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1. Bevezetés

Az elmult évtizedekben a kilonb®#pusu, éleg invaziv mikézisok szama,
jelentsen megemelkedett az AIDS fezbttek, hematoldgiai rosszindulatd
daganatos betegségben szediedkemoterapias kezelés alatt allo, illetve
transzplantacion atesettek és mas immunszupredstaljek kozott. A feszések
hatterében gyakran az alkalmazott antifungalis ekked szemben kialakulo
rezisztencia all, de az intravénas eszkdzok eltésgdimmunszuppressziv terapiak
alkalmazdsa, a széles spektrumd antibiotikumokkalrtén® kezelések
gyakorisaganak novekedése szintén hozzgjarult ab@eninfekciok szamanak
novekedéséhez. Ezen immunhianyos betegek a legtddstbem Candida
Aspergillus Cryptococcus és mas opportunista gombakkal d&edttek
(Georgopapadakou 1998; Carillo-Munoz és munkatar2abD6; Ruping és
munkatérsai 2008). Jelenleg a gombéfarsek kdzel 90 %-aé@andidatdrzsek a
felelések (Kontoyiannis és Lewis 2002; Masouka 2004), rbig Rosa és
munkatérsai (2009) medfigyelései alapjan a cansigliatan az aspergillozis a
masodik leggyakoribb gombas fé&és. Nem meglép modon, az egészségugy
részeél folyamatos és egyre novekigény jelentkezik Uj tipusu antifungalis szerek
kifejlesztésére és@llitaséara.

Az Aspergillus nidulansrar. roseusATCC 58397 echinocandin B (ECB)
termelése révén egy ipari jelésédi fonalas Ascomycota gomba. Az
echinocandinokat az 1970-es években fedezték féénldg a legkeresettebb
antifungélis hatbéanyagok kozé tartoznak, mivel szé&pektrumuiak, alacsony
toxicitasuak eés felhasznalhatoak azol-reziszt€@andida fertozések esetén is.
Gyakran hasznaljadk &€andidafajok altal okozott betegségek (pl. oesophagealis
candidiasis, invasive candidiasis és candidemiagliésére, & az echinocandinok
csoportjaba tartoz6 pneumocandin BO-bdl |étrehozmaspofungint sikeresen
alkalmazzak a gyogyaszatban aspergillosisok gyaggia is (Gregory és
munkatarsai 2007). AzA. nidulans var. roseus ATCC 58397 tbrzs egyes

tulajdonséagait tekintve atmenetet képez Agpergillus nidulans(Emericella



nidulang és azAspergillus rugulosugEmericella rugulospfajok kozétt (Hodges és
munkatérsai 1994; Klich és munkatarsai 2001) é®ridan a tobbiAspergillus
Lvarietas-hoz taxondémiai statusza nincs megnyugtatéan dma (Geiser és
munkatarsal007; Peterson 2008). Vizsgalatainkban ezért agxaikifis taxondémia
(Colwell 1970) alapelveit kovetve megprobaltuk téeni a torzs taxonOmiai
héatterét. Bar az echinocandin tipusu antifungalisedkel szembeni rezisztencia ma
még viszonylag ritka, hiszen egy Uj termékcsaladedl sz0, a rezisztens térzsek
szama a kozelj@ben varhatéan névekedni fog. Vizsgalataink egyikacékért az
A. nidulansvar.roseusECB-vel szembeni rezisztencidjanak megismerése Ep#n
eredmények hozzasegithetnekfapergillustorzsek echinocandin rezisztencigjanak
megértéséhez, a rezisztens torzsek elleni hatékédgkezés kidolgozasdhoz és
elterjedésiik megakadalyozasahoz. A teémeékzs echinocandin hatéanyagokkal
szemben mutatott rezisztencidjanak megértése datikezempontbdl is jelets
lehet, hiszen értékes informéacidkat szolgaltathalt térmeb ipari tdrzsek
kifejlesztéséhez is. Vizsgalataink harmadik résmélsr ECB képidésének
fizioldgiai hatterét tanulmanyoztuk és igyekeztimlgan adatokat dijteni az A.
nidulans var. roseus szekunder metabolit termelésével kapcsolatban meéye
késibbiek soran felhasznalhatéak lesznek a torzs, dletvfermentaciés technika
ipari fejlesztésében is.

A fentiek alapjan az alabbi kisérletek elvégzését minke
1. Az A. nidulans var. roseus ATCC 58397 torzs novekedésének, szénforras
hasznositd képességének és szekunder metabolélésgnek dsszehasonlitasa az
A. nidulansés azA. rugulosudajok torzseivel.
2. Az A. nidulansvar. roseusATCC 58397 torzs kalmodulirg-tubulin ésy-aktin
génjének részleges szekvenaldsa, a szekvencia dilageketikai elemzése. A&.
nidulans var. roseus ATCC 58397 t0rzs A. nidulans tdrzsekkel tortéh
szexualis/paraszexuadlis kereszteégbégiének vizsgalata.
3. Az A. nidulansvar. roseus ATCC 58397 térzs ECB és caspofungin (CAS)
érzékenységének meghatarozasa és 0sszehasonlitds@€Bat nem termél A.
nidulansFGSC A4 torzseével.



4. A sejtfal 0Osszetételének, a sejtfal szintézisébedsztveh gének
transzkripciojanak, $§-1,3-glukan szintaz specifikus aktivitasanak, valanairNa-
dodecil-szulfat (SDS) novekedés gatlé hatdsanakgelata ECB jelenlétében és
hianyaban az. nidulansvar. roseusATCC 58397 és aA. nidulansFGSC A4
torzsek esetében.

5. Az ECB és az ECB mellett ké&m6 legfontosabb melléktermék a
szterigmatocisztin (ST) (Hodges és munkatarsai 19&pHdését befolyasolod
fermentacios paraméterek vizsgalata; a nitrogéadods a napraforgdolaj szekunder
metabolit termelésre gyakorolt hatasanak vizsgéalata.

6. Az A. nidulansvar. roseusATCC 58397 ECB termélés ECB nem termél
tenyészetei transzkriptomanak 6sszehasonlitasa.

7. A gombék sejtfal homeosztazisat befolyasol6 nghantifungalis anyag — a
sejtfalszintézist gatlé ECB (Walker és munkatarsz010), a Penicillium
chrysogenunkis moltdmeg antifungalis fehérjéje (PAF, Hegéxl és munkatarsai
2011), valamint a&. nidulanseredeil extracellularis ChiB kitindz és Engpx1,3-

glukanéaz (Szilagyi és munkatérsai 2012) — kozotti kdleatas vizsgalata.



2. Irodalmi attekintés

2.1. Aspergillus nidulansés azAspergillus nidulansvarietas roseus

Az A. nidulans(Emericella nidulans az Ascomycotattrzs, Plectomycetes
osztaly, Eurotiales rendjének Trichocomaceaecsaladjdba tartozik. Jelenleg az
Aspergillusnemzetségbe tébb, mint 250 fajt sorolnak és az Gjonmarositott fajok
szama napjainkban is emelkedik (Geiser és munkat@@08). Az Aspergillus
nemzetségbe tartozo6 fajok monofiletikus eréelet(Geiser és munkatarsai 2008) és
szekvencia adatok alapjan (kalmodulin, RNS polimeazs rRNS) szamos
alnemzetségbe s@bgenus és ezen belll fajcsoportbasetti sorolhatdak:
Aspergillus (Aspergillus és Restricti fajcsoport), Fumigati (Fumigati Clavati és
Cervini fajcsoport), Circumdati (Circumdati Nigri, Flavi és Cremei fajcsoport),
Candidi (Candidifajcsoport),Terrei (Terrei ésFlavipede} Nidulantes(Nidulantes
Usti ésSparsifajcsoport) Warcupi(WarcupiésZonatifajcsoport) é©Ornati (Ornati
fajcsoport) (Masayuki és Katsuya 2010). igy, &z nidulans a Nidulantes
alnemzetségen belllNidulantes sectidagja és kdzeli rokona - tébbek kozétt - az
E. rugulosa, E. quadrilineata, E. striata és E. echinufajaknak.

Az A. nidulansszaprofita gomba, az egész vildgon elterjed, toiobnrgy
talajban, illetve névényi maradvanyokon fordu.eA takarmanyozasra szant széna,
illetve az alomként hasznalt szalma jellémaja (Anzai és munkatarsai 2000).
Gyengén patogén faj, emberi kor@mmasodlagos fezésekil is izolaltak mar,
s6t  Bridges-Good szindromaban szenyedbetegeknél bizonyitottan téid
aspergillozist is okozhat (Fasatiova 1984; Segahéskatarsai 1998). Lovaknal a
légzsak (,guttural pouch”) gombas fézésének egyik leggyakoribb koérokozéja
(Anzai és munkatarsai 2000).

Sima és béarsonyos fellilet a termelt konidiumoknak kdszdnben
sOtétzoldes szineZet egyenletes szél telepeire mérsékelten gyors novekedés
jellemz (szobalimérsékleten a telepek atriger a 10. napon 3,5-4,0 cm kozotti). A

biszeriat tipusu konidioférok barnas szinéekt A klesztotéciumok voros siiek,



falukat Hulle-sejtek boritjak. Az aszkosporak lilenéiek és sima faluak (Gugnani
2003).

Az A. nidulans idedlis modellorganizmus. Szexualis és paraszexual
életciklusa laboratoriumi korilmények kozoétt is jildukélhatd, teljes genom
szekvencigja ismert, szamos adatbazis, génkonywtory illetve mutans segiti a
vele val6 munkéat, & A. nidulansa kidolgozott DNS chip-ek is elérldek.
Penicillin és szterigmatocisztin termelése révéhatznalhatd #$-laktdm tipusu
antibiotikumok (Brakhage 1998), valamint a mikotamknShimizu és Keller 2001)
képzdésének tanulmanyozasaban, de emberi 6rokletes otiktebbetegségek, pl.
I-es tipusu Orokletes tyrosinaemia, alkaptonuriaekdhris bioldgiai hatterének

felderitésére is sikerrel alkalmaztak (Fernandeze@as Penalva 1995).

Az A. nidulansvar. roseusATCC 58397 torzset (NRRL 11440) Boeck és
Kastner (1981) gyapottekinféldek (Greenfield, Indiana) talajabol izolaltakyah
terileten végzett foéldmérések alkalmaval, ahol dat@fin jelenléte kronikus
probléma volt. Telepei vildgos zdldessarga szitieked pigmentalt konidiumoknak
koszonheien. A telepek alakja konvex, kezdetben béarsonyos, legnpelyhes
megjelenés, azonban ifvel a telep szélei fogazottd, kissé karéjossa kalna
tovabbd a pigmentacié valtozasa miatt a telep zomdisst kelt (1. abra).
Novekedése szobémérsékleten megletiesten lassu (a telepek atrégr a 21.
napon csupan 3,5 cm). A biszeriat tipust konidiofovd&gos barna sziiek. A
telep szélein szétszortan, a kdzepe fele pedig lkissbportokban feketés bordo
szinezeit kleisztotéciumok figyelhék meg, melyek falat Hulle-sejtek boritjak. A
lila szini aszkosporaik vastag faluak és felszintk sima.

Egyes tulajdonséagait tekintve nidulansvar. roseusatmenetet képez ax
nidulans és az A. rugulosus k6zétt: az A. nidulandioz hasonléan simafall
aszkosporakat termel, de novekedé&e rugulosusa jellem®d mobdon lassu
szobalbmérsékleten (1-2. abra). Szekunder metabolit spektratapjan szintén
sokkal jobban hasonlit a&. rugulosubBoz, mint azA. nidulan®ioz (Hodges és
munkatarsai 1994; Klich és munkatarsai 2001).A&pergillusnemzetségen belil

szamos ,alfaj” ismert, tobbek k6zott Az niger var. taxi, A. nidulansvar. dentatus



A. fumigatusvar. fumigatus A. fumigatusvar. ellipticus A. fumigatusvar. albus
(Dhanwant és Sandhu 1963; Wang és munkatérsai 20y és munkatérsai
2009), ezek a#. nidulansvar. roseusioz hasonléan atmenetet képeznek ismert
fajok kozOtt, rendszertani statuszuk nincs megnyadgta tisztdzva és igy
hivatalosan elfogadott nevik sincs (Geiser és munka08a; Peterson 2008).

Az A. nidulans var. roseus gakorlati jelenfségét az altala termelt
antifungalis hatasu echinocandin B-nek (ECB) koketin ami az anidulafungin,
valamint a cilofungin néven forgalmazott félsziikes antifungalis hatéanyagok
alapanyaga. Az ECB mellett, az aflatoxinnal kémiaiiaigpn teratogén, mutagén és
karcinogén hatasu mikotoxin, a szterigmatocisztif) (8rmelése jellemzi a torzset,
mely jelenléte komoly gondot okoz az ECB iparbadlitasanal is (Huang és

munkatarsai 1990; Hodges és munkatarsai 1994).

1. abra AZA. nidulansvar. roseusATCC 58397(A, C) ésaz A. nidulansFGSC A4
(B, D) telep morfolégiaja minimal tapagaron. A fot@k tenyésztés 6. napjan
késziiltek. Az A és B tenyészetek 24 °C-on, mig a @ denyészetek 37 °C-on
voltak inkubalva.



2. dbra AzAspergillus nidulangA) és azAspergillus rugulosu¢B) aszkospoérainak
scanning elektronmikroszkoépos képe. (forras: Klich éskaifmsai 2001)

2.2. Polifazikus taxondmia

A gombak rendszerezésekor leggyakrabban a mor&ldfgnotipusos), a
filogenetikai és egyes esetekben a bioldgiai faghogt hasznéljak (Mayden 1997;
Taylor és munkatarsai 2000). A morfolégiai fajfogalom (12891; Tibayrenc 2006)
elsisorban a gombék mikro- és makromorfoldgiai bélyegdietve ndvekedésik
jellemzésén alapulAspergilluok esetében a gyakran vizsgalt bélyegek kozil
emlitést érdemel a spordk mérete, alakja, szinenalikférok mérete, felépitése,
pigmentéltsaga, a kleisztotéciumok és aszkospotégifése, valamint a névekedés
hémérséklet-fliggése. Aaspergillusfajok tdbbségét ezen fajfogalom alapjan irtdk
le és rendszerezték évtizedekkel éite(Raper és Fennell 1965). A morfoldgiai
fajfogalom alkalmazasanak hatranyai kozul kiemetermbgy nem koveti (minden
esetben) a fajok filogenetikai kapcsolatat (azagtereéges rendszer) és az atmeneti
tulajdonsagokat mutato izolatumok esetében a vdge¥ry nagymértékben fligg
attél, hogy mely tulajdonsagot, milyen sullyal vesfigyelembe. A biologiai
fajfogalom azon populacidkat tekinti egy fajhozteadnak, melyek egymassal
természetes korulmények kozoétt szexudlis Gton spdpg keresztgidni képesek
és a keletkezett utodok életképesek és fertilifebghansky 1937; Wilson 1992).

Gombak esetében ez a megkozelitéeiselban azon heterotallikus fajoknal



alkalmazhaté, melyek életciklusa soran az ivarosp@oalas dominal. Az
Aspergillupk esetében aEmericella heterothallicaés aNeosartorya fennellige
mint heterotallikus fajok leirdsanal hasznaltaknefagfogalmat (Raper és Fennell
1965; Kwon-Chung és Kim 1974). A filogenetikai fajidom alapjan a faj azon
populaciéik csoportja melyek azonos és egyedibdégtorténeten osztoznak. A
torzsek kozotti rokonsagi kapcsolatokat szekveadatok alapjan hatarozzak meg
(Taylor és munkatarsai 2000). E szekvencia adatok ceak a vizsgalt izolatumok
filogenetikai kapcsolatanak feltdrasara és ezeneskzéil taxonomizalasara
hasznélhatbak, de lelége teszik gyors és egys#eidentifikalasukat is. A vizsgalt
DNS markereknek sok kritériumnak kell (kellene) rfiedginitik: A DNS szakasz
ortolégjainak jelen kell lennie a vizsgélt taxonnaén egyedében és megfélel
mértéki varidbilitast kell mutatnia, hogy fajok kozétti Ikiabségek kimutatasara is
alkalmas legyen. Szinténéalyods, ha PCR-ben univerzalisan hasznalhaté primer
parok segitségével barmely vizsgalt izoldtumbdinyé@m felszaporithatéak. Sokszor
elényt jelent az is, ha csak egy képidban vannak jelegenomban (Hebert és
munkatérsai 2003; Geiser és munkatérsai 2007). Ghrabetében gyakran hasznalt
markerek az intergenic transcribed spacer (ITveeiak, a parcialis kalmodulin,
B-tubulin, y-aktin, mitokondridlis citokrom C oxidaz 1, 70 kD&slkk fehérje,
transzl&cios iniciacios faktor 2, transzlacios eémigs faktor & génszekvenciak,
valamint a piruvat kindz, piruvat karboxilaz, RNS ip@réaz 1l gének parcialis
szekvencidi is (Summerell és munkatéarsai 2003; €beés munkatérsai 2007;
Peterson 2008; Samson és Varga 2009). Altalanosilyzatngy legalabb ketf de
sokszor akar 3-4 gént is vizsgalnak parhuzamosais¢G és munkatarsai 2007;
Peterson 2008). AAspergilluok esetében az ITS szekvenciak mellett a parcidlis
kalmodulin és/vagy #-tubulin szekvenciak vizsgalata a legelterjedtebb. RS
szekvencidk az egyesectiok kdzotti kulonbségek, mig a kalmodulin @dubulin
szekvencidk a fajok kozotti kilénbségek kimutatasér alkalmasak (White és
munkatarsai 1990; Bruns és munkatarsai 1991; B20Q4; Geiser és munkatarsai
2007).

A polifazikus taxondémia kifejezést Colwell (1970adznalta éiszér 1970-
ben. Colwell (1970) dsszesen 86 baktérium izolatukimtik 30Vibrio cholerag



35 V. parahaemolyticugs 21 tovabbiPseudomonas, Spirillum, Achromobacter,
Arthrobacterés tengerVibrio tdrzset vizsgalt meg. Tesztelte valamennyi izolatum
morfoldgiai, fiziologiai €s biokémiai tulajdonsdgés ezeket 6sszegezve medkap
eredményesen tudta taxonomizalni a torzseket. Qolweinkdja nyoman a
polifazikus taxondmia alapelve, hogy tobbféle taxoi@ modszert Otvozve
probélja meghatéarozni a vizsgalt izolatumok rendare statuszat (Vandemma és
munkatarsai 1996; Rossello-Mora R 2003; UilenbesgGoff 2006). Ma méar a
klasszikus morfoldgiai és fiziologiai bélyegek ned] a szekvencia adatokat és
kiléndsen a gombak esetében a szekunder metalpglittrsmot (Samson és
munkatarsai 2007) haszndljdk fel a torzsek taxoaprsidtuszanak tisztazasara
(Uilenberg és Goff 2006; Samson és Varga 2009).

2.3. A gombak sejtfalanak szerkezete

A gomba sejtfal egy multifunkcionalis és igen kompbktruktlra. Biztositja
a sejt mechanikai szilardsagéat, segit fenntartarsep alakjat és integritdsat,
védelmet nyuljt az ozmoézisnyomassal szemben. Egwajidgatként funkcionalva
megakadalyozza szamos hidrolitikus és toxikus muéelkbejutdsat a sejtekbe,
ugyanakkor, mint dinamikus struktira lehet teszi a sejtek alakjanak,
morfolégiajanak megvéaltozaséat, megtartja a sejt eleljf plaszticitasat és letiate
teszi a sejtek interakciojat a kdrnyezetével ésobifja a biotikus, illetve abiotikus
feluletekhez tortéh adhéziojat (Latgé 2007; de Groot és munkatars@®RNem
megle® mdodon a gombasejtfal struktlrgjaban tétéaltozasok jelerds hatassal
vannak a gomba ndvekedésére és gyakran a sejsalt,ltzalalat okozzak (Bowman
és Free 2006). A gombaseijtfal felépitése, 6sszetédekomponensek egymashoz
viszonyitott aranya fajtol, életciklustol és akdeayéesztési korilményehtfliggéen
igen eltéé lehet (Bowman és Free 2006). A gombasejtfal legieattbh 6sszetéiva
kitin, a B-glikanok, azx-glikanok és a sejtfal fehérjek.

A gombak sejtfalanak kitin komponenBel,4 kotésekkel 6sszekapcsoldédo

N-acetil-D-glikézamin molekuldkbdl felégijl hosszd linedris homopolimer.



Altaldban a glikanokhoz képest csak kisebb menghié fordul & a sejtfalban,
de alapveien meghatarozza annak szilardsagat (Bowman és Zp66). Az
Ascomycota élesék (pl. Saccharomyces cerevisjaesejtfaldnak szérazanyag
tartalmat csupan 1-2 % kitin alkotja (Klis 1994;iKEs munkatarsai 2002), ezzel
szemben a fonalas Ascomycotak sejtfalaban 10-20 g%tk véaltozik a kitin
részaranya (De Nobel és munkatarsai 2000; Bart@ekcia 1968). A Zygomycota
fajok sejtfala (pl.Mucor rouxii) a kitin mellett jelertis mennyisédg kitozant (D-
glikézamin egységekh [-1,4-kotéssel felépdl polimer) is tartalmaz, amely a
sejtfal szarazanyag tartalmanak akar 30 %-at ish&li (Arcidiacono és Kaplan
1992). A Kkitin elemek hidrogén-kotésekkel stabilizamikrofibrillumokka
rendeddve a plazmamembranhoz kozel helyezkednek el aztéteés a fonalas

gombdék sejtfaldban egyarant (3. abra).

manng@roteinek

B-1,6-glikan
7 B-1,3-glikan
kitin

........... plazmamembran

3. dbra A gombaék sejtfalfelépitésének egysziéett vazlata. Az abra a sejtfal
komponensek térbeli elrendgigsét szemlélteti; az egyes komponensek aradnya
fajtol fuggsen valtozhat (forras: Gow és munkatarsai 2012).

A gombak sejtfalanaksfalkotéelemei a glikanok. Az Ascomycota élékzt
esetében a sejtfal szarazanyag tartalmanak 80-%Q, %-fonalas Ascomycotak
esetében 50-60 %-at adjak. A glukanok zomeét (65-p@ p4l,3-glikanok teszik ki,

a maradékot egyéb glikanok, tobbek kofstt,6-, B-1,3/1,4-,0-1,3, illetve o-1,4
kotéssel kapcsolodd glikanok keveréke alkotja (Berrés Latgée 2001; Klis és
munkatarsai 2001; Grun és munkatasai 2005). A hdggibmba esetében az elagazo

B-1,3-glukanok (az elagazas@kl,6-kotésekkel jonnek létre) alakitjak ki a sejtfal
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alapvazat. Nem redukdlo végukhpa,4 kotéssel kapcsolodnak a kitin elemek de
kovalens kapcsolatban vannak a mannoproteinek saggdharid oldallancaival és a
B-1,3/1,4-, illetve 3-1,6-glikanokkal is (2. 4bra; Fontaine és munkatd2€4o0;
Latgé 2007). Ap-1,6-glikan polimerek &-1,3-glikanoknal sokkal rovidebbek.
Egyfajta ragasztoként itkddve kovalens keresztkotéseket alakitanak ki Hakej
tébbi komponensével, &-1,3-glikanokkal, a kitinnel és a mannoproteinek
oligoszacharid oldallancaival (Kollar és munkatéard®97). A S. cerevisiae
vegetativ sejtjeiben #-1,6-glikdnok a sejtfalpoliszacharidok mintegy 12afo-
alkotjak (Lesage és Bussey 2006). A legujabb tadolok alapjan ugyanakkor
egyes fonalas gombék sejtfala, tobbek kozétNeurospora crassaes azA.
fumigatustorzseké, nem tartalmaz-1,6-glikan alkotéelemet (Bowman és Free
2006), mas fajok esetében (pA. niger és Fusarium oxysporiujn viszont
megtalalhat6 e sejtfal poliszacharid (Brul és munkatérg97).

A sejtfal poliszacharid vazéat fehérjék halozatavsab (3. 4bra). A fehérjék
az Ascomycota fonalas gombék sejtfal szarazanygirtéinak 20-30 %-at teszik
ki, mig aS. cerevisia@sC. albicang/Ascomycota élesék) sejtfaldanak szarazanyag
tartalmaban ez az ardny magasabb, 30-50 % kozdtizika(Fleet 1991; Brown €és
Catley 1992; Bowman és Free 2006). A legtbbb stgtiglje N- és O-
oligoszacharid oldallancokkal is rendelkezik. Ezdigaszacharid lancok fajtol
fuggoen igen elté szerkezdiek. A Neurospora crass&s azA. fumigatustorzsek
sejtfalara a mannozbdl és galaktozbdl felépgilaktomannan strukturdk jelenléte
jellemz (Nakajima és munkatarsai |, 1l, 1984; Latgé és mtarkai 1994), mig §.
cerevisiae és C. albicans sejtfalaban nagy manndéz-tartalmd mannoproteinek
figyelhetbek meg (Fleet 1991; Brown és Catley 1992). A feheéregy része
glikozilfoszfatidil-inozitol (GPI) horgonnyal rentleezik. E fehérjék a sejtfal
plazmamembranhoz valé kapcsolodasat is biztos(Bkvman és Free 2006). A
sejtfalproteinek szerkezetilk alapjan az aldbbi @dbp sorolhatéak (de Groot és
munkatarsai 2009):

1. GPIl-horgonnyal rendelkéz sejtfal fehériék (a GPIl-horgonyuk révén a
plazmamembranhoz kapcsolédnak, mig oligoszachardhlléhcaik glikozidos

kotéssel a sejtfal poliszaccharidokkal vannak kovalepssolatban).

11



2. Pir fehérjék (proteins with internal repeats;regejtfal fehérjék észter kotéssel
kapcsolodnak aB-1,3-glukén hidroxil-csoportjaihoz és enyhe lagoszétéssel
eltavolithatéak a sejtfalbdl) (Ecker és munkatérsai 2006)

3. Pir szekvenciat nem tartalmazd, a sejtfalbdl erlyges kezeléssel kimoshato
fehérjék.

4. Diszulfid kotott sejtfalfehérjék.

5. Hidrofobinok (ciszteinben gazdag fehérjék, melgebejtfal hidrofob felszinének
kialakitdsdhoz sziikségesek; igen jelléakz a konidiumok, spérak és léghifak
sejtfalara (Wosten 2001).

Fonalas gombakban az intenziv sejtfal szintézissetban (de nem
kizarélagosan; Read 2011) a hifacsucsokban tortaridkaz éles#k esetében a sejt
teljes fellletén egyenletesen folyik. A sejtfal $&iis soran az endoplazmatikus
retikulum (ER) halézatos rendszdiir illetve a Golgi-apparatusrél &f6do
vezikulumok meghataroz6 szerepet jatszanak, mivelk ezzallitiak a sejtfal
épielemeit és szamos, a sejtfalszintézishez nélkuléitbet enzimet a
plazmamembranhoz (Bowman és Free 2006).

A kitin szintéziséért felés kitin szintdzok a plazmamembranban
helyezkednek el. E fehérje komplexek kapcsoljak 689p# felszabadulas kézben)
az UDP-N-acetilglik6zamin (aktivalt) monomereketlipbacetilglikézaminna,
azaz kitinné. A kitin lanc, novekedésével parhuzamosa extracellularis térbe
kerdl. Itt alakulnak ki a keresztkdtések a tobbifakpolimerrel és itt rendéznek a
kitin lancok a plazmamembrannal parhuzamosan fulkéofibrillumokka (Bowman
és Free 2006). /A. cerevisiaggenomjdban harom kitin szintdz gént azonositottak
(Chsl, Chs2, Chs3) (Roncero 2002). A Chs3p kitintazi felebs a teljes kitin
tartalom koérulbelldl 80-90%-nak a szintéziséért, ddle a sarj sejtek levalasakor
kialakuld kitin gyarat is (Valdivieso és munkatarsai 1991; Bulawa 1982 hs2p
az 0sztodo élesztsejtek primer szeptumaban &ékitin szintéziséért feléks, mig a
Chs1p feladata a citokinézis utan a sejtfal kititirpereinek helyreallitdsa (Shaw és
munkatarsai 1991; Silverman és munkatarsai 1988)A Azidulansfonalas gomba

genomjaban nyolc kitin-szintazt kédolé gaihgA-chsDchsF, chsG, csmA, csinB
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taldlhatd, melyek kdzil négy gén funkcidjat vizsgltA chsAgén inaktivalasa kis
mértékben ugyan, de csokkenti a sejtek konidiumisgizgChinomiya és
munkatarsai 2005; Culp és munkatarsai 2000)Y4cAsB mutansok @riin elagazé
hifakbél allo, kismérdt koloniakat képeznek, ami a ChsB vegetativ ndvelsadés
betdltott jelendségére utal (Borgia €s munkatarsai 1996). A Csm&ssB kitin
szintdzok N-terminalis végikoén miozin motor-szeloméneket tartalmaznak. Ezen
motor fehérjék az aktin szalakhoz &@hek, ezaltal kozvetlen kapcsolat alakul ki az
aktin citoszkeleton és a sejtfalszintézis kodzott. cémA vagy csmB delécids
mutansok ,intrahifalis hifakat” (intrahyphal hyphk§peznek, melyek altalaban az
oregebb hifdkon alakulnak ki. Ezek a jellegzetesgddghokre emlékeztét
morfologiaju hifa elemek a szeptumokbol alakulnak ak szeptum pérusainak
zarodaséat kovéen (Jedd és Chua 2000), igy feltételeghéogy a CsmA és a
CsmB a szeptumok kitin tartalmanak szintézisértlssbek. A csmB delécidja az
okozta. AcsmAéscsmBgének jeleriiségére utal, hogy egyulttes deléciojuk letalis
hatasu (Takeshita és munkatérsai 2005, 2006; HoriucBi)200

A B-1,3-gliikan polimerek szintézisét, a kitin szintbex hasonléan, egy a
plazmamembranhoz koétott enzim komplex3-4,3-glikan-szintdz komplex végzi,
amely a citoplazmaban ké&j UDP-glikdéz molekuladkat (aktivalt monomerek)
kapcsolja 6ssz@-1,3 kotéssel az UDP felszabadulasa kézben. A szalgdo -
1,3-glikan lancok a membranon keresztil az extrdéel térbe tovabbitodnak,
feltehebleg itt alakulnak ki [-1,6-transzglikozidazok segitségével) az
oldalelagazdsok és azok a kotések is, melyek ai t8bfifalalkotoval vald
kapcsolatot biztositjdk (Fontaine és munkatarsa®7192000; Douglas 2001,
Bowman és Free 2006). &. cerevisiaeesetében &3-1,3-glikan-szintaz két
katalitikus alegységh (FKS1 és FKS2) és egy szabalyozo fehéijéBhol) all. Az
fksl, vagy azfks2 alegységek inaktivaldsa az élésgejtek lassu novekedést és a
sejtfalstruktira megvaltozasat eredményezi. A lejyalég egyidéjdelécioja letalis
hatast (Qadota és munkatarsai 1996; Douglas és atdugii 1994; Mazur és

munkatarsai 1995). AA. nidulansgenomja, hasonléan a tébbi ismégpergillus
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genomhoz csak egyetldil,3-glikdn szintdz katalitikus alegységet kodolatgé
(fksZfksA tartalmaz (Bernard és Latgé 2001).

A S. cerevisa@-1,6-glukan szintézist keveset tudunk. Nem ismert, hogy a
fehérjek N- és O-glikozidos oldallancaihoz hasomiédon az ER-ban és/vagy a
Golgi-ban szintetizalédnak, vagypal,3-glikanokhoz és kitinhez hasonléan a sejt
felszinén torténik a szintézisik (Lesage és Bussey 2006).

A S. cerevisiaesejtfalabol hidnyzik az-1,3-glikan sejtfal polimer (de
Groot és munkatarsai 2009). Az1,3-glikan szintézisben @ nidulansesetben 2
(agsA agsB gén vesz részt, melyek azl,3-glikan szintaz komplex feltételezett
katalitikus alegységeit kodoljdk (Borgia és Dodd#92; Fujioka és munkatarsai
2007; de Groot és munkatarsai 2009).ays1ésags2genek delécojd. fumigatus
esetében megvaltozott hifa morfologiat és csokKamidiaciot eredményezett,
azonban csak aagslmutacidja okozott 50 %-as1,3-glikan cstkkenést a vizsgalt
térzs sejtfalaban (Beauvais és munkatarsai 2001, 2005).

A sejtfalalkoté fehérjék szintézise a klasszikusdom a durvafelszin
endoplazmatikus retikulum (ER) felszinén torténikdnaz éles#t, mind a fonalas
gombék sejtfaldban. Az N- és O-oligoszaccharid tidabk, valamint a GPI-
horgony az ER lumenben alakul ki, majd a Golgi-agpeban az oligoszaccharid

oldallancok tovabb mdédosulnak.

