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1. Bevezetés

Selye Janos szerint a stressz az €16 szervezetre gyakorolt nem fajlagos hatasok (példaul
betegséget okozo vagy gyogyszerek altal kivaltott hatasok) 0sszességét jelenti. Stresszoroknak
tekinthet6k mindazok a tényezOk, amelyek stresszt okozo képességgel jellemezhetok (Selye,
1973). A kornyezeti stresszhatasok a mikroorganizmusok életfolyamataira is hatassal vannak,
amelyek lekiizdésére kiilonbozo stratégiak kifejlesztésével van lehetdségiik. Stressz hatdsara
egyes transzkripcios faktorok (TF-o0k) aktivalodasa révén specifikus szignaltranszdukcios
utvonalak bekapcsolasaval képesek alkalmazkodni a kornyezeti valtozasokhoz (Guan és mtsai.,
2017). A jelatviteli utvonalak szabdlyozésa tehdt alapvetd szerepet jatszik a
mikroorganizmusok cellularis homeosztazisanak fenntartasaban. A TF-0k ezen szabalyozasi
halézatok meghatarozé elemei (Leiter és mtsai., 2021).

Gombakban a kisérletesen igazolt TF funkcidt betoltd fehérjék szdma szignifikdnsan
kevesebb, mint a magasabbrendii eukariétakban, ez a TRANSFAC (http://gene-
regulation.com/pub/databases.html) és Mycopath adatbazisokban (https://www.biobase.cc) is
jol lathaté. Ez a tény kétféleképpen magyarazhatd: mivel logikus azon elképzelés, hogy minél
komplexebb egy €16lény, annal tobb TF — ra van sziiksége, ezért lehetséges, hogy a gombak
valdban kevesebb TF-ral jellemezhetdk, a masik lehetdség pedig, hogy sok TF-uk van, viszont
ezek azonositasa még nem tortént meg (Shelest, 2008).

A bZIP (bazikus leucin cipzar) tipusu TF-ok az egyik legdsibb TF-ok kozé tartoznak,
melyek egyetlen eukaridta génbdl jottek létre az evolucid sordn (Leiter és mtsai., 2021).
Emberben az egyik legismertebb az ATF2, amely olyan fontos folyamatokat szabalyoz, mint a
sejtciklus, a glikozilacid, a gyulladas vagy az aminosav éhezésre adott valasz (Watson és mtsai.,
2017). Gombakban az elsé ATF2 ortologot Schizosaccharomyces pombeban irtak le Atfl néven
(Takeda és mtsai.,, 1995). Funkciojukat tekintve nagy valtozatossdgot mutatnak, sokféle
biologiai folyamat szabalyozasaban vesznek részt, ugy, mint a vegetativ ndvekedés, sporulacio,
csirazas, virulencia, valamint az abiotikus és biotikus stresszre adott valaszreakciok (Zhao és
mtsai., 2022). Az altalunk tanulmanyozott bZIP TF csaladba tartozo AtfA és AtfB a
konidiumokban és a vegetativ micéliumban biztositjak az oxidativ stresszel szembeni védelmet
szamos fonalas gombdban (Balazs és mtsai.; 2010, Roze és mtsai., 2011; Hagiwara és mtsai.;
2014; Silva és mtsai., 2021).

fgy az AtfA a konidiumokban részt vesz tobbek kozott a stresszvalaszok transzkripcios
szintli szabalyozasaban, hozzajarul a konidiumok ¢életképességének fenntartasahoz, biztositja

azok oxidativ, h6 (Hagiwara és mtsai., 2008) és 0zmotikus stresszel szembeni toleranciajat


https://www.biobase.cc/

(Balazs ¢és mtsai.,, 2010), Aspergillus nidulansban szerepe van tovabba az aszexualis
fejlédésben, valamint Fusarium verticillioidesben a konidiumok nyugalmi allapotanak
fenntartasaban (Szabd és mtsai., 2020). Oxidativ stressz alatt részt vesz szamos elsddleges
metabolikus Utvonal (aminosav, zsirsav ¢és trikarbonsav metabolikus folyamatok)
szabalyozasaban is A. nidulansban (Orosz és mtsai., 2017).

