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1. Bevezetés

Az elmlt évtizedekben a kilonb®#pusu, éleg invaziv mikdzisok
szama, jeleflsen megemelkedett az AIDS f&zbttek, hematologiai
rosszindulatl daganatos betegségben széhyé@moterapias kezelés alatt
allo, illetve transzplantacion atesettek és mas umsrupresszalt betegek
kozott. A ferbzések hatterében gyakran az alkalmazott antifungakrekkel
szemben kialakul6 rezisztencia all, de az intragéeszkdzok elterjedése,
immunszuppressziv  terapidk alkalmazdsa, a szélesektrsmu
antibiotikumokkal tortéé kezelések gyakorisaganak novekedése szintén
hozzajarult a gombas infekcibk szamanak novekedzséhEzen
immunhianyos betegek a legtobb esetbdBandida, Aspergillus,
Cryptococcus és mas opportunista gombéakkal detttek (Georgopapadakou
1998; Carrillo-Munoz és munkatarsai 2006; Ripingnaskatarsai 2008).
Jelenleg a gombaférések kozel 90 %-aéfandida torzsek a felélsek
(Kontoyiannis és Lewis 2002; Masouka 2004). De Résamunkatarsai
(2009) megfigyelései alapjan a candidiasis utamsergillozis a masodik
leggyakoribb gombas feéizés. Nem meglép moédon, az egészségugy
részéél folyamatos és egyre novekigény jelentkezik Gj tipusu antifungalis
szerek kifejlesztésére éséllitasara.

Az Aspergillus nidulans var. roseus ATCC 58397 echinocandin B
(ECB) termelése révén egy ipari jelésedi fonalas Ascomycota gomba. Az
echinocandinokat az 1970-es években fedeztékdkdnleég a legkeresettebb
antifungalis hatéanyagok kozé tartoznak, mivelezé&pektrumuak, alacsony
toxicitastak és felhasznéalhatdak azol-rezisz@arglida fertszések esetén is.
Gyakran hasznaljdk aCandida fajok altal okozott betegségek (pl.

oesophagealis candidiasis, invasive candidiasisédidemia) kezelésérdits

1



az echinocandinok csoportjaba tartoz6 pneumocaifirhol |étrehozott
caspofungint sikeresen alkalmazzdk a gyégyaszathapergillosisok
gyogyitaséara is (Gregory és munkatarsai 2007)AAridulans var. roseus
ATCC 58397 tbrzs egyes tulajdonsagait tekintve aetet képez az
Aspergillus nidulans (Emericella nidulans) és az Aspergillus rugulosus
(Emericella rugulosa) fajok kdzott (Hodges és munkatarsai 1994; Klish é
munkatarsai 2001) és hasonléan a tobkdpergillus ,varietas’-hoz
taxonémiai statusza nincs megnyugtatéan tiszta@eiser és munkatarsai
2007; Peterson 2008). Vizsgalatainkban ezért afgazitus taxondmia
(Colwell 1970) alapelveit kbvetve megprébaltuk tideni a tbrzs taxondmiai
hatterét. Bar az echinocandin tipusu antifungalerekkel szembeni
rezisztencia ma még viszonylag ritka, hiszen eggrimékcsaladrél van szo,
a rezisztens térzsek szdma a kozdélian varhatéan ndvekedni fog, igy célul
tiztik ki, azA. nidulans var. roseus ECB-vel szembeni rezisztencigjanak
megismerését. Vizsgalataink harmadik részében aB KkEpzdésének
fiziolbgiai hatterét tanulmanyoztuk és igyekeztinhkan adatokat dijteni az

A. nidulans var. roseus szekunder metabolit termelésével kapcsolatban,
melyek a ké&bbiek soran felhasznalhatéak lesznek a térzs,védlea
fermentéacios technika ipari fejlesztésében is.

A fentiek alapjan céluliztik ki az alabbi vizsgalatok elvégzését:

1. Az A. nidulans var. roseus ATCC 58397 torzs novekedésének, szénforras
hasznosité6  képességének és szekunder metabolit elésdnek
Osszehasonlitasa Aznidulans és azA. rugulosus fajok térzseivel.

2. Az A. nidulans var.roseus ATCC 58397 t6rzs kalmodulifs-tubulin ésy-

aktin génjének részleges szekvendalasa, a szekvewcitok filogenetikai



elemzése. AzA. nidulans var. roseus ATCC 58397 torzsA. nidulans
torzsekkel tortéth szexudlis/paraszexudlis keresztegbéyének vizsgalata.

3. Az A. nidulans var.roseus ATCC 58397 torzs ECB és caspofungin (CAS)
érzékenységének meghatarozasa és dsszehasortitB€Ba nem termél
A. nidulans FGSC A4 torzsével.

4. A sejtfal Osszetételének, a sejtfal szintéziséhésztve$ gének
transzkripcidjanak, §-1,3-glikan szintaz specifikus aktivitAsanak, vatgm
a Na-dodecil-szulfat (SDS) novekedés gatlé hatdsariasgalata ECB
jelenlétében és hianyaban Aznidulans var. roseus ATCC 58397 és aA.
nidulans FGSC A4 torzsek esetében.

5. Az ECB és az ECB mellett k&jmd legfontosabb melléktermék a
szterigmatocisztin  (ST) (Hodges és munkatarsai 19%@pzdését
befolyasolé fermentaciés paraméterek vizsgalataniteogénforras és a
napraforgéolaj szekunder metabolit termelésre gya@ko hatdsanak
vizsgélata.

6. Az A. nidulans var. roseus ATCC 58397 ECB termél és ECB nem
termeb tenyészetei transzkriptomanak 6sszehasonlitasa.

7. A gombék sejtfal homeosztazisat befolyasol6 nglentifungéalis anyag —
a sejtfalszintézist gatlé ECB (Walker és munkaia20), aPenicillium
chrysogenum kis moltémeg@ antifungdlis fehérjéje (PAF, Hegésl és
munkatarsai 2011), valamint a& nidulans eredei extracellularis ChiB
kitinaz és EngAB-1,3-glikanaz (Szilagyi és munkatarsai 2012) — &6z0

kélcsdnhatéas vizsgalata.



2. Modszerek

A kisérleteinkben az alabbi térzseket hasznaltuk fe

Név

Genotipus

Aspergillus nidulanstérzsek
FGSC A4

FGSC A33

FGSC A851

FGSC A146

FGSC A773
creA-null mutans

HZS 120

EgyébAspergillus térzsek

A. fumigatus FGSC 1100

(AF 293)

A. nidulans var. roseus

ATCC 58397 (NRRL 11440)

A. rugulosus (Emericella rugul osa)
CBS 133.60

A. rugulosus (Emericella rugul osa)
CBS 171.71

Egyéb torzsek

Saccharomyces cerevisiae S288C
(YSC1060)

Candida albicans ATCC 14053
Bacillus subtilis BS-1

Glasgow wild-type (vad tipus)
biAl, pyroAd, veAl
yA2, argB::trpC, veAl, trpC801
pabaAl, acrAl, phenA2,pyroA4,lysB5,
sB3, nicB8, riboB2, chaAl

pyrG89, wA3, pyroAd

pabaAl, yAl, AcreA::argB, argB2,
riboB2, veAl

pabaAl, riboB2, veAl

Vad tipus
Vad tipus
Vad tipus

Vad tipus

Vad tipus

Vad tipus
Vad tipus

Az A. nidulans torzseket és a?. fumigatus torzset, glikozt tartalmazé

minimal tapagaron (MN) (pH 6,5; Baratt és munkaér$965), azA.

nidulans var. roseus és azA. rugulosus torzseket komplex (PM) tapagaron,

mig aB. subtilis térzset Bouillon, &C. albicans és aS. cerevisiae torzseket

Sabouraud tapagaron tartottuk fenn.



Az Aspergillus torzsek novekedését kilonkiozzén- és nitrogénforrast
tartalmaz6é (10 g/L glikozt, fruktdzt, szorbitoltjlézt, maltozt, laktédz,
szachardzt, keménytt glicerolt, nitrogénforrasként 75 mmol/L NaNot,
(NH4),SOs-ot, Na-Glu-ot, vagy 1 w/v % kazeinpeptont, szojspet, vagy
éleszdkivonatot tartalmazott) Barratt-féle minimal-nitr&apagar (MN)
fellletén vizsgaltuk.