A gombak sejtfalszintézisének szabalyozdsa magabaglalifh a
sejtfalszintézis intenzitasanak a sejtciklussaldvékszehangolasat és a sejtfal
sérulések kijavitaséat is. Ehhez sziikség van a lssfifstézisben résztvévenzimek
lokalizaci6janak szabdlyozasara (pl. polarizalt fakjt szintézis) és a
sejtfalszintézisben érintett részfolyamatok (plinkéizintézis3-1,3-glikan szintézis)
aktivitAsanak 0sszehangolasara is. E szabalyozdganiatok nagyrészt nem
ismertek. A legtobb informacié &. cerevisiaesejtfalintegritas atvonalarol (,Cell
Wall Integrity Pathway” - CWIP) all rendelkezésré. @Gbra). Ezen MAP kinaz
atvonal feladata a sejtfalszintézis sejtciklus-fiiggabalyozédsa és a sejtfalszintézis
intenzitasanak fokozasa a sejtfalat kérositd kdéeayek kozott (Gustin és
munkatarsai 1998; Heinisch és munkatarsai 1999 darLevin 1999; Levin 2005).
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A CWI jelatviteli utvonal ortolég génjei a&. nidulansesetében is ismertek, de a
sejtfalszintézis szabalyozasdban mas, eddig még neamositott jelatviteli
atvonalak is részt vesznek. A CWI utvonal éslerban csak aa-1,3-glikan
szintézisét 4gsA, agsB befolyasolja (Fujioka és munkatarsai 2007; Machida

munkatarsai 2005).

plazmamembran
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4. abra AS.cerevisiasejtfalintegritas Utvonala

Az (tvonal stressz-fuggaktivalast - tébbek kozoétt - a Wscl-3, a Mid2 édviid
transzmembran fehérjék végzik, melyek extracelisladoménjei a sejtfalhoz
kapcsolddnak, igy a sejtfal sérilései, a sejtfalkez@tének megvaltozasa aktivalja
6ket. E receptorok a Roml/2p guanozin nukleotid ¢$erféhériék (GEF)
aktivalasaval a Rholp kis G proteint hozzéakkitdésbe, ami a protein kindz C-n
(Pkclp) keresztul elinditia a MAP kindz kaszkadat, aktivalja ap-1,3-glikan
szintdz komplexet, a polariszomat alkot6 Bnilp fornfighérjét, az exocitézist
szabalyoz6 ,exocyst” fehérje komplex egyik kompos#na Sec3p-t és az Skn7
transzkripcios faktort is. A MAP kindz kaszkadot ekBp MAPKKK, az Mkk1-2p
MAPKK és a Mpklp MAPK alkotja. Az aktivalt Mpklp @&jgmagba jutva aktivalja
az RImlp transzkripcios faktort és az SBF komplerelyek a kilonbdy sejtfal
szintetizal6 gének szabalyozdsaban vesznek résztSBE a sejtciklus-fugy
sejtfalszintézisért felés és biztositia a sarjsejt képEséhez sziikséges

15



sejtfalszintézis indukalodaséat a sejtciklus G1 dalaan, mig az Rlmlp a stressz-
flggo (a sejtfal sérulései altal kivaltott) sejtfalsénist szabalyozza. (forras: Levin
2005)

2.4. Az echinocandinok

Az echinocandinok, olyan sejtfalat karositd lipojgh, amelyek #-1,3-
glikan szintaz gatlasan keresztil fejtik ki hatauldz antifungalis szerek ezen
csoportjat az 1970-es években fedezték fel. Az echimdinok kézé ma mar tébb
mint 20 természetes eretlanolekula tartozik, melyek kodzll a legismertebbek az
echinocandin B A. rugulosuy az aculeacin A (A. aculeatuy sporiofungin A
(Aspergillus sp, a mulundocandinXspergillus sydowj valamint a pneumocandin
BO (Glarea lozoyensis, Zalerion arboricQldBryskier 2005) (5. abra). Tovabbi,
szintén a B-1,3-glukan bioszintézist gatld, az echinocandinokkalkon
antimikotikumok koézial emlitést érdemel a papuladgandA-E (Papularia
sphaerospermaa saricandin, furanocandin, fusacandinFAigarium sambucinum
a chaetiacandifonochaetia dimorphospoyaaz enfumafunginHormonema ssp.
valamint az arundifunginArthrinium arundinig (Bryskier 2005; Denning 2002,
2003; Perlin 2007; Onishi és munkatarsai 2000).

Az echinocandinok nagy molekula tonfiegatlagosan 1200 kDa nagysagu -
vizoldékony ciklikus hexapeptidek, melyekhez egyrsasilanc kapcsolédik a
(dihidroxi)-ornitin a-amino-csoportjan keresztil. A @yt a dihidroxi-ornitin d-
amino csoportjan keresztil zarédik. A hexapeptitirjyfehérjealkoté aminosavak
(pl. szerin, treonin) mellett, hidroxilezett és/vaggtilezett prolint €s homotirozint
is tartalmazhat. Egy-egy faj rendszerint tobbfélkirmcandin valtozatot is termel,
melyek az aminosavak hidroxil-csoportjaink szamatéanek el egymastél (Kurtz
és Rex 2001; Bryskier 2005). A hexapeptidingnoz kapcsoldédd zsirsavianc
felépitése és konformacidja jelésen befolyadsolia a molekula antifungalis és

hemolitikus aktivitasat (Mikamo és munkatéarsai 2000).
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5.4bra: Néhéany természetes echinocandin szerkezetdorras(

www.chemicalbook.com; www.chemblink.com; www.sigmaaldigom)

Az A. nidulansvar.roseuseCB bioszintéziséért azcd génklaszter felék.
Az ecdAgén egy NRPS-t (nem riboszémélis peptid szintéatpl. Az EcdA NRPS
6 modulbdl épil fel (mindegyik modul egy kondenzadioy egy adenilacios (A) és
egy tiolaciés (T) domaint tartalmaz) és egy exmkactios domainnel () kezdsdik,
illetve egy extra kondenzacios domainnek)(@ejezidik be, azaz FCATomy
CAT thy-CAT (proy CAT (L-homotiroziny CAT (thr-CAT (L-metil-protiny-Cr Szerkezet.

A bioszintézis Utvonal elslépése a lipo-iniciacio. Ebben aedl altal kbdolt
acil-AMP ligadz vesz részt, ami a linolsavat @dbmainre jutattja, majd azt az &ls
kondenzéaciés domain kapcsolja az Orn-hez. Ezt k@éibbi aminosav (Thr, Pro,
L-homotirozin, Thr és L-metil-prolin) beéitése ampvazba. A hexapaptid lanc
gyurivé zarasat a{domain végzi. Az aminosavak hidroxilezése feltélegt csak
ezt koveben zajlik le. Nem zarhat6é ki természetesen, hogy BP3I mar eleve

hidroxilezett aminosavakat hasznal szubsztratkémtaminosavak hidroxilezséért
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vastartalmio-ketoglutarat-flig§ dioxigenazok és citokrom P450-fitggxigenazok
lehetnek felglsek, melyek génjeit (nagyrészt) ard génklaszter cdG-H, K
tartalmazza.

Az ECB szintéziséhez szikséges linolsav, Thr, ProOés a primer
anyagcsere metabolitjai. Az L-homotirozin szintégrsé hty génklaszter felék,
amely azecdgénklaszterrel egy kromoszéman talalhaté. E géntda$ gént kodol.
E gének felglsek 4-hidroxi-fenil-piruvat homotirozinna val6 aigdsaért (htyA-D)
és a homotirozin az alapvaz bioszintézisesttelvagy utdn bekdvetkéz
hidroxilezéséért (htyE-F) is. A L-metil-prolin felietleg a Leu oxidaldsaval és
cikliziciéjaval alakul ki. Az oxidacioért egy vadwmdu, o-ketoglutarat-fug§
oxigenaz lehet felék. Ennek génjét akar az ecd és hty génklaszterdigltkatja. A
ciklizaciéért felebs pirrolin-5-karboxilat reduktaz viszont biztosaenm része sem
az ecd, sem a hty génklaszternek (Cacho és munkatarsai 2012).

A természetes echinocandinokat magas toxicitasenwedl, ezért a
gyogyéaszatban félszintetikus valtozataikat hasakalBryskier 2005). Az els
félszintetikus echinocandin az 1980-ban a bevemet#é&rilt, azA. rugulosusaltal
termelt echinocandin Béb eléllitott cilofungin volt. E6s nefrotoxikus hatasa miatt
a szer alkalmazéaséat Kéb megszintették. Jelenleg kereskedelmi forgalon®an
félszintetikus lipopeptid szarmazék, a caspofungin (2GD)icafungin (2005) és az
anidulafungin (2006) kaphatd, melyeket a pneumocand0 (caspofungin),
echinocandin B (anidulafungin) ésColeophoma empedraltal termelt FR901370
hexapeptid (micafungin) alapanyagokbdl allitanak @arver 2004; Murdoch és
Plosker 2004; Cancidas Pl 2005) (6. 4bra). Ezerzifiddtikus szarmazékokat a
zsirsavlanc cseréjével (anidulfungin), a hexapepftigiri mddositasaval
(caspofungin), illetve a zsirsavlanc cseréjével ésxapeptid gyri mdédositasaval
(micafungin) hoztak létre. A természetes echinocgamidieredeti zsirsavlancéat
biokonverziés uton, aZctinoplanes utahensibidrolazaval hasitjak le, majd a
kapott biol6giailag inaktiv hexapeptidet kémiai mitta megfelél sav-halogenid,

illetve észterek felhasznaladsaval) acilezik (Debonm@skatarsai 1989).
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6. abra Néhany félszintetikus echinocandin szerkedetras: Chen és munkatarsai
2011).

A félszintetikus echinocandin szarmazékok gyogyastahasznalasanak
elénye, hogy széles spektrumuak, felhasznalhatéak aezdztengCandidatérzsek
okozta ferbzések kezelésére, hosszu felezégvatl rendelkeznek, igy elegehd
naponta egyszer alkalmazfiket, toxicitasuk minimalis, gyégyszer interakciok,
keresztreakciok (pl. az amphotericin B-vel vagy zal@kkal) kialakuladsanak esélye
szintén kicsi (Betts és munkatarsai 2009; Pappasnaskatarsai 2004). Az
echinocandinok jol alkalmazhatéalkCandidafajok, kilondsen &andida albicans
és aC. parapsilopsiséltal pl. kérhazi katétereken kialakulo biofilm épésnek
megakadalyozasara, de gatoljdkCandida fajok megtapadasat az epithelialis
sejteken is (Bachmann és munkatarsai 2002; Souésremunkatarsai 2004).
Hatranyaik kdzott meg kell emliteni, hogy embriotmdak lehetnek. Alkalmazasuk

alatt a maj mikodésében kisebb zavarok alakulhatnak ki, ezértjeléghelenségben
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szenved betegeknél csak csokkentett dézisban alkalmazka®a echinocandin
készitmények oralis felszivodasa keditbn, ezért csak parenteralisan/intravénasan
adagolhatéak (Chen és munkatarsai 2011). Meningitietve a szemet ériét
fertézések lekuzdésére nem alkalmasak, mert nagy moshyik és a fehérjékhez
vald ebs koBdésuk miatt minimalis a penetracijuk a szem téddleés a
cerebrospinalis folyadékba (Denning 2003; Chan#teasés Sobel 2006; Vazquez
és Sobel 2006). Tovabba mellékhatasként 14z, hanyingerasidejfajas, hasmenés,
érhartyagyulladas, viszketésirkiltések, vérszegénység jelentkezhet. (Gregory és
munkatarsai 2007; Denning 2003).

2.5. Az echinocandinok hatasmechanizmusa; az echinochn rezisztencia

molekularis hattere

Az echinocandinok hatdsmechanizmusanak lényege, hegy kompetitiv
mddon gatoljak aB-1,3-glikan szintdz fikodését. Minthogy &3-1,3-glikan a
gomba sejtfal egyik fontos szilarditd 6sszéteyezért a mennyiségének csdokkenése
csOkkenti a sejt ozmotikus stabilitasat, ami végiset liziséhez, pusztulasdhoz
vezet (Pfaller és munkatarsai 1989; Chandraseké&sobel 2006; Wiederhold és
Lewis 2007). Fontos megjegyezni, hogy az allati kejtem tartalmaznak-1,3-
glukan-t, igyéket az echinocandinok kdzvetlenll nem karositjaur{k és Douglas
1997; Stone és munkatarsai 2002; Klein és Li 199xesinski és Stevens 2003;
Carver 2004; Stevens és munkatérsai 2006). Az echntiinok ap-1,3-glikan
szintaz katalitikus alegységéhez dabte fejtik ki nem kompetitiv gatldo hatésukat.
Nem egyértelrs, hogy a kotdés az alegység extracellularis vagy intracellsilari
felszinéhez torténik-e (Douglas és munkatarsai 1@8tls és munkatérsai 2003;
Chen és munkatarsai 2011, Walker és munkatérsai 20d0Paderu és munkatarsai
(2004) kimutattak, hogy a caspofungin nagy affinitagacilitalt diffuzios
transzporterek segitségével bejut &andida torzsek sejtieibe és e
transzportrendszerekikbodésének zavara hozzajarulhat a caspofungin teasa

kialakulasahoz, ami a caspofungin intracelluléris kotéteésloszidsiti.
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Az  echinocandinok hatdsadnak osségét a MIC  (minimdlis
gatlékoncentracio), illetve MFC (minimalis fungickibncentracié) mellett a MEC
értékekkel jellemzik. A MEC (minimalis effektiv koewtracid) az a legkisebb
koncentracio, ami mar ,jelefgen gatolja” a gomba ndvekedését. Fonalas gombak
esetében MEC kozeli koncentraciok esetén jellegzet@rfologiaju duzzadt, rovid,
tompe, dsszecsomosodottirien elagazd hifak (mikropelletek) figyellédt meg a
mikroszkopos felvételeken (Kurtz és munkatarsai4198rikan és munkatarsai
2001; Espinel-Ingroff 2003; Imhof és munkatarsad200dds és munkatarsai 2004;
Zaas és Alexander 2005; Kim és munkatarsai 2007). Az e@ndowk antifungalis
hatdsa nagymértékben fligg a gomba sejtfalanak ites&bl. A Zygomycotak
sejtfala nem tartalma-1,3-glikant, igy az echinocandinok hatastalano&jakkal
szemben. Szintén hatastalanolwasarium Trischosporon, Rhodotoruléajokkal,
valamint aCryptococcus neoformanBleurospora crassaés aMagnaporthe grisea
torzsekkel szemben is, noha a sejtfaluk tartalfidz3-glikant (Denning 2003;
Maligie és Selitrennikoff 2005). A legtobb éles®, beleértve sok humanpatogén
Candida fajt is, az echinocandinok fungicid hatast fejtenkik (Bartizal és
munkatarsai 1997). A micafungin MFC értékeCa glabrata esetében 0,01-0,3
pg/ml, az anidulafungin MFC értéke 0,12:8/ml, mig a caspofungin MFC értéke
0,5-8 ng/ml kozott valtozik. Az echinocandinok MFC értéke parapsilosisésC.
guilermondii esetében atlagosan 448/ml (Espinel-Ingroff 2003), mig €andida
albicans esetében a caspofungin MFC értéke 0,1838nl, a micafungin MFC
értéke <0,01-4 pg/ml, mig az anidulafungin MFC értéke 0,03:d/ml (Espinel-
Ingroff 2003). Az echinocandinok szintén fungicid td®lak a Histoplasma
capsulatumBlastomyces dermatitidig,Paracoccidioides braziliensis, Coccidioides
immitis, Scedosporium sp, Paecilomyces varfajok esetében is. Ezen fajoknal - a
Candid&hoz hasonléan - a sejtfals fszilarditd komponense §-1,3-gliikan
(Eschenauer és munkatarsai 2007; Denning 2003Aspergillus(A. fumigatus, A.
flavus, A.terreus)és aPneumocystis cariniitbrzsek sejtfalaban #-1,3-glikan
mellett jelenss mennyiség kitin is taldlhat6. Feltehéleg ezzel fligg dssze, hogy e
torzsek esetében az echinocandinok csak fungiszsathatasiak (Bowman és

munkatarsai 2002, Douglas 2006; Bryskier 2005)B-A,3-glukan nagyrészt az
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apikalisan novek¥ hifacsucsokban szintetizalodik, igy ez az a helyl aw
echinocandinok kifejtik hatasukat (Douglas 2008egzetes duzzadt-vég rovid,
siriin elagaz6 hifak kégdéset (mikropelletes morfologia) eredményezve (@mwik
€s munkatérsai 2001, Espinel-Ingroff 2003, Imhof émkatarsai 2003; Kurtz és
munkatarsai 1994; Odds és munkatarsai 2004). Az ME€kek azAspergillusok
esetében nagyon hasonldak: a caspofungin MEC &rEka. fumigatusés azA.
flavus esetéberx0,015-0,25 mg/L, aA. terreusesetében 0,03-0,125 mg/L, mig az
A. nigernél 0,06-0,25 mg/L. A micafungin és az anidulafungin ME@ékek az

emlitett torzsek esetében azord3,015 (Martos €s munkatarsai 2010).

Rezisztencia echinocandinokkal szemben is kialaulljwalker és
munkatarsai 2010). A rezisztencia lehetséges olabtk szerepel #-1,3-glikan
szintaz tultermeéldése, az echinocandinokra kevésbé érzékehy-glikan szintaz
valtozatok megjelenése, a sejtfal kitin tartalmanakvekedése, a sejtfal
permeabilitAsanak és/vagy az echinocandin transapér mnikddéséenek
megvaltozasa is.

Az echinocandin rezisztencia molekuléris hattereCandida térzsek
esetében széles korben tanulmanyozott. MinthogZaadida tbrzsek in vitro
mérheb echinocandin tolerancidja (MFC/MIC érték) és amthtbrzs altal okozott
fertézés echinocandinok segitségével tditérzelésének eredményessége kozotti
kapcsolat még nem teljesen tisztadzott (Mora-Duéstanunkatarsai 2002), ezért a
megnovekedett MIC (MFC) értékkel jellemezhetrzseket sok esetben nem a
klasszikus ,rezisztens torzs”, hanem ,csokkent érmgkéget mutatd torzs”
kifejezéssel illetik (Stone és munkatérsai 2002).

Irodalmi adatok alapjan ismert, hogyGandidatérzsek rezisztencigjanak
(csbkkent érzékenységének) kialakuldsaban kulasfeagu szerepet tolt be fkzl
gén, amely ap-1,3-glikadn szintdz katalitikus alegységét kodol\&alker és
munkatarsai 2010; Perlin 2007, Douglas 2007). A Rarknunkatérsai (2005) altal
vizsgaltC. albicanstorzsekiks1génje két ,hot-spot” régiot (,forré-régid”) tartalmaz
(641-649 és 1345-1365), melyekben igen gyakran tj@eett pontmutacié a

rezisztens torzsekben. Ezen pontmutaciok altal dkeainosav szubsztiticioknak
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koszonhet a f-1,3-glukadn szintdz komplex echinocandinokkal szembe
rezisztencidja és ezen keresztul a toérzs megnoeakdtiC értéke (Balashov és
munkatarsai 2006; Perlin 2007; Niimi és munkataP€dio; Pfeiffer és munkatarsai
2010). A leggyakoribb aminosav szubsztituciok ka@éorik a 645-6s pozicioju Ser
kicserébdése Phe-ra, Pro-ra, vagy Tyr-ra (Park és munkataéf%; Balashov és
munkatérsai 2006; Perlin 2007).@andida parapsilosigdrzsben a 660-as pozicioju
Ala—Pro csere eredményezett csdkkent caspofungin drgsdget és hasonld
aminosav szubsztitacidkat figyeltek meg G parapsilosistorzzsel rokonC.
metapsilosi®sC. orthopsilosiesetében is (Garcia-Effron és munkatarsai 2008). Az
echinocandin rezisztenciat mutat®. guilliermondii izoldtum esetében 642-es
poziciéban tortéth Met—Leu szubsztiticidé okozta a cstkkent érzékenysddgtif
2007). Azon fajokban, ahol az FKS2 vesz részt, a renék alatt $-1,3-glikan
szintézisben, a rezisztenciaért féelmutaciok, e fehérje génjében alakulnak ki.
Costa-de-Oliveira és munkatérsai (2011) kimutattdgy a C. glabrata fks2
génjében, a 663-as pozicioju SdPro szubsztitlcio, valamint a 659-es pozicioju
Phe delécigja, szignifikAnsan csokkentette a torzs ecmolat érzékenységét.

A C. albicanstorzsek csokkent echinocandin érzékenysége kagibsol
hozhaté a RER1, a CDR2 efflux pumpa tultesdésével, valamint a térzsek
megnovekedett kitin szintézisével is (Perlin 20@hta €s munkatérsai 2008,
Schuetzer-Muehlbauer és munkatarsai 2003). A RERBdulator ofechinocandin
resistance) egy gombékra jellainzn(2)Cys(6) tipusu transzkripciés faktort kddol.
C. albicankan a RER1 tultermé&tiése micafungin és echinocandin B rezisztenciat
okozott, de nem befolydsolta a térzs mas antifusg&ierekkel szembeni
érzékenységét és nem volt hatdssafkad és az efflux-pumpéakat kodolé gének
atirdsara, valamint a sejtfalszintézist befolyagwoldtein-kindz C képidésére sem
(Ketko és munkatarsai 2006). A CDR2 egy ABC transtgy, amely feltehéteg
részt vesz a sejtekbe bejutdé echinocandinok eftagaban. Tultermeltetése
megndvekedett echinocandin toleranciat okozottzagéltC. albicansttrzsekben
(Schuetzer-Muehlbauer és munkatarsai 2003). Az echirdinok jelenléte (B-1,3-
glikan szintdz gatlasa) @. albicansttrzsekben a kitin szintézis novekedését

eredményezte (Walker és munkatarsai 2008). Stevemsuékatarsai (2006) @.
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albicans izolatumok esetében medgfigyelték, hogy caspofurkgirelést koveten
csokkent a sejtfalp-1,3-glikan ésp-1,6-glukan tartalma, ugyanakkor a Kkitin
mennyisége a hatszorosara ndvekedett. A kitin sast@vekedésében a protein-
kindz C, a C&-kalcineurin és a HOG szignal Utvonalak egyararréaiiikodnek
(Munro és munkatarsai 2007). Nem meglapédon a protein-kinaz C és Ta
kalcineurin Gtvonalak aktivalasa — pl. calcofluoritghilletve C&" hozzaadasaval —
megnovekedett kitin szintézishez és csokkent caspii érzékenységhez vezetett
(Walker és munkatarsai 2008).

A fonalas gombak echinocandin rezisztenciaja, beleéaz Aspergillus
fajokat is, kevésbé tanulmanyozott terllet. Irodahmatok alapjan ismert, hogy a
Neurospora crassaFusarium verticilloides F. solanj F. graminearumés a
Magnaporthe grise@rimer rezisztenciaval rendelkegomba fajok esetében tsl
génben talalhaté egy pontmutacio, amely a 641-escidiz Phe Tyr-ra tortéh
cseréjét okozza és felteitg ez lehet a felés ezen fajok rezisztenciajaért (Ha és
munkatarsai 2006; Katiyar €és munkatarsai 2006).

Az A. fumigatusesetében Gardiner és munkatarsai (2005) kimutéditidy
azfksl1gén 678-as aminosavat étimhutacioval (Se~Tyr csere) csokkenteni lehet
a gomba echinocandinokkal szembeni érzékenységét.yandgkor a
laboratériumban szelektalt, illetve klinikai mintakb izolalt echinocandin
rezisztenciat mutatd. fumigatugdrzsek esetében nem detektaltak mutécidksilz
génben és az FKS1 tulterrddése is csak egyetlen izolatum esetében volt
megfigyelhed (Gardiner és munkatarsai 2005; Arendrup és murdait&2008,
2009). A fentiek alapjan feltételezbiethogy az Aspergillu®k echinocandin
rezisztencigja eltér @andidatorzseknél tapasztaltaktol és nemdkidk szorosan az
fkslgénhez (Walker és munkatarsai 2010; Howard ésdhugn2011). ACandida
fajokhoz hasonléan, az echinocandin kezeléé.ammigatusesetében is ndvelte a
sejtfal kitin-tartalmét, tovdbba a kitin szintéziagy a sejtfal integritasi atvonalak
gatldsa az echinocandinokkal szembeni fokozott kérgéséget eredményezett
(Fortwendel és munkatéarsai 2009; Walker és munkatar)20

Reinoso-Martin és munkatarsai (2003) kimutattak, yneg ecm33 gén

inaktivaldsa azA. fumigatustérzsben a sejtfal kitin ég-1,3-glikan tartalmanak
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novekedését okozza. Nem medlemdédon azecm33 génben sérilt mutansok
rezisztensebbek a sejtfalkarosité szerekkel (pl. géeroros és caspofungin)
szemben, mint a kontroll térzs (Romano és munkat@6@6). A Candidafajok

esetében ugyanakkor nem taléltak egyériedapcsolatot aecm33gén aktivitdsa €s

az echinocandin rezisztencia kdzott (Martinez-Lopez @skatérsai 2004; 2006).

2.6. Paradox-effektus vagy ,Eagle-effektus”

1948-ban Eagle és Musselman &3-laktam  antibiotikumok
Streptococcuskra, tovabba Staphylococcus aureus, S. albus, Diplococcus
pneumoniaeés a Reiter treponomatérzsekre kifejtett hatasdnak vizsgalatakor
szokatlan jelenségr szamoltak be, amelyet ,Eagle-effektusként” nevezk Azt
emelésekor, a vart nagyobb letalis hatassal elsnéta szer hatékonysaga
csokkent. A maximalis letadlis hatast csak egy viglam sfik koncentracio
tartomanyban tudtak megfigyelni. Hall és munkatarsai§)l@BofunginnalCandida
torzseken végzett vizsgalataikban szintén megfigkebz antifungdlis aktivitas
ellentmondasos (paradox) gyengulését magas echidiockoncentraciok esetén. A
jelenséget ,Paradox-effektusnak” nevezték el. Altaksagban Paradox-effektusrol
(Eagle-effektus) akkor beszélink, ha egy antimikklibianyag koncentraciojanak a
novelésekor hatasanakéssége csokkenést mutat (Wiederhold 2009). Stevens é
munkatérsai (2004) @andidafajok caspofunginnal tortérin vitro kezelése soran a
paradox-effektus négy fazisat kilénbéztették meg (7)4bra
1. fazis (szubinhibitorikus féazis): Az antifungalibatds a caspofungin
koncentraciojaval parhuzamosan valtozik a MIC eléréséig
2. fazis: A caspofungin koncentracido ndvelésévehywaan afs novekedésgatlas
figyelhett meg a MIC érték feletti tartomanyban.
3. fazis: A capofungin antifungalis aktivitasa csékk az antifungdlis szer

koncentraciojanak tovabbi névelésével.
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4. fazis: A caspofungin koncentracidjat tovabb néeelz antifungalis hatas ismét a

koncentracioval ardnyosan novekszik.

120

g

1. fazis

3. fazis

Noivekedés
{Abszorbancia %)

4. fazis X

0.01 0.1 1 10 100

Caspofungin koncentracié
ng/mL

7. abra A paradox-effektus fazigaivitro caspofungin kezelés hatdsara €gndida
albicanstorzsben (forras: Wiederhold 2009).

E 4 fazis azA. fumigatusesetében szintén megfigyelhe(Antachopoulos és
munkatarsai 2008). A paradox-effektus jelenséigétvivo allatkisérletekben is
megprobéltdk kimutatni, de a kapott eredmények ngtiendoak (Chen és
munkatérsai 2011). Petraitiene és munkatarsai (28@RYapasztaltak, hogy az 1
mg/kg/nap caspofunginnal toriérkezelés hatasosabb a 3, illetve 6 mg/kg/nap
caspofungin dozissal szemben nyulban kialakitetZiv tid aszpergillozis esetén.
A Kkoérszovettani vizsgalatok ugyanakkor kimutattdkogy a 6 mg/kg/nap
caspofungin dozissal kezelt allatok esetében volegmagasabb foki a hifa
sejtfalanak karosodasa. Clemons és munkatarsai6)200 albicanssalfert6zott
egerek esetében azt tapasztaltdk, hogy a 0,5 mglkti feaspofungin dozis
tartomanyban a kezelés hatékonysaga csokkent &ktacidé ndvelésével, azonban
eredményeiket nem tudtak megbizhatbéan reprodukalni.

Az echinocandinok paradox mdédon tokiéaktivitasbeli gyengulésének
hattere nem ismert. Stevens és munkatarsai 2009digak, hogy a paradox-
effektus nem all kapcsolatban sem FKS1 mutacidjéeh aB-1,3-glikan szintdz

komplex echinocandin érzékenységének modosulasaeal, pedigp-1,3-glikan
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szintadz aktivitds novekedésével. Feltételezéseknszarstressz valasz Utvonalak,
mint pl. a sejtfal integritasi Gtvonalak vagy a “Gkalcineurin Gtvonal fontos
szabalyozo szerepet tdltenek be a paradox-effdiilakulasaban. Feltételezliet
hogy az antifungalis szer éaltal kivaltott sejtfalbgodas indukalja ezen Gtvonalakat,
ami a sejtfalszintézis aktivizdlodasahoz és igy bédb kozott a sejtfal
kitintartalmdnak nodvekedéséhez vezet csokkentve ejteks echinocandin
érzékenységét (Stevens és munkatarsai 2006; Widdeds munkatarsai 2005,
2007; Chamilos és munkatarsai 2007). Ezt a feltédelgol alatamasztja az a tény,
hogy a paradox effektus éBorban azon fajokra, torzsekre jelldmzahol az
echinocandin kezelés hatékonyan képes névelnifaldéjin tartalmat (Perlin 2007;

Walker és munkatéarsai 2010).
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3. Eredmények
3.1. AzA. nidulans var. roseuf\TCC 58397 tdrzs polifazikus jellemzése

3.1.1. A nbvekedégimeérséklet, szén- és nitrogénforras fliggésének vizagélat

Az A. nidulans var. roseus ATCC 58937 torzs novekedését kulonboz
szénforrasokat tartalmazd MN tapagarokon teszteMiksgalataink alapjan a.
nidulansvar.roseugtdrzs névekedése 37 °C-on nem tér el Iényegesén @idulans
FGSC A4, A. rugulosusCBS 133.60 és CBS 171.71 torzsékgB. abra). Az
inkubacidés Bmeérséklet 24 °C-ra csokkentése azonban lényegészaat hozott:
Bar mind a négy torzs lassabbaittr24 °C-on, mint 37 °C-on, a&. nidulansvar.
roseusés azA. rugulosustorzsek névekedése jeléaen elmaradt aA. nidulans
novekedéséhez képest (8. abra).

Az el6zd kisérletekben hasznalt nitrogénforras (40 mmol/laNK)
lecserélése 75 mmol/L (NHSO,-ra, Na-glutamat-ra, illetve 1 w/v % peptonra,
kazeinpeptonra, széjapeptonra, illetve éldgzbnatra egyik torzs esetében sem
befolydsolta szignifikhnsan a novekedés sebessgljgz, illetve keményit
szénforrds jelenlétében. A mért telepaithéérdemben nem tértek el a 8. abran
bemutatott értékekt sem 24, sem 37 °C-on.

Sullyesztett kultdrdban, rézott lombikos korilményekdzott szintén
megvizsgaltuk a torzs novekedését szénforrdskéimkdénl és napraforgdolajat
tartalmazé GNL taplevesben. Azért valasztottuk \aksiginkhoz ezt a tdpkdzeget,
mert irodalmi adatok alapjan (Boeck és Kastner 19Bdhwartz és munkatarsai
1993) e tdpkdzeg eredményesen hasznalhaté az B&Htasara, igy lehéségiink
nyilt a térzs ndvekedésének jellemzésére ,iparikaények” kdzott is. Amint az a
9. abran lathatd, aA. nidulansvar. roseusés azA. rugulosustorzsek sokkal
lassabban hasznositottak a tapkdzegben jelerglikdzt, mint azA. nidulans A
glikoz elfogyast kovéen azonban mindharom torzs ndvekedése gyorsabb volt

mint azA. nidulang (9. abra).
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8. 4bra AzA. nidulansvar. roseusATCC 58397 (vor6s), aA. rugulosusCBS
133.60 (sarga), a&. rugulosusCBS 171.71 (z6ld) és & nidulansFGSC A4 (kék)
torzsek novekedése kilonkoszénforrasokat (1 w/v %) tartalmazé MN tapagar
felszinén. A tenyészetek 5 napon at lettek inkubalv@A37illetve 24 °C-on (B). Az
abran a telepatmék atlaga és szordsa van feltintetve. Az adatokabnidr
parhuzamos mérésbhataroztuk meg.

29



12
- 10
2 i
N 8]
S .
= i
5 6
2 4
\S
> |
S 2
& .

O T 8 T T

0 25 50 75 100 125 150
Tenyeésztési id (h)

9. &bra AzA. nidulans var. roseuATCC 58397 (voros), aA. rugulosusCBS
133.60 (sarga), CBS 171.71 (z6ld) és Aznidulans FGSC A4 (kék) torzsek
ndvekedése (DCM; folytonos vonal) és glikdéz hasitasa (szaggatott vonal)
szénforrasként glikédzt és napraforgdolajat tartabmfalyékony GNL tdpkdzegben
24 °C-on. A torzsek viselkedése 37 °C-on érdemben tet el egymastol. A
biomasszdban medfigyellbetaltozasokat MTT teszttel is nyomonkovettik; a kapott
eredmények a DCM méréssel Iényegében megegyeztek.

Az abran harom flggetlen mérés atlagat tintettlikAXeszoras értéke egyik pont
esetében sem haladta meg a 12 %-ot.

