: 0,79; 7. tablazat).
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7. tablazat A szénstressz hatasa

A. nidulans kulturakban.

néhany kivélasztott gén relativ transzkripcidjara (RT-qPCR) az

Gén Leiras ACE

Gliikéz Laktéz Arabinogalaktin  Szénéhezés
ANO0423 (xprd)°  Xiloz reduktaz -5,12+£0,08% 3,070,482 0,27 +0,73% 2,78 +£0,2282
ANO0756 (lacA)* B-Galaktozidaz -8,96 £ 037" -7,62+044%  -771+07378% -9,69 £ 0,222
ANO0942 (ladA)°  Arabinitol dehidrogenaz ~ -8,61 £0,57"*% -589+0,21%%  -4,62+1,03%° -0,84 0,41
AN2463 (lacF)*  B-Galaktozidaz 29,94+ 042 -773+£028%% -587+0,38%  -9,16+0,31'
AN2814 (lacpB)° Laktdz permedz -13,27 £0,31%s  -598 £1,028°  -6,96 = 0,85%  -8,79 £0,56&'4
AN3199 (lacpA)° Laktdz permeaz -10,51 £1,15%  -545+0,38%°  -4,66+0,70%° -10,96 + 1,282
AN3201 (lacD)*  B-Galaktozidaz -14,97 £0,32"* 83 +0,41¢2* -9,39+£0,59%%  -14,94 +0,30'°
AN4957 (galE)®  Galaktokinaz 212,18 £0,77%  -10,94 £0,32%  -947+0,298!  -9,73+£0,23g,
ANG6388 (lacE)®  B-Galaktozidaz 2926 £ 0,242 -8.36+ 0,082 -8,1 £0,48¢ -8,17 £ 0,508
AN9064 (xdhA)° Xilitol dehidrogenaz 4,17+£0,57%5  -1,61 £ 0,668 -2,32+£ 0,538 -2,72 £ 0,238
AN10543 (galX)* Transzkripcios faktor -7,46 + 0,46! -1,1 £ 0,658 -7,95 + 0,75 -8,11+0,27
AN10550 (galR)® Transzkripcids faktor 9,11+0,71'  -2,76+0,37%*  -9,04+0,50" -10,37 +0,41%
ANO0241 (sodA)? Szuperoxid dizmutaz 0,51+0,12° 0,02 + 0,65 0,40 +£ 0,298 -0,82 £ 0,238
AN3581 (trxR)*  Tioredoxin reduktéz -6,07 £0,45%  -6,68+0,09*  -7,08+0,17%  -7,60 £ 0,148l
ANBS8218 (rxB)!  Tioredoxin reduktaz -6,04£0,11%2s -3,13+£0,278* -224+0,35%% -511+0,3382
AN8692 (prxA)¢  Peroxidedoxin 0,68 £ 0,025 -1,49 + 0,082 -1,78 £ 0,258 -2,93 + 0,668
AN9339 (catB)! Katalaz 2,13+£0,104  -0,83+£0,27%%  -1,83+0,28%"  -2.45+0,35¢
AN10220 (ccpl)® Citokrom C peroxidaz -3,85+£0,30  -5,05+ 0,368 -5,25+ 0,168 -5,85+0,39¢
ANO0973 (brid)c  Transzkripcids faktor -4,76 £ 0,58 2,79 + 0,248 -0,92 +£1,13¢8 -2,36+0,71¢
AN1414 (xprG)°® Transzkripci6s faktor 23,08 +£ 0,03 243 +0,15%%  -1,5+0,28¢! -1,76 + 0,062
AN4871 (chiB)* Kitinaz -0,85+ 0,74 0,81 +0,53¢ 1,13+0,33¢2 1,01 £ 0,498
AN8445¢ Peptidaz -1,34+ 0,372 -1,7 £0,348¢ -0,06 + 0,408! -0,59 + 0,26
ANO0399 (nrtB)'  Nitrét transzporter -1,49 £ 0,20 2,66+ 0,265  -6,92 £+ 0,39¢! -6,97 £ 0,284
AN1006 (niaD)" Nitrat reduktaz -0,59 £0,08% -327+£0,428% -977+0,18% -10,8+ 0,368
AN1812 (jIbA)"  Transzkripcids faktor 0,92+0,11° 1,05+ 0,10 0,31+0,35 -0,34 + 0,182
ANG6542 (actA)?  Aktin -0,39£0,16  -1,44 £ 0,228° -1,63 £ 0,278 -2,13 £0,208!
AN6838 (tubC)f  B-Tubulin -3,25+0,18%  -4,04+0,25%%  -423+037% -5,73+0,61%2
AN9397 (hacA)t Transzkripcios faktor -1,33+0,18"¢ -0,94+ 0,132 (0,74 + 0,40%! 0,88 + 0,09¢!

b — A ACt értékek harom fiiggetlen kisérlet eredményének atlagat és szorasat jeldlik, melyek kiszamitas:
AN6700 gén keriilt felhasznalasra referenciaként.
&las — Szignifikans kiilonbség a gliikozt-, laktozt-, arabinogalaktant- vagy szénforrast nem tartalmazo k
adataihoz képest (Student-féle z-teszt, p < 0,05).

¢ — Lakt6z hasznositasért felelos gének

4 — Antioxidans enzimgének

¢ — Szénéhezésre adott stresszvalasz gének
f— Egyéb gének
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crcr

szénstressznek kitett A. nidulnas kultarakban.

Géncsoportok regulacidja®

Laktéz Arabinogalaktin Szénéhezés
vs. gliikoz vs. gliikoz vs. gliikoz

Laktdz-hasznositasért felelds gének T T -
B-Galaktozidazok és laktoz-permeazok T T
Leloir-utvonal - -

« >

D-galakt6z oxidoreduktiv ttvonal

>

Glikolizis gének

Oxidativ pentdz-foszfat-titvonal gének -

€« €

Citrat-ciklus gének -

5>« € €

Autofagia gének -
Sejtfal gének J
Szintazok, transzglikozildzok és regulator fehérjék -
Hidrolazok N2

Extracellularis peptidaz gének -

e R
R

CAZyme gének
a-Glikozidazok -
B-Gliikozidazok -
B-1,4-Endoglitkanazok -
Cellobiohidrolazok és cellobioz-dehidrogenazok -
a-Galaktozidazok
B-Galaktozidazok

Arabinofunaozidazok és endo-arabinozidazok -

S35

Xilanazok -
Xilozidazok »
Mannan-lebontas -

->

Galakturonan-lebontas -

I

Ramnogalakturonan-lebontas T

Antioxidans enzimgének -

&

Szkvalén és ergoszterol Gitvonal gének J

CEees

Riboszéma-biogenezis gének -
Mitotikus sejtciklus gének - - -
Transzkripcios faktor gének T T T

A=A LM, .7 és,, 07 szimbolumok a feliilszabalyozott, az alulszabalyozott, illetve mind a feliil- és
alulszabalyozott génkészletekben valo szignifikans dusulast jelolik. Abban az esetben, ha nem
azonositottunk szignifikans dusulast, a ,,-” szimbolumot tiintettiik fel. A géncsoportok transzkripcids
aktivitasanak tovabbi adatait Gila és mtsai. (2022) kozleményének ,,S2” tablazata tartalmazza. Ezek az
adatok csak terjedelmi okok miatt nem keriiltek bele a dolgozatba.
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16. abra A szénstressznek kitett A. nidulans tenyészetek RNAseq-adatainak fokomponens
analizise (PCA)

A szimbolumok az A. nidulans THS30 torzs tenyészeteinek adatit jeldlik gliikkozon (®), szénforras
hianyaban (0O), laktézon (M) és arabinogalaktanon (O).

Korabbi vizsgalatok kimutattdk, hogy a szénforras-limitalt és a szénéhezd
tenyészetek stresszvalaszai kozott jelentds atfedés van, ha a korai stressz-valaszokat
vizsgaljuk (van Munster és mtsai., 2014). Ezt azzal magyaraztak, hogy szénforras-limitalt
koriilmények kozott a sejtek mindaddig €heznek, amig az alternativ szénforrasok
hasznositisa be nem indul (van Munster ¢és mtsai., 2014). Ebbdl fakaddan a
mintavételezést olyan idépontokban végeztiik a transzkriptomikai elemzésekhez, amikor
a laktoz és az arabinogalaktdn hasznositdsa mar nagyvalosziniiséggel megkezdddott a
DCM ¢és MTT redukcios mintédzatok alapjan (15. abra). Azonban még ennek ellenére is
jelentds atfedést tapasztaltunk a harom kultira genomszintli expresszids valtozasai
kozott: Azokat a géneket, amelyek egy adott szénstressz hatdsara differencialtan
expresszalodtak a gliikkdzos referencia tenyészetekhez képest szénstressz valasz (carbon-
stress response; CSR) génekként definiadltuk, egy-egy kiilon halmazt alkotva. A halmazok
metszeteken kiviil esé géncsoportjaira az adott szénstressz-tipushoz tartoz6 szénforras-
specifikus génekként hivatkoztunk (laktéz-specifikus, arabinogalaktan-specifikus és
szénéhezés-specifikus gének). A CSR-génhalmazok harmasmetszetében talalhato
géneket tekintettiik altaldanos vagy kornyezeti stresszvalasz (environmental stress

response; ESR; Gasch, 2007) géneknek, amelyek fenti definicionk szerint a gliikdzos
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tenyészetek alul-, illetve feliillszabalyozddott génjeit is jelentik (gliikkoz-specifikus gének).

Az 0Osszes CSR-gén 39%-a mindharom szénstressz-tipusnak kitett tenyészetnél

feliilszabalyozottsdgot, 38% pedig alulszabdlyozottsagot mutatott (17A. abra). A gliikdz-

specifikus differencialtan expresszalt gének szama nagymértékben feliilmulta a tobbi

szénforrasra specifikus gének szadmat (17B. abra).

B 1500

1000

500

500

1000

Alul- és feliilszabalyozott gének szaima

1500

A Szénéhezés vs. Gliikkdz Laktoz vs. Gliikoz
(2371/1967) (1749/1276)

Arabinogalaktan vs. Glikéz

(2159/1705)
921/1192
286/69 322/148 433/203
Gliikoz Laktoz Arabonogalaktin Szénéhezés

17. abra A CSR- (A) és a szénforras-specifikus (B) gének eloszlasa a tenyészetekben.

Az abrék a feliil-/alulszabalyozott gének szdmat mutatjak.

Megjegyzés: A harom halmaz (A) az adott CSR-géneket, a harmasmetszet pedig az ESR-géneket
tartalmazza (gliikkozos tenyészeteket hasznalva referenciaként). A feliilszabalyozott ESR-gének azonosak
az alulszabalyozott gliikoz-specifikus génekkel, illetve az alulszabalyozott ESR-gének azonosak a
feliilszabalyozott gliikoz-specifikus génekkel (B).

CSR: szénstresszvalasz (carbon-stress-response); ESR: kdrnyezeti stresszvalasz (environmental stress

response)
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A CSR-gének GSE-analizise alapjan, a szénéhezés alulszabalyozta a
fehérjeszintézist, a primer anyagcsere szamos elemét (pl. gliikoz-hasznositas, aminosav-
bioszintézis, szteroidszintézis), valamint tobb stresszgén atirasat is. Masrészt azonban
fellilszabalyozta a sejtfal szervezddésben, a kitin-, xilan- €s pektin-lebontasban, valamint
a zsirsav-oxidéacioban részt vevo géneket (8. tablazat; 5. melléklet). A gliikkoz laktozzal
vald helyettesitése a primer anyagcsere szamos elemét (pl. gliikkdz-hasznositas ¢és
szteroidszintézis) szabalyozta alul, azonban a szénéhezd tenyészetekkel ellentétben az
aminosav-bioszintézis, a riboszoma-biogenezis és a transzlacio alulszabalyozottsagat
nem tapasztaltuk. Feliilszabalyozodott az extracellularis poliszacharid-hasznositas,
beleértve a gliikoztol eltérd hexdzok és pentdozok metabolizmusa is (8. tablazat; S.
melléklet). Az arabinogalaktdnon valé ndvekedés alulszabalyozta a gliik6z-hasznosités,
az aminosav-bioszintézis €s a szteroidszintézis génjeit. Viszont a laktézhoz hasonléan a
nagy volument fehérjeszintézis alulszabalyozottsaga ez esetben sem volt megfigyelheto.
Az extracellularis poliszacharid-hasznositas génjei szintén feliilszabalyozddtak, azonban
a pentdz- vagy hexdz- (pl. galaktéz, manndz) anyagceserében részt vevd gének mind a
feliil-, mind az alulszabalyozott géncsoportokban feldtsultak (8. tablazat; S. melléklet).
A gliikoz-specifikus gének GSE-analizisének eredményei arra utalnak, hogy a gliikkdz
hasznositassal és a novekedéssel kapcsolatos folyamatok (pl. glikolizis, 1€gzés, illetve
szteroidok,  vitaminok,  kofaktorok  prosztetikus  csoportok  bioszintézise)
feliilszabalyozodtak, mig a poliszacharid katabolikus folyamatok és a lipidanyagcsere (pl.
zsirsav-oxidacid) alulszabalyozodott a gliikkozban gazdag tenyészeteknél a tobbi
kultardhoz képest (5. melléklet). Ezzel parhuzamosan a szénstressznek kitett
tenyészetekre a szénhidrat-katabolizmus kiilonb6z6 elemeinek feliilszabalyozasa,
valamint néhany, féként a ndvekedéssel kapcsolatos folyamat alulszabalyozéasa volt
jellemzd (5. melléklet).

Annak a kérdésnek a megvalaszolasdhoz, hogy a szénstressznek kitett kulttrak
milyen mechanizmusok révén biztositjak energiasziikségletiiket, a 8. és 9. tablazatokban

bemutatott géncsoportokat valasztottuk ki részletesebb elemzésre.