A szekunder metabolit termelés vizsgalatahoz a BéscKastner (1981)
altal leirt tapleves altalunk modositott valtozdtasznaltuk (GNL), melynek
100 ml-ét 100 millié friss sporaval oltottuk be 24, illetve 37 °C-on, 300
rpm fordulatszamon razattuk 6 napig. A taplevesgilo glukézt, 10 g/L
széjapeptont, 4,5 g/L NHPO, 12H,0, 1 g/L ZnSQ 7H,0, 5,5 g/L MgSQ
7H,0. 0,1 g/L FeSQ 7H,O és 7,5 viv % napraforgbolajat (pH 5,5)
tartalmazott.

A transzkriptom (gRT-PCR, illetve microarray), waiamt a
sejtfalosszetétel és a specifikpiel,3-glikan szintaz aktivitas vizsgalatahoz
100 ml komplex gliik6zos taplevest (KGL) 100 milfiéss sporaval oltottunk
be és 24 °C-on, illetve 37 °C-on 300 rpm fordulatean razattuk 24, 45,
illetve 53 draig. A KGL tapleves az MN tapleves gl glukdzt, 10 g/L
éleszdkivonatot és 2,9 g/L (NE),SO;—ot tartalmaz6 véltozata volt.

A ST termelés csokkentését a GNL tapleves 0Osskatéte
optimalizalasaval végeztik el. A tapleves ECB tdémeszempontjabdl
optimalis Tyr, glikoéz és napraforgbolaj tartalma®NR (responsesurface
methodology) eljarassal hataroztuk meg (Lee és A¥AY) Box-Bechnken
kisérleti elrendezést felhasznalva. A mérési paatokgy haromvaltozés

masodfokd polinomot illesztettiink az R 2.3.1 (TheDBvelopment Core



Team; http://www.r-project.org/) statisztikai pragn segitségével és e
fuggvény lokalis maximumat szamoltuk ki.

Az Aspergillus torzsek keresztezését Az nidulans var. roseus ATCC
58397, azA. rugulosus CBS 171.71 és CBS 133.60 torzsélkMN tapagar
fellletén, UV mutagenezist kdvetn létrehozott 5-fluoroorotsav rezisztens,
uracil/uridin auxotréf mutansokat haszndltuk feklyeket a Pontecorvo és
munkatarsai (1953) altal leirt klasszikus eljaradvetve kereszteztiink
kilonbdad A. nidulans auxotrof torzsekkel.

A torzsek antifungdlis szerekkel szembeni érzékégés agardifflzids
(Galgoczy és munkatarsai 2005) és mikrodiltcios smédrel (Arikan 2001)
vizsgaltuk. Az agardiffiziés modszer esetében astk érzékenységét,
illetve a paradox-effektus jelenségét az MN tapdghiletébe fart lyukakba
cseppentett ECB koril kialakult gatlasi zona atij@rel és alakjaval
jellemeztik. A mikrodilicios mddszer esetében Q@kiy steril mikrotiter
lemezeket hasznaltunk fel. A lyukak 0,5 w/v % élélsxonattal kiegészitett
Barratt-féle nitratos taplevest (YMN), illetve CAS-vagy ECB-t
tartalmazott. Az ECB, illetve CAS érzékenységetikropelletes névekedést
kivalté legkisebb koncentraciéval (MEC) jellemeztiik

Az SDS hatését, illetve a természetes efedetifungalis anyagok (ECB,
PAF, ChiB, EngA) kozotti interakciot szintén, a #&bban ismertetett
agardiffzids és mikrodillcidés modszerrel hatarkztueg. Az agardiffizios
moédszernél az ECB és az SDS koz6tti interakcidkinéit micéliumtdmeg
vastagsaga utalt. A mikrodilicids mdbdszer esetél@ntenyészetek
ndvekedését az optikai denzitas (OD 620) valtozlsdmig az ECB és az
SDS, tovabba a természetes erédatyagok kdzotti interakciét az Abbott-

formula segitségével (Moreno és munkatarsai 2@@meztik.



A napraforgéolaj és a paraffinolaj az ECB antifuigahatasat
befolyasol6é tulajdonsagat a tenyészetek nodvekedEséVIN tapleves
napraforgéolajjal vagy paraffinolajjal, illetve EGEI kiegészitve)
jellemeztik.

A sullyesztett kultirdk novekedését a szarazanyatplom (DCM)
(Pusztahelyi és munkatarsai 1997) valtozasavatyédlaz MTT teszttel (Lee
€s munkatarsai 1999) kovettiik nyomon.

A tapkdzeg glikoz tartalmanak meghatarozasa a Léaryunkatarsai
(1992) altal leirt ,rate assay” eljaras segitségtueént.

A ST mennyiségének meghatarozasat és a szekundabatiespektrum
vizsgalatat vékonyréteg kromatografiaval hataroztukeg (Klich és
munkatarsai 2001).

Az X-press segitségével feltart micéliumok speasikB-1,3-gliikan
szintaz aktivitast fluoreszcens eljaras segitsdgaeetiik meg (Shedletzky és
munkatarsai 1997). Az enzim ECB-vel val6 gatolhati@mak meghatarozasa
érdekében a méréseket ECB (0-10§ml) jelenlétében is elvégeztik. Az
enzim ECB-vel szemben mutatott érzékenységét a%5s gatlast okozo
ECB koncentracioval (16 ecp jellemeztiik.

A specifikus nitrat reduktaz (Bruinenberg és muaksdi 1983), katalaz
(Roggenkamp és munkatarsai 1974) és glutation téduKPinto és
munkatarsai 1985) aktivitasok meghatarozdsa ratesayd eljaras
segitségével tortént az X-press-el feltart és daghlt mintakbol.

A sejtek peroxid tartalmanak mérése 2',7'-diklovofteszcin diacetéat
segitségével fluorimetrias modszerrel tortént (Rads Ischiropoulos 1993),
mig a sejtek oxidalt (GSSG) és redukalt (GSH) glomatartalmat egy ,rate

assay” eljaras (Anderson 1985) felhasznalasavaektidtuk. A mérés



mindkét esetben az 5-szulfoszalicilsvval feltart agntrifugalt mintakbdl
tortént.

A sejtfal dsszetételét Stevens és munkatarsai (28 leirt protokollt
kovetve hataroztuk meg.

A DNS izolalasa liofilizalt micéliumbdl tortént a €Bomic DNA
Purification Kit K0512 (Fermentas) felhasznalasavAl parcialis DNS
szekvencidkat PCR segitségével szaporitottuk femiAtak szekvenalasa
ABI Big Dye Terminator 3.1 Kit segitségével egy @utita DNS kapillaris
szekvenatorral tértént. A megszekvenalt DNS szaltaszs a GeneBank
adatbazisban (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) sZérepszekvenciak
Osszehasonlitasahoz a Nucleotid Blast programot
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi)  haszn&ltu A  szekvenciaink
filogenetikei analizisét a MEGA4 szoftverrel végdet (Tamura és
munkatarsai 2007).

Az RNS izolalasa a liofilizalt micéliumbdl TRISOLleagenssel tértént
(Chomczynski és munkatarsai 1993). Az RT-PCR rédati Brilliant® I
SYBR® Green QRT-PCR Master Mix kittel (Stratagenégeztik el, a
gyarté ajanlasa szerint.

A microarray vizsgalat soran a& nidulans var. roseus ATCC 58397
torzs 24 és 37 °C-os tenyészefibiszarmazo totdl RNS mintdkat (KGL
tapleves; 53 h) hasonlitottuk dssze. A mintak ¢g=dét, hibridizalasat és az

array leolvasasat a Kromat Kft. végezte.



3. Uj tudomanyos eredmények

3.1 AzA. nidulans var. roseus ATCC 58397 torzs polifazikus jellemzése

Vizsgalataink alapjan a&. nidulans var. roseus ATCC 58397 térzs nem
tartozik azA. nidulans fajba, sokkal inkabb a&. rugulosus térzsekkel mutat
kozeli rokonsagot. Erre utalnak az alabbi kisékieteedményei:

Az A. nidulans var. roseus torzs névekedése fellleti tenyészetekben 24
°C-on - hasonléan a vizsgdt rugulosus térzsekhez — Iényegesen elmaradt
A. nidulanstdl a vizsgalt valamennyi szénforrds esetében. y&sgitett
kultiraban, szénforrasként gliikézt és napraforgapléartalmazé GNL
taplevesben aaA. nidulans var. roseus és azA. rugulosus torzsek (a glikéz
elfogyasat kdveten) gyorsabb névekedést mutattak, minAaaidulans.