3.1.2. A szekunder metabolit termelés vizsgalata

A szekunder metabolitok kéfdését szénforrasként glikozt és
napraforgoolajat tartalmazo folyékony GNL tapkézemglyizsgaltuk. Agardiffazids
vizsgalatok segitségével jol mérbetantifungalis és antibakterialis aktivitast
detektaltunk azA. nidulansvar. roseusés azA. rugulosustdrzsek 24 °C-on
tenyésztett kultdrai esetében, mig Aznidulansfermentleve csak antibakterialis
aktivitdst mutatott (10. &bra; 1. tablazat). Ha a tertggs37 °C-on végeztik, mind a
négy torzs esetében csak antibakteridlis aktivit@sasztaltunk. Az antibakteralis
aktivitds minden esetben maradéktalanul megsziewetblt B-laktamaz kezeléssel
(10. abra; 1. tablazat).
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Szterigmatocisztin  Antifungalis  pB-laktamaz érzékeny

(na/g) aktivitas antibakterialis
aktivitas
24 °C 37°C 24°C 37°C 24°C 37°C

A. nidulansFGSC A4 15+5 <5 nincs nincs van van
A. nidulansvar.roseus 45 + 5 <5 van nincs van van
ATCC 58397
A.rugulosaCBS 171.71 <5 <5 van  nincsgn van
A. rugulosaCBS 133.60 <5 <5 van  nincs van van

1. tAblazat AZA. nidulansFGSC A4, aZ\. nidulansvar. roseusATCC 58397, aZ.
rugulosusCBS 171.71 és a&. rugulosusCBS 133.60 térzsek szekunder metabolit
termelése. A torzseket glukézt és napraforgoolagataiimazé folyékony GNL
taplevesben tenyészettik 24, illetve 37 °C-on 6 giapi szekunder metabolitok
képzdését vékonyréteg kromatografiaval és agardifflzidsdszerrel kovettik
nyomon az Anyagok és modszerek fejezetben leirtak alapjan

10. abra AzA. nidulansvar. roseusATCC 58397 és a?A. nidulansFGSC A4
torzsek fermentlevének antifungalis (A) és antibektis (B) aktivitAsanak
vizsgélata.

Az A abran a lyukak aA. nidulansvar. roseus2 napos (1), 4 napos (2) és 6 napos
(3), valamint azA. nidulans6 napos (4) tenyészetének fermentlevét tartalmaztak
B abra esetében a lyukak Az nidulans4 napos (1), 6 napos (2), valamint &z
nidulansvar. roseus4 napos (3) és 6 napos (4) tenyészetének ferméntelettek
feltdltve. Az 5. lyuk a 6 napoA. nidulansvar. roseustenyészetl szarmazo ég-
laktamazzal kezelt fermentlevet tartalmazta.

A vizsgalatokhoz 24 °C-on tenyésztett kulturdkrsejites fermentleveit hasznéltuk
fel. Az antifungalis aktivitas€andida albicansaz antibakterialis aktivitagacillus
subtilissegitségével teszteltik.
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Vékonyréteg kromatogréfids vizsgélataink jetesneltéréseket mutattak a
tesztelt torzsek szekunder metabolit spektrumabam. Aidulansés azA. nidulans
var. roseustorzsek 24 °C-on lényegesen tobbféle szekunderboiétat termeltek,
mint 37 °C-on (12. &bra). A vizsgah. rugulosustorzsek szekunder metabolit
termelésének ugyanakkor inkabb a 37 °C volngbsebb (12. B &bra). ST
képzsdése mind a négy térzs esetében kimutathaté votl @4nmind 37 °C-on (12.
abra, 1. tdblazat). A legtbbb ST-t Az nidulansvar. roseustermelte (11. abra; 12.
abra, 1. tablazat). AA. nidulansvar. roseusST és ECB termelésénekékkli
valtozdsat az 11. dbran mutatom be. A 24 °C-onndrtényésztés alatt aa.
nidulansFGSC A4 tbrzsre - hasonldéan a tébbi megvizsggahidulanstérzshoz A.
nidulans creAnull mutans,A. nidulansFGSC A146) - egy UV fényben zélden
fluoreszkalo termék (R= 0,21) képédése volt jellemd, amit azA. rugulosuss az
A. nidulans var. roseus torzsek esetében egy kéken fluoreszkalé és nagyobb
mobilitasu (R= 0,27) termék helyettesitett (12. 4bra).
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11. dbra AZA. nidulansvar. roseusATCC 58397 tenyészetek ECB)(és ST @),
valamint azA. nidulansFGSC A4 tenyészetek S| tartalmanak idbeli valtozasa
A torzseket glikozt és napraforgdolajat tartalm@L taplevesben tenyésztettiik
24 °C-on. Az abran harom fliggetlen mérés atlagaetiirk fel. A szoras értéke
egyik pont esetében sem haladta meg a 15 %-ot. A& mB€hnyiségét agardifflzio,
az ST mennyiségét vékonyréteg kromatogréafia segitsElgagtéeoztuk meg.
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T2'0="d

R¢= 0,27

ATCC 58397 CBS 171.71 CBS 133.60 FGSC A4

ST

ATCC 58397 CBS171.71 CBS133.60 FGSCA4

12. bra AZA. nidulansFGSC A4, aZzA. nidulansvar. roseusATCC 58397, aAA.

rugulosusCBS 171.71 és CBS 133.60 torzsek szekunder metasjmdiktruma
vékonyréteg kromatografias médszerrel detektalvariz&galathoz 24 °C-on (A),
illetve 37 °C-on (B) tenyésztett 6 napos kultirdklsaarmazé fermentlevet

hasznaltunk. A savokat, Algbs festést kovéen UV fénnyel ¥ = 265 nm)
megvilagitva tettik lathatova.
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A 13. abra a noOvekedés és a szekunder metabolit elesm
hémérsékletfliggésének kapcsolatat szemléltetik AAnidulansg és azA. nidulans
var. roseus eltés viselkedés jellemzi: Amig 37 °C-on & nidulansés azA.
nidulansvar. roseustérzsek hasonldéan gyorsa#éitiek és szamottévantibiozis nem
volt megfigyelheb kozottuk (13.A &bra), addig 24 °C-on &z nidulansgyors
ndvekedését a lassabban &idv. nidulansvar. roseustérzs antifungalis hatbanyag
termelése (ECB) révén probélta gatolni (13.B abra).

13. abra AzAspergillus nidulanyar. roseusATCC 58397 (jobb oldali t6rzs) és az
A. nidulansFGSC A4 (bal oldali térzs) elt@ikompeticids stratégiaja 37 °C-on (A)
€s 24 °C-on (B) torténinkubalas alatt komplex PM tapagar feltletén.

3.1.3. Szekvencia vizsgalatok

Az Aspergillupk esetében gyakran hasznalt szekvenciak kozil a
kalmodulin, B-tubulin, y-aktin gének parcidlis szekvenciait és az ITS szekiakat
hataroztuk meg. A szekvencidk a GeneBank adatbdzi@BanBank Nucleotide
Sequence Database; www.ncbi.nim.nih.gov/genbank/)adbisazonositoszamokon
érhetk el: HQ222835-39. Az ITS szekvenciak esetében rad@ftiink eltérést aa.
nidulansvar. roseus,az A. rugulosusés azA. nidulanskdzott. Raadasul a kapott
szekvencia megtalalhatd volt - tdbbek kozott - Eamericella quadrilineata, E.
dentata, E. cleistominuta, E. rugulosa, A. caespitdsjisk egyes tbrzseiben is
(GenBank Nucleotide Sequence Database; www.ncbi.iirgov/genbank/). AA.

nidulans var. roseusparcialis kalmodulin é$-tubulin génszekvencidit szintén a
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GenBank adatbazisban talalhaté szekvencia adatokkailfiatak 6ssze. Minthogy
azA. rugulosusy-aktin génjének szekvenciaja nem talalhaté megkeapatbazisban
sem, igy e szekvenciat &z rugulosusCBS 133.60 és CBS 171.71 torzsek esetében
is meghataroztuk (GeneBank azonositészam: JF70840FEredményeink alapjan
az A. nidulansvar. roseusATCC 58397 torzs parcialig-tubulin, kalmodulin ég-
aktin szekvencidi kozelebb alltak a&. rugulosus toérzsekéhez, mint az.
nidulanghoz (2. tablazat). Ezt mutatjak a filogenetikasgalatok eredményei is
(14.A és 14.B 4bra). A-aktin gén esetében filogenetikai vizsgalatot nem végkzti
ugyanis ehhez tul kevééspergillus faj szekvencia adatai taldlhatéak meg a

GeneBank adatbéazisban.

A. nidulansvar.roseusATCC 58397

kalmodulin B-tubulin y-aktin
A. nidulans
435 (96 %); 8; 453 436 (94 %); 5; 467 278 (93 %); 5; 299
FGSC A4
A. rugulosus
419 (98 %); 3; 427 457 (99 %); 0; 462 -
NRRL 206
A. rugulosus
- - 333 (100 %); 0; 333
CBS 133.60
A. rugulosus
- - 300 (99 %); 0; 303
CBS 171.71

2. tablazatA. nidulansvar. roseusATCC 58397 torzs parcialis kalmodulif;
tubulin és y-aktin szekvencigjanak dsszehasonlitasaAaznidulans FGSC A4,
valamint haromA. rugulosug6rzs szekvencia adataival.

A tablazatban az azonos nukleotidok szama és sk@zah ,gap’-ek szdma és a
megszekvenalt szakasz hossza van megadva. A széldv@sszehasonlitasahoz a
Nucleotid Blast programot (http://blast.ncbi.nim.nihufiglast.cgi) hasznaltuk. Az
A. nidulansFGSC A4 ésA. rugulosusNRRL 206 torzsek szekvencia adatai a
GenBank adatbazisbdl (www.ncbi.nim.nih.gov/genbank/arreaztak, a tobbi
szekvenciat sajat magunk hataroztuk meg

35



FF652282.1 E. niduians NRRL 32573
96 | BNO01308.1 E. nidutans FGSC Ad

FF632251.1 E. niduians NRRL 187

FF632312.1 E. nidulans NRRL 4908
| EF652290.1 F. quadrilineats NRRL 4581
FF652288.1 E. quadritineata NRRL 4266
FF652257.1 E. quadritineats NRRL 201
EF652308.1 E. quadrilineata NRRL 4904
6 4 EF652268.1 E. quadritineats NRRL 2394

64 EF652317.1 E. quadritineata NRRL 4992
FEF652294.1 E. striate NRRL 4699

HQ222839 A, niduians var. rosens ATCC 58397 <—
EF591699.1 E. ruguiosa V4377
= EF652258.1 E. ruguiosa NRRL 206
EF591700.1 E. ruguiose CBS 171.71
EF652269.1 E, echinulaia NRRL 2395

83

EF652329.1 E. deserforum NRRL 5921

i
0.0

14.A abra A parcidlig-tubulin szekvencia adatok alapjan szerkesztettydihetikai
torzsfa azA. nidulansés azA. rugulosugE. rugulosd torzsekkel kdzel rokon fajok
szekvencidi alapjan. Az analizist a MEGA4 szoftlerégeztilk a Neighbor-Joining
mddszert felhasznalva (Tamura és munkatarsai 2087 )elagazasoknal lathatd
szamok az eladgazas valosHégét jeldlik %-ban megadva, melyeket 500
ismétlésben elvégzett bootstrap analizis alapjdardetunk meg. Az evolucios
tavolsadgokat a Maximum Composite Likelihood modszegitségével allapitottuk
meg.
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EF652345.1 E. quadritineats NRRL 201
EF652405.1 E. quadrilineats NRRL 4992
EF652396.1 E. guadritineats NRRL 4904
90 | | EF652378.1 E. guadritineats NRRL 4581
EF652356.1 E. gquadritineats NRRL 2394
EF652376.1 E. quadriiineatas NRRL 4266
BN001307.1 E. nidilans FGSC A4
EF652400.1 E. nidulans NRRL 4903
'— EF652339.1 E. nichtlans NRRL 187
| EF652370.1 E. niduiqns NRRL 32573
——EF652382.1 E. striafz NRRL 4699
EF391687.1 E. rugulose CBS 171,71
99 EF652346.1 E. ruguios¢ NRRL 206
HQ222837 A, miduians var, rosens ATCC 58397 <—
EF591686.1 E. ruguiosa V4377
EF652357.1 E. echinniziy NRRL 2395
FEF652417.1 E. desertorm NRRL 5921

84

98

100

9

—
0.02

14.B abra A parcidlis kalmodulin szekvencia adatdlapjan szerkesztett
filogenetikai torzsfa aA. nidulansés azA. rugulosuqE. rugulosa torzsekkel kozel

rokon fajok szekvenciai alapjan. Az analizist a MEG#Szoftverrel végeztik a
Neighbor-Joining modszert felhasznalva (Tamura égsnkatarsai 2007). Az

eldgazasoknal lathaté szamok az elagazas vaisszjét jelolik %-ban megadva,
melyeket 500 ismétlésben elvégzett bootstrap asallapjan hataroztunk meg. Az
evollcios tavolsagokat a Maximum Composite Likatitomdodszer segitségével

allapitottuk meg.
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3.1.4. Keresztezési vizsgalatok

Direkt szelekcidos technikdval 5-fluoroorotsav (5&)O rezisztens,
uracil/uridin auxotréf gPyrG, orotidin-monofoszfat dekarboxilaz) mutansokat
izolaltunk azA. nidulansvar. roseusATCC 58397, azA. rugulosusCBS 133.60 és
CBS 171.71 torzseldb kiindulva. A létrehozottA. nidulansvar. roseusmutansok
kdzll a VT15-6s szama muténst valasztottuk a tovkisérletekhez. A VT15 torzs
uracil/uridin auxotréfiaja nem volt komplementaliaz A. nidulansFGSC A773
(pyrG89, wA3, pyroAdmutanssal. A keresztezési kisérlet alatt heteiakas hifak
képzdését nem tapasztaltuk piridoxint is tartalmazoéiméh MN tapagaron (15.
abra), ami alatdmasztja azon feltételezésiinket, Bogy¥15 térzs goyrG génben

hordoz mutéciot.

15. dbra AZA. nidulansvar. roseusVT15 (pyrG) mutans torzs keresztezéselaz
nidulans FGSC A773 pyrG) (A) és azA. nidulans FGSC A146 [jyrG’) (B)
torzzsel, valamint a&. nidulansvar. roseusvVT15 torzs és a&. nidulanscreA-null
muténs keresztezésével létrehozott prototréf télep@imal MN taptalaj fellletén

©).
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Ha a keresztezési vizsgalatokat Az nidulansFGSC A851 yA2, dargB::trpC,
veAl, trpC80}), HZS120 pabaAl, riboB2, veA1FGSC A33 §iAl, pyroA4, veAl
FGSC A146 pabaAl, acrAl, phenA2, pyroA4, lysB5, sB3, nicB8, riboB2AD) és
a creAnull (pabaAl, yAl, AcreA:argB, argB2, riboB2, veAlmutansokkal
végeztik stabil heterokarionos tenyészetek jottgkel A creA-null mutanssal,
illetve az FGSC A773 tbrzzsel tortékeresztezés esetében, 2-3 hdnapos inkubaciot
kovetben, kleisztotéciumok képdését is sikerllt megfigyelnink. A
kleisztotéciumok minden esetben sterilek voltak, zazaem tartalmaztak
aszkospoérakat. AZ. rugulosustorzsekisl létrehozott 5-FOA (5-fluoroorotsav)
rezisztens, uracil/uridin auxotréfpyrG) mutansok szintén komplementalhatdéak
voltak a torzsgfjteményiA. nidulanstorzsekkel, azaz stabil heterokarionos hifakat
képeztek az FGSC A146, HZS 120 ésr@A-null mutansokkal (de az FGSC A773
torzzsel nem); kleisztotéciumok képlését azonban egy esetben sem figyeltik meg.
Bar a szexudlis ciklus nem eredményezett aszkoepipra paraszexualis
ciklus szamos ,hibrid” torzs izolalasat tette lélvét A VT15 és acreAnull
keresztezéseével keletkezett utodtelepeket (15.A) @i tulajdonsagaik alapjan 3
csoportra osztottuk:
1. A VT15 szubi torzsre emlékeztét uracil/uridin auxotrof telepek. A telepek zold
sziriiek az altaluk termelt z6ld s#irkonidiumok miatt. A keresztezésékfliggéen
az izolalt utddtelepek 95-100 %-a ebbe a csoportba tatrtozot
2. A creAnull sziubi torzsre emlékeztét sarga sziin konidiumokat termél, p-
aminobenzoesav és riboflavin auxotréf telepek. Adlailt utddtelepek 0-3 %-a
tartozott ebbe a csoportba.
3. Prototréf telepek, melyek az utodtelepek 0-2 9adkottdk. Az altaluk termelt
konidiumok pigmentéaltsagéatél fugen a telepek szine fehér (5 %), z6ld (4 %), sarga
(0,5%), illetve barna (90,5 %) volt. A barna szielepek csak kevés (fehérgRin
konidiumot termeltek; a telep szinét ebben az esetlz Oregetl hifdk barnuldsa
(melanin termelése) okozta. A prototréf telepek girdfiajukat 10 egymast kovet
komplex tapkdzegben tortértoltas utan is mégiztek.
A prototrof telepek nem csak sziniikben, de szekunuabolit termelésiikben is

eltértek egymastol és a séiilorzsekél (16. abra).
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16. &bra AZA. nidulanscreAnull muténs (1) és a&. nidulansvar. roseusvVT15
torzs (2) keresztezésével létrehozott prototrofsek (3-8) szekunder metabolit
spektruma

A torzseket szénforrasként glikozt és napraforgéotartalmazoé folyékony GNL
taplevesben tenyésztettik 6 napon &t 24 °C-on. Aorwgktegen megfuttatott
fermentlevek szekunder metabolit tartalmat Al@3 festést kovéen UV fénnyel X

= 254 nm) megvilagitva tettik lathatova.

A VT15 és a minden kromoszdmajan auxotréfia magemt hordozdA.
nidulansFGSC A146 torzs keresztezésekor kapott utdédtetgsdintén 3 csoportra
osztottuk:

1. A VT15 szibi térzsre emlékeztdt uracil/uridin auxotrof zold telepek (90-100
%).

2. Az FGSC Al146 szdl torzsre emlékeztdt zolden pigmentalt, p-
aminobenzoesav, riboflavin, Lys, Trp, Phe és pirid@irotrofiat mutatd, valamint
akraflavinra érzékeny telepek (0-5 %).

3. Részlegesen prototroffa valt, zold sztelepek (0-5 %). Valamennyi kol6niara
ugyanaz a fenotipus volt jellethz Az FGSC A146 tdrzshdz hasonlogn
aminobenzoesav és riboflavin auxotréfok, akraflavérzékenyek, valamint

uracil/uridin prototréfok voltak, de elveszitettékyd, Trp, Phe és piridoxin
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auxotroéfijukat. E hibrid térzsek echinocandin Bem termeltek és ndvekedésik
igen lassu volt. A telepek atnige a tenyésztés 5. napjan, glukozt tartalmazé
minimal tapkozegben, 8-10 mm kozOtt valtozott futeyeil a tenyésztési
homérseékletil (24, illetve 37 °C). Fenotipusukat 10, komplex YM#Aptalajra
tortérd atoltas utan is meégizték.

A hibrid torzsek kozul 10 torzs esetében meghatakoza parcialisp-
tubulin, kalmodulin ésy-aktin szekvencidkat. Valamennyi esetben a kapott
szekvencia megegyezett a& nidulans FGSC A4 tdrzs szekvencigjaval. A
fentiekhez hasonlé eredményt kaptunk akkor is, Heerasztezést a VT15 tdrzs
helyett azA. rugulusostorzsekisl 1étrehozott uracil/uridin auxotréf mutansokkal
végeztik el. Azaz, a creA-null mutanssal toftkaresztezés esetében sikerilt fehér,
z06ld, sérga, illetve barna s#iprototrof telepeket izolalni, mig az FGSC A146 frz
esetében szintén kaptunk részlegesen prototréfideket, melyek mindegyike

kizarélag csalp-aminobenzoesav és riboflavin auxotréfiat mutatott.

3.2. Az A. nidulans var. roseus ATCC 58397 torzs echinocandin
rezisztencigjanak vizsgalata

3.2.1. Az A. nidulans var. roseus ATCC 58397 echinonagdiékenységének
meghatarozédsa

Vizsgalataink alapjan ax. nidulansvar. roseudényegesen érzékenyebbnek
bizonyult ECB-vel és caspofunginnal szemben, mintE€B-t nem termél A.
nidulans (3. tablazat, 17-18. abraz A. rugulosusCBS 133.60 és CBS 171.71
torzsek MEGaspoiungin €rtéke - azA. nidulans var. roseusal tapasztaltakhoz
hasonléan - 1ug/ml volt. Az A. nidulansvar. roseus nagyobb echinocandin
érzékenysége egyltt jart a tenyészetek alacsorsgaatifikusp-1,3-glikan szintaz
aktivitdsaval (3. téblazat). A tenyésztésinmtérséklet 37 °C-rol 24 °C-ra vald
csokkentése aZ. nidulans var. roseus esetében szignifikAnsan megndvelte a
specifikus B-1,3-glikan szintdz aktivitasokat; hasonlé valtoz#siA. nidulangal
nem tapasztaltunk (3. tablazat). A két topzs,3-glikan szintdzanak ECB-vel valo

gatolhatosaga (l§g) érdemben nem tért el egymastal (3. tablazat).
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B-1,3-glukén szintaz

MECECBa MECCASa |C50b akt|V|té§)
(nmol/(min * mg fehérje))
(ng/ml)  (ug/ml)  (ng/ml)
37°C 24 °C
A. nidulans
FGSC A4 2,5 5 48+0,2 35+04 38+04
A. nidulansvar.
roseus 0,5 1 51+0,2 20+04 31+04

ATCC 58397

3. tablazat: AZA. nidulansFGSC A4 és aA. nidulansvar. roseusATCC 58397
ECB és caspofungin (CAS) érzékenységének vizsgalata

a — A MEC és MIC értéket mikrodilluciés méodszernataroztuk meg. Az elvégzett
3 fliggetlen mérés azonos eredmeényt adott a tegeséimérsékletdl fliggetlendl.

A MIC értékek minden esetben magasabbak voltak, minug0al.

b — A tablazatban szeréphtlag és szoras értékek 3 flggetlen kisérlet dubdta
lettek meghatarozva. B-1,3-glikan szintaz I értékét ECB segitségével mértik
meg 37, illetve 24 °C-on inkubalt tenyészetidldzarmazo mintak felhasznalasaval.
A tenyésztési émeérséklet nem befolyasolta azsj@rtekét. A tablazatban a 37 °C-
on inkubalt tenyészetekbvett mintdk adatai vannak feltlintetve.

c — A jeldlt specifikus enzimaktivitasi értékek guaifikAnsan alacsonyabbak
(Student-féle t-teszt, p < 5 %) Az nidulansesetében mért értékeknél.

d - A jel6lt specifikus enzimaktivitasi érték szifjkhnsan alacsonyabbak (Student-
féle t-teszt, p <5 %) a 37 °C-amért értékeknél.

17. abra AZA. nidulansvar. roseusATCC 58397 (A) és aA. nidulansFGSC A4
(B) ECB érzékenységének vizsgalata agardiffuziés moasd2dN tapagaron.

Az A és B foton a baloldali lyukak az ECB felold&sa hasznalt metanolt (gf), a
jobboldali lyukak 15 mg/ml ECB t6rzsoldat 40€t tartalmazték. A tenyészeteket a
leoltast koveten 3 napig inkubéltuk 37 °C-on. A 24 °C-on végzetsgalatok soran
hasonlo eltérést tapasztaltunk a két torzs kdzott.

42



A. nidulans
| var.roseus

A. nidulans

ug/ml caspofungin

18. abra AZA. nidulansvar. roseusATCC 58397 és aA. nidulansFGSC A4 ECB

érzékenységének vizsgalata mikrodillicios médszerrel

A vizsgalatokat 96 lyuku mikrotiter lemezen végéztdz egyes lyukak 90 ul 0,5
wiv % éleszikivonattal kiegészitett Barratt-féle nitrdtos YMMptevest, 5 ul

metanolos CAS, vagy ECB oldatot (végkoncentraci@00-ug/ml), valamint 1000
db konidiumot tartalmaztak. A mikrotiter lemezekdt°Z, illetve 37 °C-on 3 napig
inkubdltuk, majd mikroszkop segitségével vizsgaltuk aopiélletek kép&déset.

Az A. nidulans var. roseus A. nidulamsl nagyobb echinocandin
érzékenysége nem csak a csirazé konidiumok, hanendrakirttt tenyészetek
esetében is medfigyellievolt. Amint az a 19. abran is lathaté a tapagarba fa
lyukba cseppentett ECB & nidulans var. roseussetében a lyuktdl lényegesen
tavolabb is kifejtette hatdsat, mig Aznidulansnévekedését csak a lyuk kézelében
gatolta. Amint az a fotokon (19. abra) is lathatOEZB kezelés hatasara az
nidulans var. roseustenyészetek széle ,kiegyenesedett”; azaz az EQRIktOI
nagyobb tavolsagban (kis ECB koncentraciénal) tslgaa gomba ndvekedését, de
a tenyészet ndvekedése a lyuk kdzelében (nagy EG@8ektracional) is folytatddott
(19. abra). Hasonlo jelenségetAamidulansesetében csak akkor tapasztaltunk, ha a

torzset mar eleve ECB-t tartalmazo tapagarra oltottukdedl2ra).
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19. 4bra Az ECB hatdsa &z nidulansvar. roseusATCC 58397 (A, B) és aA.
nidulansFGSC A4 (C, D) tenyészetek ndvekedésére

A bal oldali lyukak 40ul metanolt, a jobb oldali lyukak 30 mg/ml (A, C), ile 60
mg/ml (B, D) koncentraciéju metanolos ECB oldat 4@t tartalmaztak. A fekete
vonalak az ECB kezelés elvégzésekor (a leoltastté@®: nap) lemért telepatniidr
jelolik. A tenyészeteket a kezelést kdet tovabbi 3 napig inkubaltuk 37 °C-on.

20. abra AZA. nidulansFGSC A4 ECB érzékenysége g§/ml ECB-t tartalmazo6
MN tapagar fellletén

A bal oldali lyuk 40ul metanolt, a jobb oldali lyuk 4l 30 mg/ml koncentracioju
metanolos ECB oldatot tartalmazott. A fekete voraE&B kezelés elvégzésekor (a
leoltast koved 3. nap) lemért telepatnddr jeldli. A tenyészeteket a kezelést
koveten tovabbi 3 napig inkubaltuk 37 °C-on.
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3.2.2. A sejtfal homeosztazis valtozasainak vizsgélata

gRT-PCR segitségével megvizsgaltukfamidulansés azA. nidulansvar.
roseussejtfal bioszintézisében érintett néhany génjémdativ transzkripcidjat. E
kisérletekben a 24 °C-on (az ECB kégbasét lehéive té\b homérseéklet) és a 37 °C-
on (az ECB keépimését gatlé smérséklet) inkubalt, valamint a 37 °C-on inkubalt,
de ECB-vel kezelt tenyészetek adatait hasonlitotiskze. AzA. nidulansvar.
roseudan szadmos kitin szintdz gén, igy az ANID_07032nigtdintdz ¢hsA, az
ANID_02523 kitin szintaz ¢hsB és az ANID 08710 kitin szintaz regulator
ortolégja indukalédott 24 °C-on és ECB jelenlétéldgn°C-on. Az ANID_06317
kitin szintaz ¢smB ortologja csak 24 °C-on indukélddott, amig az ANIB318
kitin szintdz €smA, az ANID_04367 kitin szintaz és az ANID_01069 kitizintaz
regulator ortolégjanak transzkripcidjaban szigrifie valtozds nem volt
megfigyelhed. Sem a tenyésztéstmmérseklet, sem az ECB kezelés hatasara nem
tortént valtozds a B-1,3-glukdn szintaz katalitikus alegységének relativ
expressziojabanfsA (4. tablazat). AzA. nidulansFGSC A4 tbrzs esetében a
tenyésztési émeérséklet valtoztatdsa nem okozott szignifikAnsozakt afksAgén
expressziojaban, azonban a 37 °C-on torté@B kezelés hatasarahsBés acsmA
kitin-szintazok indukcioja volt megfigyelhe(5. tablazat).

Annak érdekében, hogy elliéizzik, hogy azA. nidulansFGSC A4 torzs
genom szekvenciaja alapjan tervezett primer pamkAanidulansvar. roseus
esetében is a megfalebrtolég gént ismerik fel, megszekvenéltattuk a primparok
altal felszaporitott DNS-t és a kapott szekvendiakiaszehasonlitottuk a#.
nidulans FGSC A4 torzs a GeneBank adatbéazisban
(www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) szerémdataival. AZA. nidulansvar. roseuses
az A. nidulansszekvencia adatai minden esetben nagyfokl egyenétstitak (6.
tablazat).

A transzkripcidés szidit valtozasok j6 egyezést mutattak a sejtfal
Osszetételének valtozasaval. Aznidulansvar. roseussejtfala szignifikansan tébb
kitint tartalmazott 24 °C-on, mint 37 °C-on (7. t&al. A sejtfal kitin tartalmanak

novekedését a sejtfikl,3-glikan tartalmanak csokkenése kisérte mikozzeim
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glikan tartalom lényegesen nem valtozott (7. tAbjaze A. nidulansesetében a
tenyésztési émérséklet nem befolyasolta érdemben a sejtfal titstét; a mért

adatok igen hasonléak voltak &z nidulansvar. roseusesetében, 37 °C-on mért
értékekhez (7. tablazat).

A. nidulansvar.roseusATCC 58397

gerf 24.°C 37°C  37°C+ECB
Relativ transzkripci6CPY
AN7032 kitin szintaz¢hsA 51+08 76+08 64%0,7
AN2523 kitin szintaz¢hsB 0,2+0,7 1,709 0807
AN6318 kitin szintaz¢smA 2611 2,3+0,7 28+0,8
AN6317 kitin szintaz¢smB 33+08 4,6 +0,7 4,7+0,7
AN4367 kitin szintaz 10,609 10,809 10,9+0,9
ANB8710 kitin szintaz regulator 3,5+ 0,8 6,61 36+f
AN10696 kitin szintdz regulator 49+1 6,3+0,9 6,2+0,8

AN37293-1,3-glikan szintaz
katalitikus alegységdis])

45+0,8 4,6 £0,7 45+0,7

4. tabldzat AzA. nidulans var. roseuATCC 58397 torzs sejtfal bioszintézisben
érintett néhany génjének relativ transzkripcidja3A°C-on veégzett ECB kezelés
(350 mg/L végkoncentracid) a mintavétel (456¢te8 oraval tortént.

a — A tablazatban a&. nidulansgenomjaban megtalalhaté ortoldgok I6kuszszamat
€s nevét tuntettuk fel.

b — A relativ transzkripcido mértéketdCP modszerrel szamoltam KCP = CRgr
CPreferencia @hol CP a PCR termék akkumulalédasahoz szikségksszam a
vizsgalt gén (gén), illetve a ,housekeeping” gérefdrencia) esetében. A
.housekeeping” gén az eEF-3 elongéaciés faktor (ADIG7volt. A ACP érték
csOkkenése utal a gén indukcidjara. A tablazatbdiiggetlen mérés atlagat és
szoérasat tuntettuk fel.

c - szignifikéns eltérés (Student-féle t-teszt, p%)5a 37 °C-on tenyésztett ECB-vel
nem kezelt kultarakhoz képest
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A. nidulansFGSC A4

gén 24 °C 37°C 37°C + ECB
Relativ transzkripci6CP}
AN7032 kitin szintaz¢hsA 72+1 8,11 75+1
AN2523 kitin szintaz¢hsB -0,4+0,8 -0,2+0,9 -1,4+ 0,8
AN6318 kitin szintdz¢smA 05+09 -04+08 -12+08
AN6317 kitin szintaz¢smB 32+%1 36%1 3,5+0,8
AN4367 kitin szintaz 6,1+0,7 6,3+0,8 6,3+0,8
AN8710 kitin szintaz regulator 6,31 6,9+0,7 6,5+0,7

AN10696 kitin szintdz regulétor 2,7+0,8 3,7+0,9 3,7+0,9

AN3729[-1,3-glikan szintaz

-0,6 £0,8 0,2+0,8 -0,6 £0,9
katalitikus alegységdks])

5. tdbldzat AZA. nidulansFGSC A4 torzs sejtfal bioszintézisben érintett mgha
génjének relativ transzkripcidja. A 37 °C-on végZe€B kezelés (350 mg/L
végkoncentracio) a mintavétel (45h§telB draval tortént.

a — A relativ transzkripcio mértekétCP modszerrel szamoltam KWCP = CRer
CPreferencia @hol CP a PCR termék akkumulalédasahoz szikségksszam a
vizsgalt gén (gén), illetve a ,housekeeping” gérefdrencia) esetében. A
.housekeeping” gén az eEF-3 elongéaciés faktor (ADIG7volt. A ACP érték
csOkkenése utal a gén indukcidjara. A tablazatbdiiggetlen mérés atlagat és
szoérasat tuntettuk fel.

b - szignifikans eltérés (Student-féle t-teszt, p < 5 %) &3arPtenyésztett ECB-vel
nem kezelt kulturdkhoz képest
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A feltételezettA.

A gén A gén neve GeneBank idul toléaokkal
azonositéja 9 azonosito szain  nidulansortologoxka
valé egyezés mértéke
transzkripcios
AN6700 elongécids faktor, JN862796 254 (97%); 0; 262
eEF-3
AN7032 K'“”;ég\‘taz’ JIN862788 270 (100%); 0; 270
AN2523 K'“”;é'gtaz’ JIN862808 257 (96%); 0; 269
ANG318 kitin-szintaz, IN862789 193 (96%), 0; 202
csSmA
AN6317 kitin-szintaz, JINB62790 235 (95%), 0; 247
csmB
AN4367 kitin-szintaz JN862791 203 (98%); 0; 207
ANB710 kitin-szintaz INB62792 240 (96%); 0; 250
regulator
AN1069e  Ntin-szintaz INB62793 192 (94%); 0; 205
regulator
B-1,3-glukan-
ANID_03729 szintaz katalitikus JN862794 201 (99%); 0; 202
alegységefksA

6. tabldzat AzA. nidulansvar. roseus ATCC 58397 megszekvenalt génjeinek
0sszehasonlitasa a feltételeZethidulansFGSC A4 ortoldg gének szekvenciaival

a — A tablazatban a&. nidulansgenomjaban megtalalhat6 ortolégok I6kuszszamat
€s nevet tuntettik fel.

b — Az A. nidulansvar. roseusszekvenciak a tabladzatban feltiintetett GeneBank
azonositoszam alatt érfiktel.