4.2.3.1. Gliikoz-hasznositasban érintett gének

A glikolizis gének atirdsa lecsokkent a szénstressz hataséara (8. tablazat), de az

oxidativ pentoz-foszfat utvonal €s a citromsavciklus génjeinek alulszabalyozottsaga csak
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a szénéhez0 és az arabinogalaktidnos tenyészetekre volt jellemzd, amelyek novekedési

ratajukat tekintve is alulmaradtak a kisérletek soran (15B. abra).

4.2.3.2. Sejtfal homeosztazisért és lebontasert felelos gének

A szénstressz jelentdsen befolyasolta a sejtfal homeosztazisat is (7. tablazat).
Altalanossagban csokkent a szintizok, transzglikozilazok és szabalyozo fehérjék
génjeinek expresszidja, valamint a hidroldaz gének feliilszabalyozottsaga volt
megfigyelhetd, ami szintén egybeesik a kultirak mérsékelt ndvekedésével (15B. abra; 7.
tablazat). Azonban a lakt6zos kultirdk esetében — amelyek a harom stresszkezelelés
koziil a legintenzivebb ndvekedést mutattak (15. abra) — a fent emlitett géncsoportok
dasuldsa nem volt szignifikans. A sejtfal-hidroldz gének koziil az engd (endo-1,3-B-
glikanaz), chiB (endokitindz) ¢és nagA (N-acetil-B-gliikozaminidaz), amelyek
bizonyitottan fontosak az elhalt sejtek faldnak hasznositasaban (autolitikus
sejtfaldegradacid; Emri ¢és mtsai,, 2008; van Munster ¢és mtsai.,, 2016),
feliilszabalyozodtak a szénéhezd és arabinogalaktanos tenyészetekben (7. és 8. tablazat).
Ezek a transzkripcids aktivitasok, tovabba az AN1427 (feltételezett N-acetil-gliikozamin
transzmembran-transzporter gén), AN1428 (feltételezett N-acetil-gliikkozamin-6-foszfat-
deacetilaz gén), AN1418 (feltételezett gliikozamin-6-foszfat-deaminaz gén) és AN2424
(feltételezett N-acetil-hex6zaminidadz gén) gének feliilszabalyozottsdga (7. tablazat) is
arra utalnak, hogy az autolitikus sejtfallebontds nemcsak a szénéhezd, hanem a lassan
novekedd szénforras-limitalt kultrakban is aktiv.

Kiemelendd, hogy a sejtfalintegritds fenntartasaért felelds géncsoportok
transzkripcids aktivitdsa nem valtozott meg, ami aldtdmasztja azt a nézetet, hogy csak az
elhalt sejtek (az Un. ,iires hifak™) sejtfala keriil lebontasra, és az ¢él6 sejtek pedig meg
tudjak védeni magukat ezekkel a hidrolaz-aktivitdsokkal szemben (Szilagyi és mtsai.,
2013). Korabbi eredmények is alatdmasztjak, hogy a melanin-termelés megvédheti a
sejteket a kitindzoktol, beleértve a ChiB kitindzt is (Szilagyi és mtsai., 2013). A chiB gén
nem csak a szénéhez0 €s arabinogalaktanos tenyészetekben, hanem a laktézon névekedd
kultarakban is feliilszabalyozodott (7. €s 8. tablazat). Nem meglepd mddon az N-acetil-
6-hidroxi-triptofan tipusi melanin képzddéséért felelds ivo (,,ivory”) génklaszter és az
aromas aminosavak metabolizmuséért felelds géncsoport génjei is feliilszabalyozodtak a
harom kezelés soran (8. tablazat; Gila ¢s mtsai. 2022), emellett tobb sejtfal-hidrolaz

génje is alulszabalyozottsagot mutatott a tenyészetekben (8. tablazat). Ezek a gének
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inkabb a sejtfal bioszintéziséhez, mintsem a lebontasahoz jarulhatnak hozza (de Groot és
mtsai., 2009), akarcsak a chid, amely mindhdrom stresszkezelés hatasara alul-
szabélyozodott, €s egy olyan kitindzt kédol, amely a sejtfal atrendezddésében, illetve
érésében vesz részt a novekedés soran (Yamazaki €s mtsai., 2008). A feliilszabalyozott
sejtfal-hidroldz gének kozil eléfordultak gliikoz-specifikus és a szénéhezés-specifikus
géncsoportok is (8. tablazat), amelyek szintén azt a feltételezést timasztjak ala, hogy a
sejtek kiilonbozé hidrolaz-készleteket hasznélnak fel a sejtfalbioszintézis és a

sejtfallebontas soran.

4.2.3.3. Autofagiahoz kétheto gének

Autofagidhoz kothetd géneket csak a szénéhezd tenyészeteknél azonositottunk (8.
tablazat), ami arra utal, hogy az autolitikus sejtfallebontids mellett az autofagia is egy
olyan kiemelt mechanizmus, amely kiils6 tapanyagok hidnydban energiaforrast

biztosithat a sejteknek.

4.2.3.4. Laktoz-hasznositasért felelds gének

A laktéz hasznositasaért felelds gének transzkripcids faktorait kodold galR és
galX gének (Christensen és mtsai., 2011; Meng és mtsai., 2022) csak a laktdzt tartalmazo
tenyészetekben szabalyozddtak feliil (7. tablazat). Ez egyiitt jart a D-galaktézt bonto
oxidoreduktiv Gitvonal génjeinek (Gruben és mtsai., 2012), valamint szdmos ismert vagy
feltételezett laktoz-permeédzt és [-galaktozidazt kodold gén, beleértve a laktoz-
hasznositasban résztvevd legfontosabb p-galaktozidaz (lacD) és laktozpermeazok (lacpA,
lacpB) (Fekete ¢és mtsai., 2012, 2016) génjeinek feliilszabalyozodasaval is (7. és 8.
tablazat). A laktdz-lebontd Leloir-utvonal génjei koziil azonban egy sem szabalyozddott
feliil, ami arra utal, hogy a gomba lakt6z-hasznositasa elsdsorban a D-galaktéz
oxidoreduktiv itvonalon torténik (7. és 8. tablazat).

Az arabinogalaktanos tenyészetek esetében az araR feliilszabalyozodott
(Kowalczyk és mtsai., 2015), viszont a galR és galX aktivitasa nem valtozott meg.
Megfigyelhetd volt a D-galaktdz oxidoreduktiv utvonal génjeinek feliilszabalyozottsaga
is, amelyek megegyeztek a laktozon is aktivalddott génekkel (7. tablazat), Ggymint a
lacD, lacpA, lacpB, illetve szamos mas ismert vagy feltételezett laktdéz-permeaz és -

galaktozidaz gén. Erdekes modon a Leloir-utvonal génjei még a szénéhezd kultarak
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esetben is alulszabalyozottsdgot mutattak, ami arra utal, hogy ez az utvonal inkébb a
galaktdz tartalmt szacharidok szintéziséhez, mintsem a galakt6z lebontasahoz kothetd. A
lacpB ¢és lacD, valamint néhany mas ismert vagy feltételezett B-galaktozidaz gén még
szénéhezés hatasara is feliilszabalyozodott (7. tablazat), ami Gsszhangban van a

szénstressznek kitett tenyészetek emelkedett B-galaktoziddz aktivitdsaval (6. tablazat).

4.2.3.5. Extracellularis peptidaz gének

A szénstressz minden kultirdban fokozta bizonyos extracellularis peptidaz
(protedz) gének transzkripciojat. Feliilszabalyozott géncsoportok dusuldsa csak a
szénéhezd és az arabinogalaktanos tenyészetekben volt jelentds (7. tablazat), azonban
még a laktézon feliilszabdlyozott 10 ismert/feltételezett extracelluldris peptiddz gén is
kimutathat6 protedz aktivitassal jart egyiitt (6. tablazat). Ezek az adatok fermentacios
ipari szempontbdl is figyelemfelkeltdek, ugyanis heterolog fehérjetermelés soran barmely
fellépd szénstressz kedvezdtlen kihozatalt okozhat egy intenziv proteolitikus degradacid

kovetkeztében (Nevalainen és Peterson, 2014).

4.2.3.6. CAZyme gének

Mindhéarom kezelés hatasara szintén szignifikdns mértékben szabalyozodtak feliil
a CAZyme fehérjék génjei (18. abra; 8. és 9. tablazat). Ezek egy része Osszefliggésben
volt az alkalmazott szénforrassal, ugyanis pl. B-galaktoziddz gének mind a lakt6z, mind
az arabinogalaktan esetében aktivalodtak, mig arabino-furanozidaz, endo-arabinozidaz és
a-galaktozidaz géneket csak az arabinogalaktant tartalmaz6 tenyészetek CSR-génjei
kozott taldltunk (8. és 9. tablazat). Az AN9166 (feltételezett exo-1,6-galaktandz;
Coutinho és mtsai., 2009) feliilszabalyozottsdga szintén csak arabinogalaktanon volt
megfigyelhetd. Szamos feliilszabalyozott CAZyme génnek azonban inkabb olyan
szénhidratok hasznositdsdban lehet szerepe, amelyek nem voltak jelen a tapkdzegben,
hiszen a B-1,4-endogliikandz/cellulaz, B-glikkozidaz, cellobiohidrolaz és cellobiozidaz
gének arabinogalaktanon, mig a xilozidaz, illetve a ramnogalakturonan hasznosit6 gének
mindharom kezelésnél is feldusultak a feliilszabalyozott gének csoportjaban (8. és 9.
tablazat; 5. melléklet).

A legtobb CAZyme gént (65 gén) az arabinogalaktanos kultiradkban figyeltiik

meg, oket pedig meglepé modon a glilkézban gazdag (29 gén), majd a szénéhezd (16
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gén), végiil a laktoztartalmu tenyészetek (6 gén) kovették (18. abra; 9. tablazat). Az
arabinogalaktanon feliilszabalyozott CAZyme gének esetében szamos kiilon
alkategoriaba tartozo géncsoport is szignifikdns disulast mutatott (18. abra; 9. tablazat).
A szénéhezd tenyészeteknél ilyen dusulast azonban nem tapasztaltunk, ami arra utal,
hogy a szénéhezés-specifikus CAZyme gének tobb CAZyme alkategéria kozott oszlanak
meg (9. tablazat). Erdekes modon laktézon csak az a-galaktozidaz géncsoport
szabalyozddott feliil, a f-galaktoziddz gének csoportja azonban nem. Valdjaban lakt6zon
a [-galaktoziddz gének koziil csak a laktdz-hasznositdshoz nélkiilozhetetlen [3-
galaktozidazt koédold lacD expresszalodott szignifikdnsan nagyobb aktivitassal a tobbi
tenyészethez képest (8. és 9. tablazat). A glikdézos referencia kulturdkat ilyen
szempontbol a B-1,4-endogliikanaz/celluldz géncsoport disulasa jellemezte (18. abra; 9.

tablazat; 5. melléklet).

a-Gliikkozidazok 520,
|

Cellulolitikus enzimek 31%
]

Arabinofuranozidazok és endo-arabinozidazok

[
Galaktozid-bonto enzimek
29%

11%
—

25%
|

71%

430

790%¢

0
. 58%

47%

-

60% iioi

Xilanolitikus enzimek
8%

Mannan-bont6 enzimek

—/1
Pektimolitikus enzimek
1 0%

glikoz (fakultativ csalas)

arabinogalaktan (adaptiv elorejelzés)
szénéhezés (enzimatikus felderités)

18. abra A szénforrasok hatasa a kivalasztott CAZyme géncsoportok feliilszabalyozasara.

A jobb oldali szines oszlopok a csoporton belill feliilszabalyozott gének aranyat mutatjak az adott
szénforrason. A géncsoportokhoz kdthet6 gének szamat a 9. tablazat tartalmazza.
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9. tablazat A CAZyme gének transzkripcios regulécioja a glitkdzban gazdag, valamint szénstressznek kitett 4. nidulans kultardkban

Géncsoport? Gliikéz" Laktoz” Arabinogalaktan® Szénéhezés®
CAZyme gének (317) 77 (29) 81 (6) 138 (62) 107 (16)
a-Gliikozidazok (9) 2(1) 0(0) 4(2) 1(1)
Cellulolitikus enzimek (32) 10 (5) 11 (0) 19 (14) 8 (1)
B-Gliikozidazok (13) 3(DH 4(0) 8(5) 5(0)
B-1,4-Endogliikanazok (14) 5(4) 5(0) 7(5) 2(H)
Cellobiohidrolazok ¢és cellobiéz-dehidrogenazok (5) 2(0) 2(0) 4 (4) 1(0)
Galaktozid-bonto enzimek (16) 1(0) 10 (4) 11(4) 5(0)
a-Galaktozidazok (7) 1(0) 503) 5(1) 2 (0)
B-Galaktozidazok (7) 0(0) 5(1) 6(2) 3(0)
Galaktanazok (2) 0(0) 0(0) 0(1) 0(0)
Arabinofunaozidazok és endo-arabinozidazok (14) 4(1) 5(0) 10 (7) 6 (0)
Xilanolitikus enzimek (24) 2 (0) 17 (1) 19 (13) 14 (2)
Xilanazok (5) 1(0) 2 (0) 3(3) 2(H)
Xilozidazok (12) 1(0) 10 (1) 11 (8) 7 (0)
Tovabbi xilan-bontd enzimek (7) 0(0) 5(0) 5(2) 5(1)
Mannan-bontd enzimek (19) 4(1) 5(0) 9(4) 6 (0)
Xilogliikan-bont6 enzimek (3) 1(1) 1(0) 2(1) 2(0)
Pektinolitikus enzimek (40) 4(1) 12 (1) 24 (7) 23 (3)
Galaktorunan-bont6 enzimek (24) 4(1) 4 (0) 12 (4) 11(2)
Ramnogalaktorunan-bonté enzimek (16) 0(0) 8 (1) 12 (3) 12 (1)

2 — A géncsoport neve utan zardjelben szerepld szamadatok a géncsoporthoz kdthetd gének szamat jelolik.