Bar a vizsgalt torzsek szekunder metabolit speldrigen eltés volt az
A. nidulans var. roseus 24 °C-on megfigyelh8tECB és egy vékonyréteg
kromatografiaval jol detektalhatd, UV fényben kékkeroreszkalo termék (R
=0,27) képzése révén Azrugulosus toérzsekhez hasonlitott inkabb.

A parcialis B-tubulin, kalmodulin ésy-aktin szekvenciak alapjan a
nidulans var. roseus egyértelnien azA. rugulosus és nem az. nidulans
fajhoz allt kbzelebb.

Az A. nidulans var. roseus és A. rugulosus altalunk létrehozott
uracil/uridin auxotré6f mutansai heterokarionos kéftitudtak képezni aa.
nidulans mutansokkal. A Kkisérletek soran - egyes esetekbesteril
kleisztotéciumok, illetve ,hibrid” konidiumok is &lakultak. A ,hibrid”
konidiumok kis szama, a Mélik kinétt telepek lassu ndvekedése és

pigmentacios zavarai, valamint az a megfigyelégytmkeresztezett térzsek



kromoszomai csak meghatarozott kombinaciéban jekemteg a hibridekben
szintén arra utalt, hogy a&. nidulans var. roseus - az A. rugulosushoz

hasonléan - nem all szoros rokonsagbaA.aidulansszal.

3.2 Az A. nidulans var. roseus ATCC 58397 tdrzs echinocandin
rezisztenciajanak vizsgalata

Az A. nidulans var. roseus (ECB-t nem termél kdriilmények kdzott;
37 °C) lényegesen érzékenyebbnek bizonyult ECB:geCAS-nal szemben,
mint az ECB-t nem term&IA. nidulans. A két torzsp-1,3-glikan szintdzanak
ECB-vel valé gatolhatésdga @6zcp érdemben nem tért el egymastol, de
ECB-t nem termél kdrilmények kdzott a. nidulans var. roseus esetében
kisebb specifikug-1,3-glikan szintaz aktivitasokat mértink.

Az A. nidulans var. roseus A. nidulansénal nagyobb echinocandin
érzékenysége nem csak a csiraz6 konidiumok, hanemmaa kirbtt
tenyészetek esetében is megfigydihetolt. A tapagarba fart lyukba
cseppentett ECB hatasara kialakulé gatlasi zonA. azdulans var. roseus
esetében a paradox effektus meglétére utaldé ndeskedintdzatot okozott.
Az ECB a lyuktdl tavol is kifejtette ndvekedés dathatasat, de a torzs
ndvekedése a lyuk kozelében is folytatodott. Hasojelenséget azA.
nidulans esetében csak akkor tapasztaltunk, ha a térzseteledge ECB-t
tartalmaz6 tapagarra oltottuk le.

ECB termeb koriilmények kdzott (24 °C) & nidulans var. roseus
sejtfala szignifikansan tobb kitint tartalmazottintbB7 °C-on. A sejtfal kitin
tartalmanak novekedését a sejtfgdl,3-glikan tartalmanak csokkenése

kisérte mikdzben az-glikan tartalom Iényegesen nem véltozott. Az
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nidulans esetében a tenyésztésiniérséklet nem befolyasolta érdemben a
sejtfal 0sszetételét; a mért adatok igen hasonkbitiek azA. nidulans var.
roseus esetében, 37 °C-on mért értékekhez. A qRT-PCR-zsyafataink
soran azA. nidulans var. roseusban szamos kitin szintézishez kothgén (az
A. nidulans chsA, chsB, csmB, AN8710 génjeinek ortolégjai) indukalédott
ECB jelenlétében 37 °C-on és/vagy 24 °C-onAAridulans FGSC A4 torzs
esetében a tenyésztésinmérséklet valtoztatdsa nem okozott szignifikdns
valtozast a vizsgalt kitin szintézisben résztvgénekben, azonban a 37 °C-
on tortéd ECB kezelés hatdsara ehsB és a csmA Kkitin-szintdzok
indukalédasat figyeltik meg. Sem a tenyésztésndrséklet, sem az ECB
kezelés hatasara nem tortént valtoza$-h3-glikan szintdz katalitikus
alegységének relativ expresszidjabtsA) egyik térzs esetében sem, noha
ECB termeb korulmények kozott ap-1,3-glikdn szintaz aktivitdsok
novekedését detektaltuk Aznidulans var.roseus esetében.

Agardifflzios, illetve mikrotiter lemezen végzeitsgalatainkban az
SDS és az ECB koncentraciéfiiggnddon hol efsitették (szinergizmus), hol
pedig gyengitették (antagonizmus) egymas antifumghhtasat. AzA.
nidulans esetében ugyanazon koncentracié tartomanyban tégze
vizsgélataink soran nem volt kimutathaté szineegisagy antagonista hatas

a két szer kozott.

3.3 A tapkodzeg Osszetételének hatasa a&. nidulans var. roseus
szekunder metabolit termelésére

Az éleszékivonat adagolasa nodvelte, a szoOjapepton elhagyasa
azonban jeledsen cstkkentette a torzs ST termelését s csokierteECB

termelést is. A tesztelt aminosavak, mint szOjapeptont helydtiesi
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nitrogénforrasok kozil az ECB felépitésében istvé&s®d Pro, Thr és Orn
elegye, illetve a Tye és a Phe bizonyultak a lag@isebbnek. Az ECB
kihozatal tovabbi javitasa érdekében a Responsdac&urMethodology

(RSM) modszer segitségével optimalizaltuk a tapevsszetételét. Az
illesztett fliggvényeknek 24,9 g/L glukéz, 11,6 gilyr és 60,8 mi/L

napraforgéolaj értékeknél volt maximuma. Ezen kilddi koncentraciok
esetén a fermentacié 6. napjan 219 +ufg ECB értéket mértiink. Az
eredeti taplevesben az ECB mennyisége 231 +#idl@ volt, azaz az ECB
termelés még igy is valamelyest elmaradt az ereéledikekhez képest,
ugyanakkor a fermentlevek ST tartalmaban jélerdsokkenés mutatkozott:
45 £ 5ug/g (kontoll) és 6,5 + g/g (optimalizalt).

A napraforgoolajat nem tartalmazo tenyészetekbelengisen
csbkkent a termelt ECB mennyisége, ami egyitt jarttenyészetek
ligosodasaval és a novekedé§ alstti ledlldsaval. Ammonium-szulfat és
keményib adagolasaval ez utébbi két valtozas mégetth volt, ami
kedveden befolyasolta az ECB termelését is. A 7-on (ECB-t nem
termeb korilmények kodzott) végzett vizsgalataink alapgnapraforgdolaj
képes volt mérsékelni a tapkdzeghez adott ECB wumgdlis aktivitasat.
Hasonl6 hatéast paraffinolaj adagolasaval is eltithérni, azonban ezen olaj
jelenlétében a termelt ECB mennyisége (87 = dd/g) elmaradt a

napraforgéolaj jelenlétében mért értékékP31 + 17ug/g).
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3.4 A tenyésztési Bmérséklet hatdsa azA. nidulans var. roseus
anyagcseréjére

A microarray és a qRT-PCR mérésékbzarmaz6 adatok kozott szoros
korrelaciot talaltunk (R= 0,74) ami azt jelzi, hogy a&. nidulans genom
szekvencigja alapjan tervezett DNS chip eredmémyésesznalhatd aa.
nidulans var. roseus vizsgalatara is. A kapott adatok és a levont
kovetkeztetések fliggetlen moédszerrel taftéellersrzése természetesen
ebben az esetben kilondsen fontos.

A microarray kisérletekdd szarmazo normalizalt adatok alapjan szamolt
log, R értékek ismeretében adérhérséklet 37 °C-r6l 24 °C-ra valo
csokkentése 400 gén aktivitasat csokkentette, B8ggeén aktivitasat novelte
szamotteg mértékben. Ezen gének microarray adatai és agztteqRT-
PCR-es és fiziolégiai vizsgalatok alapjan az alabbéltozasok
valdszirisithebek a tenyészetben a tenyésztésinérséklet 24 °C-ra vald
csokkentése utan:

1. A korabbi vizsgalatokhoz képest kevés, a sefifahtézisben érintett
gén aktivitasaban tapasztaltunk nagyaranyu valtoEeek alapjan a kitin
szénforrasként tortén hasznositasaban érintett feltételezett N-acetil-
glik6zamin-6-foszfat deacetilaz és glik6zamin-6zfas izomeraz gének
(AN1428 és AN1418 ortolégok), valamint egy pepsipusu sejtfal proteaz
gén (AN8102 ortoldg) represszalddott, mig a kiimzisben kdzreitkdds
chiA kitindz ortolégja és egy GPI-horgonnyal rendetksejtfal fehérje gén
(AN5357) ortoldgja indukalodott.