¢ —A tablazatban az azonos nukleotidok szaméatérs/ar (%-ban), a gap-ek szamat
€s a megszekvenalt szakasz hosszéat adtuk meg.
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a-glikarf  Sglukarf  kitin®
torzs és tenyésztésirhérséklet

(Wiw %)  (w/w %) (w/iw %)

A. nidulansFGSC A4 37 °C 44 +5 19+3 365
A. nidulansFGSC A4 24 °C 44 + 6 18+3 35+5

A. nidulans var. roseuBTCC 58397 37°C 48+7 17+ 3 31+6

A. nidulans var. roseuBTCC 58397 24°C 487 6+2PC  45+5°C

7. tablazat AZA. nidulansvar. roseusATCC 58397 és aA. nidulansFGSC A4
sejtfal Osszetételének vizsgalata 24 °C-on és 3@n°Q. napig inkubalt KGL
folyékony tenyészetekib szarmazo mintakbol

a — A torzsek kitin,a-glikan ésp-glikéan tartalmat tisztitott és liofilizalt sejtfal
mintakbdl Stevens és munkatarsai (2006) altal Igirbtokollt felhasznélva
hataroztuk meg és tomegszazalékban adtuk meg. Aztitbhn 5 flggetlen mérés
atlagat és szérasat tuntettuk fel.

b — Szignifikans eltérés a 24 °C-on és a 37 °Cemyésztett kultarak kozott
(Student-féle t-teszt; p<5%).

¢ — Szignifikans eltérés a két torzs kozott (Studertfébszt; p<5%).

Annak érdekében, hogy igazoljuk, hogy a 24 °C-oréidrtenyésztés alatt
nem szelektalédnak ki echinocandin rezisz#&neidulansvar. roseusmutansok, az
A. nidulans var. roseus ATCC 58397 tOrzs szélesztését kdest 10 telepet
izolaltunk. A telepek egyik felét 24, a méasik felét &-on tartottuk fenn, majd 5
atoltast koveten megvizsgaltuk viselkedésuket 24, illetve 37 °C-on. A ttautatok
alapjan az izolatumok echinocandin érzékenységefalgmjak kitin tartalma,
specifikus 3-1,3-glikan szintaz aktivitasa és R-1,3-glukdn szintdz ECB
érzékenysége nem tért el érdemben egymastdl, illekarabban tapasztaltaktol (8.

tablazat).
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_ A; Tenyés;tési MECeed  IC b [3-1,3-g|uké_n szintaz aktivités kitin tartalom
izolatum  hémérséklet S0.ECB [nmol/(min*mg fehérje)] (wiw %)
szama (°C) (ng/ml)  (ng/ml) 37°C 24.5C 37°C  24°C
1. 24 °C 0,5 5,3 1,8 2,5 32 43
2. 24 °C 0,5 55 1,8 3,1 36 45
3. 24 °C 0,5 55 2,3 3,3 30 48
4. 24 °C 0,5 5,0 2,2 3,2 29 50
5. 24 °C 0,5 5,0 2,1 2,6 35 43
Atlag +S.D.: 53+0,3 2,0+0,2 29+0,4 32+3 45+%
6. 37°C 0,5 51 1,6 2,7 28 47
7. 37°C 0,5 4,7 1,9 3,0 37 48
8. 37°C 0,5 5,3 2,4 3,3 32 45
9. 37°C 0,5 54 2,7 3,1 34 41
10. 37°C 0,5 5,3 2,0 2,8 37 50
Atlag +S.D.: 51+0,3 21+04 3,0+0,2 34+4 46+92

8. tablazat A 24 °C-on és a 37 °C-otehyészetettA. nidulansvar. roseusizolatumok echinocandin B érzékenységének
0sszehasonlitasa

a - Az 1-5 izolatumot 5 atoltason keresztll 24 #C-a 6-10 izolatumot 5 atoltason keresztll 37 °Qeamyésztettilk a kisérlet
elvégzése étt.

b - A tenyésztési dmérséklet a MEC és Ige:cs értékeket nem befolyasolta ezért csak a 37 °C-potkadatok szerepelnek a
tablazatban.

¢ — Mind a specifiku$-1,3-glukan szintaz aktivitas értékek, mind a skejfan tartalma szignifikAnsan magasabb volt a°24on
tenyésztett kultirak esetében, szemben a 37 °C-on tergddab(Student-féle t-teszt; p < 5 %).
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Agardiffuziés, illetve mikrotiter lemezen végzetzsgalatainkban az SDS
és az ECB koncentraciéfiggmédon hol efsitették (szinergizmus), hol pedig
gyengitették (antagonizmus) egymas antifungalidd#t(21. abra; 9. tablazat). Az
A. nidulansesetében ugyanazon koncentracié tartomanyban ttégzegélataink

soran nem volt kimutathaté szinergista, vagy antegermatas a két szer kozott (9.

tablazat).
A. nidulansvar. roseusATCC 58397
lo le IR Hatah
ECB (2,5ug/ml) SDS (5Qug/ml) 94,6 60,2 1,57 Szinergista
ECB (2,5ug/ml) SDS (6Qug/ml) 49,5 79,6 0,61 Additiv
ECB (10pg/ml) SDS (5Qug/ml) 73,1 86,4 0,85 Additiv
ECB (10pg/ml) SDS (6Qug/ml) 44,1 93,0 0,47 Antagonista

Novekedés (%) 44,1 (ECB 2,pg/ml) 15,1 (ECB 1Qug/ml) 90,2 (SDS 5Qg/ml)
46,3 (SDS 6Qug/ml)

A. nidulansFGSC A4

lo le IR Hatés
ECB (2,5ug/ml) SDS (5Qug/ml) 66,7 57,1 1,17 Additiv
ECB (2,5ug/ml) SDS (6Qug/ml) 70,2 72,4 0.97 Additiv
ECB (10pg/ml) SDS (5Qug/ml) 76,5 83,3 0,92 Additiv
ECB (10ug/ml) SDS (6Qug/ml) 79,1 89,3 0,88 Additiv

Novekedés (%) 62,2 (ECB 248/ml) 24,2 (ECB 1Qug/ml) 68,9 (SDS 5@g/ml)
44,3 (SDS 6Qug/ml)

9. tablazat Az SDS kezelés hatasa az ECB antifungalistakéira

a - tébldzat harom figgetlen mérés atlagait tadzham, a széras minden adat
esetében kisebb volt, mint az atlag 12 %-a.

b - Az ECB-SDS kozotti interakciot az IR interaksiértékkel jellemeztem, melyet
az Abbott formulat felhasznalva hataroztuk meg. Az IR5>skinergista, az 15IR

> 0,5 additiv, mig az IR < 0,5 antagonista hatasra Aallo a két szer egyuttes
jelenlétében mért, mig az le a két szer egyutleslfgében varhat6 (a kulon-kilén
mért ndvekedési gatlasok alapjan szamolt) szazsle&eekedési gatlas (Moreno és
munkatérsai 2003).

¢ — A tdblazatban szeréphtvekedési adatok a zarodjelben feltlintetett hgsian
jelenlétében meért relativ ndvekedést mutatjak.
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21. abra Az SDS hatasa @& nidulansvar. roseus ATCC 58397 torzs ECB
érzékenységére MN tapagar fellletén.

A bal oldali lyukak 20 mg/ml koncentracioju metas®IECB oldat 4Qu-ét, a jobb
oldali lyukak 2,5 mg/ml (A), illetve 6,25 mg/ml (B)okcentraciéju vizes SDS
oldatok 40ul-ét tartalmaztak. A kezelést koven 37 °C-on 3 napig inkubaltuk a
tenyészeteket. A nyilak a szinergista (A) és az antagofi3thatast jelzik.

3.3. A tapkozeg Osszetételének hatdsa &z nidulans var. roseus szekunder
metabolit termelésére

3.3.1. A tdpkozeg Osszetételének hatdsa az A. nididanmsseus szterigmatocisztin
termelésére

Vizsgélataink célja az volt, hogy a tapkozeg osteéinek alkalmas
megvaltoztatasaval csokkentsik a tdrzs ST termtelfsélkil, hogy Iényegesen
befolyasolnak az ECB kép@ését. Az elvégzett kisérletek alapjan az ébsainat
adagolasa novelte, a széjapepton elhagyasa azosleatigen csokkentette a torzs
ST termelését (10. tablazat). Minthogy a szOjapemtiragyasa kedvédendl
befolyasolta a termelt ECB mennyiségét is (10. azdt), a szojapeptont
megprobaltuk valamilyen mas szerves nitrogénfoalabelyettesiteni. A tesztelt
aminosavak és peptonok kozil az ECB felépitésébeésiztvedy Pro, Thr és Orn
elegye, illetve a Phe s a Tyr bizonyultak a |6ggbsebbnek, de az ECB termelés
még igy is elmaradt a kontroll tenyészetben méékéktl (10. tablazat). Az ECB
kihozatal javitasa érdekében megprobaltuk optirdbliza tapleves 6sszetételét.
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Kisérleteinkhez a Tyr-t valasztottuk nitrogénforals;, az optimalizalds a Response

Surface Methodology (RSM) modszer segitségével tortént

ECB (ng/g) ST (ng/g)

kontroll tapleves (GNL) 231 +17 45+5
GNO 10 g/L élesdkivonattal kiegészitve 308 + 21 50+ 6
GNO szbéjapepton nélkdl 96+ 11 <5
GNO szbéjapepton helyett 10 g/L kazeinpepton 226 £ 15 3916
GNO szb6japepton helyett 15 g/L Arg 85+11 <5
GNO szb6japepton helyett 15 g/L Met 79+12 <5
GNO szb6japepton helyett 15 g/L Glu 81+15 <5
GNO szb6japeptonhelyett 5-5 g/L Orn, Pro és Thr 155+17 5+3
GNO szb6japepton helyett 15 g/L Tyr 178 £19 <5
GNO szb6japepton helyett 15 g/L Phe 176 £ 16 <5

10. Tablazat AZA. nidulansvar. roseusATCC 58397 t6rzs ECB és ST termelése
kil6nb6a nitrogénforrasok jelenlétében.

A torzset szénforrdsként glikozt és napraforgoblegatalmazd (széjapeptonos)
tdplevesben tenyésztettik 24 °C-on, 6 napon at. pzokétt ECB és ST
mennyiségét agardiffzios modszerrel, illetve vékérgg kromatogréfia
segitségével hatéroztuk meg. A tdbldzat harom fleggenérés atlagait és azok
szérasat tartalmazza.

Elokisérleteink alapjan a Tyr, a glikéz és a naprafaegjokoncentracioja is
befolyasolta a szekunder metabolitok kigsét. A tapleves tovabbi dsszéiea
NaHPQO, 12H,0, ZnSQ, MgSQ, 7H,0, FeSQ H,0 érdemben azonban nem
befolyasoltdk azt. A vizsgalatokat Box-Bechnken gipukisérleti elrendezést
hasznalva az 5-35 g/L glikoz, 11-25 g/L Tyr és 10-18l/L napraforgoolaj

koncentracio tartomanyban végeztik (11. tAblazat).
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Glikoz Tyr  Napraforgéolaj ECB?

(o) (9L (mliL) (mm)
1. 5 18 10 23,7+1
2. 35 18 10 26,1 +2
3. 5 18 130 194+1
4. 35 18 130 23,0+2
5. 5 11 70 18,2 +2
6. 35 11 70 21,1+2
7. 5 25 70 228+1
8. 35 25 70 228+2
9. 20 11 10 188+1
10. 20 11 130 1601
11. 20 25 10 204 +1
12. 20 25 130 19,4 +2
13. 20 18 70 28,7+3
13. 20 18 70 28,7+3
13. 20 18 70 28,7 +1

11. tabldzat Az A. nidulans var. roseusATCC 58397 ECB termelésének
optimalizalasara hasznalt Box-Bechnken tipusu ki@irendezés. A tdbldzatban a
kiindulasi gliikéz, Tyr és napraforgdolaj koncentééértékek, valamint a 6 napos
tenyészetek altal termelt ECB mennyisége van feltlintetve

a - A fermentlevek ECB tartalmat agardiffizios nmeetsel 3 flggetlen mérésh
hataroztuk meg. A téblazatban a 3 mérés atlaga @sissz szerepel. Az ECB
mennyiségét a gatlasi zona attjével jellemeztiik.

Az RSM KkisérletekBl szarmazé adatokra az R 2.3.1 statisztikai program
segitségével egy 3 valtozos masodfokd polinomatsiliettiink. A polinom
egyutthatéinak értékét, a hozzajuk tartozé becdaldard hiba értékekkel és t-
értékekkel, valamint az illesztés j6sagat jelléndeterminacios koefficienst R

tovabba az F préba adatait az 12. tablazatban foglaltak.6ss
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a koefficiens a koefficiens Becslilt standard

jele értéke hiba érték t-ertek
b0 28,67 0,48 59,87
b1 (glikoz) 1,11 0,29 3,79
b2 (napraforgdolaj) -1,4 0,29 -4,78
b3 (tirozin) 1,41 0,29 4,82
b12 0,3 0,41 0,72
b13 -0,73 0,41 -1,75
b23 0,45 0,41 1,085
b11 -1,52 0,43 -3,52
b22 -4,1 0,43 -9,49
b33 -5,92 0,43 -13,72

Rezidudlis hiba: 0.8294 (5 FG)?R 0,958
F-préba: 36,49 (9 és 5 FG)= 0,000494

12. tabladzat: A 11. tabldzatban szebekisérleti adatokra illesztett haromvaltozos
masodfoku polinom statisztikai adatai. A tablazatfetiintetett értékek az R 2.3.1
(The R Development Core Team; www.r-project.org) tistiikai program
segitségével lettek meghatarozva.

Az illesztett flggvényeknek 24,9 g/L glukéz, 11,6 glhyr és 60,8 ml/L
napraforgoolaj értékeknél van maximuma (22. abragnBdindulasi koncentraciok
esetén a fermentacié 6. napjan 219 gk ECB értéket mértink. Az eredeti GNL
taplevesben az ECB mennyisége 231 #d/j volt, azaz az ECB termelés még igy
is valamelyest elmaradt az eredeti értékekhez képgganakkor a fermentlevek ST
tartalmaban jelets kulonbség volt: 45 + Hug/g (kontoll) és 6,5 + 2ug/g

(optimalizalt).
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22. 4bra Az 11. t4blazatban szeéepbatokra illesztett masodfokd polinom &ltal
meghatéarozott allapotfeliletek.
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3.3.2. A napraforgdolaj echinocandin B termelésre gyakdratasanak vizsgalata

Varakozasainknak megfeteln a napraforgéolajat nem tartalmazoé
tenyészetekben jelgigen csokkent a termelt ECB mennyisége, ami egyiittaja

tenyészetek ligosodasaval és a ndvekedésldtti leallasaval (23. abra).

A 300
250~
— 200
o
(o))
= T
pos 150 -
0
100 -
T
50 A
0
B 1o C 1
10 10
g 8 8
2 T
s 67 5 67 ——t—,
O
(&) 4 ] / 4 7
2 2
O T T T T T T 0 T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120140 0 20 40 60 80 100 120140
Tenyésztésiid (h) Tenyésztésiid (h)

23. abra AZA. nidulansvar. roseustenyészetek ECB termelése (A), nbvekedése
(DCM) (B) és pH-ja (C) napraforgoolajat tartalmazéld), napraforgdolaj néelkili
(kek), valamint napraforg6olaj helyett keméyjt CaCl-t és (NH),SO—ot
tartalmazo )2GNL taplevesben. Az A abran harom flggetlen mérés
atlagat és szOras tuntettik fel; a mintavétel gésrtés 6. napjan tértént. AB és C
abrakon harom flggetlen mérés atlagai vannak ahezé szoras egyik pont
esetében sem haladta meg a 15 %-ot.
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napraforgoolaj napraforgdolaj paraffinolaj

nélkal jelenlétében jelenlétében
0 ug/ml ECB ++ ++ ++
5 ug/ml ECB + ++ ++
10 ug/ml ECB +/- + ++
20 ug/ml ECB ++ ++ ++
40 ug/ml ECB - + ++
80 ug/ml ECB - + ++

13. tAblazat A napraforgbolaj és a paraffinolaj satéaz ECB antifungalis
aktivitasara MN taplevesben.

A vizsgalatokban azA. nidulans var. roseus ATCC 58397 torzset kulonbéz

mennyiséf ECB-t (0-80 pug/ml) tartalmazo6 Barratt féle miniamétrat tdpkézegben
tenyésztettiik 37C-on. A tapleveseket a kisértdtfiiggéen 75 ml/L napraforgo-
vagy paraffinolajjal egészitettik ki.

A tenyészetek ndvekedését adtirmicélium mennyiségével jellemeztik.

.+’ - az ECB-t nem tartalmazd, kontroll tenyészétek hasonld intenzitdsu
novekedés

.+ —a kontroll tenyészetekétlényegesen gyengébb névekedés

,+H-" — minimalis novekedés

. — teljes ndvekedés gatlas

Ammédnium-szulfat és keméngitadagolasaval ez utdbbi két valtozas mégedts
volt, ami kedveéen befolyasolta az ECB termelését is (23. abra).

A 37 °C-on (ECB-t nem termélkorilmények kdzott) végzett vizsgalataink
alapjdn a napraforgoolaj képes volt mérsékelni pkdzeghez adott ECB
antifungalis aktivitasat (13. tablazat). Hasonléastaparaffinolaj adagolaséaval is el
lehetett érni (13. tablazat). Erdemes megemliteniy aga szénforrasként gliikozt
€s napraforgbolajat tartalmazé komplex tapkdzegban napraforgoolajat
paraffinolajra cseréltik le, a termelt ECB mennges¢87 + 16ug/g) elmaradt a
napraforgoolaj jelenlétében meért értékekhez (237 1g/g) képest a tenyésztés 6.
napjan. (Paraffinolaj, illetve napraforgoolaj hiangadb 76 + 16 pg/g ECB

termebdését detektaltuk.)
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3.4. A tenyésztési émérséklet hatdsa az\. nidulansvar. roseusanyagcseréjére

Annak érdekében, hogy tobbet megtudjunk az ECB tésnhalapveien
meghatarozé tenyésztésirhérséklet (Boeck és Kastner 1981)Aaznidulansvar.
gRT-PCR-es vizsgalatdval egészitettink ki. A gRT-PE@R a microarray
segitségével meghatarozott adatok kdzott szoraglkoidt kaptunk (R= 0,7405;
24. abra).

8,0

6.0 | .

log2 R

60 -40 -20 00 20 40 60 80
AACP

24. abra A microarray adatok alapjan szamolt nozalliog R és a gRT-PCR
alapjan kalkulaIAACP adatok kozotti (linearis) korrelacié vizsgalata.

Ezeket a kisérleteket glik6zos taplevesben (KGLlgextik, ugyanis a
napraforgoolaj jelenléte megakadélyozta a jO aéui RNS izolalasat. A
mintavétel a tenyésztés 3. napjan (53 h) torténtmiAtavétel idpontjaban a

tenyészetek néhany jellethiulajdonsagéat az 14. tablazatban foglaltam 6ssze.
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37°C 24 °C

novekedés(g/(L * nap)) 9+1 5,6 +0,8*
szérazanyag tartalom (g/L) 20+3 14 + 2*
glukéz fogyad (g/(L * nap)) 17 + 2% 10 + 1*
glikoz tartalom (g/L) 14 +2 18+3

pH 55+%0,2 4,9 +0,1*
ECB (ug/9) - 78 £ 9*
peroxid tartalom (pmol/mg DCM) 0,9+0,2 0,5+0,1*
GSH (mmol/kg DCM) 1,8+0,2 4,9 +0,4*
GSSG (mmol/kg DCM) 0,12+0,01 0,21 +£0,02*
GSH/GSSG 15+£2 24 + 4*

a sejtfal kitin tartalma (w/w %) 31+6 45 + 5*
katalaz aktivitas (kat/kg protein) 0,1 +0,03 0,9 + 0,09*
glutation reduktaz aktivitas (mkat/kg protein) 08+0,1 2,2+0,5*
nitrat reduktdz aktivitds (mkat/kg protein) 0,2 +0,04 0,4G676

14. tabldzat A 24 °C-on, illetve 37 °C-on inkub&@t nidulans var. roseus
tenyészetek néhany jellegzetes tulajdonsaga a micyoarsmalat idpontjaban.

A torzset KGL taplevesben tenyésztettiik, a mintd\azeb3-adik oraban tortént. A
tablazat 4 fuggetlen mérégbszamolt atlagokat és azok szérasat tartalmazza. A
kétféle tenyésztésidmeérsékleten mért értek kozotti szignifikans elte(&udent-
féle t-teszt, n = 4, p < 5 %) *-gal jeloltik.

a — A novekedés és a glukéz fogyas sebessége aal0tenyészetekre lettek
kiszamitva.

A microarray kisérletekdd szarmaz6 normalizalt adatok alapjan szamolt
log, R értékek ismeretében érhérséklet 37 °C-rél 24 °C-ra vald cstkkentése 400
gén aktivitdsat csokkentette, mig 139 gén aktivithéaelte szamottévmértékben
(15. tdblazat). Ezen gének microarray adatai és az elvé§E®PGR-es vizsgalatok
alapjan az alabbi valtozasok valoswithebek a tenyészetben a tenyésztési
hémérséklet 24 °C-ra valo csokkentése utan (15-16. tablgzato
1. A szénhidrat anyagcserében bekoveikeéisebb valtozasra utal néhany

glukoz/hexoz transzportert kodolo, illetve a glulkderob lebontasaban érintett gén
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represszidja. Ezzel parhuzamosan néhany poliszdchddztik a glikogén)
szintézisben érintett gén és a glikogén raktaralbilimasaért felels (AN1015
ortolog feltételezett glikogén foszforilaz) gén indudddtt.

2. A korébbi vizsgélatokhoz képest kevés, a sejtfahtézisben érintett gén
aktivitasaban tapasztaltunk nagyaranya valtozdstekEzalapjdn a Kkitin
szénforrasként torténhasznositasaban érintett feltételezett N-acailkdgtamin-6-
foszfat deacetilaz és glukézamin-6-foszfat izomegének (AN1428 és AN1418
ortolégok), valamint egy pepszin-tipust sejtfal péat gén (AN8102 ortoldg)
represszalddott, mig a kitin szintézisben koZieids chiA kitindz ortolégja és egy
GPI-horgonnyal rendelkézejtfal fehérje gén (AN5357) ortoldgja indukalodott.

3. A lipid anyagcserében a szintézis-lebontas egyemsidyzintézis felé tolodott el.
4. Szamos, az aminosavak, nukleotidok szintézisébameter gén aktivitisa
csOkkent (kivételt képez az AN1734 ortolég feltéredtt 3-dehidroshikimat
dehidratazt kédolé gén, amely a qRT-PCR-es adatmpjal is indukalodott), mig
megle® mdodon a nitrat redukciéban érintett gének aktivitdga n

5. A fehérjeszintézis intenzitdsanak csokkenésre sz@mos a transzkripcidhoz,
transzlacidhoz, poszttranszlacios médositdsokhoz kifpidsgén represszioja.

6. Szamos &stressz fehérjét kodold gén represszalodott, nélamgyutation és
tioredoxin anyagcserében érintett, illetve DNS ndyman kdzrenikdods génekkel
egyltt; mig harom kataldzt kodol6 gén is indukalédott.

7. A vas anyagcserében érintett gének kozul 12 sepadddott és egy sem
indukalédott.

8. Szamos jelatviteli fehérje génjének aktivitasakkent és csak ket emelkedett

meg.

61



) 37 °C-on aktivabb 24 °C-on aktivabb
A gén funkcioja

gének szdma gének szama
szénhidrat anyagcsere 15 10
glikolizis, pent6z-foszfat ut, 6 1
citrat kor, légzés és a hozza
kapcsol6dé folyamatok
glikoneogenezis, szacharid 1 4
szintézis és a hozz4 kapcsolédd
folyamatok
hidrolazok, szacharid lebontas 0 2
Transzport 6 1
Egyéb 2 2
sejtfal homeosztazis 5 2
sejtfal szintézis 0 1
sejtfal lebontés 4 0
Egyéb 1 1
lipid anyagcsere 6 5
lipid (zsirsav, foszfolipid, 0 5
szteroid) szintézis
lipid (zsirsav, foszfolipid, 5 0
szteroid) lebontas
Transzport 1 0
nitrogén anyagcsere 37 7
aminosav, nukleotid szintézis 21 1
aminosav, nukleotid 7 0
szintézis/lebontas
aminosav, nukleotid lebontas 7 1
nitrat redukcio 0 3
proteaz, nukleéz 1 1
Transzport 1 1
fehérje szintézis 39 1
transzkripcio, transzlacié és a 31 0
hozz4 kapcsolodé folyamatok
folding, poszttranszlacios 8 1
valtozasok, trafficking
stressz-fehérjék 21 6
héstressz fehérjék 11 0
tioredoxin és glutation 7 0

anyagcsere
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Kataldz 0 3
DNS repair 3 0
Egyéb 0 3
vas anyagcsere 12 0
sziderofor szintézis 6 0
sziderofoér transzport 6 0
Szabdlyozas 30 2
transzkripcios faktor 21 1
Egyéb 9 1
szekunder anyagcsere 4 3
poliketid szintézis 4 2
nem riboszémalis peptid 0 1
szintézis

egyeb funkciéju gének 126 34
ismeretlen funkciéju gének 105 69
Osszesen 400 139

15. tablazat A microarray kisérletekben indukalédédt represszalddott gének
funkcib szerinti csoportositasa.

A gén funkcitja AACP log; R

szénhidrat anyagcsere
AN3639 feltételezett alfa-ketosav dehidrogenaz -2,0®#* 0-2,07
AN5634 AcuD, izocitréat liaz (1) -3,85+1,1%2,81
AN2314 feltételezetn-1,4-glikan "branching” enzim 5,15 £ 0,9* 2,57
AN1015 feltételezett glikogén foszforilaz 5900+14* @&,7
AN2584 feltételezett hexdz transzporter 0,801 -2,69
AN2585 feltételezett MFS monoszacharid transzporte60-+ 1,2  -2,49
AN4148 feltételezett cukor transzporter -1,90+15 -3,36

sejtfal homeosztazis
AN1418 feltételezett glikbzamin-6-foszfat izomeréaz 3,70 + 1,4* -3,92
feltételezett N-acetil-glik6zamin-6-foszfat

AN1428 deacetilaz -5,15 + 1,5*-3,05
PepAc, feltételezett pepszin-tipusu aszpartat

AN8102 sejtfal protedz -4,10 + 1,2*3,50

AN5357 feltételezett sejtfal fehérje 6,65+1,3* 3,52

AN8241 ChiA, kitinaz (2) 7,30+0,9* 4,43
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AN3729

AN10471
AN4934

AN3381
AN11161
ANG6792

AN10559

AN4401
AN4159
AN1734

AN1007

ANG6450
AN4219
AN7479
AN11125

AN10489

AN4583

ANZ2738
AN9397

AN3581
AN8692
AN3150
AN9339

ANB8637
AN8553
ANG6089
AN8269
AN5781
AN5129

FksA, aB-1,3-glukan szintdz komplex
katalitikus alegysége (3) 0,10+1 -0,15

lipid anyagcsere

feltételezett 3-hidroxiacil-CoA dehidrogena®3,50 + 1,2* -4,17
feltételezett 3-hidroxiacil-CoA dehidrogenadz2,60 + 1,4* -2,11
PkiC, feltételezett zsirsav szintaz béta

alegység 2,70+ 1,5 2,07
feltételezett foszfatidilszerin dekarboxilaz 4,75 +1,1* 3,39
GfdB, glicerol-3-foszfat dehidrogenaz 3,40+ 1* 9&
feltételezett 3-oxo-5-alfa-szteroid 4-

dehidrogenaz 3,60+0,9* 2,35
nitrogén anyagcsere

feltételezett aszparagin szintaz -2,25 + 1;3:01
GInA, feltételezett glutamin szintaz (4) -2,00 +1,22,33
feltételezett 3-dehidrosikiméat dehidrogendz 02,8,4* 2,69
NiiA, nitrit reduktaz (5) 550+1,4* 222
fehérjeszintézis

feltételezett 60S riboszéma fehérje 0,85+1 6-3,0
feltételezett RNS polimeraz Il alegység -2,00 £1.2,00
feltételezett aszparaginil-tRNS szintaz -4,80at 1-2,60
feltételezett glici-tRNS szintaz -2,95 +1,62,23
FKBPS5, feltételezett peptidil-prolil cisz-

transz izomeraz (6) -1,75 +£1,4%2,20
Cyp7, feltételezett peptidil-prolil cisz-transz

izomeraz -1,60 + 0,9*-3,36
feltételezett COPII vezikulum membran

fehérje 005+14 -2,11
HacA transzkripcios faktor (7) 095+17 -0,61
stressz folyamatok

TrxR, tioredoxin reduktaz (8) -1,80 + 1,1%2.93
PrxA peroxiredoxin (8) 0,90+1,2 -2,65
feltételezett gamma-glutamil-cisztein lighz  0O#11,4  -2,45
CatB, katalaz B (9) 205+12* 4,01
CatA, katalaz A (10) 4,60+1,8* 5,63
feltételezett katalaz 2,15+1,3* 4,07
feltételezett HSP60 fehérje -2,00 + 1,22,67
feltételezett HSP9O0 fehérje (11) -1,70+£1*  -3,21
feltételezett HSP30 fehérje (11) -1,65+1* -3,13
feltételezett HSP70 fehérje (11) -2,00 + 0,256
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vas anyagcsere
MirB, feltételezett ferri-sziderofor

ANB8365 transzporter -2,05+1,2*4,12
feltételezett acil-CoA szintaz (ferrikrocin
ANO0609 szintézis) -1,70 £ 0,9*-4,93
szabalyozas
GprE, feltételezett G-protein kapcsolt
AN9199 receptor (12) -1,40 + 0,8*-2,32
AN4238 SchA, szerin/treonin protein kindz (13) -4,65 + 1,6*23
AN1812 JilbA, transzkripciés faktor (14) -2,15+1,32,29
AN3675 CpcA transzkripcios faktor (15) -020+15 -2,18
egyéb
AN5046 anisin (16) 0,20+14 -0,23
AN7820 AfIR, transzkripciés faktor (17) -0,10+15 0,14
AN11510 feltételezett atezin 0,80+1,6 -0,26

16. tabldzat A qRT-PCR-rel elléreétt gének relativ transzkripciéjanak kilénbsége
(AACP: a relativ transzkripcio értékeld\@P} kilénbsége a 37 és a 24 °C-on
inkubalt mintak esetében) és jdg értékei.

A pozitiv értékek a 24 °C-on torti@nndukciora, a negativak a 24 °C-on toéén
repressziora utalnak. AACP értékek esetében 4 parhuzamos méreés alapjanlszam
atlagértékek és azok szérasa van feltintetve. Al *jgalt értékek esetében a
kilénbség sziginifikAnsan eltér (Student-féle t-teigz8, p < 5 %) a nullatdl.