b — A tablazat az alabbiak szerint meghatérozott feliilszabalyozott gének szamat tartalmazza: A szénstressznek kitett kultiirak esetében a gliikdzos tenyészetekhez viszonyitva
vizsgaltuk a regulaciot. A gliik6zos tenyészetek esetében a regulacidt barmely szénstressznek kitett kultirahoz viszonyitva (azaz barmely szénstressz altal alulszabélyozott
gének) keriiltek megallapitasra. A zarojelben szereplé szamok a szénforras-specifikus gének szamat jelolik. A CAZyme gének transzkripcios aktivitasara vonatkozo tovabbi
adatokat a 18. abra, az 8. tablazat, valamint Gila és mtsai. (2022) kdzleményének ,,S2” tablazata tartalmazza. Ezek az adatok csak terjedelmi okok miatt nem keriiltek bele a
dolgozatba.
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4.2.3.7. Transzkripcios faktor gének

A szénforras-specifikus géneket illetéen a transzkripcios faktorok génjeinek
csoportja a stresszkezelt tenyészeteknél feliilszabalyozottsagot, gliikkoz-specifikusan
pedig alulszabalyozottsagot mutatott (19. abra; 8. tablazat). A galR és galX laktdzon,
valamint az araR arabinogalaktanon és szénéhezés soran torténd feliilszabalyozddasa
mellett a celluldz- és xilanaztermelés szabalyozasaért felelds clr4 (Coradetti és mtsai.
2012), a ramno6z hasznositasaért felelés rhaR (Pardo és Orejas, 2014), valamint az
extracellularis peptidaz- és sejtfal-hidrolaz-termelésért felelos brid és xprG (Emri és
mtsai., 2008; Katz ¢és mtsai, 2013; van Munster és mtsai.,, 2016) gének
feliilszabalyozodésa volt jellemzd a szénstressznek kitett tenyészetekre (18. abra; 8.
tablazat). Szamos feliilszabalyozott peptidaz, CAZyme és sejtfalgén kodol (feltételezett)
extracellularis enzimeket. Ezzel 6sszhangban a rosszul feltekeredett fehérjevalaszért
(unfolded protein response; UPR; endoplazmatikus retikulum stressz) felelés HacA
transzkripcids faktor génjének transzkripcidja is megnétt szénstressz hatasara (17. abra;

8. tablazat).
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A Szénéhezés vs. Glikoz Laktoz vs. Glikkoz
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19. abra A CSR- (A) és a szénforras-specifikus (B) transzkripcios faktor gének eloszlasa
a tenyészetekben.

Az abrak az feliil-/alulszabalyozott transzkripcios faktor gének szamat mutatjak.
CSR: szénstresszvalasz (carbon-stress-response)

4.2.3.8. Szekunder metabolit génklaszterek

Mivel a sejtek masodlagos anyagcseréjét nagymértékben meghatdrozza a
rendelkezésre allo szénforrds mindsége és mennyisége (Ruiz-Villafan és mtsai., 2022),
az SMG-klaszterek transzkripcios aktivitasat is értékeltiik. Ezeknél a géncsoportoknél
vegyesen fordultak eld feliil- és alulszabalyozodott klaszterek mindharom kezelés soran
(Gila és mtsai., 2022 ,,S3” tablazat). Mind a négy kultirdban volt egy-egy jellegzetes

SMG-klaszter, amely a legnagyobb transzkripcidés aktivitdst mutatta az adott
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tenyészetnél, de a differencidltan expresszalt klaszterek 0Osszességében hasonld
mintazatot mutattak. A szénstressz hatdsara feliilszabalyozott legfontosabb SMG-
klasztereket az 10. tablazat tartalmazza. Ezek kozil kiemelkedik a STC-klaszter
transzkripcids aktivitasa, ugyanis mind a 26 klasztergén feliilszabalyozottsagot mutatott
a mindharom kezelt kultaraban, illetve a kddolt mikotoxin képzddését TLC-lemezen is
sikeriilt kimutatni (20. &abra). Emlitést érdemel, hogy bar az alulszabalyozott
génklaszterek glilkozon jelentkeztek a legnagyobb szamban, voltak olyan klaszterek
(mikroperfuranon klaszter, pkh klaszter és AN3273 klaszter), amelyek a harom stressznek
kitett tenyészethez képest nagyobb aktivitdst mutattak a referencia kulturakban (10.

tablazat).

10. Tablazat Néhany szénstressz hatasara feliilszabalyozott SMG-klaszter az 4. nidulans
kultirékban.

Laktéz vs. Arabinogalaktan vs. Szénéhezés vs.
SMG-klaszter? gliikoz gliikoz gliikoz
Feliil-/alulszabalyozott gének szaima

STC (26) 26/0 26/0 26/0
Monodiktifenon (12) 12/0 12/0 11/0
ANRSI105 (10) 8/1 9/1 8/1
Pkb (9) 6/0 7/0 8/0
Pkg (6) 6/0 3/0 6/0
Emericellamid (5) 0/0 5/0 1/1
Terrikinon (5) 5/0 5/0 5/0
ANI1680 (4) 1/0 4/0 4/0
Penicillin (3) 0/1 3/0 3/0
Ivo (2) 2/0 2/0 2/0
AN9129 (2) 2/0 2/0 2/0
ANO9314 (2) 2/0 2/0 2/0

a — Csak azok a feliilszabalyozott SMG-klaszterek keriiltek bemutatasra, amelyekben legalabb egy
Osszehasonlitas soran az dsszes gén (a < 8 gént tartalmazo klaszterek esetében), vagy 1 gén kivételével az
Osszes gén (a > 8 gént tartalmazo klaszterek esetében) egyidejlileg feliilszabalyozottsagot mutatott. Az
SMG-klaszterben érintett gének szamat zarojelben tiintettik fel. Az SMG-k transzkripcios aktivitasara
vonatkozo tovabbi adatok Gila és mtsai. (2022) kdzleményének ,,S3” tablazataban talalhatok meg. Ezek az
adatok csak terjedelmi okok miatt nem keriiltek bele a dolgozatba.

SMG: szekunder metabolit gén; STC: szterigmatocisztin
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20. abra STC-termelés a szénstressznek kitett A. nidulans THS30 tenyészetekben.

Az abra az STC-termelés kvalitativ meghatarozasanak (TLC) reprezentativ fényképét mutatja. A
tenyészeteket mintavétel elott 12 oran (szénstressznek kitett kultarak), illetve 4 oran keresztiil (gliikozos
tenyészetek) inkubaltuk.

STC: szterigmatocisztin, TLC: vékonyréteg kromatografia (thin layer chromatography);
A: gliikozos tenyészetek; B: szénéhezd tenyészetek; C: STC-standard (25 pg); D: laktézos tenyészetek;
E: arabinogalaktanos tenyészetek
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5. Megbeszélés

5.1. Szénéhez6 tenyészetek GSH-metabolizmusa

5.1.1. A DUG-utvonal szerepe a glutation intracellularis lebontasaban

A redox-szabalyozas, vagyis a sejtek redox-allapotatdl fliggd szabalyozési
mechanizmusok kulcsfontossaguak a legtobb €16 szervezet szamara (Federoff, 2006;
Oktyabrsky és Smirnova, 2007; Wu és Bauer, 2008; Boronat és mtsai., 2014). A redox-
homeosztazis  fenntartdsa és az  oxidativ/reduktiv  stresszhatdsok  karos
kovetkezményeinek megel6zése a redox-szabalyozéas egészének csak egy kis hanyadat
jelentik (Federoff, 2006; Oktyabrsky és Smirnova, 2007; Thon és mtsai., 2007; Mendoza-
Martinez ¢és mtsai., 2020). Fonalas gombdk esetében az ivaros ¢és ivartalan fejlodési
folyamatok, a tapanyagok hasznositdsa, a masodlagos anyagcsere és a virulenciat
meghataroz6 tulajdonsdgok is gyakran a redox-szabalyozas kontrollja alatt allnak
(Hansberg és Aguirre, 1990; Thon és mtsai., 2007; Montibus és mtsai., 2015; Chi és
Craven, 2016; Mendoza-Martinez és mtsai., 2017, 2020).

A GSH/GSSG redox-rendszer sok prokariotaban ¢€s a legtobb eukaridta
¢éldlényben, igy a gombakban is meghatarozo szerepet tolt be az optimalis redox-allapot
fenntartasdban. Nem meglepd modon, a gombak GSH tartalmat érintd valtozasok
jelentdsen befolyasolhatjak mitkddésiik és viselkedésiik szamos aspektusat (Schafer és
Buettner, 2001; Pocsi és mtsai., 2004; Bakti és mtsai., 2017). Mindezek ellenére a fonalas
gombak egyik legfontosabb modell organizmusa, az 4. nidulans esetében eddig csak
néhany, a GSH anyagcseréjéhez és szallitdsdhoz kapcsolodo fehérjét/gént jellemeztek
funkcionalisan. Ezen fehérjék/gének kozé tartozik a GSH szintézisé¢hez sziikséges -
glutamil-cisztein-szintdz (gcsA; Sato és mtsai., 2009), a GSSG (vissza)redukalasat
biztositd glutation reduktaz (g/r4; Bakti és mtsai., 2017) és a yGT (ggtA; Spitzmiiller és
mtsai., 2015b). Ez utobbi ,,GSH-bontd” enzim, bar in vitro képes a GSH lebontasara és
szintézisére is (Spitzmiiller és mtsai., 2015b), a GSH raktarak szénéhezd koriilmények
kozotti jelentdés csOkkenésében nem esszencidlis (Spitzmiiller €és mtsai., 2015a).
Kisérleteinkben ezért megvizsgaltuk, hogy az egyes ¢élesztd fajokban a citoszolikus GSH
lebontasaért felelés DUG utvonal enzimeinek (Kumar és mtsai., 2003; Ganguli és mtsai.,
2007; Desai és mtsai., 2011; Kaur és mtsai., 2012) van-e szerepe az A. nidulans GSH
anyagcseréjében. Ennek érdekében a dugB és dugC, feltételezhetéen a GSH-lebontasban
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résztvevo fehérjéket kodolo génekben sériilt egyszeres és duplamutansokat vizsgaltunk.
Kisérleteinkben kimutattuk, hogy az A. nidulansban a DUG-Utvonal részt vesz a
citoszolikus GSH lebontasaban, hiszen a mutans tenyészetek GSH-tartalma lassabban
csokkent szénéhezés soran, mint a referencia torzsé (7A. abra). Ezek az adatok
egyértelmiien igazoltdk azt is, hogy a DUG-utvonal nem az egyetlen GSH-lebonto
utvonal az A. nidulansban, mindezért még tovabbi vizsgalatokra van sziikség a GSH-
lebontas részleteinek tisztdzdsahoz. Bar a GSH bioszintézisének szigord negativ
visszacsatolasos kontrollja (Noctor és mtsai., 1998; Pdcsi és mtsai., 2004; Lushchak,
2012) és az A. nidulans alternativ GSH-elimindl6 mechanizmusai miatt a DUG-tvonal
inaktivalasa csak mérsékelten befolyasolta a sejtek GSH-tartalmat, azonban mar ez is
lehetdvé tette szdmunkra a megvaltozott GSH-szintek fiziologiai kdvetkezményeinek

vizsgalatat.

5.1.2. A redox-szabdlyozas és a szénéhezésre adott stresszvalasz kapcsolata

A GSH-anyagcsere kapcsolatot teremthet a szénéhezésre adott stresszvalasz és a
redox-szabalyozas kozott, hiszen a nagy intracellularis GSH-koncentracionak
koszonhetden a sejtek tarolt szén/energiaforrasként hasznosithattak azt. Hasonloképpen,
a GSH akar nitrogén- vagy kénraktarként is szolgalhat nitrogén-/kén-limitacié vagy
¢hezés soran (Pocsi €s mtsai., 2004). A csokkend GSH-tartalom megvaltoztatja a sejtek
redox-allapotat, tovabba aktivalja azokat a szabéalyoz6 utvonalakat, amelyek a
szénéhezéskor fellépd stresszvalaszok elemeit szabalyozzak.

Szdmos mechanizmus segiti a gombakat abban, hogy tuléljék a szénéhezést.
Intracellularis raktaraik kimeritését kovetden, vagy akéar azzal egyidejlileg is
folytathatnak  makroautofagiat, szekretdlhatnak enzimeket az elhalt hifak
sejtfalanyagainak hasznositdsdhoz (autolitikus sejtfallebontas) (Nitsche és mtsai., 2012;
Szilagyi €és mtsai.,, 2013; van Munster és mtsai., 2016; Emri és mtsai., 2018), ¢és
szekretalhatnak egyéb enzimeket is (pl. peptidazokat és CAZyme-okat), hogy alternativ
szénforrasokat talaljanak a kornyezetiikben (van Munster ¢és mtsai., 2014, 2016). Irodalmi
adatokkal és korabbi eredményekkel dsszhangban (Emri és mtsai., 2004; Bartoszewska
¢és Kiel, 2011; Deng és mtsai., 2012) az itt bemutatott vizsgalatokbol is kidertil, hogy a
makroautofagia és az autolitikus sejtfallebontas a sejtek redoxallapotatol is fligg, ugyanis
a mérsékelt oxidativ stressz kedvezden hatott az sejtfal lebont6d enzimek termelésére (8.

abra), mig a H>0O» okozta szélsdséges stressz azonban gatolta ezt a folyamatot (10. abra;
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Emri és mtsai., 2004a). A protedz és yGT aktivitdsokat szintén befolyasolta a GSH-szint
valtozasa (9. abra). Mivel a szénéhezd tenyészetek extracellularis enzimaktivitdsanak
nagy részéért feleldos enzimeket (pl. ChiB, EngA, PrtA, PepJ és GgtA) kodold gének
(Pocsi €és mtsai., 2009; Szilagyi és mtsai., 2010, 2011; Spitzmiiller és mtsai., 2015b)
transzkripcidjdban nem detektaltunk jelentds valtozasokat (5. tablazat), lehetséges, hogy
a redox-szabdlyozéasnak ez a szegmense poszttranszkripcids szinten fejtette ki a hatasat
(4.1.4.1. alfejezet). Azonban az is el6fordulhat, hogy a sejtek redox-allapota kdzvetlentil
a fehérje-szekrécio szabalyozasan keresztiil befolyasolta a fehérjék termelését.