2. A lipid anyagcserében a szintézis-lebontas egyga a szintézis felé
tolodott el.
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3. Szamos, az aminosavak, nukleotidok szintézisébantett gén
aktivitasa csokkent (kivételt képez az AN1734 danplfeltételezett 3-
dehidroshikimat dehidratazt kddolo gén, amely a 4FIR-es adatok alapjan
is indukdalédott), mig meglépmaodon a nitrat redukciéban érintett gének
aktivitasa ©tt, ami a sejtek specifikus nitrdt reduktaz akéisdnak
névekedésével jart egyuitt.

4. A fehérjeszintézis intenzitasanak cstkkenésral wzamos a
transzkripci6hoz, transzlacibhoz, poszttranszlaciosnédositasokhoz
kapcsolodo gén represszidja.

5. Szamos &stressz fehérjét kdédolé gén represszalédott, néhaény
glutation és tioredoxin anyagcserében érintettetvidé DNS repairben
kdzremikdds génekkel egyitt; mig harom katalazt kddold gén is
indukélodott. E valtozasokkal parhuzamosan megredett a sejtek
glutation tartalma és specifikus katalaz aktivitasgyanakkor csokkent az
intracellularis peroxidok mennyisége.

6. A vas anyagcserében érintett gének kozul 12esspélodott és egy

sem indukalédott.

3.5 Természetes ereddi antifungélis anyagok kolcsonhatasanak
vizsgalata

A természetben is &orduld antifungalis hatdsu anyagok — ECB, a
Penicillium chrysogenum antifungdlis fehérjéje (PAF), valamint aa.
nidulans extracellularis kitindza (ChiB) é%1,3-glikanaza (EngA) — kdzotti
kélcsdnhatasok dsszefoglalasaként megallapitotiagy a ChiB kitinaz és
az EngApB -1,3-glikanaz feldisitette (szinergista hatas) az ECB antifungalis

hatasat az altalunk tesztei. fumigatus, A. nidulans var. roseus, a S
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cerevisiae és aC. albicans esetében egyarant. Ugyanakkor a ChiB és az
EngA nem mutatott sem szinergizmust, sem antagaszna PAF-fal.
Vizsgalataink alapjan a PAF (5, illetve @®/ml) nem befolyasolta &.
cerevisiae és aC. albicans névekedését és nem volt hatdssal az ECB (3-30
pg/ml), a ChiB (0,6 U/ml), illetve az EngA (12 U/miantifungalis
aktivitasara sem. Ezzel ellentétben az ECB és al@&Btt antagonista hatast
mutattunk ki a teszteltAspergillusok esetében egyes koncentracio

tartomanyokban.
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4. Osszefoglalas

Vizsgalataink alapjan - 6sszhangban Klich és muarkat (2001)
eredményeivel - a?. nidulans var. roseus ATCC 58397 térzs sima falu
aszkosporai ellenére (Klich és munkatarsai 2004) tsetozik azA. nidulans
fajba, sokkal inkabb a&. rugulosus térzsekkel mutat kdzeli rokonsagot. Erre
utalt a kalmodulin, B-tubulin és y-aktin gének parcidlis szekvencigja,
ndvekedésének/szénforras hasznositasasrakiséklet fliggése és szekunder
metabolit termelése is. Gyakorlati szempontbdl #zis jelenti, hogy a&.
nidulansrél a szakirodalomban 6sszédfynagy mennyiséigjinformacio csak
igen kritikusan altalanosithatd @z nidulans var. roseus esetében. A DNS
szekvencidk kozott tapasztalt nagyfoku hasonlodagjén nem meglép
azonban, hogy a&. nidulans genom szekvenciaja sikeresen felhasznalhaté
azA. nidulans var.roseussal kapcsolatos molekularis bioldgiai vizsgalatdkna
(pl. primerek tervezése, ortolég gének azonositdseroarray vizsgalatok).
Az A. nidulans és azA. rugulosus, illetve azA. nidulans és azA. nidulans
var. roseus kozotti sikeres paraszexudlis hibridizacio ugy&aakfelveti
annak lehdtségét, hogy egyes szokatlan tulajdonségpergillus térzsek
(kbztik akér azA. nidulans var. roseus is) fajok kozotti keresztédés
segitségével tettek szert rendhagyé tulajdonsamaikr

Az A. nidulans var. roseus echinocandin rezisztenciajanak vizsgalata
alapjan elmondhatjuk, hogy a térzs nem rendelkkaitstitutiv echinocandin
rezisztenciaval a sajat maga altal termelt ECBszelmben. & ECB nem
termeb korilmények kozott kifejezetten érzékenyebbnek atkaizott az
ECB-vel és a CAS-nal szemben, mint az echinocakdinoem termél A.

nidulans. A torzs ECB rezisztenciaja ECB adagolassal, vileaz ECB
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képzidésének biztositasaval (pl. a tenyésztésndrséklet 3741 24 °C-a
valé csokkentésével) indukalhaténak bizonyult. éredbleg a rezisztencia
indukéalhatd jellegével magyarazhato a térzs renghag paradox-effektus
(Eagle és Musselman 1948; Hall és munkatarsai 198&ylétére utald
viselkedése fellleti kultirdkban ECB kezelést kéept Elképzeléseink
szerint a torzs nem terndelkdrilmények kozott mutatott fokozott ECB
érzékenysége (ami legalabb részben az alacgbdy3-gliikan szintaz
aktivitasokkal magyarazhaté) az ECB rezisztenciargyindukalédasat
segithette. A rezisztencia kialakulasaban font@seget jatszhatott a kitin
szintézis aktivalodasa és ezéltal a sejtfal kianalmanak ndvekedése, a
specifikus -1,3-glikan szintaz aktivitasok emelkedése és aetadiy
ndvekedés jelefis lassulasa is. A sejtfalfehérjék szintéziséberobetkes
valtozasok arra utalnak, hogy ECB terén&brilmények kdzott nemcsak a
sejtfal poliszacharid, de fehérje Osszetétele igwakozott, ami szintén
befolyasolhatta a térzs rezisztencigjat. A kitinnszis echinocandinokkal
tortérs indukalhatésagéatandida fajok és azA. fumigatus esetében is leirtak
mar (Fortwendel és munkatarsai 2009; Walker és iangai 2010).
Minthogy az A. nidulans var. roseus echinocandin rezisztenciadjanak
hatterében - szembenGandida fajok szerzett rezisztencigjaval - nen8a
1,3-gliikan szintaz echinocandinokkal tottdyatolhatésaganak megvaltozasa
allt, rezisztencigjanak mechanizmusa inkabtafumigatus torzsek szerzett
rezisztenciajaval mutat hasonlosagot (Fortwendel maéskatarsai 2009;
Walker és munkatarsai 2010). AZA. nidulans var. roseus ECB
rezisztenciajanak nem konstitutiv jellege feltéhagy azzal van kapcsolatban,
hogy a rezisztencia kialakuldsa olyan valtozasalléaz eb a sejtfalban

melyek, névelhetik a gomba érzékenységét egyedalsejtresszorokkal
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szemben. Erre utal az ECB és az SDS antifungalicisha kézott
meghatarozott koncentracié tartomanyokban megfigyedzinergista
kdlcsdnhatés is. Ez egyben azt is jelenti, hogyhérzs ECB toleranciajat
meg kivanjuk noévelni, hogy lehiaté tegyik még tobb ECB kéfidesét az
ipari fermentacié alatt, akkor a rezisztencia n@dgsével parhuzamosan
csbkkenhet a sejtek vitalithsa és (akar kémiai,r akéchanikai) sejtfal
stresszel szemben mutatott tolerancigja is.