Az AtfB Aspergillus oryzaeben a konidiosporakban biztositja az oxidativ (Wee és mtsai.,
2017) és hostresszel szembeni védelmet, valamint részt vesz a konidiumok fejlédése soran
olyan cellularis folyamatok szabalyozasaban, mint a kiilonboz6 stresszhatasokkal szembeni
tolerancia vagy a szén- és aminosav metabolizmus (Sakamoto és mtsai., 2008, Silva és mtsai.,
2021). Aspergillus parasiticusban az AtfB a szekunder anyagcsere, a stresszvalasz és a
konidiumok fejlédésének mesterregulatora (Wee és mtsai., 2017).

Doktori munkamban az A. nidulans bZIP TF-okat kodolo atfA és atfB gének tovabbi
funkcidinak feltérképezésére a létrehozott delécids ¢és taltermeld mutansok fenotipusos
vizsgalatait, illetve a delécidos mutansok és egy kontroll torzs transzkriptomikai analizisét

hajtottuk végre.



2. Célkituzések

Doktori munkamban az A. nidulans fonalas gomba bZIP tipusu transzkripcios faktorait kodold

atfA és atfB gének funkcioinak részletesebb megismerése érdekében az alabbi célokat tliztiik

ki:

Double-Joint PCR moszerrel a delécidos (4), a niiA promotert tartalmazo pHSI1
vektorral a taltermeld (OE) mutansok eldallitasat az Osszes kombinacioban: AatfA,
AatfB, datfAdatfB, AatfAatfBOE, datfBatfAOE, atfAOE, atfBOE és atfAOEatfBOE,

A mutansok stresszérzékenységének vizsgalatat szilard téptalajon  tOrténd
pontinokulacioval oxidativ (diamid, MSB, tBOOH), ozmotikus (NaCl, szorbit),
nehézfém (CdClp), sejtfal integritas stresszt (Kongdvords) alkalmazva, valamint
hdstresszel szembeni érzékenyégiik tanulmanyozasat 10 percig tartd 50 °C-os hokezelés
utan a konidiosporak szélesztésével,

Az ivaros (kleisztotécium képzddésének indukaldsaval) és ivartalan (konidiosporak
szamanak meghatarozasaval) szaporodas tanulmanyozasat,

A konidiosporak méretének meghatarozasat fény- €s scanning elektronmikroszkdpos
felvételek készitésével, valamint az abaA gén expresszidjanak meghatarozasat RT-
gPCR segitségével,

A szekunder metabolitok termelése szoros kapcsolatot mutat a kdrnyezeti, elsésorban
oxidativ stresszel, igy célul tiiztiik ki a sterigmatocisztin mikotoxin termelésének
vékonyréteg kromatografias analizissel, illetve HPLC-s modszerrel torténd
meghatarozasat,

A delécios mutansok (a AdatfA, AatfB, AatfAAatfB) és a kontroll THS30.3 torzs
transzkriptomikai tanulmanyozasat Gijgeneracios RNS szekvenalassal MSB-vel kezelt
€s stresszmentes taptalajon novesztett tenyészetek vegetativ. micéliumaibol és
konidiumaibol,

Ezt kovetéen az adatok Osszehasonlitd transzkriptom vizsgalatat, majd a
transzkriptomikai eredmények kiértékelését a torzseknél kapott globalis génexpresszios

mintdzatok Venn-diagramos 6sszehasonlitasaival kivantuk végrehajtani.



3. Anyagok és modszerek

Az atfA (locus ID:AN2911) és az atfB (locus ID: AN8643) gének delécidjanak elballitasa
Double-Joint PCR mddszer (Yu és mtsai., 2004; Leiter és mtsai., 2016) alkalmazasaval tortént.
A deléciés mutansokat Dr. Mi-Kyung Lee készitette el (Koreai Biotudomanyi és
Biotechnoldgiai Kutatointézet (KRIBB), Biologiai Er6forras Kozpont, Jeongeup-si, Koreai
Koztarsasag).