Habar a GSH-anyagcserében bekdvetkezett valtozdsok modositottdk az
intracellulalis ROS-szinteket (7B. abra), a megnovekedett ROS-képzddés oka még igy
sem teljesen nyilvanvalo. Ehhez a GSH-szintek csokkenése mellett (7A. abra) a
megnodvekedett fehérjeszekrécid (Yu és mtsai., 2016), valamint az antioxiddns enzimek
termelésében bekovetkezett erdteljes valtozas is hozzajarulhatott (8. és 9. abra; Gila és
mtsai., 2021 ,,S4” tablazat). Nem zarhat6 ki tovabba a kdzvetlen ROS-termelés sem,
példaul a NADPH-oxid4zok altal (Aguirre és mtsai., 2005; Cano-Dominguez €és mtsai.,
2008).

5.1.3. Az oxidativ stressz hatasa a szekunder metabolitok termelésére

Sok tanulmany foglalkozott mar a gombak szekunder metabolit-termelésének
aktivalodasaval, amit leginkabb oxidativ stressz €s szénstressz alatt sikeriilt megfigyelni
(Roze és mtsai., 2011; Hong és mtsai., 2013, 2013; Subramaniam és Rampitsch, 2013;
Montibus és mtsai., 2015). Korabbi vizsgalatok transzkriptomikai adatai azt mutatjak,
hogy mas stresszhatdsok, mint a vaséhezés, vagy a sostressz, szintén
feltilszabalyozhatnak SMG-klasztereket (Emri €s mtsai., 2015; Kurucz €s mtsai., 2018).
Ezek a vizsgélatok arra is ravilagitanak, hogy a stressz tipusatol és erdsségétdl is fiigg,
hogy aktivalodik, esetleg gatlodik egy klaszter miikodése, rdadéasul klaszter-specifikus
modon (Emri és mtsai., 2015; Kurucz €s mtsai., 2018). A mi kisérletiinkben is tobb SMG-
klaszter szabalyozodott feliil a szénstressz (€s a vele egyiitt jard oxidativ stressz) hatdsara,
emellett néhany klaszter azonban alulszabalyozottsdgot mutatott (4. tablazat). Meglepd
moddon a DUG-utvonal gatlasa egyes, a szénéhezés altal aktivalt klaszterek aktivitasat
tovabb novelte. Erre jo példa az STC-klaszter miitkodése: A szénéhezés aktivalta a
klasztergének transzkripcidjat és ez a feliilszabalyozottsag a THM4 DUG mutansban

lényegesen nagyobb volt, mint a kontroll trzsben (4. tablazat). A klaszter miikodésében
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bekovetkezett valtozasok a termelt STC mennyiségét is megvaltoztattak (14. abra).
Korabban mar kimutattdk, hogy ivarosan fejlodo feliileti tenyészetek esetében az STC-
termelés idOben egybeesik a kleisztotéciumok képzddésével (Kato és mtsai., 2003; Atoui
és mtsai., 2008; Bayram és Braus, 2012), és a Hiille-sejtekben lokalizalodik (Amon és
mtsai., 2018). Feltételezhetden elsddleges funkcidja az, hogy védje a termétesteket a
fungivor izeltlabuaktol (Staaden és mtsai., 2011; D6ll és mtsai., 2013). Mindezek alapjan
nem meglepd, hogy a dugB-dugC kettds delécio az ivaros folyamatokkal egyiitt a STC-
termelést is befolyasolta (11. és 14. abra).

A korabbi megfigyelésekkel Osszhangban (Emri és mtsai. 2015) a mérsékelt
oxidativ stressz serkentheti, mig az erds oxidativ stressz inkdbb gatolja egyes SMG-
klaszterek mitkddését. Sajnos ez azt is jelenti, hogy a mikotoxintermelés visszaszoritasat
célzo antioxidans-kezelések paradox modon akar feliil is szabalyozhatnak egyes SMG-

génklasztereket fokozva a nemkivanatos mikotoxinok képzodését.

5.1.4. A DUG-utvonal inaktivalasanak szignaltranszdukcios aspektusai

A fokozott oxidativ, ozmotikus, sejtfal integritasi, hdmérsékleti €s antimikotikus
stresszérzékenység, amelyet az 4. nidulans AglrA torzsei is mutatnak, egyértelmiien jelzi
a GSH altalanos jelentségét a stressz tlirésben (Sato és mtsai., 2009; Bakti és mtsai.,
2017). Ezzel szemben a dugB és dugC delécidja nem novelte a gomba oxidativ stresszel
szembeni tolerancidjat (8. és 9. abra; Gila és mtsai., 2021 ,,S4” tdblazat). Lehetséges,
hogy a GSH felhalmozddasanak negativ mellékhatdsai (pl. a thlzottan reduktiv belsd
koriilmények megakadalyozhatjdk az oxidativ stresszvalasz megfeleld szabalyozasat),
ellenstilyozzak a megndvekedett antioxidans kapacitast. Jol tiikrozi a GSH tulzott
jelenlétének karos kdvetkezményeit az a megfigyelés, miszerint a tipkézeghez adott GSH
nagykoncentracioban kifejezetten toxikus az A. nidulans szamara (Bakti és mtsai., 2017).

Az oxidativ stressztolerancidval szemben, a kadmium tolerancia jol detektalhato
modon megndvekedett a DUG-Utvonal inaktivalasaval (2. tablazat). Ez a megtfigyelés
Osszeegyeztethetd azzal a feltételezéssel, hogy a gomba GSH-kadmium komplex
képzésével védekezik e nehézfém ellen (Prévéral és mtsai., 2009; Emri és mtsai., 2021).
Ebben az esetben a nagyobb GSH-szintek negativ mellékhatasaik ellenére is elénydsek a
gomba szamdara. Mindez azt is jelenti, hogy a kadmiumtolerans mutansok keresése jobb
stratégia lehet GSH-taltermeld torzsek izolalasdra, mint a megnovekedett oxidativ

stressztolerancia tesztelése.
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A THM4 mutans viselkedése nem csak szénéhezd koriilmények kdzott, hanem a
gliilkozon novekedd tenyészetekben is jelentdsen kiilonbozott a vad tipusu torzsétol.
Szamos mitogén-aktivalt protein-kindz (MAPK) utvonal gén (pl. steC, sskB, pbsA, hogA,
mkkA) transzkripcidjaban mutatkozott valtozas (3. tablazat). Mivel a MAPK-utvonalak
kozponti szerepet jatszanak a sejtek homeosztazisanak fenntartasdban, a megnovekedett
GSH-szint ezekre a génekre gyakorolt kovetkezményei magyardzatot adhatnak arra, hogy
a GSH tuladagolasa miért karos az 4. nidulans szamara (Bakti és mtsai., 2017) és a DUG
utvonal inaktivaldsa miért nem novelte az oxidativ stressztolerancit.

A MAPK-utvonalak a stresszvalaszok mellett fejlodési/differencialodasi
folyamatokat is szabalyoznak az Aspergillus fajokban (Duran és mtsai., 2010; Ma és Li,
2013). Igy nem megleps, hogy a konidiumok és az aszkosporak képzédésének
szabalyozasaban részt vevd gének (pl. fIbA, fIbC, fIDE, nosA, rosA, nsdC és nsdD)
transzkripcidja is megvaltozott a THM4 torzsben szénéhezés hatasara (3. tablazat). Ezen
génexpresszios valtozasokkal 6sszhangban a THM4 mutansban csokkent konidium-
képzddést (2. tablazat) és az ivaros folyamatok szabdlyozésanak zavarat figyeltiikk meg
(11. abra).

A MAPK-utvonalak felsébb szintli szabalyozoelemei koz¢ tartoznak a redox-
érzékeld His-Asp foszforilalo (kétkomponensil) rendszerek. Az A. nidulans genomja 15
hisztidin-kinazt, négy valaszregulatort és egy hisztidin-tartalmt foszfotranszfer-proteint
koédol (Hagiwara és mtsai., 2007). A négy valaszregulator koziil ketté (SskA és StrA) az
oxidativ stresszvalasz szabalyozasaban vesz részt, az SskA pedig a HogA MAPK-
utvonalon keresztiil hat (Furukawa és mtsai., 2005; Hagiwara és mtsai., 2007). A Candida
albicans Hogl MAP-kindz enzimje reaktiv cisztein-oldallincokkal rendelkezik, melyek
redox-statuszanak valtozéasa (az enzim foszforilacioja mellett) fontos szerepet jatszik a
kindz sejtmagban torténd akkumulalodésaban nitrozativ stressz alatt (Herrero-de-Dios és
mtsai., 2018). A redox-érzékeld His-Asp foszforilalo rendszerek mellett ez is egy érdekes
példa arra, hogy a redox-valtozasok hogyan valtoztatjdk meg egy MAPK-utvonal
aktivitasat. Osszességében tehat azt feltételezhetjiik, hogy a DUG-ttvonal inaktivalasa
altal okozott megnodvekedett GSH-szint a redox-érzékelé mechanizmusok révén
modosithatta a MAPK-kaszkadok aktivitasat, amely szdmos gén, koztik a MAPK
utvonalak fehérjéit kodold gének és a differencidlodési folyamatok szabalyozasaban

Mas eredményekkel 6sszhangban (Hansberg és Aguirre, 1990; Thon és mtsai.,

2007; Montibus és mtsai., 2015; Chi és Craven, 2016; Mendoza-Martinez és mtsai., 2017,
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2020) kisérleti adataink is egyértelmlien arra utalnak, hogy a redox-szabalyozas
nélkiilozhetetlen része a sejtmiikddés szinte minden aspektusat érintd altalanos
szabalyozasi rendszernek. A redox-szabalyozds hatasai minden bizonnyal messze
talmutatnak a redox-stressz elleni védekezés folyamatain, ugyanis a masodlagos
anyagcserét, a redox-stressztol eltérd stresszvalaszokat, valamint az ivaros és ivartalan
fejlédést is szabalyozza. Eredményeink azt is alatdmasztjak, hogy a GSH sejteken beliili
szekrécid jelent0ségét a metabolit ipari 1éptékii eldallitdsa soran (Schmacht és mtsai.,

2017).

5.2. A laktozon megfigyelhetd szénforras-limitacios stresszvalasz

5.2.1. Enzimatikus ,,felderités” szénéhezés sordan

Az extracellularis poliszacharidok hasznositdsa komoly kihivast jelent a mikrobak
szamara, hiszen mindenekeldtt azonositaniuk kell a kornyezetben jelenlévd
szénhidratokat, hogy a megfeleld enzimet vagy enzim mixet szekretaljak a hatékony
lebontashoz. Ezt a problémat altalaban ,,felderitd” enzimek kivalasztasaval oldjak meg
(Martens-Uzunova €s Schaap, 2009; Delmas €s mtsai., 2012; van Munster és mtsai.,
2016). Ezek az enzimek ,.k6zonséges” CAZyme fehérjék, amelyek dnmagukban nem
tudjak lebontani teljes mértékben a polimert, azonban energia hatékonyan képesek
felszabaditani néhany oligomert vagy monomert. Ez utdbbi vegyiileteket (mint
,,szabalyozd molekuldkat™) ismerik fel a sejtek, ami aktivalja az adott polimer teljes €s
hatékony lebontasahoz sziikséges valamennyi enzim fokozott termelését (Martens-
Uzunova és Schaap, 2009; Delmas és mtsai., 2012; van Munster és mtsai., 2014).

A mi esetlinkben a szénéhezésre szdmos CAZyme gén (107 gén) transzkripcioja
aktivalodott a glilkdzban gazdag tenyészetekhez képest, azonban ezen gének koziil csak
16 volt szénéhezés-specifikus (8. €s 9. tablazat). A vizsgalt CAZyme alkategoriak koziil
egy sem dusult fel a szénéhezés-specifikus feliilszabalyozott gének csoportjaban, és
legtobbjiik még a teljes szénéhezésre aktivalodott gének csoportjaban sem (8. és 9.
tablazat). Ezek az eredmények egybevagnak a felvazolt ,.,enzimatikus felderités”
stratégidval, miszerint az A. nidulans az A. niger-hez hasonléan (van Munster €s mtsai.,

2014), €hezés soran egyszerre tObb enzimet szekretdl az alternativ szénforrasok

76



felkutatasa érdekében anélkiill, hogy feliilszabalyoznd egy-egy poliszacharid
hasznositasahoz sziikséges teljes génkészletét.

Erdekes modon a ramnogalakturonan-lebontd gének koziil tobb gén (a 16 génbdl
12), valamint a galakturonan-, arabinan- és xilan-lebontd gének kozel fele (6sszesen 25
az 54 génbdl) felderitd enzimgénként viselkedett (feliilszabalyozodtak szénstressz soran),
mig a celluloz lebontd gének nem (8. és 9. tablazat). A cellul6ztol eltérden a ndvényi
sejtfal nem celluldztartalmit komponensei meglehetdsen valtozatosak, ezért
felismerésiikh6z tobb kiillonbozo enzimre lehet sziikség. A felismerés utdn azonban ezek
lebontédsa kevésbé lehet problémas, mint a részben kristalyos szerkezetli cellul6zé. Ez
magyarazatot adhat a felderitd enzimgének magas aranyara ezekben a kategoriakban.