Az A. nidulans var.roseus ECB termelését alapvietn meghatarozza
a tenyésztésidmérséklet (Boeck és Kastner 1981). Addig, amigGBen az
A. nidulanséhoz hasonlé gyors névekedés és az ECB termelés/ahia
jellemzi, addig 24 °C-on (a legtébb szénforrds édsmt) a ndvekedése
Iényegesen elmarad & nidulansétol, amit intenziv ECB termelés kisért.
Vizsgalataink alapjan a tenyésztésimérséklet csokkentése jelést
transzkripcios szinten is detektalhatd véltozasvédt eb a tdrzsben. Ezen
valtozasok egy része a novekedés intenzitdsanalkkexsésével Aallt
Osszefliggésben: Szamos olyan gén represszalédditekrkozvetve, vagy
kozvetlenil a fehérje szintézisben vesznek régytrépresszaldédott sok, az
aminosav és nukleotid szintézishez, a transzkiizpa transzlacidohoz és a
fehérjék poszttranszlaciés maddositasahoz kétgén aktivitdsa is. Szintén
represszalodtak a szideroférok szintéziséhez észpartjahoz szilkséges
gének, azaz csokkent a vas felvétel lébege. Ez gyakorlati szempontbdl is
érdekes lehet, hiszen az aminosavak hidroxilezésébeezen keresztil a
megfeleb mennyiséf és hidroxilaltsagl echinocandin termeléséhez vasra
van szikség. ECB tulterngetorzsek kifejlesztésénél igy nagy hangsulyt kell

fektetni a folyamat vasigényének biztositasara is.
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A medgfigyelt transzkripciés és fiziol6giai vizsgtdlk alapjan, ECB
termeb korulmények kozott 6tt a nitrat redukcidé intenzitasa,éth a
tenyészetek specifikus katalaz aktivitasa, valamantlipid anyagcsere
(zsirsav, triglicerid, szteroid szintézis/lebontasyyensulya a szintézis
irhnydba tolddott el. E folyamatok fiziologiai jelségének tisztazasa
azonban tovabbi vizsgalatokat igényel.

A kisérleteinkhez hasznalt GNL tapleves 6ssziétkiizil a széjapepton
jelenléte alapvéen meghatarozta a termelt szterigmatocisztin (ST)
mennyiségét. Optimalizacios vizsgalatainkban aagEjton Tyr-nal tortén
helyettesitésével sikerllt egy olyan tapkdzegetlakitani, amelyben
szamotteen csokkent a termelt ST mennyisége (45 rgfg-rél 6,5 + 2
csokkentette volna. A Tyr-hoz hasonléan jo nitrdgé@dsnak bizonyult a
Phe és a Trp is, mig a tesztelt tdbbi aminosav lk@ésak az ECB
felépitésében résztvé\Orn, Pro és Thr egyuttes jelenléte volimsits (10.
tablazat). Az Orn, Pro és Thr hatasa nem mégépegybevag az irodalmi
adatokkal is (Petersen és munkatarsai 2001). Am@soaminosavak ECB
termelést segithatasanak megértése azonban tovabbi vizsgalatgmtel.
Egy érdekes egybeesés, hogy ECB tesnk@krilmények kdzott bar szamos
az aminosav szintézisben résziv@én aktivitasa csokkent, az AN1734 gén
ortolégjanak transzkripciéja novekedett. E généfeliezett terméke a 3-
dehidrosikimat dehidrogenaz a Tyr és a Phe szbdbeiz sziikséges.

Kisérleteinkben a napraforgéolaj jelenléte nélktktetlennek
bizonyult a hatékony ECB termeléshez. A naprafol@jgelenléte - azon tul,
hogy a belle felszabadul6 linolsav kézvetlenll beépilhet &BEbe - tdbb

ok miatt is ebnyds lehetett: 1) Biztositotta a tenyészet (és dgyECB-
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termeb biomassza) lassu névekedését a gliikdz gyors éfdgkoveien. 2)
Mérsékelte a tenyészetek microarray és gRT-PCRokdalapjan josolt
megnovekedett lipid szintézis igényét. 3) Gatoltarsyészet ligosodasat (23.
abra). Ez utdbbi hatads feltelilety részben a trigliceridib felszabadulo
zsirsavaknak koszonlietrészben annak, hogy a nodvekedés biztositasaval
megakadalyozta az ammoniatermelés indukaldédasati (Esnmunkatarsai
2004). 4) A fentieken tal csokkentette a termeltBE@htifungalis hataséat a
termeb torzsre nézve.

A gombak igen sok biolégiailag aktiv anyagot temmedd melyek
gyakorlati jelentsége sokrét Felhasznaljakoket, illetve szarmazékaikat
tobbek koz6tt a human terapiaban, illetve az aftaggaszatban, vagy akar
élelmiszerek és takarmanyok tartdsitasara is (Kée munkatarsai 2005;
Galgoczy és munkatarsai 2011; Sharma és munkatdfsbl). Egy-egy
gomba rendszerint tébbféle bioldgiailag aktiv malékis termel egy iében,
melyek befolyasolhatjdk egymas aktivitasat. A haydgok kozoétt fellép
esetleges interakciék felhasznalasukat is al#@evet meghatarozzak.
Vizsgalatainkban négy kilonbézfonalas gombak altal termelt, a sejtfal
homeosztazist (potencionalisan) befolyasol6 angélis molekula hatasa
kozotti interakciot teszteltik. A kapott eredményéksszefoglalasaként
elmondhat6, hogy az ECB antagonista modon visetked®AF-fal, azaz a
P. chrysogenum altal termelt antifungalis fehérjével szemben aafas
gombak esetében. A PAF és a ChiB kitinaz, illemdEagA B-1,3-glikanaz,
mint sejtfalbonté hidrolazok kodzo6tt azonban nem tun# interakciot
kimutatni. A PAF énmagaban nem gatoltaCaalbicans és aS. cerevisiae
novekedését, ahogy az véarhato is volt (Hégeéls munkatérsai 2011), és

nem befolyasolta az ECB, a ChiB és az EngA antdliaghatasat sem az
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éleszbk esetében. Mindezek alapjan, Binder és munkaté@ka(2010)
eredményeivel dsszhangban, azt feltételezzik, hagyAF csak Kkis
meértékben és felteh#leg csak kdzvetett mddon (pl. a frissen szintettikziéih
szélak sejtfalba éplilésének megzavarasan kere&itiiler és munkatarsai
2010) befolydsolhatja a sejtfal homeosztazist. Afabonté hidrolazok
ugyanakkor szinergista kélcsonhatast mutattak aB-#€ mind az éles#k,
mind a fonalas gombak esetében. E hatas rdsijerazt az altalanos
tapasztalatot, miszerint tdbbféle, eltémikddédi sejtfalkarosit6 anyag
kombinalt alkalmazasa megnoveli antifungalis akdisuk hatékonysagat (el-
Sherbeini és Clemas 1995; Ganesan és munkatar8d) 28 alatamasztja
azon feltételezésiinket, miszerint a konstitutiv B€Hsztencia nem &hyds
az A. nidulans var. roseus szamara, mert megnévelheti mas sejtfal

stresszorokkal szembeni érzékenységét.
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5. Introduction

Fungal infections, especially invasive mycoses,eh@ecome an
important health problem in the last decades asr theidence has
dramatically increased among patients sufferingyf@DS or hematological
malignancies, transplant recipients and other inmeuppressed patients.
Additional factors including treatment with broaggestrum antibacterial
drugs, surgical interventions, using indwellingheders or prosthetic devices,
parenteral nutrition or dialysis also increase thek of mycoses. These
immunocompromised patients are mainly infectedCapdida, Aspergillus,
Cryptococcus and other opportunistic fungal pathogens (Georgagakou
1998; Carillo-Munozet al. 2006; Rupinget al. 2008). Nowaday<andida
species are responsible for more than 90 % of {urigéections
(Kontoyiannis and Lewis 2002; Masouka 2004) andRsaet al. (2009)
reported that aspergillosis is the second mosu#&atjfungal infection after
candidiasis.

Aspergillus nidulans var. roseus ATCC 58397 is an industrially
important filamentous Ascomycota strain owing te froduction of the
antifungal compound echinocandin B (ECB). The eatémdin type
antimycotics were discovered in 1970s. These argdl lipopeptides have
broad-spectrum and low toxicity and they are higéfffcient against azole
resistant Candida strains. Semisynthetic derivatives are frequently used
during treatment of different candidias{s.g. oesophagealis candidiasis,
invasive candidiasis and candidemia) and caspofurariginated from
pneumocandin BO is efficiently applied agaiAspergillus species (Gregory
et al. 2007).
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The taxonomical position @& nidulans var. roseus ATCC 58397 -
similarly to the otherAspergillus ,varietas’ — has been still questionable
(Geiseret al. 2007; Peterson 2008). It represents an intermeditten
between Aspergillus nidulans (Emericella nidulans) and Aspergillus
rugulosus (Emericella rugulosa) (Hodgeset al. 1994; Klich et al. 2001).
Using polyphasic taxonomy (Colwell 1970), we trie¢d elucidate the
taxonomical status of this isolate in the firsttpaf our work. Although
echinocandin resistance is not a serious problewadays, the number of
resistant strains is expected to increase in tlae fidure. Therefore, in the
next part of our research we tried to understapdchtiture of ECB resistance
of the produceA. nidulans var. roseus strain Finally, we investigated the
physiological background of ECB formation to cotledata for future
improvement of the strain and fermentation techgwlo
The planned experiments were the followings:

1. Comparison of growth, carbon source utilizam secondary metabolite
production ofA. nidulans var. roseus ATCC 58397,A. nidulans and A.
rugulosus.