1. Ballance és Turner (1986); 2. Yamazaki és munait§2008); 3. Kelly és
munkatérsai (1996); 4. Schinko és munkatéarsai (2@BL.Q)Johnstone és munkatéarsai
(1990); 6. Pemberton (2006); 7. Saloheimo (2003};H®n és munkatarsai (2007);
9. Kawasaki és munkatarsai (1997); 10. Navarro éskatarsai (1996); 11. Freitas
és munkatérsai (2011); 12. Han és munkatéarsai (2@84)illinger és munkatarsai
(2002); 14. Strittmatter és munkatarsai (2001); 15fiHafn és munkatarsai (2001);
16. Eigentler és munkatarsai (2011); 17. Yu és munkat4:396)

A tdbladzatban a?A. nidulansgenomjaban megtaldlhatd ortolégok I6kuszszaméat és
nevét tlntettik fel.
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3.5. Természetes eredétantifungalis anyagok kolcsdnhatasanak vizsgalata

A természetben is @fordulé antifungalis hatasu anyagok — ECB, a
Penicillium chrysogenunantifungalis fehérjéje (PAF), valamint a& nidulans
extracellularis kitinaza (ChiB) é8-1,3-glukanadza (EngA) — koOzotti lehetséges
kdlcsbnhatasokat mikrotiter lemezen vizsgéaltuk. Amdenényeket a 17-19.
tablazatokban foglaltuk 6ssze. A kapott adatoknagfetelsen a ChiB kitinaz és az
EngA B-1,3-glikanaz feldisitette (szinergista hatas) az ECB antifungaliad#@ta
tesztelt fonalas gombak és élégzesetében egyarant (17. tablazat). Ugyanakkor a
ChiB és az EngA nem mutatott sem szinergizmust, @etagonizmust a PAF-fal
(18. tablazat). Vizsgalataink alapjan - a varakokédak megfelglen (Hegeds és
munkatarsai 2011) - a PAF (5, illetve g§/ml) nem befolyasolta Saccharomyces
cerevisiaeés aCandida albicansndvekedését és nem volt hatassal az ECB (3-30
pg/ml), a ChiB (0,6 U/ml), illetve az EngA (12 U/mih@#ungalis aktivitdsara sem.
Ezzel ellentétben az ECB és a PAF kozott antagohiastast mutattunk ki a tesztelt

Aspergillupk esetében egyes koncentracié tartomanyokban (18z&kb

A. nidulansFGSC A4 EngA + ECB'

lo le IR Hatad
EngA (12 U/ml) ECB (G1g/ml) 75,1 66,3 1,13 Additiv
EngA (12 U/ml) ECB (1Qug/ml) 80,6 84,4 0,96 Additiv

Novekedés (%) 64,1 (EngA 12 U/ml) 52,5 (ECB jig/ml) 24,4 (ECB 1Qug/ml)

A. nidulansvar. roseusATCC 58397 EngA + ECB

lo le IR Hatas
EngA (12 U/ml) ECB (Iug/ml) 86,6 32,2 2,27 Szinergista
EngA (12 U/ml) ECB (Jug/ml) 96,1 82,5 1,17 Additiv

Novekedés (%): 88,1 (EngA 12 U/ml) 70,2 (ECRdImI) 19,9 (ECB Jug/ml)

A. fumigatusFGSC 1100 EngA + ECB

lo le IR Hatés
EngA (12 U/ml) ECB (Jug/ml) 77,6 48,3 1,61 Szinergista
EngA (12 U/ml) ECB (Gug/ml) 97,3 80,0 1,22 Additiv

Novekedés (%): 82,5 (EngA 12 U/ml) 62,2 (ECR@mI) 24,2 (ECB 6ug/ml)
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S. cerevisia&s288C EngA + ECB
lo le IR Hatés

EngA (12 U/ml) ECB (0,1%g/ml) 86,8 51,9 1,67 Szinergista
EngA (12 U/ml) ECB (0,31g/ml) 90,9 57,6 1,58 Szinergista
Novekedés (%): 65,4 (EngA 12 U/ml) 73,6 (ECB 0,08ml) 64,9 (ECB 0,31g/ml)

C. albicansATCC 14053 EngA + ECB
lo le IR Hatéas

EngA (12 U/ml) ECB (0,1%g/ml) 86,7 71,2 1,59 Szinergista
EngA (12 U/ml) ECB (0,31g/ml) 89,3 75,6 1,53 Szinergista
Novekedés (%): 63,1 (EngA 12 U/ml) 72,3 (ECB 0,4#ml) 66,3 (ECB 0,31g/ml)

A. nidulansFGSC A4 ChiB + ECB

lo le IR Hatas
ChiB (0,6 U/ml) ECB (Gug/ml) 74,3 73,2 1,02 Additiv
ChiB (0,6 U/ml) ECB (1Qug/ml) 82,2 87,5 0,94 Additiv

Novekedés (%): 51,1 (ChiB 0,6 U/ml) 52,5 (ECR@mI) 24,4 (ECB 1Qug/ml)

A. nidulansvar. roseusATCC 58397 ChiB + ECB

lo le IR Hatas
ChiB (0,6 U/ml) ECB (lug/ml) 92,6 29,8 191 Szinergista
ChiB (0,6 U/ml) ECB (3ug/ml) 96,9 85,4 1,13 Additiv

Novekedés (%): 73,4 (ChiB 0,6 U/ml) 70,2 (ECRg/mI) 19,9 (ECB Jug/ml)

A. fumigatusFGSC 1100 ChiB + ECB

lo le IR Hatas
ChiB (0,6 U/ml) ECB (3ug/ml) 93,3 59,7 1,56 Szinergista
ChiB (0,6 U/ml) ECB (Gug/ml) 97,3 84,4 1,15 Additiv

Novekedés (%): 64,3 (ChiB 0,6 U/ml) 62,2 (ECR@mI) 24,2 (ECB fug/ml)

S. cerevisia&s288C ChiB + ECB
lo le IR Hatas

ChiB (0,6 U/ml) ECB (0,1%g/ml) 29.8 34.3 0.87 Additiv
ChiB (0,6 U/ml) ECB (0,31g/ml) 65.7 42.0 1.56 Szinergista
Novekedés (%): 89,3 (ChiB 0,6 U/ml) 73,6 (ECB 0O @pml) 64,9 (ECB 0,31g/ml)

C. albicansATCC 14053 ChiB + ECB
lo le IR Hatas

ChiB (0.6 U/ml) ECB (0,1%g/ml) 61,2 57,3 1,42 Additiv
ChiB (0.6 U/ml) ECB (0,31g/ml) 77,4 63,9 1,61 Szinergista

Novekedés (%): 78,7 (ChiB 0,6 U/ml) 72,3 (ECB 0O @pml) 66,3 (ECB 0,31g/ml)

17. tablazat A sejtfalbonté enzimek (ChiB, EngA) bkatéaz ECB antifungélis
aktivitasara

a — A tablazat harom flggetlen mérés éatlagait Itagzaza, a sz6rds minden adat

esetében kisebb volt, mint az atlag 15 %-a.
b - Az antifungalis hatasu szerek kozotti inter@kchz IR interakcios értékkel
jellemeztem, melyet az Abbott formulat felhasznéahadaroztuk meg. Az IR > 1,5
szinergista, az 1,5 IR > 0,5 additiv, mig az IR < 0,5 antagonista hatasra Aralo
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a két komponens egylttes jelenlétében mért, migleaa két szer egylttes
jelenlétében varhatdé (a kulon-kiulon mért névekedgiiasok alapjan szamolt)
szazalékos novekedési gatlas (Moreno és munkatarsagi 2003

c— A tablazatban szeréphovekedési adatok a zardjelben feltlintetett hgsign
jelenlétében meért relativ ndvekedést mutatjak.

A. nidulansFGSC A4 EngA + PAF

lo le IR Hata®
EngA (12 U/ml) PAF (Sug/ml) 482 60,8 0,79 Additiv
EngA (12 U/ml) PAF (65ug/ml) 50,3 83,1 0,60 Additiv

Novekedés(%): 64,1 (EngA 12 U/ml) 61,1 (PAF/ml) 26,3 (PAF 65ug/ml)

A. nidulansvar. roseusATCC 58397 EngA + PAF

lo le IR Hatas
EngA (12 U/ml) PAF (Gag/ml) 243 327 0,74 Additiv
EngA (12 U/ml) PAF (65ug/ml) 62,1 870 0,71 Additiv

Novekedés (%): 88,1 (EngA 12 U/ml) 76,4 (PAEEFmMI) 14,8 (PAF 65ug/ml)

A. fumigatusFGSC 1100 EngA + PAF

lo le IR Hatas
EngA (12 U/ml) PAF (51g/ml) 41,2 574 0,72 Additiv
EngA (12 U/ml) PAF (65ug/ml) 55,5 69,3 0,79 Additiv

Novekedés (%): 82,5 (EngA 12 U/ml) 51,6 (PAEGMI) 36,6 (PAF 651g/ml)

A. nidulansFGSC A4 ChiB + PAF

lo le IR Hatas
ChiB (0,6 U/ml) PAF (5ug/ml) 59,1 68,8 0,86 Additiv
ChiB (0,6 U/ml) PAF (65ug/ml) 645 86,6 0,74 Additiv

Novekedés (%): 51,1 (ChiB 0,6 U/ml) 61,1 (PARGMI) 26,3 (PAF 651g/ml)

A. nidulansvar. roseusATCC 58397 ChiB + PAF

lo le IR Hatas
ChiB (0,6 U/ml) PAF (5ug/ml) 30,9 43,9 0,70 Additiv
ChiB (0,6 U/ml) PAF (65ug/ml) 65,4 89,1 0,73 Additiv

Novekedés (%): 73,4 (ChiB 0,6 U/ml) 76,4 (PARGMI) 14,8 (PAF 651g/ml)

A. fumigatusFGSC 1100 ChiB + PAF

lo le IR Hatas
ChiB (0,6 U/ml) PAF (5ug/ml) 48,8 66,8 0,73 Additiv
ChiB (0,6 U/ml) PAF (65ug/ml) 52,3 76,5 0,68 Additiv

Novekedés (%): 64,3 (ChiB 0,6 U/ml) 51,6 (PAEFmI) 36,6 (PAF 65ug/ml)

18. tdblazat A PAF hatasa a sejtfalbonté enzimekiBCEngA) antifungélis
aktivitasara

a — A tablazat harom fuggetlen mérés atlagait ltagtzza, a sz6rds minden adat
esetében kisebb volt, mint az atlag 15 %-a.

b - Az antifungalis hatadsu szerek kozotti interékcaz IR interakcids eértékkel
jellemeztiik, melyet az Abbott formulat felhasznahataroztuk meg. Az IR > 1,5
szinergista, az 1,5 IR > 0,5 additiv, mig az IR < 0,5 antagonista hatasra Azalo
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a két szer egyuttes jelenlétében mért, mig az Iétasker egylttes jelenlétében
varhaté (a kulon-kdlén mért novekedési gatlasokpjata szamolt) szazalékos
ndvekedési gatlas (Moreno és munkatarsai 2003).

c — A tabldzatban szeréphdvekedési adatok a zardjelben feltlintetett hgsign

jelenlétében mért relativ névekedést mutatjak

A. nidulansFGSC A4 PAF + ECB

o le IR Hata8
PAF (5pg/ml) ECB (3pg/ml) 12,6 46,2 0,27 Antagonista
PAF (5pg/ml) ECB (6pg/ml) 216 679 0,32 Antagonista

PAF (65ug/ml) ECB (10ug/ml) 426 93,6 0,46 Antagonista
NovekedéS(%): 61,1 (PAF Jug/ml) 26,3 (PAF 65ug/ml) 88,1 (ECB 3ug/ml) 52,5
(ECB 6ug/ml) 24,4 (ECB 1Qug/ml)

A. nidulansvar. roseusATCC 58397 PAF + ECB

lo le IR Hatas
PAF (5ug/ml) ECB (1pg/ml) 346 464 0,75 Additiv
PAF (5pg/ml) ECB (3ug/ml) 52,6 84,8 0,62 Additiv
PAF (65pg/ml) ECB (2pug/ml) 44,7 90,3 0,49 Antagonista

Novekedés (%): 76,4 (PAFEy/ml) 14,8 (PAF 65ug/ml) 70,2 (ECB Jug/ml) 19,9
(ECB 3pg/ml) 55,1 (ECB Zig/ml)

A. fumigatusFGSC 1100 PAF + ECB

lo le IR Hatas
PAF (5ug/ml) ECB (1ug/ml) 51,5 78,5 0,9 Additiv
PAF (5ug/ml) ECB (3ug/ml) 55,2 93,8 0,81 Additiv

PAF (65upg/ml) ECB (0,5ug/ml) 23,5 652 0,36 Antagonista
Novekedés (%): 51,6 (PAFm/mI) 36,6 (PAF 63ug/ml) 82,6 (ECB lug/ml) 62,2
(ECB 3ug/ml) 95,1 (ECB 0,5g/ml)

19 . tablazat A PAF hatdsa az ECB antifungalis aktivitdsara

a — A tablazat harom flggetlen mérés éatlagait Itagzaza, a sz6rds minden adat
esetében kisebb volt, mint az atlag 15 %-a.

b - Az antifungalis hatdsu szerek kozotti interékcaz IR interakcids értékkel
jellemeztem, melyet az Abbott formulat felhasznéahadaroztuk meg. Az IR > 1,5
szinergista, az 1,5 IR > 0,5 additiv, mig az IR < 0,5 antagonista hatasra Aralo

a két szer egyilttes jelenlétében mért, mig az létasker egyuttes jelenlétében
varhatd (a kilon-kalén mért novekedési géatlasokpjata szamolt) szazalékos
ndvekedési gatlas (Moreno és munkatarsai 2003).

c — A tdblazatban szeréphtvekedési adatok a zardjelben feltlintetett hgsian
jelenlétében mért relativ névekedést mutatjak.
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4. Eredmények megbeszélése

4.1. AzA. nidulansvar. roseusATCC 58397 torzs polifazikus jellemzése

Az A. nidulansvar. roseusATCC 58397 t6rzs néhany tulajdonsagét tekintve
atmenetet képez a nidulansés azA. rugulosudajok kdzott. AzA. nidulansés az
A. rugulosustorzsek kozotti ledgibb mikromorfolégiai kilonbség az aszkosporak
sejtfaldnak eltér szerkezete: aA. nidulansaszkospérainak fala sima, mig Az
rugulosusaszkospdrainak fala régbtt (2. abra). Az ATCC 58397 torzs esetében az
aszkosporak fala sima (Boeck és Kastner 1981; Kéishmunkatarsai 2001). A
torzset elésorban e tulajdonsaga alapjan soroltdk Az nidulans fajba.
Szobalbmeérsékleten mutatott szokatlanul lassu noveked&seE@B termelése
ugyanakkor aA. rugulosudajhoz teszi hasonléva (Boeck és Kastner 1981; Klich és
munkatarsai 2001). Sajat vizsgalataink alapja.amidulansvar. roseus24 °C-on
mutatott ndvekedése - a tesztalt rugulosusttrzsekhez hasonléan - valamennyi
vizsgalt szénforrdson lényegesen elmaradtAaznidulansétdl, noha 37 °C-on
szamotte¥ novekedésbeli kilonbség nem volt a torzsek ka&thbra). Meglef
maodon razott lombikos kisérletekben, napraforgdolajaatimazé GNL taplevesben,
az A. nidulansvar. roseus 24 °C-on is legalabb ugyan olyan joékt snkabb
gyorsabban noévekedett, mint a&. nidulans (9. &bra). Erdemes azonban
kihangsulyozni, hogy azA. nidulansvar. roseus viselkedése e tekintetben is
hasonlésagot mutatott a vizsgaltrugulosuddrzsekével (9. abra).

A gombak &ltal termelt szekunder metabolitok vitagagyakran hasznalt
eljards taxonomiai problémak megoldasara, noha digyeti spektrum nagyban
flgg a tenyésztés korilményiitspergillusfajok esetében is (Klich és munkatarsai
2001). Frisvad (1985) vizsgélataiban kimutatta, hogyegfeleb tenyésztési
koralmények kozott azA. nidulans és az A. rugulosus szekunder metabolit
spektruma akar teljesen meg is egyezhet. Klich éskatarsai (2001) ugyanakkor
arra hivtdk fel a figyelmet, hogy mindkét faj esethigen nagy a fajon beldli

variabilitas. Eppen ezért sok szérszerint a szekunder metabolit spektrum
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vizsgalata (6nmagaban) csak korlatozott mértékbkealneas a fajok kozotti
kilonbségek kimutatasara (Geiser €s munkatarsa8)1$hjat vizsgalatainkban a
kontrollként hasznalt kéA. rugulosugtorzs kozott jelerds eltéréseket detektaltunk
(12. abra) 6sszhangban Klich és munkatarsai (20@fatapitasaival. A 24 °C-os
inkubacié alatt termelt antifungalis aktivitds (ECR. tablazat, 10-11. abra) és egy
a vékonyréteg kromatogréafias eljarassal is megbdamadetektalhaté komponens
jelenléte (12. abra) alapjan azonbanmAanidulansvar. roseusszekunder metabolit
termelését tekintve is inkabb hasonlitott Az rugulosus mint az A. nidulans
fajéhoz.

A  klasszikus taxonOmiai  vizsgalatokat  molekularismarkerek
meghatarozasaval egészitettik ki. A DNS szekvenaklmanyozdsahoz olyan
marker géneket valasztottunk, melyeket rutingzer hasznalnak a gombék és
kilondsen az Aspergilludk rendszerezésére és melyek alkalmasak akar
onmagukban is a fajok elkllonitésére. Valasztasurkalenodulin ésp-tubulin
génekre esett, melyek intronjaiknak kdszédbletigen varidbilisak, igy kdzelrokon
fajok elkulonitésére is alkalmasak (Henry és muiisati 2000; Geiser és
munkatarsai 2007; Peterson 2008). VizsgalatainkatazgAspergillu®k esetében
ritkdbban tanulményozott sok intronos gén;aktin vizsgalataval egészitettik ki és
elvégeztik az ITS szekvenciak meghatarozasat is,a neken szekvenciak
Aspergilluk esetében inkabb csalsectik elkulonitésre alkalmasak (Bruns 2001).
A parcidlis kalmodulin é$-tubulin szekvenciak filogenetikai vizsgalata (16ra
egyértelniien igazolta, hogy - a fenotipikus eredményeinkkel €aktin szekvencia
adatokkal (2. tablazat) 6sszhangban -Aamidulansvar. roseustdrzs nem az.
nidulansfajhoz tartozik és igen szoros rokonsagban &j.azmgulosudajjal.

Keresztezési kisérleteinkben aspergillu®kra is jellemd paraszexualis
ciklust kihasznalva sikerdlt hibrid telepeket I&imeni azA. nidulans valamint azA.
nidulansvar. roseus illetve azA. nidulansés azA. rugulosusiltalunk Iétrehozott
mutansai kozo6tt. A hibrid kolonidk tobbségére jmiké csokkent konidium képzés
és novekedés, valamint az a tény, hogyAanidulansFGSC A146 tdrzzsel vald
keresztezés esetén csak egyféle fenotipusu hiblithikk keletkeztek, arra utal,

hogy azA. nidulansés azA. rugulosuqA. nidulansvar.roseu$ genom nem teljesen
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kompatibilis egymassal. Irodalmi adatok alapjan ukdjhogy Kevei és Peberdy
(2979, 1984), hasonlbéan Bradshaw és munkatérsdit®&3) protoplaszt fuzids
technikaval stabil heterokarionos tenyészetekigtabodiploidokat és hibrideket is
létre tudott hozni aA. nidulansésA. rugulosugdrzsek felhasznélasaval. A legtébb
hibrid az 6 esetikben is csokkent konidiogenezist és gyengekedést mutatott
(Kevei és Peberdy 1979, 1984). Bradshow és munkat{283) szintén
protoplasztfuzids technikaval azt is kimutattak, yhagA. rugulosudeltehebleg 10
kromoszémaval rendelkezik, szembenfazidulans8 kromoszémajaval, igy ax.
nidulans egy-egy kromoszomaja gyakran csak egynél tohb rugulosus
kromoszémaval volt funkcionalisan helyettesitheta protoplasztfuzios
kisérletekben. AZA. nidulan®an a riboflavin auxotréfiat okozoboB2 mutacio, a
Trp auxotréfiat okozdicB8 mutacid, valamint §-tubulin gén a VIII. kromoszéman
taladlhatd. AzA. nidulansvar. roseusVT15 x A. nidulansFGSC A146 keresztezé&sdb
szarmazo hibridek mindegyike riboflavin auxotroftvés azA. nidulansa jellem®
B-tubulin szekvenciat hordoztak (mint az FGSC Aldfrg), de Trp prototrofiat
mutattak (mint a VT15 torzs). Ez legkdnnyebben udgwygyarazhatd, ha
feltételezzlk, hogy a&. nidulansvar. roseusesetében aicB gén nem ugyanazon a
kromoszéman van, mint gboB és ap-tubulin gén, igy azA. nidulansVlll-as
kromoszémajan & nicB-t érinth mutaciot azA. nidulansvar. roseusegy masik
kromoszémaja komplementélta. Azaz, Az nidulansvar. roseus kromoszémai,
hasonléan azA. rugulosugéihez, nem teljesen egyenéfték az A. nidulans
kromoszémakkal. Bar a keresztezési vizsgalatok igemsitik, hogy azA. nidulans
var. roseusviselkedése igen hasonl6é Az rugulosugorzsek viselkedéséhez és eltér
azA. nidulangtdl, azA. nidulansés azA. rugulosusilletve azA. nidulansés azA.
nidulans var. roseus kozotti sikeres paraszexudlis hibridizacio felvetinak
lehetiségét, hogy egyes szokatlan viselkédéspergillustérzsek (koztik az.
nidulans var. roseus is) fajok kozotti keresztérés segitségével tettek szert

rendhagyé tulajdonsagaikra.

72



42. Az A. nidulans var. roseus ATCC 58397 torzs echinocandin

rezisztencigjanak vizsgalata

Az A. nidulans var. roseus mint ECB termel torzs szikségszegn
rezisztens (valamilyen mértékig) a sajat maga d&kamelt antifungdlis szerrel
szemben. ECB rezisztencidjanak megismerése hozttéeteg humanpatogén
Aspergillus fajok szerzett echinocandin rezisztencidjanak meégéhez és ezen
keresztll a rezisztencia kialakuldsanak meggsléhez, illetve a rezisztens torzsek
okozta ferézések hatékony terdpigjdhoz is. A&. nidulans var. roseus
eredményesen hasznaljak az iparban az anidulafulagiareyaganak az ECB-nek az
eloallitasara (Murdoch és Plosker 2004). A tdrzs ECRismencigjanak
megismerése igy nem csak egészseégigyi szemposetietl érdekes, de az ipari
torzsfejlesztéshez is hasznos informéciokat szaityét, hiszen az intenziv ECB
termelés feltétele, hogy a terriebrzs képes legyen elviselni a megndvekedett ECB
koncentraciot is.

Vizsgalataink alapjan azA. nidulans var. roseus nem rendelkezett
konstitutiv echinocandin rezisztenciaval, ECB nesnmeb kortlmények kdzott
kifejezetten érzékenynek mutatkozott ECB-vel és @ab mint félszintetikus
echinocandinnal szemben (3. tablazat, 17-18. abéh) é&ékenysége nagyobbnak
bizonyult, mint az ECB termelésre nem képesidulang (3. tablazat, 17-18. abra).
Tekintettel arra, hogy az echinocandin®kl,3-glikan szintaz inhibitorok, a&.
nidulans var. roseusiak az A. nidulansal nagyobb echinocandin érzékenysége
0sszhangban van & nidulangndl alacsonyabb specifik@&1,3-glikan szintaz
aktivitasaval (3. tablazat). A&. nidulansvar.roseusechinocandin tolerancigja ECB
adagolasaval indukalhatonak bizonyult ECB-t nermé&d¥ koriimények kdzott is
(19. 4bra). Az indukalédo rezisztencianak koszdferetfeluleti kultdrakban egy
jellegzetes formaju géatlasi zona alakult ki (19adbE gatlasi mintazat parhuzamba
allithaté az A. fumigatueal medfigyelt paradox-effektussal (Antachopoulas é
munkatarsai 2008). A tenyészetekbe fart lyukba osefgit ECB, a lyuktdl tavol

(kis koncentracioban) is kifejtette névekedésgdthiasat, ugyanakkor a gomba
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novekedése nagyobb ECB koncentriciok esetén (ahdyukdzel) sem Allt le
létrehozva a jellegzetes, egyenes lefutdsd mintaz&oékta).

Az éleszbk szerzett echinocandin rezisztencidja esetébenkrgya
megfigyeltekkel ellentétben (Walker és munkatar2@il0) azA. nidulansvar.
roseus indukalhaté rezisztenciagja nincs kapcsolatbanp-4,3-glikan szintaz
aktivitasok echinocadinnal torténgatolhatésaganak megvaltozasaval (3. és 8.
tablazatok). A megfigyelt indukalhatd rezisztencé#térében az alabbi folyamatok
allhattak: 1. Indukalédd kitin szintézis. Erre utabgli ECB jelenlétében, illetve
ECB termeb korulmények kozott tobb, a kitin szintézisben résai gén is
indukélodott (4. tdblazat) illetve, hogy ECB terth&brilmények kdzott a hifakban
valéban ki is mutathatd a megndvekedett kitin tana (7. tdblazat). Az
echinocandin kezelés hataséara indukalodo kitintézim aC. albicans(Walker és
munkatarsai 2008) és awspergillusfumigatus(Fortwendel és munkatérsai 2009;
Walker és munkatérsai 2010) esetében szintén nyedffigth. 2. Megndvekedett
specifikus 3-1,3-glikan szintaz aktivitas. Hasonlé jelenségetbesibkozott egy
echinocandinokkal szemben rezisztensé valt klinkaifumigatustorzs esetében
irtak le (Arendrup és munkatérsai 2008; 2009). 3sliasivekedés. Minthogy az
echinocandinok a sejtfal szintézisét gatoljak, deda megszintetizalt sejtfalat nem
karositjdk, az ECB termelkérilmények kozott tapasztalhatd lassu novekeflés (
abra, 14. tablazat) valostiing szintén segitette a gomba ECB rezisztenciajanak
kialakulasat. Erdemes megemliteni, hogy a novekedesaz ECB termelés
kapcsolata ,kdlcsonds”. Amellett, hogy a lasstu nodéke segitheti az ECB
tolerancia kialakulasat, a termelt ECB antifungdletasa révén ellensilyozza a
lassi novekedésdb addédé gyengébb kompeticids képesség héatranyos
kovetkezményeit (13. abra).

Az ECB rezisztencia kialakulasat legaldbb részbagaraz ECB (illetve az
altala kivaltott sejtfalkdrosodas) indukéalhatta.efntal, hogy ECB rezisztencia ECB
nem termeal korulmények kozott is kialakult ECB kezelés hatasél9. abra)
illetve, hogy az ECB kezelés ECB nem tergnigdrilmények kozott is indukalt tobb
kitin szintézisben is résztvégeént (4. tdblazat). A sejtfal stressz kivaltasa@kggn

hasznalt SDS és az ECB kozott megfigyelt antagmriatas (9. tablazat, 21. 4bra)
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szintén arra utal, hogy a sejtfal stressz valasukialddasa segitheti az ECB elleni
védekezést, ahogy azia albicansés azA. fumigatusesetben is leirtdk (Walker és
munkatarsai 2008, Fortwendel és munkatarsai 2009). EEB és az SDS
meghatarozott koncentracio tartomanyban azonbaerggsta hatast is mutatott (9.
tablazat, 21. abra), azaz az ECB (SDS) altal induidtozasok novelték a sejtek
SDS-sel (ECB-vel) szemben mutatott érzékenységeedyben megmagyarazhatja
azt is, hogy miért nem alakult ki konstitutiv echliandin rezisztencia & nidulans
var. roseudan. A konstitutiv rezisztencia ECB nem terén&brilmények kozott
hatranyos lehet a gomba szamara, mert fokozhatj@seggijtfal stresszorokkal
szembeni  érzékenységét. Feltéhey szintén az ECB rezisztencia
indukélhatésagaval fiigg dssze, hogy ECB nem tér@tiimények kdzott aA.
nidulansvar. roseudanalacsonyp-1,3-glukan szintaz aktivitas volt mértieA kis
aktivitdsnak koszonhétn az ECB mar igen kis koncentracioban is képestleh
megzavarni a sejtfal homeosztazist, igy a rezisderdalakulasaért feléb
folyamatok még joval a nagy volumenECB szintézis megindulasa 68l
indukalodhatnak. Erdemes megemliteni, hogy haAanidulans mar eleve ECB
tartalmu tapagaron tenyésztjik, azaz gatoljuk-B3-glikan szintdz aktivitasanak
egy részét nem induktiv mennyigé@. tdbldzat) ECB-vel, akkor az ECB adagolas
ugyanugy kivaltia a paradox-effektusra, azaz az E€Bsztencia indukalédasara
utalé egyenes lefutasu gatlasi zona kialakulasatt ami azA. nidulansvar.roseus
esetben is megfigyelhietvolt. Azaz, az ECB rezisztencia indukalédasat vaidba

segitheti §3-1,3-gliikan szintaz alacsony aktivitasa.

4.3. A tdpkozeg Osszetételének hatdsa &z nidulans var. roseus szekunder
metabolit termelésére

A ST, mint teratogén, mutagén és karcinogén hatagotaxin az ECB
egyik legfontosabb szennyige, amely komoly gondot okoz az ECB tisztitasanal és
a visszamaradt szennyviz kezelésénél is. A ST&kigsEnek megakadalyozasara két
lehetiség kinalkozik: 1) A ST szintézisben érintett vaddyik gén inaktivalasa

(klasszikus, vagy iranyitott mutagenezissel). 2) dyésztési korilmények alkalmas
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megvalasztasa. Az @bire példa Hodges és munkatarsai (1994) munkaj&, ak
random mutagenezis és szelekcio segitségével tedolégy ST-t nem termelA.
nidulans var. roseus mutdnst és egyben igazoltdk, hogy a ST szintézis
megszintetése nem befolyasolia érdemben az ECBOdépat. A tapkdzeg
Osszetételének és altaldban a tenyésztési korigkeek a gombak szekunder
metabolit spektrumét befolyasolé tulajdonsaga kibeis jelenség. Szamos irodalmi
adat all rendelkezésre a ST és a vele rokon affaikx képHdésének
szabalyozasarol, noha ezek esetenként ellentmoradkasb8bb szekk is leirta az
aflatoxin  képsdés glukdézzal és mas megféleh j6 szénforrassal tortén
indukélhatésagat (Wiseman és Buchanan 1987, Abdo#ahBuchanan 1981),
ugyanakkor Szildgyi és munkatarsai (2012) azt @phak, hogy a?. nidulansST
termelését a szénéhezés indukalta. A magas (28ét)feenyésztési dmerséklet
és a savas pH (pH 4-7), mind a ST, mind az aflaté&xiképzdésének kedvez
(Keller és munkatarsai 1997, Feng és Leonard 1998)gFes Leonard (1998)
megfigyelései alapjan az amménia gatolta, mig atéerkentette a ST termelést az
A. nidulanstenyészetekben akér peptonnal egyutt, akar egyeitidgén forrasként
hasznaltakoket. Az aflatoxinok esetében azonban ellentétesshéigyelték meg
(Bennett és munkatarsai 1979, Kachholz és DemaiR)1%&ller és munkatéarsai
(1997) kimutattak, hogy a nitrogén-forrds szabélyszérepe elhanyagolhat6 a pH
hatasa mellett és valdsiilag a nitrogén-forras is - legaldbb részben - anpH-
keresztil befolyasolja a&. nidulansST termelését.

Tekintettel arra, hogy az optimélis ECB termelésrgzentjabol az alacsony
(24 °C) tenyésztésidmérséklet és a gyengén savas pH (pH 5,5) alépredbntos
(Boeck és Kastner 1981), e két paramétert nem atalttak meg. Helyette a
tApkdzeg szén- és nitrogén-forras 0Osszetételét afiodd modositani annak
érdekében, hogy mérsékeljik a termelt ST mennyiségéapraforgdolaj jelenléte
nélkilézhetetlennek bizonyult a nagy volumieBCB képddéshez (23. 4bra). A
napraforgoolaj jelenléte - azon tal, hogy adbelfelszabaduld linolsav kdzvetlendl
beépllhet az ECB-be - tobb ok miatt i8rslos lehetett: 1) Biztositotta a tenyészet
(és igy az ECB-termélbiomassza) lassu novekedését a glukéz gyors &gy
kovetben (11. és 23. abra). 2) Gatolta a tenyészet lUgeab@a3. abra). Ez utdbbi
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hatas feltehéteg részben a trigliceridb felszabadul6 zsirsavaknak kdszorhet
részben annak, hogy a novekedés biztositdsaval amd@skzta a szénéhezésre
adott stresszvalasz és ennek keretében az ammiéreste indukalédasat (Emri és
munkatérsai 2004). 3) Csokkentette a termelt ECHusmgalis hatasat a terngel
torzsre nézve (13. tablazat). Az ECB, lipofil jelle§eladédoan beoldddhatott a
napraforgoolaj micelldkba, ezéltal csokkenhetett &pkdzeg vizes fazisanak
hatéanyagtartalma, de nem zarhatd ki az a dsgesem, hogy a napraforgbolaj a
sejtfalhoz tapadva megvaltoztatta annak ECB-velmbmsmi permeabilitdsat. A
napraforgoolajhoz hasonléan viselkedett a paradjnisl (13. tablazat), ami kizarja
annak lehdiségét, hogy a napraforgbolaj, mint tdpanyag a gonnyagaseréjét
befolyasolva valtoztatta meg ECB érzékenysgét.

Medfigyeléseink alapjan a taplevesben élémitrogén-forras jeledsen
befolyasolta a ST termelést, igaz hatassal volt@GB Eermelésre is (10. tablazat). A
szOjapepton drasztikusan cstkkentette a termelin&inyiségét, de kedwidenll
befolyasolta fermentlevek ECB tartalmat is. A spéjgton mentes taptalajhoz adott
Orm, Pro, Thr, illetve a Tyr és Phe egyarant serkentetteiC&8kepHdését, és nem
novelték meg lényegesen a termelt ST mennyiséfetéblazat). Az Orn, Pro, Thr
ECB termelést fokoz6 hatdsa nem megl@Petersen és munkatarsai 2001), hiszen
részt vesznek az ECB alapvazéanak kialakitasabaegéjdbb vizsgalatok alapjan
(Cacho és munkatérsai 2012) az ECB-t alkoté hoomtir4-hidroxi-fenilpiruvatbdl
szintetizalédik, ami a Tyr és a Phe atalakitasévadlonnyen létrehozhatd, igy az
ECB termelésre gyakorolt kedvezhatasuk szintén nem megéepMinthogy a
szojapepton Tyr-nal torténhelyettesitésekor mértik a legtdbb ECB-t, ezért a
tovabbiakban Tyr-os tapleves 0Osszetételének optélasat dztuk ki célul.
Minthogy ebkisérleteinkben a glikézon, napraforgdolajon és dryrkivil a
tapleves egyéb dsszetéwnem befolydsoljak érdemben sem a ST, sem az ECB
kihozatalt e harom komponens optimalis kiinduldmndéentraciojat hataroztuk meg
RSM (response surface methodolgy) segitségéveléd 12. tablazatok). Az ECB
termelés szempontjabol optimalis kiindulasi koncentawdl (24,9 g/L glukoéz, 11,6
g/L Tyr és 60,8 ml/L napraforg6olaj) (22. abra) arteit ECB mennyisége csak kis
mértékben maradt el a szdjapeptonon meért értékekdmest (231 + 1g/g ECB
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helyett 219 + 151g/g ECB-t mértunk). Ugyanakkor, a fermentlevek STatara
jelentsen kilonbozott egymastél: 45 +ug/g ST helyett csak 6,5 + 29/g ST-t
tartalmaztak.