Szénéhezés soran a raktarozott vegyiiletek (pl. a glikogén vagy akar a GSH)
hasznositasa, az autofagia és az autolitikus sejtfaldegradacid is energiaforrast
biztosithatnak a sejtek szdmara (5.1. alfejezet; 8. tablazat; Szilagyi és mtsai., 2013; van
Munster és mtsai., 2016). A potencialis szénforrasok felderitése mellett az autolitikus
sejtfallebontashoz is intenziv extracellularis enzimtermelésére van sziikség. A riboszoma
biogenezis ¢s az ER-specifikus folyamatok (mint az ER és a Golgi-vezikuldk kozotti
transzport, a fehérjék glikozilacioja és az ER-stressz) génjei nem meglepd modon mar a
szénstressz valasz korai szakaszaban feliilszabalyozodnak (Szilagyi és mtsai., 2013).
Habar az altalunk vizsgalt kései stresszvalasz soran az ER-specifikus folyamatok nem
aktivalodtak szignifikdnsan, azonban intenziv volt az ER-stresszt szabalyozo
transzkripcids faktort kodold hacA (Saloheimo és mtsai., 2003) expresszidja (7.
tablazat). Ugy tiinik tehat, hogy a sejtek szénstresszhez valo alkalmazkodasaban az ER
megfeleld miikodése kiilondsen fontos. Ez gyakorlati szempontbol is érdekes lehet,
hiszen a CAZyme-termeld ipari torzsek ER-fiiggd folyamatainak manipuldldsa nemcsak
hatékonyabb enzimszekrécidhoz vezethet, hanem ndvelheti a térzs stressztolerancidjat és
enzimszekrécid €s a szénstresszhez vald alkalmazkodas a patogén gombak virulenciajat
is befolyasolja (Ene ¢és mtsai., 2012; Brown és Goldman, 2016; Vivek-Ananth és mtsai.,
2018), ami felhivja a figyelmet a gomba ER-aktivitdsanak megzavardsan alapuld

antifungalis stratégidk lehetdségére.

77



5.2.2. Az adaptiv elorejelzés jelentosége a CAZyme gének szabalyozasaban

Az ,adaptiv eldrejelzés” egy olyan jelenség, amelyet a stresszbiologiaban a
,stressz keresztvédelem” (stress cross-protection) magyarazatara szoktak alkalmazni
(Mitchell és mtsai., 2009; Brown és mtsai., 2019). Ez azt jelenti, hogy egy adott
stresszorral szembeni stresszvalasz sordn a sejtek nem csak a stresszorra specifikus
génkészleteket szabalyozzak felill, hanem mas elemeket is, hogy esetlegesen
felkésziiljenek a legvaldszinlibb késobbi stresszhatasokra is. Ennek kovetkeztében az
egyik stresszor jelenléte ndvelheti a sejtek toleranciajat egy masik fajta stresszorral
szemben. Novényi sejtfal-poliszacharidok ritkdn fordulnak eld elszigetelt formaban a
gombdék természetes ¢ldhelyein. Ebbdl adoddan az egyik szacharid tipus jelenléte ndveli
annak valoszinliségét, hogy mas tipusok is el6fordulnak ott. Emiatt ésszerti feltételezni,
hogy az egyik tipusu poliszacharid lebontdsa soran képz6ddé szabalyozé molekuldk
feliilszabalyozzak a gombak tobb CAZyme génjét is, amelyek mas, esetlegesen egyiitt
eléforduld polimerek felismeréséhez, illetve lebontdsdhoz is sziikségesek lehetnek
(,,cross-upregulation”).

A vizsgalataink soran is hasznalt vordsfenyd (Larix) faanyagbol szadrmazéd
arabinogalaktan polimert egy [-1,3-D-galaktopiranozil f6lanc alkotja, melynek
oldallancai kozott a-L-arabinofuranozil (C6), B-1,6-L-galaktobiozil (C4> vagy C6’) és
4-0-(a-L-arabinofuranozil)-p-D-galaktopiranozil (C6’) egységek talalhatok (Megazyme,
Bray, Irorszag). Igy nem meglepd, hogy szamos, ennek a polimernek a lebontasaban
potencialisan részt vevé enzimet kodold gén, koztiik galaktozidaz €s arabinofuranozidéaz
gének is feliilszabalyozodtak (8. és 9. tablazat). Erdekes modon az 4. nidulans genomja
nem tartalmazza az A. flavus Af3G B-1,3-endogalaktanaz ortologjat (Yoshimi és mtsai.,
2017), azonban sikeriilt kimutatni az AN9166 (feltételezett exo-1,6-galaktandz) gén
feltilszabalyozottsagat, de a gal4 (B-1,4-endogalaktanaz) esetében ezt nem figyeltilk meg.
A galakt6z és az arabinoz valdsziniileg a D-galakt6z oxidoreduktiv ttvonalon és az azzal
atfedd pentdz-lebontd ttvonalon keresztiil hasznosult (Kowalczyk és mtsai., 2015). Az
arabinogalaktanon val6é ndvekedés nem szabalyozott feliil autofagia géneket, ami arra
utal, hogy a sejtek energiatermelése az arabinogalaktan komponenseinek hasznositasa
felé tolodott el, azonban az autolitikus sejtfallebontasban résztvevo gének (pl. chiB, engA,
nagA) transzkripcidja tovabbra is intenziv volt. Az arabinogalaktidnos tenyészetek
génexpresszios mintdzataban a xilan, a galakturonén, a ramnogalakturonan ¢és a celluloz

hasznositasaban részt vevd (vagy feltételezhetéen részt vevd) gének nagymértéki
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aktivitdsa is kimutathatdo volt (8. és 9. tablazat). Ezen gének feliilszabalyozottsdga
azonban mar nem magyarazhatd a ,felderitd enzimszekrécid™ stratégiaval: ezek koziil
szamos gén szignifikdnsan nagyobb transzkripcios aktivitast mutatott arabinogalaktanon
mint a tobbi tenyészetben, emellett pedig a szénéhezd kultirdkhoz képest tobb
alkategoridban  is  (a-glikoziddzok,  B-glikoziddzok,  B-1,4-endogliikandzok,
cellobiohidrolédz - cellobidéz dehidrogenazok) tobb gén volt aktivabb (8. és 9. tablazat).
Az arabinogalaktanon noOvekedd tenyészetek ezen tulajdonsaga leginkdbb az
arabinogalaktan hasznositdsa sordn felszabadul6 molekulak ,.cross-upregulation”
hatasaval magyarazhatd. Néhany CAZyme-csoport kozott dokumentéltak mar hasonld
»cross-upregulation” hatast: pl. cellulozbontd enzimek termelése indukalodik xiloz
jelenlétében A. niger-ben (Gielkens és mtsai., 1999), illetve arabitol és xilanok hatdséara
Trichoderma reesei-ben (Margolles-Clark és mtsai., 1997). Tovabba abbdl kiindulva,
hogy a laktoz szerkezetileg (mint -galaktozid diszacharid) jobban hasonlit a galakt6z-
tartalmi poliszacharidok lebontasa soran keletkezd oligomerekhez, mint a celluloz
lebontasa soran felszabadul6 oligomerekhez, a T. reesei és az Acremonium cellulolyticus
cellulaz-termel6 képessége laktozon (Morikawa és mtsai., 1995; Fang és mtsai., 2008) a

»cross-upregulation” kdvetkezménye is lehet.

5.2.3. ,,A kozlegelok tragédiaja” (,, Tragedy of the commons”)

Hardin (1968) kozleménye alapjan 6kologiai, illetve gazdasagi értelemben, ha a
kozjavak hasznositdsanak stratégidja az egyén szamara elonyos, a kozosség szamara
viszont nem, akkor bekovetkezik a , kozlegelok tragédiaja” (,,tragedy of the commons”),
ugyanis a folyamat a kozjavak teljes kimeriilés€¢hez vezet. A jelenséget altalaban a tobb
gazda altal is igénybe vett kozlegeld példajaval szoktak magyarazni. Az egyes gazdaknak
az az érdeke, hogy minél tobb egyeddel bdvitsék sajat legeltetett nyajukat, hiszen a
tullegeltetésbdl szarmazd negativ kovetkezmények egyenletesen oszlanak meg a
tulajdonosok kozott, a tobb egyed tartasdbol szarmazd haszon viszont kizardlag a
tulajdonosé. A nyajak egyre csak novekvO egyedszama azonban végiil a legeld teljes
pusztulasahoz vezet a tullegeltetés miatt (Smith és Schuster, 2019).

A poliszacharidok extracellularis lebontdsa a degradéacido kornyezetében 1évo
barmely mikroorganizmus szdmara szabadon hozzaférhetd extracellularis mono- ¢és
oligoszacharidok felszabadulasat eredményezi, tehat a folyamat ebben az értelemben

mikrobidlis ,,kdzjavakat” (,,public goods”; ,kozjoszag”) teremt. Ha egyes mikrobak
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ezeket a kozjavakat hasznositjak, de nem fektetnek energidt lebonté enzimek
enzimet szekretald tarsaikkal szemben (Brockhurst és mtsai., 2010; Smith és Schuster,
2019). Mivel minden sejtnek az az érdeke, hogy a kozjavakbol a lehetd legtobbet
hasznalja fel a lehetd legkevesebb enzimszekrécio befektetése mellett, prognosztizalhato
a kozjavak gyors kimeriilése, ha csak az enzimet szekretdld egyedek nem tudjék
megakadalyozni a (fakultativ) csalok térnyerését. Erre tobb lehetdség is kinalkozik: pl. a
extracellularis enzim sejtfelszinhez vald rogzitésével, illetve az enzimet szekretalo
egyedek térbeli izolacidja a csaloktol (Smith és Schuster, 2019; Lerch és mtsai., 2022). A
biopolimerek extracellularis lebontdsa 4ltaldban  visszacsatoldsos gatlas és
visszacsatoldsos represszi6 altal szabalyozott (Glass és mtsai., 2013; Wang és Lu, 2016).
E negativ visszacsatolasos mechanizmusoknak, a felszabadult molekuldk gyors
felhasznalasa mellett fontos szerepe lehet a fakultativ csalok korlatozasaban, hiszen

megakadalyozza a kozjavak gyors felhalmozodasat

5.2.3.1 A laktoz regulator szerepe a fakultativ csalds korlatozdasaban

Bér a laktéz szabad formaban igen ritkdn fordul eld a természetben (4ltaldban csak
az emldsok tejében), mégis mind a [-galaktozid kotés (pl. xilogliikanokban,
ramnogalakturonanokban, arabinogalaktan-fehérjékben), mind az a-galaktozid kotés (pl.
galaktomannanokban, galakto-gliikomannéanokban, extenzinekben) gyakran
megtalalhatd a ndvényi sejtfal-poliszacharidokban (Held és mtsai., 2015). A galaktoz
szintén részét képezi a gombasejtfal galaktomannan (galaktofuran oldallancok) és
galaktézaminogalaktdan (o-1-4-galaktozid ¢és N-acetil-galaktézamin oldallancok)
OsszetevOinek is (Garcia-Rubio €és mtsai., 2019). Nem meglepé mddon az A. nidulans
genomja, sok mas gombahoz hasonloan, szdmos a- és B-galaktozidaz, valamint néhany
galaktanaz gént is (AspGD; 8. és 9. tablazat) tartalmaz, amelyek ezen poliszacharidok,
illetve az azok lebontdsa soran felszabaduld oligo- és diszacharidok hidrolizalasara
szolgalnak.

A laktézos tenyészeteket a laktoz hasznositasaban kozvetleniil részt vevd gének,
mint a lacD B-galaktozidaz, lacpA és lacpB laktdozpermeazok (Fekete és mtsai., 2012,
2016), valamint a D-galakt6z oxidoreduktiv utvonal (Kowalczyk €s mtsai., 2015) aktiv

transzkripcidja jellemezte. Ezek mellett csak 81 CAZyme gén szabalyozddott feliil
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laktozra, amelyekbdl egy gén kivételével mindegyik aktiv volt arabinogalaktdnon és
szénéhezés alatt is (7-9. tablazat). A lakt6z tovabba kevesebb extracellularis peptidaz és
gombasejtfal-hidroldz gén indukcidjat eredményezte a masik két szénstresszhez képest.
Erdekes modon a lacD-t6] eltérd B-galaktozidaz gének is feliilszabalyozodtak, sét, tobb
a-galaktozidaz gén is indukalodott (7-9. tablazat). A kodolt enzimek koziil a LacA
leginkabb a lakt6z hidrolizisérdl ismert, de bizonyos oligoszacharidok terminalis B-1,3-
¢és B-1,4-galaktofuranozil oldallancait is hasitja (Dragosits €s mtsai., 2014). A lacD-vel
ellentétben a lacA gén kodjaban egy N-terminalis szignal-peptid szekvencia is talalhato,
ami az enzim extracellularis termelddésére utal (AspGD). Azonban a feliilszabalyozott
galaktozidaz gének tobbsége alapvetden a laktoztdl eltérd galaktoz-tartalmi vegyiiletek
hasznositasaban vesz részt. A galaktdz-tartalmu polimerek lebontasaban szerepet jatszo
gének (xiloglikdn- ¢és ramnogalakturondn-lebontd gének, valamint galaktandz,
arabinofuranozidaz és endo-arabinozidaz gének) koziil kevesebb aktivalodott laktdzon,
mint a tobbi kezelésnél (8. és 9. tablazat). A galaktozt nem tartalmazd vegyiiletek
lebontasaval kapcsolatos feliilszabalyozott gének (B-1,4-endogliikanédz, B-gliikozidaz,
cellobiosidaz és cellobidz-dehidrogenaz gének) koziil 11 volt laktézon, azaz tobb, mint a
szénéhezd tenyészeteknél (8 gén) és kevesebb, mint az arabinogalaktanos kultaraknal (19
gén) (8. ¢és 9. tablazat). Ezek a valtozasok egyilittesen azt sugalljak, hogy a nagy
laktozkoncentracid egy olyan szituaciot imitalhatott a gomba szamdra, mintha a
kornyezetben galaktoz-tartalma poliszacharidok lettek volna jelen, amelyek lebontasa
olyan hatékony volt, hogy a galaktoz-tartalmu oligomerek elkezdtek felhalmozodni sejten
kiviil. Ebben a helyzetben mar csokken a jelentésége az alternativ tdpanyagok
keresésének, valamint az esetlegesen egyiittesen el6forduld poliszacharidok lebontasahoz
sziikséges gének feliilszabalyozasanak, az autofagia aktivalasanak, vagy pl. az autolitikus
sejtfaldegradacio fenntartasanak. Ugyanakkor, a sejteknek egy optimalis (nem til magas)
szinten kell tartaniuk a mikrobidlis kdzjavak mennyiségét, hogy megakadalyozzdk a
fakultativ csalok elszaporodasat. Epp ezért a potencialis kozjavak megteremtésének és
hasznositasanak iitemét egyensulyban kell tartani. Ez génexpresszids szinten egy olyan
CAZyme-profilt eredményezett lakt6zon, ahol tobb érzékelt/elorejelzett poliszacharid
lebontasaban részt vevé CAZyme-gén szabdlyozddik feliil, mint szénéhezés soran, de
kevesebb, mint az arabinogalaktan jelenlétében (8. és 9. tablazat).