2. Partial sequencing the calmodulpyubulin andy-actin genes fronA.
nidulans var. roseus ATCC 58397 and using these sequence data for
phylogenetic analysis. Testing the possibility eksal/parasexual crossing
betweenA. nidulans andA. nidulans var.roseus strains.

3. Determination and comparison of ECB and CASiteitg of A. nidulans
var. roseus ATCC 58397 and the ECB non producernidulans FGSC A4
strains.

4. Investigation of cell wall composition, trangtidbn of genes involved in

cell wall biosynthesis, and specifiel,3-glucan synthase activity as well as
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the growth inhibitory effect of sodium-dodecil-satié (SDS) in the presence
of ECB in both theA. nidulans var. roseus ATCC 58397 andA. nidulans
FGSC A4 strains.

5. Investigation of fermentation parameters infking ECB and
sterigmatocystin (ST) production (Hodgatsal. 1994); studying the effect of
nitrogen sources and sunflower oil on secondanahwite production.

6. Studying transcriptional differences between F&&lucing and ECB non
producingA. nidulans var. roseus ATCC 58397 cultures using DNA chip
technology.

7. Investigation of pairwise interactions betweeatunally occurring
antifungal agents — ECB (Walkest al. 2010), antifungal protein of
Penicillium chrysogenum (PAF; Hegeds et al. 2011) as well as ChiB
chitinase and Eng#f-1,3-glucanase originated frof nidulans (Szilagyiet

al. 2012) - influencing the cell wall homeostasis.
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6. Materials and Methods
Strains used in this study are summarized in Table

Strains Genotype

Aspergillus nidulans strains

FGSC A4 Glasgow wild-type (vad tipus)

FGSC A33 biAl, pyroAd, veAl

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

FGSC A146 pabaAl, acrAl, phenA2,pyroAd4,lysB5,
sB3, nicB8, riboB2, chaAl

FGSC A773 pyrG89, wA3, pyroAd

creA-null mutans pabaAl, yAl, AcreA::argB, argB2,
riboB2, veAl

HZS 120 pabaAl, riboB2, veAl

Other Aspergillus strains

A. fumigatus FGSC 1100 Wild type

(AF 293)

A. nidulans var. roseus Wild type

ATCC 58397 (NRRL 11440)
A. rugulosus (Emericellarugulosa)  Wild type

CBS 133.60

A. rugulosus (Emericellarugulosa)  Wild type
CBS 171.71

Other strains wild type
Saccharomyces cerevisiae S288C  Wild type
(YSC1060)

Candida albicans ATCC 14053 Wild type
Bacillus subtilisBS-1 Wild type

A. nidulans strains andA. fumigatus strains were maintained on Barratt's
minimal-nitrate agar (MN) (Baratt al. 1965), while theA. nidulans var.
roseus strain andthe A. rugulosus strains were maintained on malt dextrose
agar (PM). For maintain oB. subtilis and yeasts bouillon and Sabouraud

agar was used, respectively.
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Growth properties oAspergillus strains were studied on MN agar plates
containing different kind of carbon- and nitrogesuces (10 g/L glucose,
fructose, sorbitol, xylose, maltose, lactose, saam$e, starch or glycerol as
well as 75 mmol/L NaNg) (NH,),SO, or Na-Glu or 1 w/v % casein peptone,
soybean peptone or yeast extract).

Secondary metabolite production was studied in frextlicomplex
medium (GNL) originally described by Boeck and Kest(1981). The GNL
medium contained 10 g/L glucose, 10 g/L soybeanqmep 4.5 g/L NgHPO,
12H,0, 1 g/L ZnSQ7H,0, 5.5 g/L MgSQ7H,0. 0.1 g/L FeS®7H,0 and
7.5 viv % sunflower oil (pH 5.5). For studying teaniptional changes (qRT-
PCR and microarray experiments), cell wall composiand specifif-1,3-
glucan synthase activities, MN broth containing 4. glucose and
supplemented with 10 g/L yeast extract and 2.9 (ijfH,),SO, was used.
Aliquots (100 mL) of the culture media were inodath with 100 million
freshly grown conidia and were incubated at 24©f@G with shaking at 300
rpm for 1, 2 or 6 days.

Optimal starting Tyr, glucose and sunflower oil centration for high
ECB and low ST production was determined by respossirface
methodology (RSM) (Lee and Chen 1997) using Boxreh experimental
design. A full second-order polynomial model ob#ginby a multiple
regression technique for the three factors usiedgRistatistical software (The
R Development Core Team; http://www.r-project.onggs fitted to describe
the response surface.

Uracil/Uridine auxotrophA. nidulans var. roseus and A. rugulosus
mutants were isolated after UV mutagenesis by tissdection on 5-

fluoroorotic acid containing agar plates. These oaoph strains were
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crossed with differenf\. nidulans strains following the classical protocol of
Pontecorvaet al. (1953).

Echinocandin susceptibility of the strains was ®ddby both agar
diffusion assay (Galgoczst al. 2005) and microdilution method (Arikan et
al. 2001). Pairwise interactions between naturadigurring antifungal agents
(ECB, PAF, ChiB, EngA) were also tested by microtidin method. The
observed interactions were characterized by theofifbrmula (Morenoet
al. 2003). The effect of sunflower and paraffin oil BEB sensitivity was
tested by measuring the growth ability of the fumgo MN broth also
containing sunflower or paraffin oil and ECB atfeient concentration.

In submerged cultures the growth of the strains \gaantified by
detecting the changes in the dry cell mass (DCMis£Rahelyiet al. 1997)
and by measuring the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yB-Biphenyltetrazolium
bromide (MTT) reducing activity (Leet al. 1999). Glucose content of the
fermentation broth was measured by the rate addagany et al. (1992). The
amount of ST and other secondary metabolites wesmtiied with thin
layer chromatography (Klickt al. 2001).

Specific 3-1,3-glucan synthase activity of the cell free agts prepared
by X-pressing was measured with a microtiter-bafladrescence assay
(Shedletzky et al. 1997). ECB sensitivity of the enzyme complex was
characterized by the ECB concentration causing 50nBtbition in the
activity (ICsoece. The specific nitrate reductase (Bruinenber@l. 1983),
catalase (Roggenkamg al. 1974) and glutathione reductase (Pietoal.
1984) activities were also determined from celefeamples prepared by X-
pressing according to the protocols indicated ineptnesis. Intracellular

peroxide concentrations were measured by a fludricmeethod using 2',7’-
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dichlorofluorescin diacetate (Royall és Ischiropmull993), while oxidized
(GSSG) and reduced (GSH) glutathione content ofctils was determined
by the rate assay of Anderson (1985). Cell wall position was determined
according to Stevere al. (2006).

Genomic DNA was isolated from lyophilized myceliurming Genomic
DNA Purification Kit KO512 (Fermentas) accordingtte instructions of the
manufacturer. Parcial DNA seuences were amplifiedPRC and the PCR
products were sequenced with an automated DNAlaap$equencer using
the ABI Big Dye Terminator 3.1 Kit. The Nucleotid|a8t program
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) was usdcompare our sequences
with the data of GeneBank database (www.ncbi.nimgeiv/genbank/).
Phylogenetic analyses were conducted with the MEG@{tware (Tamura és
munkatarsai 2007).

Total RNA was isolated following the instructions@homczynskiet al.
(1993) with TRISOL reagent. The gRT-PCR reactiomrsenmperformed with
the Brilliant® Il SYBR® Green QRT-PCR Master MixtKiStratagene).