4.4. A tenyésztési émérséklet hatdsa azA. nidulansvar. roseusanyagcseréjére

Vizsgalataink alapjan a&. nidulansvar.roseusATCC 58397 izolatum nem
tartozik azA. nidulansfajba, sokkal inkdbb a&. rugulosusal mutat rokonsagot (4.1
fejezet; 14. 4bra)A. nidulansvar. roseusés azA. nidulansDNS szekvencigja
(legalabbis a megszekvenalt DNS szakaszok eset2bén;6. tablazatok) igen nagy
hasonlésagot mutatott egymassal. Ennek kdszéehedzA. nidulansFGSC A4
térzs genom szekvencidja Agpergillus  Comparative Database;
www.broadinstitute.org) igen jol hasznalhaténak bhiadt az A. nidulans var.
roseus esetében. AZA. nidulans FGSC A4 tdrzs genom szekvencidja alapjan
tervezett tobb mint 50 primer par kozul (22. tabfpzisszesen keitolyan volt
(AN1006 és AN10576), amely g nidulansesetében (ikddott, de azA. nidulans
var.roseusmintaknal nem adott detektélhat6 jelet. Ezek utdn meglep moédon a
microarray kisérletl szarmazé adataink (amelyhez A&znidulansFGSC A4 torzs
genom szekvenciaja alapjan tervezett DNS chip-etzés nidulansvar. roseudl
szdrmaz6 mintdkat haszndltunk) j6 egyezést mutattgRT-PCR eredményekkel
(24. abra). A linearis regresszios koefficiens 0,04.VEgy kordbbi vizsgélatban
ugyanezen DNS chip felhasznaldsaval, deAaznidulan®dl szdrmaz6é mintdk
esetében hasonléan nagy regresszios koefficieAst (R60) kaptunk a qRT-PCR-
rel ellerérzott 99 gén adatai és a microarray adatok ko &#il{gyi €s munkatérsai
2012). A fentiek alapjan a&. nidulansgenom szekvencija alapjan tervezett DNS
chip felhasznalhat6 a&. nidulansvar.roseuseés feltehetleg méas kozeli rokon fajok
transzkriptomanak vizsgalatdra is. Természetesen adatok kiértékelésénél
figyelembe kell venni, hogy a&. nidulansvar. roseusgenomja szamos olyan gént
is tartalmazhat, ami nincs jelen &z nidulansgenomban illetve, hogy bizonyos
gének a szekvencia kulonbségek miatt nem adnak getdhip-en, vagy nem vart

keresztreakciot eredményeznek. Eppen ezért még kabimn kell venni azt az
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altaldnos gyakorlatot, hogy a microarray adatokb&éVoht kovetkeztetéseket
valamilyen fliggetlen moddszerrel (pl. gRT-PCR, fiamihi vizsgalatok) is

ellendrizni kell.

Az elvégzett microarray, qRT-PCR és fiziologiai sgalatok alapjan a
tenyésztési dmérséklet 37 °C-rol 24 °C-ra valo csokkentése ahbalvaltozasokat
okozta a gombaban:

1. Bér a sejtfal fontos szerepet jatszik az ECBsmencia kialakitasaban
(3.2 fejezet), meglefen kevés, a sejtfal homeosztazishoz kéthgdn aktivitasa
valtozott meg 24 °C-on, azaz ECB terénkbrilmények kozott (15-16. tablazat). Ez
azért is meglefy mert korabbi vizsgalatainkban tébb, a kitin sziigiéen résztvey
gén indukalédasét is megfigyeltik qRT-PCR segitagigézen a tmérsékleten (4.
tablazat). Az ellentmondas hatterében feli@legta mintavétel eltéridépontja all.

A 3.2 fejezetben bemutatott kisérleteknél annakkétolen, hogy megvizsgalhassuk
a gomba altal termelt ECB, mint stresszor hatassjfialszintézisre, a mintakat
azon ledfiatalabb tenyészetéklvettik (45 h), melyeki mar kimutathat6 volt az
ECB jelenléte. A microarray vizsgalatoknal viszomtaatdrekedtiink, hogy egy
intenziv ECB termelést mutato tenyészetet hasasi$ilmk 0ssze egy ECB-t nem
termeb tenyészettel, igy a mintavétel kb tortént (53 h). Erdemes megjegyezni,
hogy a S. cerevisiagel végzett microarray vizsgalatok alapjan nagywaiidn
génaktivitds valtozasok élsorban a stresszvalasz korai szakaszaban figgklhet
meg. Az ekkor tapasztalt ,hiperindukciok” és ,higgpressziok” par 6ran belll
lecsengenek, és a génaktivitdsok visszatérnek dutéiei értékhez kozeli szintre
(Gasch 2003). Elképzelliet hogy hasonlé jelenséggel magyarazhaté a
sejtfalszintézisben érintett gének viselkedése is.

Bar a microarray vizsgalatainkban kitin szintdzoklabdolé gének
indukciéjat nem figyeltik meg, ahiA indukciéja (amely gén egy az Ujonnan
szintetizalédd kitin lancok sejtfalba épllését gediitinazt kdédol;, Kelly és
munkatarsai 1996) és a kitin monomerek lebontésgay feltételezett glikbézamin-
6-foszfat izomerazt és N-acetil-glik6zamin-6-foszfieacetilazt koédold gének

represszidja tovabbra is arra utal, hogy a kitinagiegerében a kitin szintézise a
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kedvezményezett folyamat. Az AN5357 ortoldg (felitett sejtfalfehérjét kodolo)
gén indukcidja és az AN8102 ortolog (feltételezmpszin-tipust aszpartat sejtfal
protedzt kodold) gén represszidja ugyanakkor arta, thogy ECB termél
korilmények kdzott nem csak a sejtfal poliszacharid (Tazabh, de fehérje tartalma
is jelentisen megvaltozott.

2. A tenyészetek novekedésének sebessége szafeottegokkent (14.
tablazat), 6sszhangban a fellleti kultGrdkban tapkakkal (8. abra). A ndvekedés
intenzitasanak visszaesése egyltt jart szamos,é&jdetrintézisben (aminosav és
nukleotid szintézis, transzkripcio, transzlacid, pimamszlacios modositasok)
résztvev gén repressziojaval (15-16. tablazatok). Az éririétigénibl 9 esetében
végeztink gRT-PCR-es vizsgalatot és 7 esetben ebaniay adatokhoz hasonld
eredményt kaptunk (16. tdblazat). A szénhidrat arsergben ugyanakkor markans
valtozdst nem tapasztaltunk (15-16. tablazatok), nehaglik6z hasznositas
sebességének csokkenése jol detektalhato voltghkézat). Erdemes megemliteni,
hogy szénéhéztenyészetekben — ahol szénforras hidnyaban teletekben ledllt a
novekedés — a glukoz aerob lebontasaban réseticdyamatok (glikolizis, citrat
kor, légzés) szintén represszalddtak, amit az amiaBsaés nukleotidok
lebontasaban résztwevgének indukcidja és a szintézisukért fédel gének
represszidja kisért (Szilagyi és munkatarsai 20¥)mi esetlinkben hasonlé
valtozasok nem voltak megfigyelldek, a tenyészetek tovabbra is a tapkdzegben
levo glukdzt hasznalhatték szén- és energia forraskéfghérjeszintézishez kottiet
gének represszalédasa a ndvekedés feddassulasaval jaro kiselole novofehérje
szintézis igénynek lehetett a kévetkezménye.

Bar sok, az aminosavak, illetve nukleotidok szirgéken érintett gén
represszalédott, a nitrat redukcidért féselgének aktivitasa ndvekedett (15.
tablazat). AniiA ortolog, feltételezett nitrit reduktaz gén indukéibjjRT-PCR-rel is
igazoltuk (16. tdblazat) és enzimaktivitAs mérédeshonstraltuk a nitrat reduktaz
aktivitasok novekedését is (14. tablazat). Az intendirat redukcié jelzi, hogy a
nitrat egy idealis, a pH-t nem befolyasolé nitrogérds lehet az ECB fermentacio
alatt. A nitrat redukcié indukalédasanak fizioldgjalentosége nem ismert, de

elébnydsen befolyasolhatja a nitrogén tartalma moldkuld. kitin, ECB-t alkoté
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aminosavak) szintézisét. A 24 °C-on tofiéanyésztés az aminosavak szintéziséhez
kotheth gének kozil egyedil az AN1734 ortolégot indukéEageén feltételezett
terméke (3-dehidrosikimat dehidrogenaz) a Tyr, é%ha, azaz az ECB termelést
leginkadbb ndvel aminosavak (10. tablazat) szintézisében vesz részt.

3. Feltehdlleg szintén a ndvekedés lassulasaval lehet kapbaalahogy a
vas anyagcseréhez kothegének egy része represszalodott (15. téblazat). A 12
sziderofor szintézishen és transzportban résétgdn kozil kett represszidjat
gRT-PCR-rel is ellefriztik (16. tAblazat). A vas anyagcsere represszaddda
gyakorlati szempontbdl azért lehet jekent mert Petersen és munkatarsai (2003)
kimutattdk, hogy az echinocandinok szintézise saadmaminosavak hidroxilezése
vas igényes folyamat. Az aminosavak hidroxilezésélipdsolé hatasok nem csak a
termelt echinocandinok mennyiségét, de az egyesecddin analdégok aranyat is
befolydsolja (Petersen és munkatarsai 2001). Ez azt isijélegy ha azA. nidulans
var.roseudan sokszorosara kivanjuk névelni az ECB szintézis iitéexdt, akkor az
ehhez szilikséges vas biztositdsara is hangsulyosanlidita/kéni.

Potencialis gyégyszer és élelmiszeripari jéle@guklsl adoddan (Pocsi és
munkatérsai 2008) a gomba erddszideroforok efallitasa a jodiben egy igéretes
terllet lehet. Amennyiben a?A. nidulans var. roseus esetében tapasztaltak
altalanosithatéak méaspergillus illetve Penicillium fajokra akkor ez azt jelenti,
hogy ha noveksiltenyészetek segitségével allitjuk al szideroférokat, nem elég a
novekedés feltételeit biztositani, de ugyelni lkalta is, hogy a noévekedési rata
kelléen nagy legyen. Ez kuléndsen akkor jelenthet proéilérha a sziderofor
tartalmd sajtokat, szalamikat, mint funkciondlis mliszereket kivanunk &hllitani
az élelmiszer gombaval tofinfermentacidja segitségével (Emri és munkatérsai
2012). Amennyiben szénélierenyészeteket hasznalunk szideroféradakitasara
(Téth és munkatérsai 2009, Emri és munkatarsai 28ta) célszér figyelni, hogy
minél révidebb legyen az atmenet a gyors novekédéa szénéhezés kozott, azaz
kerilni kell a lassan hasznosuld szénforrasok (@ispacharidok, laktdz, pepton)
hasznélatat. Nem megkepnddon a szideroférok &illitasdhoz hasznalt taplevesek

altalaban glikéz szénforrast és valamilyen egyszzerves nitrogénforrast (pl.
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aminosav) tartalmaznak (Huschka és munkatérsai, IB&5 és munkatarsai 2009,
Emri és munkatarsai 2012).

4. A tenyészetekdmeérsékletének csokkentése a lipid anyagcsere ggsirs
triglicerid, szteroid szintézis/lebontas) egyenstifyézintézis irdnyaba tolta le, azaz
5, a lipid szintézishez kothegén indukalodott, mig 5 a lipid lebontasért fésegén
represszalddott (15. tdbldzat). E 10 gén kozil hkadntaanszkripciojat qRT-PCR-rel
is megvizsgaltuk és a microarray adatokhoz hasamEdményt kaptunk (16.
tdblazat). Az echinocandin termietenyészetek lipid anyagcserjének jetsggre
utal, hogy a napraforgdolaj adagolas@ngbsen befolyasolta a termelt ECB
mennyiségét (23. abra) valamint, hogy a naprafogjdeblt az egyetlen olyan
szénforras, amely jelenlétében, 24 °C-onAaamidulansvar. roseusnévekedése
gyorsabb volt, mint aA. nidulang (9. abra).

5. A stressz folyamatokhoz kéthiegének represszidja 6sszhangban van a
hémérséklet és a ndvekedés intenzitasdnak csoOkkeriétEy-16. tablazat). A
harom katalaz gén gqRT-PCR-rel (16. tablazat) évitddiméréssel (14. tablazat) is
megebsitett indukcidjanak magyarazata azonban tovahtsigélatokat igényel. A
megnovekedett kataldz aktivitdsok egyitt jartakepek glutation tartalmanak és
glutation reduktaz aktivitAsdnak novekedésével (ablazat) és Osszeségében e
folyamatok lehettek felések azért, hogy az intracellularis peroxid koncemitr
kisebb volt ECB termél korulmények kozott (14. tablazat). A glutation
koncentracio ndvekedését lasst ndvekedést mutktdZl szénforrason tenyésztett)
P. chrysogenurkultirdk esetében is megfigyelték (Emri és munisati&l998), mig
a peroxidaz, katalaz aktivitasok ndévekedése a kései exgidhgnstacioner fazisban

szintén ismert jelenség (Sami és munkatarsai 2001, Emmugkatarsai 2004).

4.5. Természetes eredétantifungalis anyagok kdlcsbnhatasanak vizsgéalata

A gombak sokféle biologiailag aktiv anyagot ternedinmelyek jelerits
hatast gyakorolnak a kérnyezetukbeé glikroorganizmusok és massinyek (pl.

fungivor allatok; Kempken és Rohlfs 2010) aktivéés Ezen molekulak kozé
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tartoznak (tobbek kozott) a kulon@ozzekunder metabolitok (pl. antibiotikumok,
antimikotikumok, mikotoxinok, alkaloidok) (Keller ésmunkatarsai 2005),
extracellularis enzimek (pl. kitinazoB-1,3-glukanazok, a peptidoglikan sejtfalat
bonté enzimek, proteindzok) (Sharma és munkatai@hl)2és mas fehérjek (pl.
defenzin-szdr kis antifungalis fehérjék) (Galgoczy és munkatargall). E
molekuldk gyakorlati jeleldisége kiemelked] hiszen gyakran hasznaljakket,
illetve szarmazékaikat a human terapiaban, az wlgiiszatban, a ndvényi
kartewk elleni védekezésben,éts felhasznaljak 6ket az élelmiszerek és a
takarmanyok tartésitaséara is (Keller és munkat&8ab; Galgoczy €s munkatarsai
2011; Sharma és munkatarsai 2011). Egy-egy gombalszerint tobbféle
bioldgiailag aktiv molekulat is termel egydigen, melyek befolydsolhatjak egymas
aktivitasat. A hatébanyagok kozott feltegsetleges interakciok felhasznalasukat is
alapveten meghatarozzak. Vizsgalatainkban négy kuloépfimalas gombak altal
termelt, a sejtfal homeosztazist (potenciondlisgsefplydsold antifungalis molekula
hatasa kozotti interakciot teszteltik. Ezek a hatéanyagakahbiak voltak:

- Az A. nidulansvar. roseuséltal termelt ECB (Sucher és munkatérsai
2009), melynek hatdsmechanizmusardl a 2.5 fejezetben irtam

- A Penicillium chrysogenum &ltal termelt defenzin-szigr kis
molekulatomeg antifungdlis fehérje a PAF (Hegexlés munkatarsai 2011). A PAF
gatolja a polaris novekedést és apopozist indukdlama fogékony fonalas
gombakban (Hegéd és munkatarsai 2011), de egyes vizsgalatok szerint
befolyasolhatja a sejtfalszintézist szabalyozo6faldjitegritas Utvonal fikddését is
(Binder és munkatarsainak 2010).

- Az A. nidulanséltal termelt ChiB kitinaz és az Enga1,3-glikanaz a
gomba sejtfalat hatékonyan bonté hidrolitikus ermmmelyek aktivitasukbdl
adbédodan jeles antifungalis hatassal is rendelkeznek (Szilagyingunkatarsai
2012).

Vizsgalataink alapjan a ChiB és az EngA hidrolazgknergista hatést
mutattak az ECB-vel mind az éle$izt mind a fonalas gombak esetében (17.
tdblazat). Az ECB és az EngP-1,3-endoglikanaz kozoétti szinergista hatds jo

6sszhangban van azzal a ténnyel, hogy az EngA fal{kijt,3-glikan 6sszetéjét
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hidrolizalja, mig az ECB megakadalyozza a karosodofab&jjavitasat az Ug-1,3-
glikan lancok képiésének gatlasan keresztul (Sucher és munkatdd88).2Az
ECB és a ChiB kitinaz kdzott megfigyelt szinergistdas alatamasztja azon korabbi
megfigyeléseinket (3.2.2 fejezet) és irodalmi adatof@alker é€s munkatarsai
2010), amely szerint a gombak részben a kitin nitézis fokozdsaval védekeznek
az echinocandinok antifungdlis hatdsaval szembermm Neeglep modon az
echinocandinok és a kitinszintézist gatlé anyaguk Nlikkomycin) kdz6tt szintén
megfigyeltek szinergizmust kombinalt alkalmazéass&tén (el-Sherbeini és Clemas
1995; Ganesan és munkatarsai 2004). Felikdgeinem véletlen az sem, hogy az
ECB-t a noveked és nem a szénélieA. nidulansvar.roseustenyészetek termelik,
hiszen a szénéhezés alatt Kigjdz extracellularis kitindzok é§-1,3-glikanazok
(Szilagyi és munkatarsai 2012) jelésen megndvelhetnék a gomba érzékenyséegét a
sajat maga altal termelt ECB-vel szemben. Az ECB gs§téal hidrolazok hatasaban
megfigyelt szinergizmus alatamasztja azon feltéédénket, miszerint a#A.
nidulans var. roseus érzékenysége ECB ternjel korilmények kozott
megnovekedhet a kulonh®zsejtfal stresszorokkal szemben (pl. hidrolitikus
enzimek, fellletaktiv anyagok, kevertetés, ozmotikoackntracié valtozasa). A
lassu novekedés mellett ez lehet a masik magyaramatk, hogy miért nem alakult
ki konstitutiv ECB rezisztencia (és konstitutiv ECB tdéagebben a térzsben.

Az A. giganteusdltal termelt defenzin-szierantifungalis fehérje (AFP)
esetében jele6s kitinkot aktivitdst mutattak ki (Hagen és munkatarsai 2007)
Feltehebleg ezzel (is) magyardzhato, hogy az AFP gatolj#tia kioszintézisét és
indukdlja a sejtfal integritas Utvonaliktbdését az érzékeny térzsekben (Hagen és
munkatarsai 2007). Az AFP hatasaval ellentétben, & BAtifungdlis fehérjének
nincs kitinkd® tulajdonsaga és nem indukalja a sejtfal szintésssh (Hegedis és
munkatarsai 2011). Ezek alapjan nem volt meglégy a ChiB, illetve az EngA
egyike sem mutatott szinergista, vagy antagonisi@asha PAF-al a tesztelt fonalas
gombakban (18. tablazat). Erdekes modon az ECB ésA\R ddetében - az
alkalmazott koncentraciotol fuggn - antagonista hatast figyeltiink meg a tesztelt
fonalas gombak esetében (19. tablazat). Ez arra hagly a PAF valamilyen -

feltehebleg kdzvetett - moédon mégis csak befolyasolhatgejfal homeosztazist.
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Ezt sugallja Binder és munkatarsainak (2010) meggfigse is, miszerint a PAF a
sejtfal integritas utvonalon keresztil megzavarja an @itbszkeleton rilkodését és
ezaltal akadalyozza a sejtfal normalis kitin elésahak kialakuladséat, de nincs
hatassal a sejtfal szintézisében részivenzimek aktivitdsara. A PAF és az ECB
kdzott megfigyelt interakcid gyakorlati szempontli®lérdekes lehet: A tapasztalt
antagonista hatas alapjan a PAF-ot Glieli terapias felhasznalasa esetén - nem
célszeti echinocandinokkal egyltt alkalmazni. Ouedraogo é@skatarsai (2011)
vizsgalataikkal igazoltdk, hogy béar az élékztrezisztensek a defenzin-sizer
antifungdlis fehérjékkel szemben (Galgoczy és mtamkai 2011) (aA. nigeraltal
termelt ANAFP antifungélis fehérje az egyetlen kiVgLee és munkatarsai 1999),
bizonyos mutécidk képesek érzékennyé tenni aztélegjteket ezen molekulakra.
Ez egyben azt is jelenti, hogy bar az élélszatezisztensek a PAF-fal szemben
(Hegedis és munkatarsai 2011) bizonyos antifungalis arkyajgbenlétében e
rezisztencia megéimhet, illetve mddosulhat. Vizsgalatainkban a PAF € 66
ug/ml) a varakozasoknak megféleh (Hegeds és munkatarsai 2011) nem
befolydsolta szignifikansan sem Saccharomyces cerevisjasem aCandida
albicans névekedését. Ugyanakkor sem az ECB-vel (3480ml), sem ChiB-vel
(0,6 U/ml), sem az EngA-val (12 U/ml) nem sikerilt éleszé sejtek PAF
rezisztencigjat mérsékelniink és a PAF sem valtaztaeg a két élegsztfaj ezen
molekuldkkal szemben mutatott érzékenységét. E gyalés szintén arra utalhat,
hogy a PAF hatdsa és a sejtfal homeosztazis k@zak viszonylag gyenge és

kozvetett kapcsolat van.
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5. Anyagok és modszerek

5.1. A vizsgalt torzsek, torzsfenntartas
A munkank soran felhasznalt torzseket a 20. tablazatiaettem fel. AZA.

nidulansés azA. fumigatugdorzset minimal-nitrat tApagaron (Barratt és muidtsai
1965) tartottuk fenn. A minimal-nitrat tapagar (MN) 10 gllkgzt, 5 v/v % nitratos
torzsoldatot, 0,1 v/v % nyomelem oldatot és 20 g/aratprtalmazott; a pH-ja 6,5
volt. A nitratos torzsoldat Osszetétele a kovetkeplt: 6 g/L NaNQ, 1,5 g/L
KH,PO,, 0,5 g/L MgSQ 4H,0, 0,5 g/L KCIl. A nyomelem oldat az aléabbi
Osszetebket tartalmazta: 22 g/L ZnS@H,0, 11 g/L HBOs, 5 g/L MnCL 4H,0, 5
g/L FeSQ7H,0, 1,6 g/L CoS@5H,0, 1,6 g/L CuSQ5H,0, 1,1 g/L (NH)¢M0;0,4
4H,0 és 50 g/L NzEDTA. A fenti tpagar szukség szerint &FL biotint, 200ug/L
4-aminobenzoesavat (paba), RO/L riboflavint, 200 ug/L piridoxint, 200 mg/L
Met-t, 200 mg/L Arg-t, 200 mg/L Lys-t, 200 mg/L Phe25 g/L Trp-t, 1,2 g/L
uracilt, 1,12 g/L uridint is tartalmazott.

Az A. nidulansvar. roseusATCC 58397, aZA. rugulosusCBS 171.71 és
CBS 133.60 torzseket komplex tdpagaron tartottuk.fénkomplex tapagar (PM) 1
g/L peptont, 20 g/L malatakivonatot, 20 g/L glukézt 25 g/L agart tartalmazott; a
pH-ja 7,0 volt.

A Bacillus subtilis BS-1 tdrzset Bouillon tapagaron tenyésztettiik. A
Bouillon tdpagar (BOU) 16 g/L bouillont és 20 g/baat tartalmazott, a tapkbzeg
pH-ja 6,5 volt. AC. albicansATCC 14053 és &accharomyces cerevisi&288C
torzseket Sabouraud tapagaron (SAB) tartottuk famely 20 g/L glukdzt, 10 g/L
mikologiai peptont, 20 g/L agart tartalmazott és a pH-ja 616 v

Az A. nidulanstdrzseket, valamint a&. fumigatugorzset 1 héten at 37 °C-
on, az A. nidulans var. roseus és az A. rugulosus torzseket 1 héten at
szobalbmérsékleten inkubaltuk, majd a kih és bespérazott micéliumot 4 °C-on
taroltuk. AS. cerevisiad¢drzset 1 héten at szolmhérsékleten, 8. subtilisés aC.
albicanstorzseket 2 napig 32 °C-on inkubaltuk, majd askinenyészetet 4 °C-on
taroltuk. Kisérleteinkhez (ha csak masképp nemt@it) az 1 hétnél nem tovabb

tarolt tenyészetek, illetve azok spérait hasznaltuk fel.
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Név Genotipus

Torzsek eredete

Aspergillus nidulanstérzsek

FGSC A4 Glasgow wild-type (vad tipus)

FGSC A33 biAl, pyroA4, veAl

FGSC A851 yA2, argB::trpC, veAl,
trpC801

FGSC A146 pabaAl, acrAl,

phenA2,pyroA4,lysB5, sB3,
nicB8, riboB2, chaAl

FGSC A773 pyrG89, wA3, pyroA4

creAnull mutans pabaAl, yAlAcreA::argB,
argB2, riboB2, veAl

HZS 120 pabaAl, riboB2, veAl

EgyébAspergillustérzsek

A. fumigatus=GSC 1100 Vad tipus
(AF 293)

A. nidulansvar. roseus Vad tipus
ATCC 58397 (NRRL 11440)

A. rugulosugEmericella Vad tipus
rugulosg CBS 133.60

A. rugulosugEmericella Vad tipus
rugulosg CBS 171.71

Egyéb torzsek

Saccharomyces cerevisiae Vad tipus
S288C (YSC1060)

Candida albican®ATCC 14053 Vad tipus
Bacillus subtilisBS-1 Vad tipus

FGSC
FGSC
FGSC

FGSC

FGSC
J.M. Kelly (University
of Adelaide, Ausztralia)
Dr. Hamari Zsuzsanna

(Szegedi Egyetem)

FGSC

ATCC®

CBS

CBS

Open Biosystems

ATCC
Tanszéki

torzsgyijtemeény

20. tablazat A felhasznalt térzsek genotipusa és eredete

a - Fungal Genetics Stock Center (University of Kansasdde@enter, USA)
b - American Type Culture Collection (Manassas, Vi@itdSA)

¢ - Fungal Biodiversity Centre (Utrecht, The Netherlands
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5.2. AzAspergillustdrzsek tenyésztése

5.2.1. A nbvekedés vizsgalata fellleti kultirakban
Az Aspergillus torzsek novekedését kuloniozszén- és nitrogénforrast

tartalmazé tapagarok segitségével vizsgaltuk. Ag@ipéasszetétele megegyezett a
Barratt-féle minimal nitratos (MN) tapagar 0sszel@tel, de szénforrasként 10 g/L
glukézt, fruktdzt, szorbitolt, xildzt, maltdzt, laktdz ashardzt, kemeényit, glicerolt,
nitrogénforrasként 75 mmol/L NaN@t, (NH,),SO,-ot, Na-Glu-ot, vagy 1 w/iv %
kazeinpeptont, széjapeptont, vagy élékixtonatot tartalmazott. A tapagarokat
frissen bespoérazott tenyészetélkbzarmazo konidiumokkal oltottuk le fogpiszkald
segitségével 3-3 parhuzamosban, majd 5 napig 2d/eille7 °C—on inkubaltuk. A

torzsek nbvekedését az 5 napos tenyészetek teleppnatijellemeztik.

5.2.2. Az Aspergillus torzsek tenyésztése sullyesztéitakidan
A szekunder metabolit termelés vizsgalatahoz gltikémapraforgdolajat is

tartalmazo taplevest (GNL) hasznaltunk. A taplev8oeack és Kastner (1981) altal
leirt tapleves egy valtozata volt, amely 10 g/L @itk 10 g/L szbjapeptont, 4,5 g/L
Na,HPO, 12H,0, 1 g/L ZnSQ7H,0, 5,5 g/L MgSQ7H,0. 0,1 g/L FeSQ7H,0 és
7,5 viv % napraforgdolajat (pH 5,5) tartalmazott. Egyésérletekben e taplevest
médositottuk 10 g/L éles#ivonat, 10 g/L kazeinpepton, 75 ml/L paraffinolaf) 1
g/L keményib, 2,8 g/L (NH),SO,, valamint kilénféle 11-25 g/L aminosav (Phe,
Tyr, Arg, Met, Glu, Orn, Pro, Thr) hozzadadasaval és/vagyikdz, szbéjapepton,
illetve napraforgoolaj elhagyaséaval.

A transzkriptom (QRT-PCR, illetve microarray), valama sejtfalésszetétel
és a specifikusB-1,3-glikan szintaz aktivitas vizsgalatahoz komptgikkozos
taplevest (KGL) hasznaltunk, amely 6sszetétele atkéd volt: 40 g/L glikdz, 10
g/L éleszbkivonat, 2,9 g/L (NH),SO,, 5 v/v % nitratos toérzsoldat és 0,1 viv %
nyomelem oldat (pH 5,5).

A taplevesek 100 mi-t mindkét esetben 100 millissfispéraval oltottunk be

€s 24, illetve 37 °C-on, 300 rpm fordulatszamon razattuk lle®e 6 napig.
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5.2.3. A tdpleves Osszetételének optimalizaldsa
A kisérletekhez csak kevés ST kégesét lehéivé téws, mddositott GNL

taplevest (GNTL) hasznéltunk. A modositas Iényegeyle tapleves szdjapepton
helyett Tyr-t tartalmazott. A GNTL tapleves ECB tetds szempontjabdl optimalis
Tyr, glukéz és napraforg6olaj tartalmat RSM (resporssirface methodology)
eljardssal hataroztuk meg (Lee és Chen 1997). Aardsljlényege, hogy az
elékisérletek alapjan kivalasztott Tyr (11-25 g¢/L), lgida (5-35 g/L) és
napraforgoolaj (10-130 ml/L) koncentracié tartomidary, Box-Behnken kisérleti
elrendezést felhasznélva, tobb ponton lemérjik pésaetek ECB termelését és a
kapott adatokra illesztett haromvaltozés flggvéngkalis maximumhelyét
hatarozzuk meg. (Ha a maximum hely nem a vizsgéibrteanyba esik, akkor a
figgvény meredekségét figyelembe véve masik Tyr,kddil napraforgoolaj
koncentracio tartomanyokat kell megvizsgélni). Aejemunkaban egy-egy mérési
ponthoz (adott Tyr, glikéz, napraforgdolaj koncerithoz) tartoz6 ECB termelést
harom fuggetlen vizsgélatbdl hataroztuk meg. A kiapohtokra egy haromvaltozos
masodfokd polinomot illesztettink az R 2.3.1 (The Bv@&opment Core Team;
http://www.r-project.org/) statisztikai program segigével és e fuggveny lokalis

maximumat szamoltuk Kki.

5.2.4. Az Aspergillus torzsek keresztezése
Az A. nidulansvar. roseusATCC 58397, azA. rugulosusCBS 171.71 és

CBS 133.60 torzsekib a konidiumok UV mutagenezisét kdgeh 5-fluoroorotsav
rezisztens, uracil/uridin auxotr6f mutédnsokat izoldk (Osherov és munkatarsai
2001). A mutansok izoldlasahoz 5 mmol/L uracilt, W@afiL uridint és 1,5 g/L 5-
fluoroorotsavat tartalmazo Barratt-féle nitratgsagar (MN) felszinre fodb sporéat
szélesztettiink, majd 265 nm hulldmhosszd UV fénng@D masodpercig
besugaroztuk. (Az alkalmazott kisérleti korilménkeékott ez a besugarzas 50 %-
0s sejtpusztulast okozott.) A mutagenezist késeta tenyészeteket 37 °C-on 5
napig inkubaltuk sététben. A Kitt telepeket uracil/uridin auxotrofiajuk ell@rzését

koveven hasznaltuk fel a keresztezési kisérletekhez.
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Az uracil/uridin auxotrofiat mutato, a fenti modaolalt A. nidulansvar.
roseus VT15 és A. rugulosusVT1 tdrzseketA. nidulans auxotréf tdrzsekkel
kereszteztik a Pontecorvo és munkatérsai altal (E9653) klasszikus keresztezési
protokollt felhasznalva. Az eljaras lényege, hogy llkomplex taplevest (YMN)
(0,5 viw % élesdikivonattal és a szikséges vitaminokkal és amindsava
kiegészitett Barratt-féle nitratos tapleves) a &eezendl két torzs sporaival
beoltottunk, 1 napig 37 °C-on inkubaltuk, majd adkirkevert micéliumot Barratt-
féle nitratos taptalajra (MN) helyeztik at. A tapjaditaminokat és aminosavakat
sem tartalmazott, igy a torzsek csak akkor tudtakekeédni rajta, ha hifaik
fuzionaltak (heterokarionos hifak) és igy a kézsokomplementélni tudta egymas
auxotrofigjat. A heterokarionos tenyészeteket 3'0AC- hétig, majd a Petri-csészék
szigetebszalaggal tortéh lezardsat kovéen tovabbi 1-3 honapig inkubaltuk. Az

igy kapott tenyészetedrkleisztotéciumokat és konidiumokat is izolaltunk.

5.3. Antifungdlis szerekkel szembeni érzékenység vizsgalat

5.3.1. Az Aspergillus torzsek ECB és CAS érzékenységénekaregisn
A torzsek ECB érzékenységét agardiffiziés és mikiods maodszerrel

vizsgaltuk. Az agardiffiziés modszer esetében (Galg@&s munkatarsai 2005) 100
ul, 10° spérat tartaimazé szuszpenziot szélesztettiink Bagatt-féle nitratos
tapagar (MN) fellletére, majd kdzvetlenll a székeszuitan, az agarba 0,5 cm
atmeébji lyukakat fartunk, melyekbe 15 mg/ml ECB-t tartalmaz@soidatbol 4Qul
metanolos oldatot csepegtettiink. A tenyészetekélledve 24 °C-on inkubaltuk 3
napig. A torzsek érzékenységét a lyukak korul kialdkgatlasi zona atméevel
jellemeztik.

A mikrodiluciés modszer (Arikan 2001) segitségéwebrzsek CAS és ECB
érzékenységét is meghataroztuk. A vizsgalatokat y@ial steril mikrotiter
lemezekben végeztik el. Az egyes lyukak 0,5 w/v %zélkivonattal kiegészitett
Barratt-féle nitratos taplevest (YMN), 0-200 pg/mA&t, vagy ECB-t, valamint
1000 db konidiumot tartalmaztak 1QDvégtérfogatban. A mikrotiter lemezeket 24,

illetve 37 °C-on 3 napig inkubaltuk, majd mikroszkéegitségével vizsgaltuk a
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mikropelletek kép&dését. Az ECB, illetve CAS érzékenységet a mikreped

névekedést kivalto legkisebb koncentracidval (MEQgakztik.