Igen nagy a valdszinlisége, hogy a laktéz hatasa szorosan Osszefiigg annak
koncentréaciojatol, és hogy a molekula kettds szabalyozoként miikodik. Alacsony szinten

feliilszabalyozhatja a galaktoztartalma, illetve a vele egyiittesen el6fordulo

81



poliszacharidok lebontdsaban részt vevo géneket, hogy fokozza azok hasznositdsat, mint
ahogyan azt méar mas fajoknal is megallapitottdk (Morikawa és mtsai., 1995; Fang és
mtsai., 2008). Emellett pedig nagy koncentracioban vissza- (alul-)szabalyozhatja oket,
hogy optimalizélja az oligomer-koncentraciot a kornyezetben. Hasonld viselkedést
talaltak a xilézzal kapcsolatban is, amely feliilszabalyozhat (kis koncentracidoban) vagy
alulszabélyozhat (nagy koncentracidoban) szamos xilanolitikus és cellulolitikus gént A.
niger-ben (de Vries €s mtsai., 1999). Ezen tulmenden, a cellulolitikus enzimtermelésnek
ugyanezt a kettds szabalyozottsagat figyelték meg A. terreus-ban xiloz, cellobidz, s6t még
gliikéz esetén is (Ali és Sayed, 1992). Hasonl6 jelenséget tapasztaltak az S. cerevisiae
aktivalasa, illetve magas gliikdz-szint melletti represszioja kapcsan (Ozcan és mtsai.,

1997).

5.2.3.2. Az A. nidulans, mint fakultativ csalo

Habar a szabad gliikoz nem szamit olyan ritka molekuldanak a kdrnyezetben, mint
a laktdz, jelenléte kdzel sem nevezhetd bdségesnek a talajban, illetve az Aspergillus fajok
legtobb természetes €él6helyén. Az elérhetd gliikdz javarészt kiilonféle a- és B-gliikkanok
monomerjeként fordul eld. Ami a ndvényi sejtfalat illeti, a celluloz, a vegyes kotési
gliikén, a xilogliikan €s a glilkomannén a leggyakoribb gliikdz-tartalmt vegyiiletek (Held
¢és mtsai., 2015), mig a gombak sejtfalaban a B-1,3- és a-1,3-gliikanok rendelkeznek a
legjelentdsebb gliikoz-tartalommal (de Groot és mtsai., 2009).

Esetiinkben a gliikozban gazdag koriilmények feliilszabalyoztak a glikolizis
génjeit, mig az autofagiaért ¢és az autolitikus sejtfaldegradéacioért felelds gének
alulszabalyozodtak a szénstressznek Kkitett tenyészetek profiljahoz képest. Az
extracellularis peptidaz gének, valamint a CAZyme gének szintén kis transzkripcids
aktivitast mutattak (8. és 9. tablazat). Erdekes médon néhany CAZyme gén gliikdzon
érte el a legnagyobb transzkripcios aktivitast: Osszesen 29 gén volt szignifikinsan
aktivabb ezekben a kulturdkban, mint a szénstressz kezeléseknél (9 és 10. melléklet),
melyek kozt az agdB (a-gliikozidaz; Kato és mtsai., 2002), bglJ (B-gliikoziddz; Coutinho
¢s mtsai., 2009), xgcA4 (xilogliikanobiohidrolaz; Bauer és mtsai. 2005), valamint négy
feltételezett P-1,4-endogliikkandz gén (AN1041, AN6786, AN7891 ¢és ANS06S8) is

szerepelt. Ezek a gének a glikoz-polimerek lebontasdban részt vevd (vagy
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feltételezhetden részt vevd) enzimeket kodolnak. Fontos megjegyezni, hogy a gliikkdzos
tenyészetek fermentlevébdl kimutathato volt egy alacsony szintii cellulaz-aktivitas, de -
gliikozidaz-aktivitas nem (6. tablazat). Kordbban mar 2,5 g I'gliikdz koncentracio
mellett is sikeriilt detektalni mind az endogliikandz, mind a B-glikoziddz gének
indukciojat A. terreus esetében (Ali és Sayed, 1992), és B-gliikozidaz szekréciot is mértek
gliikézon kiilonbozo Aspergillus fajoknal (Jager €s mtsai., 2001; Szilagyi €s mtsai., 2013).
A gliik6zos tenyészetek korabban emlitett jellemz6i (pl. a B-gliikkan lebontasaban részt
vevo szamos feliilszabalyozott gliikéz-specifikus gén) hasonlitanak a lakt6z esetében
megfigyeltekhez. Elképzelhetd, hogy a nagy gliikoz-koncentracid is azt a szituaciot
imitalja az A. nidulans szamara, mintha egy poliszacharid lenne a kornyezetében, amely
olyan hatékonyan bomlik, hogy a monomerjei felhalmozddtak a sejten kiviil. Emiatt a
sejtek elkezdték fokozni a gliilkdz-hasznositasukat, illetve gatolni a gliikkoz-monomerek
felszabadulasat, valamint alulszabalyoztak az alternativ tdpanyagok keresésére vagy a
gliilkdnoktol eltérd, poliszacharidok lebontisara iranyuld folyamatokat, tovabba
represszalodott az autofagia €s az autolitikus sejtfallebontés is. Az extracellularis enzimek
(pl. peptiddzok vagy novényi és gombasejtfal-hidroldzok) génjeinek alacsony
transzkripcids aktivitdsa a laktozhoz képest glilkbzon viszont szembetiindbb volt, ami
arra utal, hogy a fakultativ csalds elényosebb taktikdnak bizonyul gliikézon, mint
laktozon. Ez azzal lehet Osszefiiggésben, hogy a sejtek sokkal gyorsabban képesek
hasznositani a gliikézt, mint a laktézt. A glikoéz, mint ,kozjoszdg” kimeriilésének
megakadalyozasahoz nagyon intenziv gliikdn-lebontdsra lenne sziikség, és az ehhez
sziikséges nagy enzimaktivitas elérése jelentds energiakoltséget vonzana maga utan, ami
nem kedvez a kooperacionak. Ez a stratégia azonban konnyen a fakultativ csalés
csalok szdmara jo taktika a gyors vegetativ ndvekedésbe valo befektetés. A novekedés,
mint autokatalitikus folyamat, 6nmagaban is nagy mennyiségli gliikkozt hasznal el
energia- €s szénforrasként, emellett az Ujonnan képzddd sejtek is gliikozt fognak
hasznositani a tovabbi ndvekedésiikhdz. Kovetkezésképpen a gyors ndvekedés lehetve
teszi azt, hogy a sejtek és utodsejtjeik tobbet hasznaljanak fel a kozjavakbol, mint mas,
lassabban novekedd sejtek. Nem meglepd modon a gliikdz hasznositasaval és a vegetativ
novekedéssel kapcsolatos gének, koztiik a glikolizis, az aerob sejtlégzés, a 2-
oxokarbonsav-metabolizmus és az ergoszterol bioszintézis génjei, valamint a vitaminok,
kofaktorok és prosztetikus csoportok bioszintézisében részt vevé gének, illetve a

nitrogén-, kén- ¢s szelén-anyagcserében, tovabba a sejtfal homeosztazisaban részt vevo
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gének csoportjai mellett az antioxidans enzimgének csoportja dusult fel gliikoz-
specifikusan a feliilszabalyozott gének koziil (8. és 9. tablazat; 5. melléklet). Ez
egybevag azzal a ténnyel, hogy az aerob gliikoz-hasznositas reaktiv oxigénformak (ROS)
képzddéséhez vezet, valamint alatamasztja azt az elképzelést, hogy az aerob anyagcserén
alapulod gyors novekedés veszélyes lehet a mikrobdk szamara (Hallsworth 2018). Az
alulszabalyozott gliikdz-specifikus gének szama joval meghaladta a feliilszabalyozott
gének szamat (17B. abra). Koziiliik legnagyobb aranyban az extracellularis peptidaz és
CAZyme gének (a B-1,4-endogliikandz géneken kiviil) represszalodtak (8. tablazat).
Ezen tulmenden a legnagyobb szdmu alulszabalyozott szekunder metabolit génklaszterek
csoportja is a glikozos tenyészetek génexpresszids profiljaban volt megfigyelhetd. A
transzkripcids faktor gének alulszabalyozott expresszioja (19B. abra, 8. tablazat) — attol
fiiggetlentil, hogy némelyik negativ szabalyoz6elemet kddol — 6nmagaban is arra utal,
hogy szamos szénstressz alatt aktiv folyamat represszalodott gliikozon. Osszességében
tehat elmondhato, hogy a sejtek nemcsak a gliikoz hasznositasat igyekeztek fokozni,
hanem szdmos olyan ,.felesleges” biologiai folyamatot is alulszabalyoztak (beleértve
szamos szekunder metabolit termelését), amelyek egyébként csokkentenék a novekedési
ratajukat, ezaltal pedig a mikrobialis kdzjavak gyors hasznositasat is.

Az altalunk vizsgalt négy tenyészet koziil a gliikozban gazdag kulturdkban
jelentkezett a legtobb olyan gén, amely a kisérleti koriilmények kozott a legnagyobb vagy
a legkisebb transzkripcios aktivitast érte el (17B. abra). Ezt azért kell kiemelni, mert
amikor 6sszehasonlitunk két génexpresszios profilt, a kapott kiilonbség sziikségszertien
fligg mindkét transzkriptomtol. Egy korabbi kisérletsorozatban mar felvetettiik, hogy a
transzkripcids szinten detektalt stresszvalaszok egyforman arulkodnak arrdl, hogy a
sejtek miként adaptalodtak a (stressz)kezelés el6tti koriilményekhez, és hogyan probalnak
meg alkalmazkodni az uj feltételekhez (Antal és mtsai., 2020). Ez akkor is igaz, ha egynél
tobb kezelés kovetkezményeit hasonlitjuk Ossze. Azaz, a minden kezelésre feliil- és
alulszabalyozott génkészlet (a kozponti stresszvalasz gének) mérete és Osszetétele
nagymértékben fligg a kivélasztott referencia tenyészettél. Ha a vizsgalat soran, a
gliilkozos kultardkat valasztjuk ,.stresszmentes” referencianak, akkor nagy kozponti
stresszvalasz génhalmazt kapunk (17. abra). Az atfedd (egyiitt-)szabalyozott gének nagy
szama arra utal, hogy a szénforrds-limitaciéra és az éhezésre adott stresszvalaszok
hasonléak. Ugyanakkor ez azt is jelenti, hogy a gliikkozon val6é novekedés meglehetdsen
eltért a tobbi kezeléstol. Masrészt, ha referencidnak inkabb a szénéhezd tenyészeteket

valasztanank, akkor a ,,szénforras-indukalt stresszvalaszok” kozotti kiilonbség sokkal
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kisebb lenne, és a kdzponti stresszvalasz elemek profilja is nagyon eltérd lenne. A
transzkriptomikai vizsgélatok sordn a megfeleld referenciaallapot megvalasztasa az elsd
¢s legfontosabb Iépés, ami mindig a megvalaszolando kérdés(ek)tol fiigg. Az Aspergillus
fajok esetében a gliikozos kultarak referenciaként valo alkalmazésa altalaban kényelmes
valasztas, de nem a legjobb abban az esetben, ha meg akarjuk érteni, hogyan reagélnak a
kiilonb6z6 kezelésekre természetes ¢ldhelylikon vagy az emberi szervezetben (Kurucz és
mtsai., 2018; Brown ¢és mtsai., 2019). Ezzel szemben a Saccharomyces fajok
szachar6zban gazdag életterében, ahol a nagy periplazmatikus invertdz-aktivitds miatt
gyakori a gliikéz, mint elsédleges tdpanyag (Ozcan és mtsai., 1997), a gliikkozra adott
stresszvalaszok tanulmanyozasa nemcsak praktikus vélasztds az intenziv ndvekedés

miatt, hanem ésszeru is.

5.2.4. A CAZyme-szekrécio szabalyozasanak jelentésége

Az A. nidulans, mint tipikus talajlaké fonalas gomba, altalaban bomld ndvényi
maradvanyokon novekszik. A novényi biopolimerek hatékony lebontdsdhoz sziikséges
tobb szaz CAZyme, illetve egyéb mas gén szabalyozdsa nagyon komplex folyamat,
amiben a polimerek hasznositdsa soran keletkez6 ,,szabalyozd molekulak” kodzponti
szerepet toltenek be (Culleton és mtsai., 2013; Glass és mtsai., 2013; Znameroski ¢és
Glass, 2013; Wang ¢€s Lu, 2016). Részt vesznek a jelenlévo vegyliletek felismerésében
(lasd: szénéhezés alatti ,.enzimatikus felderités™), kereszt-iranyl feliilszabalyozast
valthatnak ki (lasd: ,,a rendelkezésre 4all6 biopolimerek adaptiv eldrejelzése”
arabinogalaktan jelenléte alapjan), illetve nagy koncentracioban represszalhatnak is olyan
géneket, amelyek fontosak lehetnek a fakultativ csalas korlatozasaban (lasd: laktoz-
vezethetnek (lasd: glilkézon vald gyors novekedés). E bonyolult szabalyozasi héalozat
molekularis és viselkedésokologiai aspektusainak részletes vizsgalata a jovOben
javithatja ipari  alkalmazhatosagukat. Az egyes CAZyme gének kozos
szabalyozottsdgainak szisztematikus azonositdsa példaul felhivhatja a figyelmet olyan
kevésbé vizsgalt hidrolazokra, amelyek az iparban ,,jarulékos enzimként” fokozhatnak a
novényi sejtfal-poliszacharidok hasznositasat. A poliszacharidok lebontasara vonatkozé

adaptiv  eldrejelzésen alapuldé gombastratégia tanulmanyozasa 1j molekularis
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szabalyozdelemek felfedezéséhez vezethet. Ezen reguldtor molekuldk kettds (feliil-
/alulszabalyoz6) jellegének megértése pedig eldsegitheti a CAZyme-gyartas uj, akar
koltséghatékonyabb fermentacios technikainak kifejlesztését is.