Total RNA samples originated fro. nidulans var. roseus cultured at
either 24 or 37 °C (KGL medium; 53 h) were comparEde labeling and
hybridization of samples and the reading of theayawas carried out by the
Kromat Ltd.
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7. New Scientific Results

7.1 Polyphasic characterization ofA. nidulans var. roseus ATCC 58397

According to our experiments th& nidulans var. roseus ATCC 58397
strain did not belong to thé. nidulans species, rather it showed close
relationship withA. rugulosus strains. It was supported by the following
results:

At 24 °C, the growth ofA. nidulans var. roseus — similarly to A.
rugulosus strains — was significantly slower than that Af nidulans on
surface cultures containing different carbon sosircén contrast, in
submerged GNL cultures containing both glucose andflower oil as
carbon sourcesA. nidulans var. roseus as well as the\. rugulosus strains
grew better thai. nidulans after all the glucose had been consumed.

Although the secondary metabolite production speofrthe strains were
quite different, due to the production of ECB ar tformation of a
characteristic compound detected by TLG £M,27)A. nidulans var. roseus
resembled more to the twb rugulosus strains tested than #a nidulans.

The phylogenetic analyses of the parfi@uibulin, calmodulin ang-actin
sequences clearly demonstrated thahidulans var. roseus belongs to the
species of.rugulosus and not toA. nidulans.

The A. nidulans var. roseus uracil/uridine auxotroph strain - similarly to
the testedA. rugulosus uracil/uridine auxotroph mutants - was able to form
stable heterokaryotic hyphae with nidulans auxotroph mutants. In some
experiments sterile cleistothecia and a few “hybr@bnidia were also
developed. The majority of “hybrid” colonies grewlow, showed

reduced/altered pigmentation. Distribution of geémenarkers originated
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from the parental strains in the hybrids sugge#tatisome chromosomes of
A. nidulans var. roseus (and A. rugulosus ) could be substituted with only

more than one chromosomesfofhidulans.

7.2 Investigation of echinocandin resistance &. nidulans var. roseus

Under ECB non-producing conditions (37 °C), thastasce ofA.
nidulans var.roseus against ECB or CAS was surprisingly low and waseve
lower than that of the echinocandin non-produteridulans.

The G ecgvalue off3-1,3-glucan synthase complex originated from
A. nidulans var. roseus was similar to that fromd\. nidulans, but the specific
B-1,3-glucan synthase activity @. nidulans var. roseus was significantly
smaller than that oA. nidulans. The higher echinocandin sensitivity Af
nidulans var. roseus was observed not only with germinating conidia but
with growing hyphae as well. The line-shaped irtoityi zone observed with
A. nidulans var. roseus in these experiments could be the consequence of
paradox effect and suggests the existence of auciipié echinocandin
resistance in this strain. The inhibition zone obsd with A. nidulans was
ellipsoidal (no paradoxical growth was detectednetshaped inhibitory
zone was observed with this species only when & ps@-cultured in the
presence of ECB.

Cell wall of A. nidulans var. roseus contained significantly lesg-
1,3-glucan and more chitin at 24 °C (under ECB peatfy condition), than at
37 °C. Importantly, the cell wall composition @&. nidulans was not
responsive to alterations in the incubation temipeea the measured data

were similar to those detected with nidulans var. roseus at 37 °C. Several
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chitin synthesis genes (orthologoé chsA, chsB, csmB and AN8710 ofA.
nidulans) were induced im\. nidulans var. roseus when it was cultured at 24
°C and/or when ECB was added to cultures growing7&tC.. In case oA
nidulans, the cultivation temperature had no significanteeff on chitin
synthesis genes but ECB treatment at 37riticedchsB and csmA both
encodes chitin synthases. Neither the cultivatiemperature nor ECB
treatment affected the relative expressiorg-df,3-glucan synthase catalytic
subunit tksA) in both strains, however specifip-1,3-glucan synthase
activities were increased under ECB producing doswiin A. nidulans var.
roseus.

Both synergistic and antagonistic antifungal effecs observed
between SDS and ECB @ nidulans var. roseus in agar-well diffusion and
microdilution assays In contrast, with nidulans only additive effect was

detectedn the same concentration ranges.

7.3 Effect of medium composition on the secondary etabolite
production of A. nidulans var. roseus

Addition of yeast extract to GNL medium increasetijle omission
of soybean peptone decreased the ST and ECB piroduBeplacement of
soybean peptone with certain amino acigsg—mixture of Pro, Thr and Orn,
as well as Tyr or Phe — also decreased markedIgThtarmation but caused
only a smaller decrease in ECB yields. In ordeintvease ECB production
the starting sunflower oil, Tyr and glucose concatitins of the soybean
peptone free GNL medium were optimized by RSM. & bptimal values
(24.9 g/L glucose, 11.6 g/L Tyr and 60.8 ml/L somfer oil) 219 + 1519/g
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ECB and only 6.5 + 2ug/g ST was detected at the 6th day. Using the
standard GNL medium 231 + 1j{g/g ECB and 45 * Sug/g ST was
produced.

Omission of sunflower oil decreased the ECB praductincreased
the pH and stopped the growth after glucose depietiAddition of
ammonium-sulfate and starch to the medium prevetitedalkalification of
the medium, supported the growth of fungus aftercgée depletion and
moderated the decrease in ECB yields. Accordingutoexperiment carried
out at 37°C (under ECB not producing condition), sunflowet obuld
reduce the antifungal effect of ECB added to théiara. Similar effect was
observed, when paraffin oil was used instead oflewer oil. Replacement
of sunflower oil with paraffin oil in GNL medium decased markedly the
amount of produced ECB at 2€ (from 231 + 17.g/g to 87 + 16.g9/g ).

Omitting sunflower oil from the fermentation mediudecreased
markedly the amount of produced ECB and it was mapamied with the
increase of pH and the inhibition of growth aftéwapse depletion. Addition
of ammonium sulfate and starch to the medium preeethe alkalification,
let the cultures grow after glucose depletion aratienated the decrease in
the ECB yields. According to our experiments additdf either sunflower or
paraffin oil to the medium decreased the antifuragsivity of the added ECB
on the fungus. It is worth mentioning that usinggffin oil instead of
sunflower oil decreased significantly the ECB ygefdom 231 + 17ug/g to
87 £ 16ug/9.
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7.4 Effect of culturing temperature on metabolism ofA. nidulans var.
roseus

The tight correlation (= 0.74) found between the microarray and qRT-
PCR data suggests that the DNA chip designed aiceptd theA. nidulans
genome can be successfully used to investigaté\timédulans var. roseus
transcriptom as well. Of course, justification dietobtained data and the
drown conclusions with independent methods is @aleily important in this
case.

According to the normalized lgdR values, after lowering the temperature
from 37 °C to 24 °C 400 genes were down regulatetl 1889 genes were up
regulated. Using these microarray data togetheh witir physiological
experiments and the gRT-PCR data of selected geresassume the
following changes after the temperature shift fil®m°C to 24 °C:

1. We found surprisingly few changes in the actiwt cell wall synthesis
genes compared to the previous studies. The pethtiacetil-glucoseamin-
6-phosphate deacetylase and glucoseamin-6-phospbateerase genes
(orthologues of AN1428 and AN1418) which are inwain the degradation
of chitin monomers and a pepsin-type cell wall pidise gene (orthologue
of AN8102) were repressed, while éiA chitinase orthologue which
participates in the synthesis of chitin and a GRiker cell wall protein gene
(orthologue of AN5357) were induced.

2. The balance between synthesis and degradatidipidfmetabolism
was shifted towards synthesis.

3. Several genes involved in amino acid and nucleaynthesis (with
the exception of the orthologue of AN1734, a putat8-dehydroshikimate

dehydrogenase) were down regulated. Genes invdlvedtrate reduction
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were up regulated which were accompanied with amed specific nitrate
reductase activities.

4. Several genes involved in transcription, traisha and
posttranslational modifications were down regulateticating the repression
of protein synthesis.

5. Certain heat shock genes together with genesviea in gluthatione
and thioredoxin metabolism and DNA repair were esped. Induction of
three catalase genes was observed and it was aan@mdpwith increased
specific catalase activities, elevated glutathiacentent and decreased
intracellular peroxide concentrations.

6. Among the genes contributing in iron metaboli¢éh were down

regulated and none of them was up regulated.