A thltermeld mutansok eldallitasahoz a pyroA marker gén kodold szekvenciajanak
haromnegyed részét tartalmazo pHS11 vektort hasznaltuk (Kwon és munkatarsai, 2010). Az
ezzel a vektorral transzformalando recipiens torzsek muticié miatt piridoxinra mutatnak
auxotrofiat. Az atfA vagy atfB gént tartalmazé plazmid a pyroA4 helyre egyszeres
rekombinacioval épiil be, ami megsziinteti a piridoxin auxotrofiat. Az atfA és atfB géneket az
niiA promoter és trpC terminator régid kozé klonoztuk be (Leiter és mtsai., 2016).

A thltermelé mutansokban az atfA vagy atfB beépiilését PCR-rel (EmeraldAmp MAX PCR
polimeraz, Takarabio), a tultermelédést RT-gPCR modszerrel (Kiraly és mtsai.,, 2020)

ellendriztik.

Stresszérzékenységi vizsgalatok

6 napos 37 °C-on minimal taptalajon inkubalt tenyészetek sporaibol 2X107/ml
sporakoncentracioval, 5 pl (100000 spora) sporaszuszpenziot pontinokulaltunk kiilonb6zo
stresszt generald anyagokat tartalmazo tapagarra, majd 37 °C-on 5 napig inkubaltuk a torzseket
(Balazs és mtsai., 2010). Kontroll torzsként a THS30.3 torzset hasznaltuk.

Az oxidativ stresszt 2 mM diamid, 0,08 mM MSB (menadion natrium biszulfit) és 0,8
mM tBOOH, az ozmotikus stresszt 1,5 M NaCl és 2 M szorbit, a nehézfém stresszt 300
uM CdCly, illetve a sejtfal-integritas stresszt 54 puM Kongovords jelenlétében végeztiik.
Emellett teszteltiik a konidiosporak életképességét 50 °C-on 10 percig tartd hdstressz hatasara
(Hagiwara és mtsai., 2008, 2009).

A mutansok élettani tulajdonsagainak vizsgalata

Az ivaros szaporodas vizsgalatokban kleisztotécium képzést indukaltunk. Az érett
kleisztotéciumokat a Petri-csészéken sztereomikroszkop segitségével szamoltuk meg és a
teriiletre (cm?-re) normalva meghataroztuk a mennyiségiiket (Leiter és mtsai., 2016).

Az ivartalan szaporodas vizsgalatokban a mutans valamint kontroll torzsek konidiospora

képzésének tanulmanyozasara a sporakat 3 ml sporamosé folyadékban, a teljes telep



lemosasaval sszegyiijtottiik Biirker-kamra alatt leszamoltuk és cm?-re vonatkoztatva adtuk
meg mennyiségiiket (VVargas-Pérez és mtsai., 2007).

A Kkonidiosporak méretének meghatarozasahoz fény- és scanning elektronmikroszkopos
felvételek készitése utan ToupView képfeldolgozo szoftverrel végeztilk a sporaatmérdk
lemérését. Az elektronmikroszkopos felvételeket Dr Daroczi Lajos a Debreceni Egyetem,
Természettudomanyi és Technologiai Kar, Fizikai Intézet, Szilardtest Fizikai Tanszékének
munkatarsa készitette. A konidioforok fejlodését szabalyozo abaA gén (locus ID: AN0422)
expressziojat RT-qQPCR-rel hataroztuk meg a kontroll t6érzsnél illetve a AatfB és atfBOE
mutansoknal. A mérések kivitelezésében Dr. Batta Gyula a Debreceni Egyetem,
Természettudomanyi és Technoldgiai Kar, Biotechnologiai Intézet, Genetikai és Alkalmazott
Mikrobiologiai Tanszékének munkatarsa nyujtott segitséget, majd elvégeztiik az sszegyiijtott
adatok kiértékelését.

A mutinsok sterigmatocisztin termelési képességét pontinokuldlt tenyészetekbdl
hataroztuk meg (Yin és mtsai., 2013) vékonyrétegkromatografiaval, majd HPLC analizissel. A
méréseket Dr. Nagy Tibor a Debreceni Egyetem, Természettudomanyi és Technoldgiai Kar,

Kémiai Intézet, Alkalmazott Kémiai Tanszékének munkatarsa végezte.