A CAZyme gének transzkripcios szabdlyozasa jo példa arra, hogy a sejtek
kezdetben miként képesek felismerni a stresszt (valtozast), de még nem ,,tudjék”, hogyan
is alkalmazkodjanak hozzéa. Ezért els6 1épésben egy ,.felderit valaszt” adnak, majd az
osszegylijtott informacié alapjan tovabbi 1épéseket tesznek a megfelel iranyba. Esszer(i
feltételezni, hogy a szénforras-limitacios stresszvalaszok mellett mas stresszvalaszok
soran is lehetnek olyan ,.felderité elemek”, amelyek a megfelel6 irdnyba terelik az adott
valaszreakciot. Ez megmagyardzna a gombak azon képességét, hogy miként is
alkalmazkodhatnak ilyen sikeresen a kiilonféle (akéar erésen manipulalt) kornyezeti

tényezO0khoz, még modositott genetikai hattérrel is.
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6. Osszefoglalas

Kisérleteink kozéppontjaban az Aspergillus nidulans fonalas gomba modell
szénstressznek kitett tenyészeteinek RNS-szekvenalassal gylijtott transzkriptom-adatai
feldolgozasa és értelmezése allt. Ez a megkozelitési mod lehetévé tette szamunkra, hogy
a GSH anyagcserét, a szekunder-metabolitok ¢s CAZyme fehérjék képzodését a
szénstressz-valasz részeként értelmezziik egy-egy enzim vagy metabolit vizsgalatdhoz
képest atfogobb mddon.

Korabban az A. nidulans esetében az Gn. DUG (,,deficient in utilization of
glutathione”) GSH-lebonté utvonal feltételezett fehérjéinek (DugA, DugB és DugC)
funkcidja még nem volt tisztazott. Azonban a GSH-metabolizmus megismerése és
megértése létfontossaghi a mikroorganizmusok redox-szabdlyozdsanak megfejtéséhez,
valamint gyakorlati szempontbdl is indokolt, hiszen a gombak nem csak a természetben,
hanem ipari alkalmazas soran is taladlkozhatnak olyan koriilményekkel (pl. szénstressz),
amelyek serkentd hatdssal lehetnek a nem kivanatos szekunder metabolit-termelésre
(mikotoxinok), mely anyagok képzddésének visszaszoritdsara az antioxiddns-kezelést
egy igéretes lehetdségnek tartjdk. Mindezért kisérleteink elsd felében a dugB és dugC
gének funkcioit vizsgaltuk A. nidulans-ban. A dugB, dugC, vagy azok kettds delécioja a
glilkozon novekedd micéliumok GSH-tartalmanak mérsékelt novekedését, csokkent
konidiumtermelést és zavart ivaros fejlddést eredményezett. A transzkriptom adatok
kimutattdk, hogy a megfigyelésekkel 0Osszhangban alulszabalyozodtak egyes a
differenciacioban is fontos MAPK-utvonal gének (pl. steC, sskB ¢€s hogA), illetve a
konidiumképzdédést és a szexudlis differencidlodast szabalyozd fehérjéket (pl. FIbA,
NosA, RosA és NsdC) kodold gének a AdugB-AdugC mutansban. A dugB és/vagy a dugC
delécigja lassitotta a GSH-raktarak kimeriilését szénéhezés soran, emellett csokkentette a
ROS-felhalmozodast, az autolitikus sejtfaldegradéaciot és az enzimszekréciot, de
megnovelte az STC-termelést. Transzkriptomikai vizsgalataink alapjan feltételezhetd,
hogy a gomba enzimszekrécidja a mikotoxintermeléssel ellentétben poszttranszkripcios
szinten szabalyozodik. Tovabba azt is megallapitottuk, hogy a GSH alighanem 6sszekoti
az €hezést és a redox-szabalyozast, hiszen a sejtek a GSH-t raktarozott szénforrasként is
hasznositjak, ez a GSH-tartalom csokkenése révén redox-egyensulyvesztést eredményez,
ami aktivalhatja a szénstressz valaszért felelds jelatviteli itvonalakat.

A gombdk genomjaban eldéforduld tobb szdz CAZyme gén OGsszehangolt

szabalyozasanak megismerése szintén nagy gyakorlati jelentéséggel bir. Ezért
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kisérleteink masodik felében négy A. nidulans kultira viselkedését hasonlitottuk Ossze,
amelyeket gliikoz, laktéz, vagy arabinogalaktdn jelenlétében, illetve szénéhezd
koriilmények kozott tenyésztettiink. Meghataroztuk a szénstressz-specifikus valtozasokat
(gyenge szénforras vagy annak hianya vs. gliikkdz), és a szénforras-specifikus valtozasokat
(egyfajta kultira vs. az Osszes tobbi kultura). Mivel a sejtek szekunder-anyagcseréjét
nagymértékben meghatarozza a rendelkezésre 4ll6 szénforrds mindsége €s mennyisége, a
szekunder-metabolit génklaszterek transzkripcios aktivitasat is értékeltiik. Szadmos
CAZyme gén mutatott szénstressz-specifikus és/vagy  szénforras-specifikus
feliilszabalyozodast arabinogalaktanon (138 és 62 gén), ahol galaktozidaz ¢és
arabinanbont6 enzimgének mellett cellulolitikus, pektinolitikus, mannan- és xilanbonto
enzimgének transzkripcids aktivitasa volt jellemzd. Laktozra 81 és 6 (galaktozidazok,
xiloziddzok és ramnogalakturonazok), szénéhezésre 107 €s 16 (ramnogalakturonizok)
szénstressz-specifikus, valamint szénforras-specifikus feliilszabalyozott CAZyme gént
talaltunk. Gliikkdzon csak néhany (29 gén) szénforras-specifikus indukcidt mutattunk ki,
amelyek jellemzden B-1,4-gliikkanaz gének voltak. Mind a négy kultirdban volt egy-egy
jellegzetes szekunder-metabolit génklaszter, amely a legnagyobb transzkripcios aktivitast
mutatta az adott tenyészetnél, de a differencialtan expresszalt klaszterek Osszességében
hasonl6 mintdzatot mutattak. A dolgozatban ezen jellemzdk viselkedésokologiai hatterét
is értékeltiik felhasznalva az ,,enzimatikus felderités” (secretion of scouting enzymes)”,
»adaptiv eldrejelzés” (adaptive prediction), a ,.kozlegelok tragédija” (tragedy of the
commons) ¢€s a ,fakultativ csalok” (facultative cheating) modelleket, illetve
rendszereztiik a CAZyme-termeléssel kapcsolatos ismereteinket, amelyek 0j stratégiak

crer

eloallitasara.

6.1. Summary

Our experiments focused on the processing and interpretation of transcriptome
data collected by RNA sequencing of the model filamentous fungus Aspergillus nidulans
cultures exposed to carbon stress. This approach allowed us to interpret GSH metabolism,
formation of secondary metabolites and CAZyme proteins as part of the carbon-stress-
response in a more comprehensive way than the study of a single enzyme or metabolite.

Previously, the function of the putative proteins (DugA, DugB and DugC) of the

DUG ("deficient in utilization of glutathione") pathway in 4. nidulans was not yet clear.
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However, understanding GSH metabolism is crucial for deciphering the redox regulation
of microorganisms. This knowledge is also of practical relevance, as fungi frequently
encounter environmental and industrial conditions (e.g., carbon stress) that can induce the
production of undesirable secondary metabolites such as mycotoxins. Antioxidant-based
interventions represent a promising strategy to mitigate their formation. Therefore, in the
first half of our experiments, we investigated the functions of dugB and dugC genes in A.
nidulans. Deletion of dugB, dugC, or both resulted in a moderate increase in GSH content
of mycelia growing on glucose, reduced conidial production and impaired sexual
development. Transcriptome data showed that genes encoding certain MAPK pathway
elements (e.g., SteC, SskB and HogA) or proteins regulating conidia formation and sexual
differentiation (e.g., FIbA, NosA, RosA and NsdC) were down-regulated in the AdugB-
AdugC mutant, consistent with observations. Deletion of dugB and/or dugC slowed the
depletion of GSH pools during carbon starvation, reduced accumulation of ROS, autolytic
cell wall degradation and enzyme secretion, while simultaneously increasing STC
production. Our transcriptomic results obtain that enzyme secretion by the fungus is
regulated at the post-transcriptional level in contrast to mycotoxin production.
Furthermore, our results suggest that GSH serves as a molecular link between starvation
responses and redox regulation, as cells exploit GSH as a stored carbon source. A decline
in GSH levels leads to redox imbalance, which in turn activates signaling pathways
associated with carbon starvation stress responses.

Understanding the coordinated regulation of the extensive repertoire of CAZyme
genes within the fungal genome is also have a great practical importance. Therefore, in
the second phase of our study, we compared the behaviour of four A. nidulans cultures
grown in the presence of glucose, lactose, or arabinogalactan and under carbon starvation
conditions. We determined carbon stress-specific changes (weak or no carbon source vs.
glucose) and carbon source-specific changes (one type of culture vs. all other cultures).
Since secondary metabolism is largely influenced by the quality and availability of carbon
sources, the transcriptional activity of secondary metabolite gene clusters was also
assessed. Several CAZyme genes showed carbon stress-specific and/or carbon source-
specific up-regulation on arabinogalactan (138 and 62 genes, respectively), where in
addition to galactosidase and arabinan-degrading enzyme genes, transcriptional activity
of cellulolytic, pectinolytic, mannan- and xylan-degrading enzyme genes was observed.
For lactose, 81 and 6 (galactosidases, xylosidases and rhamnogalacturonases) and for coal

starvation 107 and 16 (rhamnogalacturonases) carbon stress-specific and carbon source-
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specific up-regulated CAZyme genes were found. On glucose, only a few genes (29)
shown carbon source-specific induction, which were typically B-1,4-glucanase genes.
Each of the four cultures was associated a distinct secondary metabolite gene cluster that
showed the highest transcriptional activity in that culture, although the differentially
expressed clusters showed an overall similar pattern In this thesis, we have also evaluated
the behavioural ecology background of these traits ("secretion of scouting enzymes" and
"adaptive prediction"), and organized current knowledge on CAZyme production, which
may facilitate to the development of novel strategies for optimizing enzyme production

for the saccharification of plant materials.
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8. Tézisek

1.

A DUG-utvonal részt vesz a citoszolikus GSH lebontasaban az Aspergillus
nidulans fonalas gombaban.

A DUG-utvonal nem az egyetlen GSH-lebontd utvonal az A. nidulansban;
szénéhezés alatt a GSH koncentracido csokkenése az inaktiv DUG utvonallal
rendelkez0 torzsekben sem szlinik meg teljesen.

A GSH-anyagcsere Osszekoti a gomba szénéhezésre adott stresszvalaszat és
redox-szabalyozasat: A GSH szén/energiaforrasként hasznosithaté szénéhezés

crer

egyensulyat.

A mérsékelt oxidativ stressz serkentheti, mig az erds oxidativ stressz inkabb
gatolja  egyes  szekunder-metabolit  génklaszterek  milkodését. (A
mikotoxintermelés visszaszoritadsat célzo antioxidans-kezelések paradox moédon
akar felil 1is szabalyozhatnak egyes SMG-génklasztereket fokozva a
nemkivanatos mikotoxin termelését.)

Az endoplazmikus retikulum (ER) miikddése nagy jelentOséggel bir a
szénstressznek Kkitett tenyészetek életében. Ez felveti gomba ER-aktivitdsanak
megzavarasan alapulo antifungalis stratégiak lehetdségét.

A mikrobialis 6kologiai megkozelités segithet jobban megérteni az extracellularis
poliszacharidok lebontdsaban résztvevd enzimek képzddését, ami uj molekularis
szabalyozoelemek felfedezéséhez vezethet el.