7.5 Investigation of pairwise interactions between nattally occurring
antifungal agents

Testing the pairwise interactions between ECB, PESRjB and
EngA we found that that the ChiB chitinase and EmgA B-1,3-glucanase
increased the antifungal effect of (showed synengisith) ECB onA.
fumigatus, A. nidulans var. roseus, S. cerevisiae and C. albicans. On the
other hand, these cell wall hydrolasing enzymesavskoneither synergism,
nor antagonism with PAF. According to our resutite PAF (5 or 6ug/ml)
did not influence the growth @&. cerevisiae andC. albicans and it did not
modified the antifungal activity of ECB (3-3@y/ml), ChiB (0,6 U/ml) and
EngA (12 U/ml) on the tested yeasts. In contrasiBEand PAF showed

antagonism on the testédpergillus strains in certain concentration ranges.
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8. Summary

Similarly to Klich et al. (2001), we found that thA. nidulans var.
roseus isolate does not belong #a nidulans species, despite of its smooth-
walled ascospores (Klicdt al. 2001), rather it shows close similarity Ao
rugulosus strains It was supported by the partial DNA sequence ddta o
calmodulin, B-tubulin andy-actin genes, the temperature dependence of its
growth on different carbon sources and its secondatabolite production.
This information suggests that the physiologicatadavailable in the
literature for A. nidulans can only be used very critically in case Af
nidulans var. roseus. Thanks to the high DNA sequence similarity observed
betweenA. nidulans andA. nidulans var.roseus the genome sequence data of
A. nidulans can be successfully used in molecular experimevita A.
nidulans var. roseus (e.g. primer design, identification of orthologue genes,
microarray experiments). The possibility of parashybridization between
A. nidulans andA. rugulosus as well as betweeA. nidulans andA. nidulans
var. roseus raises the question if some of the taxonomicalbt fixed
Aspergillus isolates, includingA. nidulans var. roseus, are the consequence
of gene exchanges during the parasexual hybridizadf different closely
relatedAspergillus species.

According to our result®\. nidulans var. roseus did not possess
inherited resistance to ECB. Under ECB non produatonditions, the
tolerance ofA. nidulans var. roseus against ECB or caspofungin was even
lower than those of the echinocandin non-produtenidulans. The ECB
resistance oA. nidulans var.roseus proved to be inducible among ECB non

producing condition (37 °C) with ECB or by ensuria@B production €.g.
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by decreasing the culturing temperature from 3%®Q4 °C). The unusual
behavior of this strain observed in surface culafter ECB treatment can be
explained with the paradoxical growth (Eagle andsh&iman 1948; Hakt
al. 1988) and it was most likely the consequence efdbserved inducible
resistance. We assume that the high ECB sensitbfityne strain observed
among ECB non producing condition (which can belarpd, at least
partially, by its low specifi3-1,3-glucan synthase activity) helped the fast
induction of ECB resistance. The ECB resistanc@.afidulans var. roseus
can be explained with the induction of chitin biogesis and as a
consequence the increases in the chitin contettteofell wall, the increased
B-1,3-glucan synthase activity as well as the redu@getative growth. The
observed changes in the transcription of certailh wall protein genes
suggests that not only the polysaccharide butthisgrotein composition of
cell wall changed under ECB producing condition eithinay also influence
the ECB resistance @. nidulans var. roseus. Induction of chitin synthesis
by echinocandins have been describe€andida species and. fumigatus
previously (Fortwendekt al. 2009; Walkeret al. 2010). Similarly to the
acquired echinocandin resistance Aoffumigatus (Fortwendelet al. 2009;
Walker et al. 2010) the resistance #f nidulans var. roseus was not related
to the altered echinocandin sensitivityef,3-glucan synthase. We assume
that constitutive resistance is not beneficial the fungus because any
genetically ‘imprinted’ changes in the cell wallmsposition and structure
may be helpful to resist a few given types of strdsut may be
disadvantageous in combating others. This is exéegplwell by the
interactions between SDS and ECB treatment wheea synergistic effect

was observed at certain ECB and SDS concentratibalso suggests that if
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we want to increase the ECB toleranceédohidulans var.roseus in order to
develop a strain producing more ECB, the higher BGBrance may be
accompanied with less viability and less toleramgminst mechanic or
chemical cell wall stress.

ECB production ofA. nidulans var.roseus is depends highly on the
culturing temperature (Boeck and Kastner 1981)3ALC,A. nidulans var.
roseus grew almost as fast @s nidulans but did not produce any ECB, while
at 24 °C its slow growth was accompanied with isie®n ECB synthesis.
According to our experiments, the reduction of wat temperature from 37
°C to 24 °C had significant effects on the phygjglof the culture that could
be detected on even transcription level. Some ekdhchanges are in
connection with the reduction of growth intensiSeveral genes involved
(directly or indirectly) in the protein synthesianfino acid and nucleotide
synthesis, transcription, translation, posttranstal modifications) were
repressed. Genes necessary for the synthesis amspart of siderophores
were also repressed. This observation can be stilegefrom practical point
of view as well, since iron is needed for the hygtation of amino acids,
and therefore it is also necessary for the prodoctf well-hydroxylated
echinocandins in adequate amount. Therefore supgdtie iron uptake of
ECB overproducer strains can be an important questiuring the
improvement of the strain or the fermentation psscé&Jnder ECB producing
conditions intensification of nitrate reductiongigase in catalase activities
as well as a shift towards synthesis in the balafd@gid metabolism was
observed. Understanding the physiological signifiea of these changes
needs further investigations.
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According to our results soybean peptone, a componé GNL
broth used for ECB production, proved to be impartan supporting
sterigmatocystin (ST) formation. By replacementsof/bean peptone with
Tyr and by optimization the composition of this med we could markedly
decrease the ST content of the fermentation bfatm(45 + 5ug/g to 6.5 +
2 pg/g) without significantly decreasing the amount moduced ECB.
Similarly to Tyr, Phe, Trp and the mixture of Ofro and Thr were also
proved to be good nitrogen sources. The benefidfatt of Orn, Pro and Thr
as amino acids involved in ECB production is notpsiging and in good
accordance with the previous observations (Petesisah 2001). However,
understanding the effect of aromatic amino acid£@B production needs
further investigations. An interesting coincidengé¢hat although the activity
of several genes involved in amino acid synthesisrehsed under ECB
producing circumstances, the transcription of th& 1434 orthologue
increased. This gene encodes a putative 3-dehyikonste dehydrogenase
which is involved in the biosynthesis of Tyr ancePh

Sunflower oil proved to be necessary for efficie@B production.
Beside of the fact that linolenic acid releasedmrgunflower oil could
directly incorporate into ECB, presence of sunflow# in the fermentation
broth can be advantageous in many ways: 1) It edstontinuous growth of
the culture (therefore the continuous increase @B Eproducing biomass)
after the quick depletion of glucose. 2) It redutieel need of intensive lipid
synthesis supposed by the basis of microarray &t-RPCR data. 3) It
prevented the alkalification of culture by releasifdatty during its

extracellular hydrolysis and by inhibiting ammomeoduction of the cells
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(Emri et al. 2004). 4) In addition it reduced the antifungaleeff of the
produced ECB on the fungus.

Fungi produce large amounts of biologically activempounds
which have great practical significance. Many afsh compounds are used
in human therapy or in veterinary medicine and efggnpreserving foods
and feeds (Kelleet al. 2005; Galgoczyet al. 2011; Sharmaet al. 2011).
Fungi usually produce more than one type of thesdodically active
molecules which can interact with each other. Thetractions determine
their applications as well. We tested the pairwigeractions between four
different antifungal molecules potentially affegircell wall homeostasis.
Summing up the results, ECB and PAF (antifungaltginoproduced by
Penicillium chrysogenum) showed antagonistic effect on the tested
filamentous fungi. In contrast, we could not findyainteraction between
PAF and ChiB chitinase or Engp:1,3-glucanase (the cell wall degrading
hydrolases ofA. nidulans). PAF alone did not inhibit the growth .
albicans andS. cerevisiae as it was to be expected (He¢eet al. 2011); and
it did not influenced the antifungal effect of ECBhiB and EngA on yeasts.
All these data suggest - in accordance with theltesf Binderet al. (2010)

— that PAF can only influence cell wall homeostasisn indirect way (for
example by disturbing the deposition of newly sgsiked chitin filaments
into the cell wall; Bindeet al. 2010). Cell wall degrading hydrolases showed
synergist interaction with ECB in the cases of bp#lasts and filamentous
fungi. This effect is in good accordance with poer findings showing that
combined usage of different types of cell wall deling compounds
increases the efficiency of their antifungal agyi\iel-Sherbeini and Clemas
1995; Ganesamt al. 2004). These data also support our assumption that
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constitutive ECB resistance and production is ndvaatageous forA.
nidulans var. roseus, since it can increase its sensitivity to othelt aeall

stressors.
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