5.3.2. SDS hatasanak vizsgélata
A nétrium-dodecilszulfat (SDS) hatasat a torzsekBE€&zékenységeére

szintén agardiffiziéos és mikrodiliciés moédszerekesizteltik. Az agardiffazios
modszer esetében a minimal-nitrat tapagar (MN)Idade 100pl 10° sporat
tartalmazd szuszpenzidt szélesztettink ki, majdéesztést kovéen a tapagarba
két 0,5 cm atméji lyukat furtunk egymastdl 2,5 cm tavolsagba. Az edyikkba
2,5 mg/ml (A), illetve 6,25 mg/ml (B) koncentracidjizes SDS oldatok 4{il-ét, a
masik lyukba 20 mg/ml koncentraciéju metanolos Efldiat 40ul-ét cseppentettiik
€s a tenyészeteket 37, illetve 24 °C-on inkubdBukapig. Az ECB és az SDS
kozotti interakciora a Kitt micéliumtdmeg vastagsaga utalt.

A mikrodilicids modszer esetében az éld@sxbnattal kiegészitett (YMN)
minimal nitrat tapleves 2,5-10y/ml ECB-t és/vagy 50-60g/ml SDS-t tartalmazott.
A tenyészetek ndvekedését az optikai denzitas adgdtoval jellemeztik 620 nm-en
(340 ATC microtiter plate reader; SLT Lab InstrunsenGroeding, Ausztria). Az
ECB és az SDS kozdtti interakciot (IR) az Abbottrfala segitségével jellemeztik:
IR = lo/le. le = X+Y-[XY/100]), ahol az le a varhaszazalékos ndvekedésgatlas a
két szer (ECB és SDS) egyiittes jelenlétében (édtEte, hogy nem befolyasoljak
egymas hatasat), az X és Y a mért szazalékos ndéegétlas ECB, illetve SDS
jelenlétében, mig lo a mért ndvekedésgatlas a két syiéttegjelenlétében. Ha IR >
1,5 a két szer egymdas hatas&isér (szinergizmus), ha 1,5 IR < 0,5 hatasuk
additiv és ha IR < 0,5 a két szer csOkkenti egynaédsiat (antagonizmus) (Moreno

€s munkatarsai 2003).

5.3.3. A napraforgbolaj és paraffinolaj hatasanak telese makrodillicios

modszerrel

A vizsgalat soran 20 ml minimal-nitrtdt MN tplevest,5 ml

napraforgoolajjal vagy paraffinolajjal és 0-8@/ml ECB-vel egészitettiink ki. A
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taplevest 20 millié spoéraval oltottuk be, majd 37d€ 300 rpm fordulatszamon
razattuk 2 napig. A napraforgoolaj és a paraffin@lajECB antifungélis hatasét

befolyasol6 tulajdonsagat a tenyészetek novekedésdieaheztik.

5.3.4. Az ECB, PAF és a ChiB, EngA koz6tti interakcid vizsgélata
Az ECB és PAF, az ECB és a ChiB kitinaz, illetve EngA,3-glikanaz,

valamint a PAF és a ChiB, illetve EngA kozotti iraleciot az SDS és ECB kozotti
interakcidhoz hasonléan vizsgaltuk. Az alkalmazatéhnyag koncentraciok az
aldbbiak voltak: 5, illetve 6%ug/ml PAF, 0,15-10 mg/ml ECB 0,6 U/ml ChiB
kitinaz, illetve 12 U/ml EngAB-1,3-glikanaz. A mikrotiter lemez egyes lyukai
ebben az esetben 1000 db konidiumdt fidulans, A. nidulansar. roseus, A.
fumigatu3, vagy vegetativ sejtetS( cerevisiae, C. albicapgartalmaztak. AzZA.
nidulans tisztitott ChiB kitinazat és EngA3-1,3-glikanazat Szilagyi Melinda
(Debreceni Egyetem), a tisztitott PAF antifungalishérjét Dr. Leiter Eva

(Debreceni Egyetem) bocsatotta rendelkezésiinkre.

5.3.5. Paradox-effektus vizsgalata
Az A. nidulansvar. roseusés azA. nidulansttrzseknél tapasztalt paradox-

effektus vizsgalata sordn a Barratt-féle minim#&lati (MN) tapagarra (Barratt és
munkatarsai, 1965), illetve komplex (PM) tapagarmesé&ppentett szuszpenzié (10
ul) 10* spérat tartalmazott. A tenyészeteket 37 °C-on 3gnimfzubaltuk. A kirbtt
telepek kdzelében az agarba 0,5 cm atpidyukat fartunk, melybe 30 mg/ml és 60
mg/ml ECB-t tartalmazé metanolos oldat dioét cseppentettiink. Ezt koven a
tenyészeteket tovabb inkubaltuk 37 °C-on (jabb JigraAz A. nidulans
érzékenységét 20y/ml ECB-t tartalmazé tapagarban is megvizsgaltuk, a ériak

szerint.
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5.4. Analitikai vizsgalatok

5.4.1. A nbvekedés mérése sillyesztett kultiraban
A sullyesztett kultirdk novekedését a szarazanyagalom (DCM)

véltozasaval jellemeztik, illetve az MTT tesztel &tiik nyomon. A DCM
meghatarozdsdhoz 5 ml tenyészetet ismert témegfirépapiron, zsugoritott
Uvegs#ron ats#rtik, a kis#irt micéliumot desztillalt vizzel mostuk, majd
szobalimérsékleten sulyallandosagig (mintegy 3 nap) saéuk. A DCM értékeket
g/L dimenzidban adtuk meg (Pusztahelyi és munkatéarsar)199

Az MTT tesztet Lee és munkatérsai altal (1999)d&ialapjan végeztik el.
A tenyészet 0,5 ml-éhez 2 ml friss taplevest, vatan®,1 ml 10 mg/ml-es
metiltiazoltetrazolium bromid (MTT) oldatot pipettank és 4 6ran &t inkubaltuk 37
°C-on, 220 rpm fordulatszamon. Ezt kdert 1 ml savas SDS oldatot (20 w/v %
SDS 20 mmol/L HCI-ban oldva) adtunk hozza és tovialbaltuk 20 6ran at 37
°C-on, 220 rpm fordulatszamon. Az inkubdlast kéeat a mintakat
szobalbmérsékleten centrifugéltuk (10 perc 10000 G), madél sejtek altal
redukalt MTT mennyiségét a fellilisz6k 550 nm-en tmaébszorbanciajaval

jellemeztik.

5.4.2. A glik6z koncentracié mérése
A tapkodzeg glukoz tartalmanak meghatarozasa a Léarynunkatarsai

(1992) Altal leirt eljaras segitségével torténteakcidelegy 0,1 mol/L K-Na-foszfat
puffert (pH=6,6), 4 kU/L glikdz-oxidazt, 1 kU/L perabézt, 0,76 mmol/L 4-
aminoantipirint, 11 mmol/L fenolt és 3 v/v % minf{asugoritott Uvegszon atsirt
fermentlé) tartalmazott. A keletkézszines termék képdésének sebességét (‘rate
assay”) 500 nm-en detektaltuk. A glik6z mennyiségdibralé sor segitségével

szamitottuk ki és g/L dimenziéban adtuk meg.

5.4.3. A fermentlé antifungdlis és antibakterialis aktsdtidak meghatarozasa
Az Aspergillus torzsek fermentlevének antibakteridlis és antiflisg

aktivitdsat agardiffiziés modszer segitségévelrbatdk meg. Az antibakterialis
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aktivitas vizsgalatdhoBacillus subtilistesztorganizmust és bouillon tpagart (BOU)
hasznaltunk. A baktérium szélesztését kéeeta 25 ml tdpagar kézepébe 0,5 cm
atmeésji lyukat fartunk, melybe 40ul zsugoritott UvegsEén atshrt és
centrifugalassal (4 °C, 10 perc, 13000 G) tovabhtart fermentlevet
cseppentettiink, majd a tenyészetet 32 °C-on inkulbdlt napig. A keletkezett
gatlasi gyiri nagysagabol, G-penicillinnel készitett kalibrald gelhasznélaséaval,
szamoltuk ki a fermentlé antibakteridlis aktivitasdmelyet mg G-penicillin
egyenérték/ml egységben adtunk meg. Az antibakieridktivitas p-laktamaz
érzékenységét a fermentléhez adott 60 halktamaz segitségével teszteltik (Bok
és Keller 2004). Ap-laktam tipusu antibiotikumok jelenlétére [laktaméaz
jelenlétében bekovetkéaktivitascsokkenés utalt.

A fermentlé antifungalis aktivitasat (ECB tartabn&andida albicans
tesztorganizmus segitségével Sabouraud tadpagammgaliuk az antibakterialis
aktivitas tesztelésénél leirt moédon. A kalibrélo tsebben az esetben ECB

felhasznalasaval készitettik.

5.4.4. Vékonyréteg kromatografias (VRK) vizsgalatok
A szterigmatocisztin (ST) mennyiségének meghat&dairde €s a szekunder

metabolit spektrum vizsgélatdhoz 1 ml (teljes,ed@t is tartalmazo) fermentlevet
liofileztik, majd 1 ml 70 %-o0s aceton oldatban spesadaltuk fel. Centrifugélast (4
°C, 10 perc, 13000 G) kovn a feltlusz6 40 pl-ét Silica Gel 60 lemezre
cseppentettik fel. A minta komponenseinek elvalasztaz alabbi futtatészer
segitségével tortént: toluol: etilacetat: jégece8G:10:10 (Klich és munkatérsai
2001). A savokat 96 v/v %-os etanolban oldott 1 w/¥AR&l; oldattal valo elhivast
kovetben UV fény (265 nm) segitségével tettik lathatovaSAR mennyiségét

kalibral6 sor segitségével szamitottuk kjuggg fermentlé dimenziéban adtuk meg.
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5.5. Enzimaktivitas mérések
5.5.1. A specifikug-1,3-gliikan szintaz aktivitas mérés

A mérésekhez az\. nidulans var. roseus és az A. nidulans torzsek
tenyészeteit (15 ml) zsugoritott Uvefsin (ROBU borosilicat 3.3) atéik, a
kisziirt micéliumot desztillalt vizzel mostuk, majd 15 52 mmol/L Tris/HCI-t és 4
mmol/L EDTA-t (pH 7,5) tartalmazo pufferben szuszpéltuk fel és a szuszpenziot
-20 °C-on megfagyasztottuk. A fagyasztott mintdkgir¥ss segitségével tartuk fel.
A feltérast koveien a sejtfaltormeléket centrifugalassal (4 °C, 1€,p23000 G)
eltavolitottuk, majd a feluluszébol ultracentrifuggl (4 °C, 1 6éra, 38000 rpm)
segitségével izolaltuk a membranfrakciot. A pelléi®d pl 33 viv % glicerolt
tartalmazé Tris-HCI/EDTA oldatban vettik fel és dnta p-1,3-glikan szintaz
aktivitast fluoreszcens eljaras segitségével hztdko meg (Shedletzky és
munkatarsai 1997). A reakcidé elegy gbmintat és 5Qul reagenst tartalmazott. A
méréshez haszndlt reagens a fent leirt Tris-HCI/&Dpuffer felhasznélasaval
készilt és 10 mg/ml GTP-t, 100 mg/ml UDP-glukozt, 0\ % Brij-t és 6,6 viv %
glicerolt tartalmazott. A kontroll mérések esetébereakciéelegy 3,5 mg/ml ECB-
vel is ki volt egészitve. Szob&inérsékleten torténl h inkubaciét kévéen a
képzdott glikan mennyiségét az alabbi médon detektakukeakcidelegyhez 10
ul 6 mol/L NaOH oldatot, majd 30 perc 80 °C-on toétémkubalast kdveten 210ul
A reagenst adtunk. Az A reagens 0,1 w/v % Anilin Bil@atot, 1 mol/L HCI-t és 1
mol/L glicin puffert (pH 9,5) tartalmazott 40:21:5%anyban. 30 perc 50 °C-on
tortérd inkubalas utdn 25 percig szoldamérsékleten taroltuk a mikrotiter
lemezeket. A képidott fluorescens terméket BioTek Synergy 4 Platadee
segitségeével detektaltuke( = 400 Nnm;Am = 460 nm). A képadott 3-1,3-glikan
mennyiségt az ECB hianyaban és az ECB jelenltbehjeiéilonbsglél szamoltuk
ki. A B-1,3-glukénba beépllt glik6z mennyiségét laminagihadsznalasaval készilt
kalibrdl6 sor segitségével hataroztuk meg és ammahtivitasokat nmol beépiilt
glikoz/(min*mg fehérje) dimenziéban adtuk meg. Antdk fehérje tartalmat
Bradford modszerével mértik meg (Bradford 1976).

Az enzim ECB-vel val6 gatolhatésaganak meghataeozéslekében a

méréseket ECB (0-10@g/ml) jelenlétében is elvégeztik. Az enzim ECB-vel
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szemben mutatott érzékenységét az 50 %-os gattégth ECB koncentrécioval

(ICSO,ECB) je”emeZtUk.

5.5.2. A specifikus nitrat-reduktaz, katalaz és glutationk&ik aktivitas mérése
A mérés ‘“rate assay” eljards segitségével tortenK-gresszel feltart és

centrifugdlt (4 °C, 10 perc, 13000 G) mintak felha@asaval. Az egyes enzimeknél
a reakcidelegyek végtérfogata 1 ml volt, és az alabbi koenseket tartalmaztak:

Nitrat reduktaz: 20 mmol/L Hepes (pH 7,6), 0,1 mmoMADPH, 0,3
mmol/L NaNQ és 10 v/v % minta. A NADPH fogyas sebességét 340enm-
detektaltuk (Bruinenberg és munkatarsai 1983)

Katalaz: 20 mmol/L Hepes (pH 7,6), 0,1 mmol/LO4 és 1 v/v % minta. A
H,O, koncentraciéo csbkkenését 240 nm-en kovettik nyorfRoggenkamp és
munkatarsai 1974).

Glutation reduktaz: 0,1 mol/L Na-foszfat pufferbg@HE7,6) 0,1 mmol/L
NADPH, 1,5 mmol/L oxidalt glutation (GSSG) és 10 W& minta. A NADPH
fogyas sebességét ebben az esetben is 340 nmektdttek (Pinto és munkatarsai
1984).

Az enzimaktivitasokat a mintdk Bradford-mddszer isEgével
meghatarozott (Bradford 1976) fehérjetartalméaraatkoetattuk és mkat/kg protein

(katalaz esetében kat/kg protein) dimenzidban adtuk meg.

5.5.3. Az oxidalt és redukalt glutation mennyiségének at@gizasa
A sejtek oxidalt glutation (GSSG) tartalmat az Armim-féle (Anderson

1985) “rate assay” eljaras segitségével hataromiay. Ehhez 5 ml tenyészétb
kisziirt és desztillalt vizzel mosott micéliumot 1 ml 3w 5-szulfoszalicilsav
oldatban inkubaltunk (20 perc, 4 C), majd centrifagél(10 perc, 4 c, 13000 G)
kdveten a feluliszé redukalt glutation (GSH) tartalmatirdipiridines kezeléssel
(185 mmol/L, 1 6ra, pH 6,0-7,0) reagéltattuk el. A nséez hasznalt reakcidelegy
115 mmol/L Na-foszfat pufferben (pH=7,5), 50 mmol/DEA-t, 0,6 mmol/L 5,5-
ditio-bis(2-nitrobenzoesav)-at (DTNB), 0,2 mmol/L NADPH-t, 1,8/k glutation

reduktézt $accharomyces cerevis)aés 10 % (v/v) 2-vinilpiridinnel kezelt mintéat
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tartalmazott. A DTNB redukalédasanak sebességéndten detektaltuk. A GSSG
mennyiségét GSSG felhasznalasaval készult és Bividint is tartalmazoé kalibralo

sor segitségével szamoltuk ki. A GSH tartalom megbatsa a fent leirt médon
tortént, de ebben az esetben a mintak teljes gluté@8iH+GSSG) tartalmat meértuk
meg (a 2-vinilpiridines kezelés elhagyasaval és @8Hkészilt kalibralo sor

segitségével) és a GSSG tartalom ismeretében dednkola GSH mennyiségét. A
mintak GSH és GSSG tartalmat a mintak szarazargréglrhara vonatkoztattuk és

mmol/kg DCM dimenziéban adtuk meg.

5.5.4. A sejtek peroxid tartalmanak mérése
A sejtek peroxid tartalmanak méréséhez (Royallsékitopoulos; 1993) a

tenyészetekhez 2’,7’-diklorofluorescein diacetatiiolecular Probes Europe BV,
Leiden, Hollandia) adtunk j0M-os végkoncentracioban €és a sejtekben egy ora alatt
képzdé 2'.7'-dichlorofluorescein (DCF) koncentracidjat hatztuk meg. A sejteket
ebben az esetben is 5 w/v % 5-szulfoszalicilsaatblsh tartuk fel az é&t6
fejezetben leirtaknak megfeben. A fellliszék DCF koncentraciojat Jasco 821-FP
tipusu spektrofluoriméterrel hataroztuk meg@,(pbc=502 NM,Aempce=523 nm). A
képzdott DCF mennyiségét a sejtek szarazanyag tartalménatkoztattuk és

pmol/mg DCM dimenziéban adtuk meg.

5.6. A sejtfal 6sszetételének meghatarozasa

A sejtfal dsszetételét Stevens és munkatarsai 2808l leirt protokollt
kovetve hataroztuk meg, a komplex glukézos taplesesfiKGL) felndvesztett
tenyészetekdl a 2. napon vett mintakat felhasznalva. A mintadkatgoritott
Uvegs#rén s#irtik le, a kis#art micéliumot desztillalt vizzel mostuk, majd
liofileztilk. A liofilezett micéliumot Uveggydngyok egitségével tartuk fel. A
sejtfaltormeléket haromszor 1 ml desztillalt vizzebstuk, majd liofilezéssel
szaritottuk. A sejtfalpreparatum-glikan tartalmat NaOH oldattal hidrolizaltuk.
Ehhez 20 mg sejtfalpreparatumot 0,5 ml 3 w/v %-0sONa oldatban

szuszpendaltunk fel és 75 °C-on 1 6ran at inkukahuajd az el nem hidrolizalt
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sejtfalanyagokat centrifugélassal (10 perc, 4°C, 03@) Osszegyjtottik. A
hidrolizist még kétszer megismételtiik és a kapeliildiszokat egyesitettik. A
fellluszéhoz 2x térfogatl abszolit etanolt adtunk2® °C-on 1 6ran &t inkubaltuk.
A kicsap6doa-glukan hidrolizatumot centrifugélassal (10 percCA4°13000 G)
Osszegyijtottik és 0,1 ml desztilldlt vizben oldottuk visszBzt az oldatot
hasznaltuk aza-glukan tartalom meghatarozasara. A NaOH-os hmeolutan
megmaradt csapadékot 50 100 mmol/L, majd 500ul 10 mmol/L Tris-HCI
pufferel (pH 7,5) mostuk és 1Q0 10 mmol/L Tris-HCI (pH 7,5) pufferben oldott 4
mg/ml tdményséi litikhz enzimmel (ap-glikanok hidrolizise) emésztettik egy
€jszakan at 37 °C-on. Az emésztést kderet a mintakat centrifugéltuk (10 perc,
4°C, 13000 G), a kapott felulusz6t hasznaltug-glikan tartalom mérésére. A
litikaz kezelés utdn kapott csapadékot 1006 mol/L HCI oldattal hidrolizaltuk
tovabb 95 °C-on 5 6ran at (a kitin hidrolizise). fileazést kdveten a hidrolizatumot
0,2 ml desztilldlt vizben oldottuk fel. Ezt az oldatwasznaltuk a kitintartalom
meghatarozasara.

Az o- és B-glikantartalom meghatarozasa a megéeléiakcio hexoz
tartalmanak mérésén alapult. A mérés lényege, ho@ylthintat 700ul 5 wiv %
borsav és 23 viv % 830,-at tartalmazd vizes oldat hozzdaddsa utdn 15 gperci
inkubaltunk szobatmérsékleten. Ezt kéwetn 0,1 ml 1 w/iv %-os Trp oldatot
adtunk hozz4 és 20 percig inkubéltuk 95 °C-on, nfajkercig jégen és végul 30
percig szobatmérsékleten. A keletkezett szines termék koncedjgicb40 nm-en
tortérd fotometralassal mértik meg. A mintédk glikan taréalak kiszamitasahoz
glikoz segitségeével készitett kalibralé sort hdsznié A mg-ban meghatarozott
glukantartalmat a mintak eredeti tomegére (20 nug)atkoztattuk és %-ban adtuk
meg.

A kitintartalom mérése a megfalelfrakcio glukézamin tartalmanak
meghatarozasan alapult. A mérés Iényege, hogyul®intat 25ul 4 viv %-0s
acetil-acetonos oldattal inkubaltuksbb 90 °C-on 1 éran at, majd jégen 5 percig.
Ezt kdveten 200ul 96 v/v %-0s etanol és 28 Elerlich-reagens (30 ml metanol:30
ml HCI:,6 g N,N- dimetil-paraaminobenzaldehid) hoz¥#sa utan 20 percig

inkubdltunk szobadmérsékleten. A keletkezett szines termék mennyissf@inm-
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en torté fotometralassal hataroztuk meg. A mintdk kitin ahmiénak
kiszdmitdsdhoz glik6zaminnal készult kalibralé shasznaltunk. A mg-ban
meghatarozott kitintartalmat szintén a mintak etied®megére (20 mg)

vonatkoztattuk és %-ban adtuk meg.

5.7. Parcialis DNS szekvencidk meghatarozasa

A DNS izolaldsahoz a Barratt-féle minimal-nitrgplgvesben felndvesztett,
18 h-s tenyészetebszarmazd micéliumot hasznaltuk. A zsugoritott $zgn
kiszirt micéliumot desztillalt vizzel mostuk, majd liafi#tik. A genomi DNS-t a
Genomic DNA Purification Kit KO512 (Fermentas) deggével izolaltuk a gyarté
ajanlasa alapjan.
A PCR-hez a 20. tablazatban szefeplimereket és annealingsmérsékleteket
hasznaltuk.
A PCR-t 5u/pl 500U Tag DNS polimeraz (Fermenta#jagznalasaval végeztuk.
Az 50 pl-es reakcidelegy 10 v/iv % 10x Taq polimgva#fert, 2 mmol/L MgCJ-ot,
0,2 umol/L génspecifikus primer part, Oi@nol/L dNTP mix-et és 2 U/50 pl Taq

polimer4zt tartalmazott.

A PCR reakcio l1épései a kdvetkézvoltak:

(2) Iniciacid, 95 °C, 5 min

(2) Denaturécid, 95 °C, 45 sec

(3) Annealing, a 21. tabldzatban megadéthérséklet, 30 sec

(4) Extenzié, 72 °C, 80 sec (a-24. 1épés 35 ciklusban ismételve)
(5) Befejed extenzio, 72°C, 10 min

A PCR termékeket 1 %-o0s TAE agar6z gélen véalas#todl. A TAE puffer
Osszetétele a kovetkexolt: 0,4 mol/L Tris, 0,01 mol/L EDTA és 0,2 mol/L eca¥s
(pH 8,5). A savokat Silica Bead DNA Extraction Kit KIB (Fermentas)
segitségével izolaltuk vissza a g#lb gyartd protokolljat kdvetve. A szekvendlas az

ABI Big Dye Terminator 3.1 Kit felhasznalasaval egy auttarDNS kapillaris
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Gén neve, szama

Annealing Bmérséklet

Forward primer

Reverse primer

ITS1(55°C) (1)

ITS Il (55°C) (1)
Kalmodulin (52,3 °C) (2)
B-tubulin (56,4 °C) (3)
y-aktin (56,4 °C) (4)
AN6700 (53 °C)
AN7032 (53 °C)
AN2523 (53 °C)
AN6318 (55 °C)
AN6317 (53 °C)
AN4367 (53 °C)
AN8710 (55 °C)
AN10696 (55 °C)
AN3729 (53 °C)

5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3
5-GCATCGATGAAGAACGCAGC-3’
5-CCGAGTACAAGGAGGCCTTC-3
5-GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC-3'
5-ATGTGCAAGGCCGGTTTGGC-3'
5-CTATTCCCGAGCAAGTTC-3’
5-ACCAAACCGCAGAGAGC-3’
5-TTGCGACAAGGACACATTGG-3
5-ATCGTCACTCCCCTCATTAC-3’
5-TAGACGCTGGGACAAGTG-3
5-GACTTCACGCTCCGCAATG-3’
5-ACAATCTCAGTCGCAGTCTC-3'
5-TGATTCCACCCATTCCTTCTC-3

5'-CCACCACGATGACTACTAC-3’

5-GCTGCGTTCTTCATCGATGC-3
5-TCCTCCGCTTATTGATATGC3’
5'-CCGATAGAGGTCATAACGTG&’
5'-ACCCTCAGTGTAGTGACCTTGGC-3

5-TACGAGTCCTTCTGGCCCA®

5-TGATGTTCCTGACGATGGC-3"
5'-TCCCGCCATACCTTGAAC-3'
5'-ACCGAAAGCGTTGAACAGC-3
5-TAGCACTACCTTCTTTCCCG’
5-AAGTAACGCTGGGAGTGG-3’
5'-GAACACCAGGCAGACCAC-3'
5-CCATCTTCACCAGGCAAAG-3
5-TCCTCCTCTGCTCGTTTATC-3’

5-TACGACACCTGCGAAGAAG-3'

21. tablazat A parcialis DNS szekvencidk meghatarozasasanéit primerek szekvenciaja és annealtimgérséklete

1 - White és munkatarsai 1994; 2 - Hong és munkatarsai 2005]ass és Donaldson 1995; 4 - Carbone és Kohn 1999
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szekvenatorral tortént (ABI PRISM3100-Avant a Delerd Egyetem, AOK,
Biokémiai Intézetében).

Az altalunk szekvenalt DNS szakaszok és a GeneBaotbazisban
(www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) szeréplszekvencidk 0sszehasonlitdséhoz a
Nucleotid Blast programot (http://blast.ncbi.nim.nirvfilast.cgi) hasznaltuk. A
szekvenciaink filogenetikei analizisét a MEGA4 szeffrel végeztik a Neighbor-
Joining modszert felhasznalva (Tamura és munkata@@v), Dr. Miskei Marton
(Debreceni Egyetem) segitségével. Az evollcidos s@gukat a Maximum

Composite Likelihood modszer segitségével allapitatial.

5.8. Génexpresszio vizsgalata qRT-PCR segitségével

Az RNS izolaldsdhoz a&. nidulansvar.roseus ATCC 58397 és. nidulans
FGSC A4 torzsek 24 és 37 °C-os KGL taplevesbenétatgtt 45h-s mintékat
hasznaltuk fel. A torzsek 37 °C-on ECB-vel (350 Imgtorténs kezelése a
mintavétel edtt 8 oOraval tortént. A mintékat zsugoritott Uvegén atsirtik, a
micéliumot jéghideg dietil-pirokarbonéttal (DEPCeZelt vizzel mostuk, majd
liofileztilk. Az RNS izolaldsa TRISOL reagens (Ineigen, Lofer, Ausztria)
segitségével, a gyartd ajanlasa szerint (Chomcigsskunkatarsai, 1993) tortént.
Az RNS mintdkat DNazzal kezeltik (Fermentas), majiNSR tartalmukat
spektrofotométerrel hataroztuk meg 260 nm-en. Az RMBitak mirbsegét
denaturalé agardz gélelektroforézissel dteriik. Ehhez az 1 w/v %-0s MOPS-
EDTA agar6z gélt 5 viv % formaldehiddel egészitetkii és a mintékat (Jul)
el6zetesen 2d 25 mmol/L EDTA-t és 10 g/L SDS-t tartalmaz6 oldétinkubaltuk
10 percig 68C-on. A MOPS-EDTA puffer dsszetétele az alabbi va@0 mmol/L
MOPS, 50 mmol/L f, 10 mmol/L EDTA ( pH 7,0).
Az gRT-PCR reakcidkat QuantiTé¥t SYBR® Green RT-PCR kittel (Qiagen,
Hilden, Németorszag) végeztik el, a gyarté altal metdaprotokoll alapjan.
Minden reakciéelegy 500 ng total RNS-t, 2,5 mmol/L Gligot és 0,5umol/L
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génspecifikus primer part tartalmazott. Az qRT-PGR-thasznalt primerparok
szekvencigjat és az alkalmazott annealiGmdrsekletet a 21. tdblazat tartalmazza.
Az gRT-PCR reakcio lépései a kovetékezoltak:

(1) reverz transzkripcio, 5T, 30 perc

(2) reverz transzkriptaz denaturacio,’@s 15 perc

(3) DNS denaturacio, 9€, 15sec

(4) primer hibridizacié (annealing), a 22. tAblazatbanadet fbmérséklet, 30 sec

(5) lanchosszabbitas (extenzid), @2 30 sec; a (3)-(5) lépések ismétlése 40 ciklus

erejéig)

Gén szama,
annaeling

hémérséklet

.Forward” primer szekvenciaja

.Reverse" primer szmhciaja

AN6700 (52 °C)
AN7032 (51 °C)
AN2523 (52 °C)
AN6318 (51 °C)
AN6317 (51 °C)
AN4367 (51 °C)
ANS8710 (52 °C)
AN10696 (51 °C)
AN3729 (52 °C)
AN3639 (55 °C)
AN5634 (55 °C)
AN2584 (55 °C)
AN2585 (55 °C)
AN4148 (55 °C)
*AN2794 (55 °C)
AN8102 (55 °C)
ANG089 (55 °C)
ANB8269 (55 °C)
AN5781 (55 °C)
AN5129 (55 °C)
AN3581 (55 °C)
AN8692 (55 °C)
ANOB09 (55 °C)

5"-CTATTCCCGAGCAAGTTC-3
5'-ACCAAACCGCAGAGAGC-3’
5-TTGCGACAAGGACACATTGG-3
5-ATCGTCACTCCCCTCATTAC-3’
5-TAGACGCTGGGACAAGTG-3’
5-GACTTCACGCTCCGCAATG-3'
5-ACAATCTCAGTCGCAGTCTC-3
5-TGATTCCACCCATTCCTTCTC-3
5'-CCACCACGATGACTACTAC-3
5-TGCTGCTTTGGCTCTTGGTG -3’
5-GGTGGTCTTACTGCTGTGATG-3'
5-TTTCCGTCTTCTTGTTCCCCG-3’
5-GTGGACTATGCGATGCTTACC-3
5-CCCTAATGAAGTCGCCTGG-3’
5-CTTGTTGCCTTCGCCAGTATG-3’
5'-ACGGCTCACGCTACAATGC-3’
5-CCTTCAGCAGCAGCGATTTG-3'
5'-TCCCGATGCCGAGAACAAG-3’
5'-ATTCACCGACCCTCAAACCC-3’
5-GTGGAGTTCAAGGGCGAGAC-3’
5-TGGCAGAACGGTATCAGCG-3
5-CTGGACTGAGGAGAAGGGC-3’
5-GCGGGTTGGTGCGATTCTC-3'

5-TGATGTTCCTGACGATGGC-3’
5-TCCCGCCATACCTTGAAC-3’
5'-ACCGAAAGCGTTGAACAGC-3
5-TAGCACTACCTTCTTTCCCG’
5-AAGTAACGCTGGGAGTGG-3’
5-GAACACCAGGCAGACCAC-3’
5'-CCATCTTCACCAGGCAAAG-3
5-TCCTCCTCTGCTCGTTTATC-3’
5'-TACGACACCTGCGAAGAAG-3'
5-TGGGGACGGTATCATCTG&
5'-CAATGGTGGATGTGATGAGG-3’
5-TTATCCTGGTCGTCCTTGG3-3'
5-CGAGAACGGGAGGACAATGA-3’
5-GGTCCTCGGTGAAAGTGAAC-3
5-GTTAATTGACCCCGCCTCG:
5-AGGTATCGCTTTCGCTGGG-3’
5-TACCGTCACCAGCGAGTTC-3
5'-GAAACCGACACCAAACTGACC3’
5-CGCTCAGATGCCCAGAACTT&'
5-ATAAGCAATGGCGGCAGCAG3’
5'-GCGGACAAGCACGGTAACG-3
5'-GCAAGGACGGCAACAACATCG3’
5-CGGATGCCTTTGGGTGTGG-3
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AN10471 (55 °C) 5-GCAAGGGTAAACTGGGCAC-3’ 5-GATTCTGTCTCCGTCTGGGG-3

AN4934 (55°C) 5-GTTCATTACCACGCCCGAC-3 5-CACAGCAAGCACACTCCTC-3’
AN4401 (55 °C) 5-CGCCCTCACCTTCACTATTG-3' 5-ATCTCGTCGCTACCCTCAC:3
AN4159 (55°C) 5-TCTCGTTTCCTTCTCCACCGC-3’ 5-GCTCCTCGTTACCCTCACEG-
ANB450 (55 °C) 5-CACCACCGAGGAGGACTTTG-3' 5-AGGCGTAGAGGAGATATGCTES’
AN4219 (55°C) 5-CCTTCGCCCAAGTATCCTC-3' 5-TGTAGTCATCGGTTCGTCTGG:
AN7479 (55°C) 5-ACTCTCCTTCACGCCTTTCTG-3 5-TCTCCGCCTCCTCCTTTTG:
AN11125 (55 °C) 5-CAGGTCTTTTGCGTGTCCGAG-3’ 5-CGTTCAGTCTTGGTGCTTAG3’
AN5357 (55°C) 5-ACGACGGTGGTTGCTAACG-3 5-GTGGTAGGGGAAGGAGAAC-3’
ANB8553 (55 °C) 5-CACCAACAACGAGGCAATCC-3' 5-GAAAAGCGAATGAACACGGGG3'
AN4583 (55 °C) 5-TTACCACCGTTCCCACTCC-3 5-GTCTGCTTGTCTGCGTTGTCG:
AN10489 (55 °C) 5-CCCGTTGCTGTCTATGCTC-3' 5-GCCTTCTCCTTATCGCTGG-3'
AN9199 (55°C) 5-AATGAACGGGGAGCAGAGC-3' 5-AGCAGGAGGTTGTAGATGAGCS'
AN4238 (55 °C) 5-CCAGACAATGAGGCGGAAAC-3’ 5-GGAGACGGGATGAGAAGTATGS’
AN1812 (55°C) 5-ATCTCTCCCCATTCCTTCAGC-3 5-GTCGTCCGCCGTAGTTGTG:
AN3675 (55°C) 5-GAACCTACTGTCTCCTCCC-3' 5-TGTCTCCCTGTCGCTCAAG-3'
ANB8365 (55 °C) 5-CGGTAGGGGTGCTGAAGATG-3’ 5-GATGATGGAGGACTGGAAGGE’
AN2314 (55°C) 5-GCCCTAAGAAACCCGAAAGC-3 5-ACTATGTGCCGTGTCAACCAGS’
AN1015 (55 °C) 5-GGAACAAAACCCAACAGAGGC-3'  5-CCAGACCACCATTACCAAGGS'
AN11161 (55 °C) 5-GCTGTTTGTTTGCGACCCG-3 5-CGTATCCCTTGCCTTGACTC-3
ANGB792 (55 °C) 5-ACCGTCCCTTCCGATTCTCC-3' 5-AGCGTCACCTTCCCGTCTG-3
AN10559 (55 °C) 5-TATCCTAACAACCCTTCCCGC-3 5-AAATGCCGCTGCTGACACCS’
AN3381 (55°C) 5-GCCTTCCTTGCTTCGTATTCC-3 5-GCCATCGTTGCCTTTGCTTS
AN1734 (55°C) 5-TCTACCTCCATTCCTCTCTCC-3' 5-TTTTCACTTCTGCGGCGGG*
AN1418 (52°C) 5-GCATTAGCGGTCAAGGAG-3 5-TGTTCACTGTCATCGGAGC-3’
AN1428 (52°C) 5-GCCCGAACAAGACTATTAGAC-3  5-GCGATGATGCCGTAGAATAAAC-3
AN3150 (47 °C) 5-AGGAGGGAGGTAGCAAAAG-3 5-CAGATGGAGGGTAATAAGGC-3
AN2738 (52°C) 5-TACGAGGAAAGGGGTCTG-3' 5-GGCAGGTAGGATGTTGAG-3’
AN8241 (53°C) 5-CGCAGAAGCCAAATCCAA-3 5-GAAGGCACCCCAAGAAAAGTC-3
AN9339 (52 °C) 5-CCGAGCCCGACAACACTTAC-3’ 5-GTTCAGCGACGACAATGACGS’
AN1006 (52 °C) 5-TATGTCGTCCCAAAACCCG-3' 5-TTATTCTTCGTCCGCCTCC-3'
AN1007 (52°C) 5-TCGTGATTGGAGAAGAGCC-3 5-CGGGTATTGAGGTAGTAGTC-3
AN5046 (53 °C) 5-CAATTCTCCGCCATCGTCC-3’ 5-GCACCAAAGATACCACCAAG-3
AN7820 (51 °C) 5-CAACACCGACGAATACGA-3 5-ACCGAGAGGAGTGACGATAG-3'
AN10576 (52 °C) 5-ACTCTCTTCGGTGTTGGC-3’ 5-GGGCTCTATCTCGCTAATG-3'
AN11510 (51 °C) 5-TCTGGGGTGCTGGCGATG-3’ 5-CCGTGGTAGGTTCCGTCC-3’
AN9397 (52°C) 5-AGACGAAGAATGTGGTGGC-3 5-ACGCTGAAGAAGGAACTGG-3’
ANB8637 (52°C) 5-CAAACGCTCCGCCATCTA C-3 5 CTTGAGGTGCCCGAATGT C-3'

22. tablazatA gRT-PCR vizsgalatokban hasznalt primerek szekiégmcés anealing
hémérséklete.
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Az RT-PCR termékek homogenitdsanak megéllapitdseadaspont
meghatarozéssal és agardz gélelektroforézisseldd YAE agardz gél) tortént.