A CAZyme gének transzkripcidés mintdzatai magyardzhatoak az ,.enzimatikus
felderités” (szénéhezés alatt), az ,adaptiv eldrejelzés” (arabinogalaktdnon),
valamint ,,a kozlegelok tragédidja” és a ,fakultativ csalok visszaszoritasa”
(laktézon és glikkdzon) 6koldgiai modellek segitségeével.
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12. Fiiggelék

12.1. Mellékletek
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1. melléklet Az RT-qPCR soran alkalmazott primerparok szekvenciai

Gén

Forward primer szekvencia

Reverse primer szekvencia

ANO0241 (sodA)
ANO0351 (gfdA)
ANO0399 (nrtB)
ANO0423 (xyrA)
ANO0756 (lacA)
AN0942 (ladA)
ANO0973 (brid)
AN1006 (niaD)
AN1017 (hogd)
AN1092 (dugC)
AN1414 (xprG)
AN1812 (jlbA)
AN1879 (dugB)
AN2463 (lacF)
AN2814 (lacpB)
AN3150 (gcsA)
AN3199 (lacpA)
AN3201 (lacD)
AN3581 (trxR)
AN4189 (mkkA)
AN4871 (chiB)
AN4957 (galE)
ANS5296 (tcsA)
ANS5893 (f1bA)
ANS5982 (tord)
ANG6388 (lacE)
AN6542 (actA)
AN6700
AN6838 (tubC)
AN7572 (srrB)
ANR8218 (trxB)
ANR8445
ANB692 (prxA)
AN9064 (xdhA)
ANO9339 (catB)
ANO9397 (hacA)
AN10153 (sskB)
AN10220 (cepl)
AN10543 (galX)
AN10550 (galR)

5’-CTTCCACATCCACCAGTTC-3’
5’-ATCCTGCCTCTTCTCTTTG-3’
5’-GCGGGACAGATTGAGAGTTC-3’
5’-ATTGGGTAAGGCGACTATCC-3’
5’-GCTGCTGGTGTTGCTCTTAC-3’
5’-CCTTTACTCTCTTCACCTCTCC-3’
5’-CGACTTTCTCTCTGGATACGATG-3’
5’-TATGTCGTCCCAAAACCCG-3’
5’-ACCCCTCACCTCTCACTCATC-3’
5’-ACTGCGAAAACTTGGAACGG-3’
5’-CGATGCCAGTATATCCGTG-3’
5’-ATCTCTCCCCATTCCTTCAGC-3°
5’-GCAATGGACAATACAGGGC-3’
5’-CGGGCACACTTCTACTCATAC-3’
5’-CGTCTCCTTCTGCTGTGC-3’
5’-AGGAGGGAGGTAGCAAAAG-3’
5’-CGATTCCAGCCGTCTTCTTC-3’
5’-GCTGCTGAACGGGGATTG-3’
5’-TGGCAGAACGGTATCAGCG-3’
5’-CATAACCACCGACCCAAATC-3’
5’-TGGTCACCAGGCGAATCTC-3’
5’-CGCTGAGGTTTATGCCACTG-3’
5’-GTTGAGCCGCATCTACCG-3’
5’-CCTCCCGTCTTTCACCTC-3’
5’-GCTGGACACACTGGAAAAGG-3’
5’-ATGTCGTGCGTCTGCCTC-3’
5’-GAAGTCCTACGAACTGCCTGATG-3’
5’-CTATTCCCGAGCAAGTTC-3’
5’-CGGAAACTCGCCGTCAATAT-3’
5’-AAGAACGGGAGAACCTGAG-3’
5’-TCACCTCAATCGTCCCTG-3’
5’-TTGAAGCCACGACAATGAC-3’
5’-CTGGACTGAGGAGAAGGG-3’
5’-TCTATTGTGCTGTGCGGTAG-3’
5’-CCGAGCCCGACAACACTTAC-3’
5’-AGACGAAGAATGTGGTGGC-3’
5’-TCAACGCCGAACTCAATAGG-3’
5’-GCGACCAAGAACCAAGACC-3’
5’-TGACGGGATGGGATTCTTGAC-3’
5’-TATCACAGAGGAGCAACGGG-3’

5’-CAGCGTTACCAGTCTTCTTG-3’
5’-ACTCCTTCCTCATCCACATC-3’
5’-AGAGGGAAGTTGAGGAGATAG-3’
5’-AAGGTATGGGTGGTGCTC-3’
5’-ACTCTCCTGGCTTTCCTTCG-3’
5’-TCACCACTCTTCACCTCTTCG-3’
5’-CTGGTGACGGTAGTTGTTGTTG-3’
5’-TTATTCTTCGTCCGCCTCC-3’
5’-TCCAAAAGCACCCATTCCTAC-3’
5’-CTAAGAACAATGCGAATGCCC-3’
5’-GTCAGTTCTGCTCCTTGC-3”
5’-GTCGTCCGCCGTAGTTGTG-3’
5’-GGGAATGGATGGAATAGAGC-3’
5’-TACGACACATTTGGCGGCG-3’
5’-GTGCTTGCCGTTGCGATG-3’
5’-CAGATGGAGGGTAATAAGGC-3”
5’-AGCCGTAAACAACCCAGC-3’
5’-GGGGAACGGGAAGATGAC-3’
5’-GCGGACAAGCACGGTAACG-3
5’-GACTCCTTCCGCTACTTTTCC-3’
5’-CGGGACGAAGGATCATACG-3’
5’-CACTGCTGTAGGGAGGAC-3’
5’-CTATCTTTTCCCCGACCACG-3’
5’-CACTTGCGAAGCCTTGCG-3’
5’-ATCAAGGACGCAAAATCGG-3”
5’-GTTCTCTTCCCCTTGCTGC-3’
5’-AAGAACGCTGGGCTGGAA-3’
5’-TGATGTTCCTGACGATGGC-3’
5’-GGGCAAACCCGACAATAA-3
5’-GCACAGATACACGGATGAAC-3’
5’-TGCTCGTATCCGTCACAC-3’
5’-AGATGCCTACGATACCAG-3’
5’-CAAGGACGGCAACAACATCG-3’
5’-TCCCAAGGTCATTCTCTGC-3’
5’-GTTCAGCGACGACAATGACG-3’
5’-ACGCTGAAGAAGGAACTGG-3’
5’-GCAGCATCACAATCATCACAG-3’
5’-AACCAACAGGCGGAAAAACTC-3’
5’-GGGATACGCAGGGTGATAG-3’
5’-TCATCAGAGGGAGGAAGAACC-3’
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2. melléklet A DUG-utvonal gatlasanak hatasa az A. nidulans tenyészetek melaninizacidjara

A vizsgalatba az 4. nidulans THM2 (4dugB), a THM3 (4dugC) és THM4 (4dugB-AdugC) mutans torzsek, valamint a THS30 referencia tdrzs keriilt bevonasra.
Az abra a micéliumok szénforrasmentes tapkozegbe vald atmosasat kdvetd 5. napon késziilt reprezentativ fényképet mutatja be.
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3A. melléklet A DUG-Utvonal gatlasanak hatasa a feliileti A. nidulans tenyészetek oxidativ stressz-toleranciajara

kezeletlen 0.8 mmol I /BOOH 0,18 mmol I™* MSB 1,5 mmol I"! diamid 1 mol I* NaCl 50 umol I CR

THS30

THMA4

A THM4 (ddugB-AdugC) mutins és a THS30 referencia torzs oxidativ stresszérzékenységének Osszehasonlitasat végeztiik el 10 g 1! glikkoz tartalmu
agarlemezeken. Az abra a leoltast kovetd 5. napon késziilt reprezentativ fényképeket mutatja be. A petri-csészék atmérdje 85 mm volt. A kisérleteket harom
biologiai ismétléssel végeztiik. A két torzs novekedése kdzott nem talaltunk szignifikans kiilonbséget egyik vizsgalt esetben sem (Student-féle #-teszt, p < 0,05).

tBOOH: terc-butil-hidroperoxid; MSB: menadion-natrium-biszulfit; CR: kongovords (Congo red)
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3B. melléklet A DUG-utvonal gatlasanak hatasa a feliileti 4. nidulans tenyészetek oxidativ stressz-toleranciajara

kezeletlen 0.8mmol I /BOOH 0,18 mmol I"* MSB 1,5 mmol ™! diamid 1 mol 17* NaCl 50 umol I CR

THS30

THMA4

A THM4 (AdugB-AdugC) muténs és a THS30 referencia torzs oxidativ stresszérzékenységének Osszehasonlitdsat végeztiik el 40 g 17! glilkoz tartalmi
agarlemezeken. A kisérleteket harom biologiai ismétléssel végeztiik. Az 4bra a leoltast kdvetd 5. napon késziilt reprezentativ fényképeket mutatja be. A petri-
csészék atmérdje 85 mm volt. A két torzs kozott nem talaltunk szignifikans kiilonbséget egyik vizsgalt esetben sem (Student-féle #-teszt, p < 0,05).

Megjegyzés: A kezeletlen kulturék radialis novekedése kisebb, azonban biomassza-termelésiik nagyobb a 40 g 1! gliikoz tartalmu taptalajon, mint 10 g 1!
gliik6zon (Emri és mtsai. 2018).

BOOH: terc-butil-hidroperoxid; MSB: menadion-natrium-biszulfit; CR: kongdvorss (Congo red)

120



4. melléklet Az A. nidulans THM4 mutans és THS30 referencia torzsek szénéhez, valamint
novekedod tenyészeteinek GSE vizsgalatanak dsszefoglalo tablazata.

Osszehasonlitas® Regulacio

Dusult géncsoportok®

Zsirsav-lebontas; monodiktilfenon bioszintetézis

Mitokondrium szervezddés; aerob 1égz¢€s; transzlacio;
a-aminosav bioszintézis; aszpartat csaladba tartozo
aminosav bioszintézis; szerin csaladba tartozo
aminosav metabolikus folyamatok; kén aminosav
metabolikus folyamatok; purin-tartalmt vegytiletek
bioszintézise; riboz-foszfat bioszintetézise; sejtvalasz
az ozmotikus stresszre

Transzkripcio (DNS-templalt); transzkripcio
szabalyozasa (DNS-templalt); zsirsav lebontas; zsirsav
p-oxidacid;  szekunder  metabolit  bioszintézis;
monodiktilfenon bioszintézis

Mitokondrium szervezddés; aerob 1€gzés; transzlacio;
a-aminosav bioszintézis; aszpartat csaladba tartozo
aminosav  bioszintézis; szerin csaladba tartozo
aminosav ~ metabolikus  folyamatok; = metionin
metabolikus folyamatok; ribdz-foszfat bioszintézis;
szénhidrat szarmazék bioszintézis

Gomba tipusu sejtfal szervezddés vagy biogenezis;
aszexualis sporulacio; szexualis sporulacio; fehérje
foszforilacios jelatvitel; stressz altal aktivalt MAPK-
kaszkad

Feliilszabalyozott
Szénéhezés vs.
gliikkoz (THS30)
Alulszabalyozott
Feliilszabalyozott
Szénéhezés vs.
gliikkoz (THM4)
Alulszabalyozott
Feliilszabalyozott
THM4 vs.
THS30 (gliik6z)
Alulszabalyozott
Feliilszabalyozott
THM4 vs.
THS30
(szénéhezés)
Alulszabalyozott

Masodlagos anyagcsere-folyamatok;
STC bioszintézis; F-9775B bioszintézis

GSH-lebontas

2 — A teljes adatsor Gila és mtsai. (2021) kézleményének ,,S3” tablazataban talalhaté meg. Ezek az adatok
csak terjedelmi okok miatt nem keriiltek bele a dolgozatba.

b — A géncsoportok a ,,biological process GO term” kategoéria alapjan keriiltek meghatarozasra

GSE: géncsoport dusulés (gene set enrichment); STC: szterigmatocisztin, GSH: redukalt glutation
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5. melléklet A szénstressznek kitett A. nidulans kultarak GSE vizsgalatanak Osszefoglald

tablazata.
i . Dusult géncsoportok®
Osszehasonlitas® g P
Feliilszabalyozott Alulszabalyozott
glicerolipid anyagcsere, zsirsav
anyagcsere,  poliszacharid  lebontas,
mannan lebontas, xilan lebontas, celluloz
lebontas, arabindz anyagcsere folyamat, glikolitikus folyamat, gliikoneogenezis,
Laktéz vs. D-xilo6z anyagcsere folyamat, xiluloz 1égzés, mitokondrium, szteroid
gliikkéz anyagcsere folyamat, galakt6z anyagcsere bioszintézis, vitaminok, kofaktorok és
(1749/1276) folyamat, fruktéz és mannéz anyagcsere; prosztetikus  csoportok  bioszintézise,
alfa-galaktozidaz aktivitds, szekunder szekunder metabolitok bioszintézise
anyagcsere, STC-bioszintézis, melaninok
anyagcseréje, fenilalanin  anyagcsere,
triptofan anyagcsere, tirozin anyagcsere
glicerolipid anyagcsere, zsirsavak
oxidacioja, sejtfal szervezOdés, .. ., . .. . L
i . . , glikolizis és gliikoneogenezis, 1égzés,
extracellularis poliszacharidok lebontasa, <. . : . .
. , o , .., citratciklus, mitokondrium, aminosavak
pektin lebontas, xilan lebontas, glikan .~ 7 "™ o \
, , , . bioszintézise, vitaminok, kofaktorok és
. . lebontas, celluléz lebontas, mannan . .
Arabinogalaktan . . L ., prosztetikus  csoportok  bioszintézise,
o1 . lebontas, pentdz-foszfat Gitvonal, arabin6z . P ; .
vs. glikoz o szteroid  bioszintézis, = pentodz-foszfat
anyagcsere folyamat, D-xil6z anyagcsere |, o .
(2159/1705) , utvonal, fruktéz és mannodz anyagcsere,
folyamat,  galaktéz = anyagcsere,  p- alaktoz anyagcsere szekunder
gliikozidaz aktivitas, szekunder yag ’

anyagcsere, STC-bioszintézis, fenilalanin
anyagcsere, triptofan anyagcsere, tirozin
anyagcsere

metabolitok bioszintézise, stresszre adott
valasz, ozmotikus stresszvalasz

transzlacio, riboszoma biogenezis,
glicerolipid anyagesere ssirsavak nukleotid-cukor anyagcsere, glikolizis és
oxiddcioja peroxisz()n;a sejtfal gliikkoneogenezis, 1égzés, Fe/S kotés,
P L ., mitokondrium, sejtes aminosav
A s szervezddés, extracellularis poliszacharid .~~~ "7 Jes ,
Szénéhezés vs. lebontds.  Kitin  Katabolizmus.  xilén bioszintézis, cisztein bioszintézis, szulfat
gliikéz lebontés’ cktin  lebontds s;ekun der asszimilacio, szteroid bioszintézis,
(2371/1967) anva csérep STC bioszinté;is melanin vitaminok, kofaktorok ¢és prosztetikus
anyagcsere’ fenilalanin a’n Aoesere csoportok  bioszintézise, nehézfémion
triyt(?fain an’ agcsere, tirozin an g fsere ' transzport, szekunder metabolitok
p yag ’ yag bioszintézise, oxidativ  stresszvalasz,

hosokkvalasz, ozmotikus stresszvalasz
2 — A zardjelben feltiintetett szamok a feliil-/alulszabalyozott gének szamat jelolik az adott

) y g J

Osszehasonlitasban. A teljes adatsor Gila és mtsai. (2022) kdzleményének ,,S6” tablazataban talalhato meg.
Ezek az adatok csak terjedelmi okok miatt nem keriiltek bele a dolgozatba.

b — A géncsoportok a ,,biological process GO term”, ,,FunCat term” és ,,KEGG term” kategoridk alapjan
kertiltek meghatarozasra.

GSE: géncsoport dusulas (gene set enrichment); STC: szterigmatocisztin
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