A relativ transzkripcié (RT) mértékét /a modszerrel szdmoltuk ki. RT =
CPysrrCPeterencia @hol CP a PCR termék akkumulalodasahoz sziksédasszam a
vizsgalt gén (gén), illetve a ,housekeeping” gérefdrencia) esetében. A
.housekeeping” gén az eEF-3 elongacios faktor (ADG7volt. Az RT érték

csOkkenése a vizsgalt gén indukcidjara utal.

5.9. Microarray vizsgélatok

A microarray vizsgalatainkban @z nidulansvar.roseus ATCC 58397 torzs
24 és 37 °C-os tenyészetdibszarmaz6 RNS mintdkat (KGL tapleves; 53 h)
hasonlitottuk 6ssze. A mintakat harom péarhuzamosgrlkitsl izolalt, azonos
mennyiséf RNS-t tartalmaz6 preparatumok elegyitésével hol#uk. A DNS-chip
elkészitését, hibridizaciojat és leolvasasat a Ktdffia(Agilent) végezte. A chip-et
Dr. Miskei Marton és Karanyi Zsolt (Debreceni Egye}etervezte az eArray
szoftver (Agilent) segitségével aA. nidulans FGSC A4 tbdrzs genomi
szekvencigjanak felhasznaldsaval (design numbet1418. Egy lemez négy
fuggetlen mintahoz felhasznalhat6 blokkra volt eazimelyek mindegyikére 44000
génspecifikus, 60-mer hosszUsdgu oligomert rogekettmindegyiket 4-4
ismétlésben. A hibridizacibhoz hasznalt mintakkétzitéséhez az Agilent One-
Color Microarray-Based Gene Expression Analysistqual lett felhasznélva. A
mintak tisztitAsa RNeasy mini spin oszlopokon (@igg tortént, midséguk
ellersrzése az Agilent Bioanalyzer 2100, mennyiségik maghzasa az ND-1000
NanoDrop Spectrophotometer segitségével torténtndéfi blokkra 825 ng
fragmentalt cRNS lett hibridizalva (17 h, 65 °C, dfim; Agilent hybridization
oven). A detektalas az Agilent MicroArray Extractisoftware segitségével tortént;
a nyers adatok az Agilent Feature Extraction saftwaegitségével lettek
elénormalizalva. A kapott adatok LOESS normalizalasét (sitgrdependent block-
by-block normalization) Karanyi Zsolt (Debreceniyetem) végezte. A normalizalt
adatokat hasznéltuk a lpB értékek kiszamitasahoz. (R = J24/337, ahol J24 a 24 °C-
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on, mig a J37 a 37 °C-on inkubalt tenyés@letbzarmazd minta &ltal adott
jelintenzitds egy-egy konkrét gén esetében). Azomekgt, amelyeknél a
jelintenzitas (J) egyik minta esetében sem érgel€l0 egységet kihagytuk a tovabbi
elemzésekdl. Azon géneket, melyeknél a IpR < -2, 24 °C-on represszal6do, mig
azon géneket, ahol a pB > 2, 24 °C-on indukélodd géneknek tekintettiik. Aeié
altal kodolt fehérjék adatait a Broad Institute lapjgn hozzéaférhét Aspergillus
Comparative Databad®l (www.broadinstitute.org) djtottik ki. Ezen adatokat az
AspergillusGenome Database adatbazis (www.aspergillusgenohedadaival is
egybevetettik és azon gének annotalasat fogadtudyesnek, ahol e két adatbazis

adatai nem mondtak ellen egymasnak.

5.10. Statisztikai mddszerek

A statisztikai elemzésekhez 3-6 fuggetlen mérésgatl és azok szorasat
hataroztuk meg. A szignifikancia vizsgalatokhoz adgnt-féle t-tesztet hasznaltuk.
Csak a p< 5% valbszitiségi szinteken jelentkézkilonbségeket tekintettik

szignifikAnsnak.

5.11. Felhasznélt vegyszerek

A kisérleteinkben felhasznalt finomvegyszerek, hakéat nem jeldltem, a
Sigma-Aldrich Kft. (Budapest, Magyarorszag) termékeitak. Minden egyéb
vegyszer analitikai mitsédi volt és a WVR International Kfét (Debrecen,

Magyarorszag) kertlt beszerzésre.
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6. Osszefoglalas

Az echinocandinokat, mint antifungalis hatasu szdkurmetabolitokat az
1970-es években fedezték fel. Az echinocandinok kdzé méar tébb mint 20
természetes eredet molekula tartozik. Kozos jellendfik, hogy kémiailag
lipopeptidek és antifungalis hatdsukd#t-4,3-glikan szintdz gatlasan keresztil fejtik
ki. Minthogy a természetes echinocandinokat magagités jellemzi, ezért a
gyogyaszatban félszintetikus valtozataikat hasakaljBryskier 2005). Jelenleg
kereskedelmi forgalomban 3 félszintetikus lipopg@zarmazék, a caspofungin, az
anidulafungin és a micafungin kaphat6. E készitmiéetysikeresen alkalmazzak a
klinikkumban invaziv és egyéb terapiara nem jol &dég el$sorban Candida
ritkabbanAspergillusfajok altal okozott fetizések leklizdésére.

Az altalunk tanulmanyozot. nidulansvar. roseusATCC 58397 torzs az
anidulafungin alapanyagaul szolgalé echinocandi(EBB) termelése révén egy
nagy ipari jeleniséggel bir6 fonalas gomba. Ezen sivatagi gyapodtefiitdek
talajabdl szarmazé izolatum taxondmiai statuszak-rsasAspergillus,varietas”-
hoz hasonl6an — nem k&#in tisztdzott (Geiser és munkataai7; Peterson 2008).
igy vizsgélataink els felében a polifazikus taxonémia (Colwell 1970) pallveit
kdvetve klasszikus és molekularis markerek segitsgigmegprobaltuk a torzs
rendszertani statuszat pontositani. ECB termeléserazA. nidulansvar. roseus
szukségszéen rendelkezik bizonyos foku ECB rezisztenciavgy, élkalmas az
echinocandin rezisztencia mechanizmusanak tanulozésgara. Vizsgalataink
masodik felében ezért megprobéaltuk megérteni & t@zisztencidjanak természetét
€s a kapott adatokat dsszevetettikCandida fajok és azA. fumigatusszerzett
echinocandin rezisztenciajaval kapcsolatban leighilasszikus fiziologiai, qRT-
PCR és microarray vizsgalattal megprébaltuk fe@#pdzni azA. nidulansvar.
roseus fizioldgiai jellegzetességeit, kulonds tekintettekekunder metabolit
termelésére annak érdekében, hogy adatokdijtsgjmk az ECB fermentacio
optimalizadsahoz és a torzs {ineni nemesitéséhez. Végil, tébbféle éteszs
fonalas gomba, mint tesztorganizmus felhasznalagamalmanyoztuk az ECB és

mas ismert, illetve potencidlisan sejtfal stresdaizé antifungdlis anyag kdzotti
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kdlcsonhatasokat. Remeényeink szerint e vizsgélat@dneényei nem csak e
molekulak gyakorlati felhasznaldsadhoz, de hatdsnménmaisuk megismeréséhez is
hasznos informaciokat szolgaltatnak.

Vizsgélataink alapjan - o6sszhangban Klich és muarkat (2001)
eredményeivel - aA. nidulansvar.roseusATCC 58397 torzs sima fall aszkosporai
ellenére (Klich és munkatarsai 2001) sem tartozikAa nidulansfajba, sokkal
inkdbb azA. rugulosugdrzsekkel mutat kdzeli rokonsagot. Erre utalt kmiealulin,
B-tubulin ésy-aktin gének parcidlis szekvenciaja (14. ébra, 2. .égl4zatok),
novekedésének/szénforras hasznositasartmkénséklet flggése (8-9. 4bra) és
szekunder metabolit termelése (12. 4bra, 1. tablézaByakorlati szempontbdl ez
azt is jelenti, hogy aA. nidulansdl a szakirodalomban dsszédfynagy mennyiség
informé&cié csak igen kritikusan altalanosithaté®amnidulansvar. roseusesetében.
A DNS szekvenciak kozott tapasztalt nagyfokl hassad (14. abra, 2. tablazat)
alapjan nem meglépazonban, hogy a&. nidulansgenom szekvencidja sikeresen
felnasznalhaté az\. nidulans var. roseusal kapcsolatos molekularis biologiai
vizsgalatokndl (pl. primerek tervezése, ortolog @eérmzonositdsa, microarray
vizsgalatok). AzA. nidulansés azA. rugulosus illetve azA. nidulansés azA.
nidulans var. roseuskozétti sikeres paraszexudlis hibridizacié ugy&oakelveti
annak lehdiségét, hogy egyes szokatlan tulajdonsAgpergillustérzsek (koztik
akar azA. nidulansvar. roseusis) fajok kozotti keresztérés segitségével tettek
szert rendhagyo tulajdonsagaikra.

Az A. nidulansvar.roseusechinocandin rezisztenciajanak vizsgalata alapjan
elmondhatjuk, hogy a térzs nem rendelkezik konstitutechinocandin
rezisztenciaval a sajat maga altal termelt ECBszeimben. &, ECB nem termél
koralmeények kozott kifejezetten érzékenyebbnek thotaott az ECB-vel és a CAS-
nal szemben, mint az echinocandinokat nem térehidulans(3. tablazat, 17-18.
abra). A torzs ECB rezisztenciaja ECB adagolasdatyd az ECB képxlésének
biztositasaval (pl. a tenyésztésinérséklet 3741 24 °C-a valé csokkentésével)
indukélhatonak bizonyult. Felteliddg a rezisztencia indukalhaté jellegével
magyarazhaté a térzs rendhagyd, a paradox-effelBaglé és Musselman 1948;

Hall és munkatérsai 1988) meglétére utald viselked@luleti kultirakban ECB
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kezelést koveéen (19. &bra). Elképzeléseink szerint a tdrzs nenmetér
korilmények kdzott mutatott fokozott ECB érzékemygs€ami legaldbb részben az
alacsonyB-1,3-gliikan szintdz aktivitasokkal magyarazhato;s38établazatok) az
ECB rezisztencia gyors indukaldédasat segithette.eisrtencia kialakulasaban
fontos szerepet jatszhatott a kitin szintézis dlkfidasa (4. tdblazat) és ezaltal a
sejtfal kitin tartalmanak novekedése (7. tablazagpecifikusf3-1,3-glikan szintaz
aktivitasok emelkedése (3. és 8. tablazatok) és @&tadg novekedés jeleid
lassulasa is (14. tablazat). A sejtfalfehérjék eziseben bekovetkézvaltozasok
(15-16. tablazatok) arra utalnak, hogy ECB tethelrilmények kdzott nemcsak a
sejtfal poliszacharid, de fehérje 0Osszetétele is wdlemgott, ami szintén
befolydsolhatta a torzs rezisztenciajat. A kitinngzzis echinocandinokkal tori&n
indukalhatésagatCandida fajok és azA. fumigatus esetében is leirtAk mar
(Fortwendel és munkatarsai 2009; Walker és mungait&d010). Minthogy aA.
nidulansvar.roseusechinocandin rezisztencigjanak hatterében - szemBandida
fajok szerzett rezisztenciajaval - nempdl,3-glikan szintdz echinocandinokkal
tortérd gatolhatésdganak megvaltozasa allt (3. és 8. &@oldz rezisztencigjanak
mechanizmusa inkabb a&. fumigatustorzsek szerzett rezisztenciajaval mutat
hasonlésagot (Fortwendel és munkatarsai 2009; Wékkenunkatarsai 2010). Az
nidulans var. roseus ECB rezisztencigjanak nem konstitutiv jellege efiedttleg
azzal van kapcsolatban, hogy a rezisztencia kigdalublyan valtozasokat idés el
sejtfalban melyek, novelhetik a gomba érzékenységges sejtfal stresszorokkal
szemben. Erre utal az ECB és az SDS antifungalidshakdzott meghatarozott
koncentracié tartomanyokban medgfigyelt szinergiktdcsénhatds (21. abra, 9.
tablazat) is. Ez egyben azt is jelenti, hogy ha a BB tolerancidjat meg kivanjuk
novelni, hogy lehéivé tegyuk még tébb ECB kéfikesét az ipari fermentacio alatt,
akkor a rezisztencia novekedésével parhuzamos&kersiet a sejtek vitalitasa és
(akar kémiai, akar mechanikai) sejtfal stresszel szembéataotiutolerancigja is.

Az A. nidulansvar. roseusECB termelését alapvin meghatarozza a
tenyésztési émérséklet (Boeck és Kastner 1981). Addig, amig 301Gz A.
nidulanghoz hasonl6 gyors ndvekedés és az ECB termelagahjallemzi, addig

24 °C-on (a legtbbb szénforras esetében) a novekddéyegesen elmarad Az
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nidulangtol, amit intenziv ECB termelés kisért (13. abrdysyalataink alapjan a
tenyésztési dmérséklet csokkentése jelésttranszkripcids szinten is detektalhato
valtozast idézett 8l a torzsben. Ezen valtozasok egy része a noOvekedés
intenzitdsdnak csokkenéseével (14. tablazat) alkefsggésben: Szamos olyan gén
represszalddott, melyek kdzvetve, vagy kozvetlenidhetrie szintézisben vesznek
részt, igy represszalodott sok, az aminosav és rikleszintézishez, a
transzkripcidhoz, a transzlacibhoz és a fehérjékztpramszlacios maodositadsahoz
kothet) gén aktivitasa is (15-16. tablazatok). Szintén regr&lddtak a szideroforok
szintéziséhez és transzportjahoz sziikséges gébel6(tablazatok), azaz cstkkent
a vas felvétel lehésége. Ez gyakorlati szempontbdl is érdekes lehetehisaz
aminosavak hidroxilezéséhez és ezen keresztil afelaldg mennyiséf és
hidroxilaltsdgu echinocandin termeléséhez vasra sailkség. ECB tultermel
torzsek kifejlesztésénél igy nagy hangsulyt kektdeni a folyamat vasigényének
biztositasara is.

A medfigyelt transzkripcios és fizioldgiai vizsgtdk alapjan, ECB termél
korilmények kozott étt a nitrat redukcié intenzitasa (14-16. tablazatit ra
tenyészetek specifikus katalaz aktivitdsa (14-1@laatok), valamint a lipid
anyagcsere (zsirsav, triglicerid, szteroid szintksbehtds) egyensulya a szintézis
irdnyaba tolodott el. E folyamatok fiziologiai jetéségének tisztdzdsa azonban
tovabbi vizsgalatokat igényel.

A kisérleteinkhez hasznélt GNL tépleves Osszet&dzul a szbjapepton
jelenléte alapvéen meghatarozta a termelt szterigmatocisztin (S&hnypiségét.
Optimalizaciés vizsgalatainkban a széjapepton Rlr-tortérd helyettesitésével
sikerllt egy olyan tapkdzeget kialakitani, amelybeamottetien csokkent a termelt
ST mennyisége (45 + j1g/g-rél 6,5 + 2ug/g-ra) anélkil, hogy ez a k&juHtt ECB
koncentraciojat lényegesen csokkentette volna. A -hbgr hasonléan |6
nitrogénforrasnak bizonyult a Phe és a Trp is, migsatelt tdbbi aminosav kdzil
csak az ECB felépitésében résztv€@rn, Pro és Thr egylttes jelenléte volinglos
(10. téblazat). Az Orn, Pro és Thr hatasa nem mégbspegybevag az irodalmi
adatokkal is (Petersen és munkatarsai 2001). Azas@minosavak ECB termelést

segit hatasanak megértése azonban tovabbi vizsgalaig&ayel. Egy érdekes
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egybeesés, hogy ECB teriekorilmények kozott bar szamos az aminosav
szintézisben résztvévgén aktivitisa csokkent, az AN1734 gén ortologjanak
transzkripcioja novekedett (16. tablazat). E gén éfelezett terméke a 3-
dehidrosikimat dehidrogenaz a Tyr és a Phe szintézisetikzéges.

Kisérleteinkben a napraforgoolaj jelenléte nélkbikietlennek bizonyult a
hatékony ECB termeléshez. A napraforgdolaj jeleniégzzon tal, hogy a béle
felszabadul6 linolsav kdzvetlenil beépllhet az BH@B- tobb ok miatt is 8hyos
lehetett: 1) Biztositotta a tenyészet (és igy azBH#&meb biomassza) lassu
ndvekedését a glikoz gyors elfogyasat koeet(11. és 23. abra). 2) Mérsékelte a
tenyészetek microarray és gRT-PCR adatok alapjénltjgnegntvekedett lipid
szintézis igényét. 3) Gatolta a tenyészet lugosod@sa abra). Ez utdbbi hatas
feltehebtleg részben a trigliceridb felszabadul6 zsirsavaknak kdszoghetszben
annak, hogy a nodvekedés biztositasaval megakadalyazt ammoniatermelés
indukélodasat (Emri és munkatarsai 2004). 4) Aiédken tul csokkentette a termelt
ECB antifungalis hatasat a teredrzsre nézve (13. tdblazat).

A gombak igen sok biol6giailag aktiv anyagot temedd melyek gyakorlati
jelentsége sokrét Felhasznaljdkoket, illetve szarmazékaikat tobbek kozott a
huméan terdpidban, illetve az allatgyogyaszatban, valsr élelmiszerek és
takarmanyok tartésitasara is (Keller és munkat&8@b; Galgoczy és munkatarsai
2011; Sharma és munkatarsai 2011). Egy-egy gombalszerint tobbféle
biologiailag aktiv molekulat is termel egysiten, melyek befolyasolhatjak egymas
aktivitdsat. A hatéanyagok kozott feltesetleges interakciok felhasznalasukat is
alapveten meghatarozzak. Vizsgalatainkban négy kuloépfimalas gombak altal
termelt, a sejtfal homeosztazist (potenciondlissefplydsold antifungalis molekula
hatdsa kozotti interakciot teszteltik. A kapott emédyek 6sszefoglaldsaként
elmondhatd, hogy az ECB antagonista modon viselkeld®AF-fal, azaz &.
chrysogenumaltal termelt antifungalis fehérjével szemben aafama gombéak
esetében (19. tablazat). A PAF és a ChiB kitindzivdleaz EngAB-1,3-glikanaz,
mint sejtfalbont6 hidrolazok kdzétt azonban nentun#l interakciot kimutatni (18.
tdblazat). A PAF 6nmagaban nem gatoltaCa albicans és a S. cerevisiae

novekedését, ahogy az varhato is volt (Hégeds munkatarsai 2011), és nem
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befolydsolta az ECB, a ChiB és az EngA antifunghbgdsat sem az éleskt
esetében. Mindezek alapjan, Binder és munkatarsaf@@k0) eredmeényeivel
0sszhangban, azt feltételezziik, hogy a PAF csak érgekben és felteh#eg csak
kdzvetett médon (pl. a frissen szintetizalt kitindlsk sejtfalba épulésének
megzavarasan keresztil; Binder és munkatarsai 20&@)lyasolhatja a sejtfal
homeosztazist. A sejtfalbonté hidrolazok ugyanakkainergista kdlcsonhatast
mutattak az ECB-vel mind az éleslzt mind a fonalas gombak esetében (17.
tablazat). E hatas medsiti azt az altaldnos tapasztalatot, miszerint t&bieltéd
mitkodési sejtfalkarositdé anyag kombinalt alkalmazasa meghoantifungalis
aktivitasuk hatékonysagéat (el-Sherbeini és Clen@851 Ganesan és munkatérsai
2004) és alatamasztia azon feltételezésiinket, riniszer konstitutive ECB
rezisztencia nem éhyods azA. nidulansvar. roseusszamara, mert megndvelheti

mas sejtfal stresszorokkal szembeni érzékenységét.
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7. Summary

Echinocandins as antimycotics were discovered if089Nowadays, more
than 20 natural molecules belong to this group. Tdreylipopeptides and inhilfit
1,3-glucan synthase. Since natural echinocandins Hagé toxicity, their
semisynthetic derivatives are used in medicine §Bey 2005). Three semisynthetic
echinocandins can be bought in trade market: casgof, anidulafingin and
micafungin. These products are used successivelyddicine againsCandida
rarely Aspergillusinfections.

A. nidulansvar. roseusis an industrially important strain owing to its
production of the antifungal compound echinocarBlifECB), the base material of
anidulafungin. The taxonomical position of this &tel derived from a desert cotton
field soil sample — similarly to the other subspediesm theAspergillusgenus - still
remains questionable (Geisdral. 2007; Peterson 2008). Therefore, in the first half
of our experiments we tried to define the taxon@ingtatus of the strain using a
combination of classical and molecular methods yfizhsic taxonomy; Colwell
1970). Due to its ECB productioA, nidulansvar.roseusshould possess resistance
to echinocandins; therefore it can be used to stbdymechanism of echinocandin
resistance. In the second half of our experiments,tied to understand the
resistance oA. nidulansvar. roseusand we compared the received data with those
obtained fromCandidaspecies ané. fumigatugpossessing acquired echinocandin
resistance. In order to collect data for the optatian of the ECB fermentation
process and for the strain improvement we studieghysiological properties .
nidulans var. roseususing classical, gRT-PCR based and microarray iquabs.
Finally, we investigated the pair vise interactionstween ECB and other
antimycotics affecting (potentially) the cell wddbmeostasis. We hope that these
experiments provide data for the practical appghlecatof these drugs and for
understanding their mode of action.

Similarly to Klich et al. (2001), we found that thA. nidulansvar. roseus

isolate does not belong té. nidulans species, despite of its smooth-walled
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ascospores (Klicret al. 2001), rather it shows close similarity fa rugulosus
strains It was supported by the partial DNA sequence datalnodulin,B-tubulin
andy-actin genes (Fig. 14; Table 2 and 6), the temperatapendence of its growth
on different carbon sources (Fig. 8 and 9) anddt®sdary metabolite production
(Fig. 12; Table 1). This information suggests thatphysiological data available in
the literature forA. nidulanscan only be used very critically in casefofnidulans
var. roseus.Thanks to the high DNA sequence similarity obserbedweenA.
nidulansandA. nidulansvar.roseus(Fig. 14; Table 2jhe genome sequence data of
A. nidulanscan be successfully used in molecular experimaittsA. nidulansvar.
roseus (e.g. primer design, identification of orthologue genesjcroarray
experiments). The possibility of parasexual hybeation betweerA. nidulansand
A. rugulosusas well as betweeA. nidulansandA. nidulansvar. roseusraises the
question if some of the taxonomically not fixédpergillusisolates, includingA.
nidulansvar. roseus are the consequence of gene exchanges duringatheexual
hybridization of different closely relatéspergillusspecies.

According to our result®\. nidulansvar. roseusdid not possess inherited
resistance to ECB. Under ECB non producing conditiaine tolerance oA.
nidulansvar. roseusagainst ECB or caspofungin was even lower thanetltodghe
echinocandin non-produceh. nidulans (Table 3, Fig. 17 and 18). The ECB
resistance ofA. nidulansvar. roseusproved to be inducible among ECB non
producing condition (37 °C) with ECB or by ensuriB€B production €.g. by
decreasing the culturing temperature from 37 °€46C). The unusual behavior of
this strain observed in surface culture after E@Atment can be explained with the
paradoxical growth (Eagle and Musselman 1948; Efalll. 1988) (Fig. 19) and it
was most likely the consequence of the observedcibte resistance. We assume
that the high ECB sensitivity of the strain obsenamong ECB non producing
condition (which can be explained, at least paytidy its low specifid3-1,3-glucan
synthase activity; Table 3 and 8) helped the faduétion of ECB resistance. The
ECB resistance of. nidulansvar. roseuscan be explained with the induction of
chitin biosynthesis (Table 4) and as a consequérecatreases in the chitin content

of the cell wall (Table 7), the increaspd.,3-glucan synthase activity (Table 3 and
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8) as well as the reduced vegetative growth (T@#)e The observed changes in the
transcription of certain cell wall protein geneslfle 15 and 16) suggests that not
only the polysaccharide but also the protein contiposof cell wall changed under
ECB producing condition which may also influencee tBCB resistance oA.
nidulans var. roseus Induction of chitin synthesis by echinocandins endeen
described inCandidaspecies andé. fumigatuspreviously (Fortwendekt al. 2009;
Walker et al. 2010). Similarly to the acquired echinocandin tasise of A.
fumigatus(Fortwendelet al. 2009; Walkeret al. 2010) the resistance éf nidulans
var. roseuswas not related to the altered echinocandin seitgitdf p-1,3-glucan
synthase. We assume that constitutive resistano®tibeneficial for the fungus
because any genetically ‘imprinted’ changes in ted wall composition and
structure may be helpful to resist a few given $ypef stress but may be
disadvantageous in combating others. This is exéetplwell by the interactions
between SDS and ECB treatment where even synergiffict was observed at
certain ECB and SDS concentrations (Fig. 21; Tahldt@&lso suggests that if we
want to increase the ECB tolerancefofnidulansvar. roseusin order to develop a
strain producing more ECB, the higher ECB toleramay be accompanied with
less viability and less tolerance against mechanic orichénell wall stress.

ECB production ofA. nidulansvar. roseusis depends highly on the
culturing temperature (Boeck and Kastner 1981). APG, A. nidulansvar. roseus
grew almost as fast s nidulansbut did not produce any ECB, while at 24 °C its
slow growth was accompanied with intensive ECB Isgsis (Fig. 13). According to
our experiments, the reduction of cultural temperatfrom 37 °C to 24 °C had
significant effects on the physiology of the cudfuhat could be detected on even
transcription level. Some of these changes areimection with the reduction of
growth intensity (Table 14). Several genes involyéidectly or indirectly) in the
protein synthesis (amino acid and nucleotide swishdranscription, translation,
posttranslational modifications) were repressedi@d5-16). Genes necessary for
the synthesis and transport of siderophores waeralpressed (Table 15-16). This
observation can be interesting from practical pohwview as well, since iron is

needed for the hydroxylation of amino acids, andetoee it is also necessary for
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the production of well-hydroxylated echinocandinsadequate amount. Therefore
supporting the iron uptake of ECB overproducerissracan be an important
question during the improvement of the strain @ thrmentation process. Under
ECB producing conditions intensification of nitrateduction (Table 14-16),

increase in catalase activities (Table 14-16) a6 agea shift towards synthesis in
the balance of lipid metabolism was observed. Undeding the physiological

significance of these changes needs further investigatio

According to our results soybean peptone, a composfeGNL broth used
for ECB production, proved to be important in supipg sterigmatocystin (ST)
formation. By replacement of soybean peptone with diyd by optimization the
composition of this medium we could markedly desesthe ST content of the
fermentation broth (from 45 + mg/g to 6.5 + 2ug/g) without significantly
decreasing the amount of produced ECB. Similarlyyig Phe, Trp and the mixture
of Orn, Pro and Thr were also proved to be goodgén sources (Table 10). The
beneficial effect of Orn, Pro and Thr as amino agi#gslved in ECB production is
not surprising and in good accordance with the previousdigens (Peterseet al.
2001). However, understanding the effect of aromainino acids on ECB
production needs further investigations. An intengstoincidence is that although
the activity of several genes involved in aminadagynthesis decreased under ECB
producing circumstances, the transcription of thelAB# orthologue increased.
This gene encodes a putative 3-dehydro shikimatgdiegenase which is involved
in the biosynthesis of Tyr and Phe.

Sunflower oil proved to be necessary for efficie&@B production. Beside
of the fact that linolenic acid released from sowir oil could directly incorporate
into ECB, presence of sunflower oil in the fermeiotatoroth can be advantageous
in many ways: 1) It ensured continuous growth of ttulture (therefore the
continuous increase in ECB producing biomass) #fiemquick depletion of glucose
(Fig. 11 and 23). 2) It reduced the need of intenbpid synthesis supposed by the
basis of microarray and qRT-PCR data. 3) It prevktite alkalification of culture

(Fig. 23) by releasing fatty during its extracellulaydrolysis and by inhibiting
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ammonia production of the cells (Enai al. 2004). 4) In addition it reduced the
antifungal effect of the produced ECB on the fungus @4aBl).

Fungi produce large amounts of biologically actbeenpounds which have
great practical significance. Many of these compisuare used in human therapy or
in veterinary medicine and even for preserving ®add feeds (Kelleet al. 2005;
Galgoczyet al. 2011; Sharmaet al. 2011). Fungi usually produce more than one
type of these biologically active molecules which can atewith each other. These
interactions determine their applications as welk ¥8sted the pairwise interactions
between four different antifungal molecules pothti affecting cell wall
homeostasis. Summing up the results, ECB and PARUagal protein produced
by Penicillium chrysogenujnshowed antagonistic effect on the tested filament
fungi (Table 19). In contrast, we could not find @nteraction between PAF and
ChiB chitinase or Eng/-1,3-glucanase (the cell wall degrading hydroladeé.o
nidulang (Table 18). PAF alone did not inhibit the growdhC. albicansandS.
cerevisiaeas it was to be expected (Hef@isét al. 2011); and it did not influenced
the antifungal effect of ECB, ChiB and EngA on ysa#tll these data suggest - in
accordance with the results of Bindggral. (2010) — that PAF can only influence cell
wall homeostasis in an indirect way (for exampledisturbing the deposition of
newly synthesized chitin filaments into the celllywBinder et al. 2010). Cell wall
degrading hydrolases showed synergist interactith BCB in the cases of both
yeasts and filamentous fungi (Table 17). This efiscin good accordance with
previous findings showing that combined usage dfeint types of cell wall
degrading compounds increases the efficiency oir thatifungal activity (el-
Sherbeini and Clemas 1995; Ganesdmal. 2004). These data also support our
assumption that constitutive ECB resistance andumtion is not advantageous for
A. nidulansvar. roseus since it can increase its sensitivity to otherl owhll

stressors.
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