A delécios torzsek illetve a kontroll torzs tjgeneracios RNS szekvenalassal torténo
transzkriptomikai analizise

A Debreceni Egyetem Genomi Medicina ¢és Bioinformatikai Szolgaltato
Laboratoriumban [lumina NextSeq500 késziilékkel tjgeneracios RNS szekvenalas segitségével
megvalositottuk a delécios mutansok, a Adatf4, AatfB, AatfAAatfB valamint a kontroll torzs 0,04
MM koncentracéju MSB-vel kezelt és stresszort nem tartalmazd taptalajon novesztett
tenyészetek micélium és konidiospora allapotainak transzkriptomikai tanulmanyozasat. A
gének transzkripcios aktivitasanak bemutatasara kiszamitott RPKM értékek (Reads Per
Kilobase of gene model per Million mapped reads) 6sszehasonlitasaval meghataroztuk a relativ
expresszios szinteket (Robinson ¢és mtsai., 2010). A differencialtan expresszaldédo gének
meghatarozasat Dr. Antal Kéroly (Eszterhazy Kéroly Egyetem, Allattani Tanszék) végezte.

A transzkriptomikai adatok csoportositasa a vizsgalt torzs, kezelés, illetve a fejlodési
allapot szerint tortént. A transzkriptomikai adatok kiértékelését Dr. Antal Karoly (Eszterhazy
Karoly Egyetem, Allattani Tanszék) és Prof. Dr. Emri Taméas (Debreceni Egyetem
Természettudomanyi és Technologiai Kar, Molekularis Biotechnologiai és Mikrobioldgiai
Tanszék valamint a HUN-REN-DE Gomba Stresszbiologiai Kutatocsoport munkatarsa)

végezték.



Az adatok kiértékeléséhez a gének alabbi kategoriait hoztuk 1étre: AA géneknél csak az
AtfA szabalyoz, BB géneknél csak az AtfB szabalyoz, AB géneknél mindkét TF (AtfA és AtfB)
egyiittesen sziikséges a gén normalis miikodéséhez, A/B géneknél mindkét gén egyiittes
szabalyozasa érvényesiil, a hidnyz6 TF-t a mésik TF teljesen helyettesiteni tudja, mig az A-B
gének esetében mindkét gén egyiittes szabalyozasa érvényesiil, de a hidnyz6 TF-t a masik csak
részben tudja helyettesiteni.

A géncsoport dusulas vizsgalatokban (Gene Set Enrichment Analysis = GSEA) a géneket
2005).

A kisérleti eredményeket harom fiiggetlen mérés atlaga és szorasa adta. Az atlagértékek
kozotti eltéréseket Student-féle t-probaval hataroztuk meg, ahol csak a p<0,05 értéket
tekintettiik statisztikailag szignifikdnsnak.

Az atfA és atfB gének relativ transzkript szintjeinek kiszamitasa a ACp meghatarozasaval
(ACp = Chrreferencia-Cprestelt gén) tortént (Balazs és munkatarsai, 2010). Normalizaciora az actA

gén-t (locus ID: AN6542) hasznaltuk.



4. Az Gj tudomanyos eredmények osszefoglalasa

A bZIP transzkripcios faktorok fonalas gombakban a kiilonboz6 fejlédési folyamatok, a
stresszvalaszok és a szekunder metabolit termelés fontos szabalyozoiként szerepelnek (Kocsis
¢s mtsai., 2022; Roze és mtsai., 2011; Yin és mtsai., 2012, 2013; Bakany és mtsai., 2021).

Jelen értekezés célja volt az A. nidulans fonalas gomba bZIP-tipusu transzkripcios
faktorait kodolo atfA és atfB géneknek a funkcionalis analizise, valamint Gjgeneracios RNS
szekvenalassal a delécios mutansok (datfd, AatfB, AatfAAatfB) transzkriptomikai
tanulmanyozasa. Az atfA és atfB gének élettani funkcidinak analiziséhez 1étrehoztuk a delécios
¢s a thltermeld mutansokat az 6sszes kombinacioban: AdatfA, AatfB, AatfAAatfB, AatfAatfBOE,
AatfBatfAOE, atfAOE, atfBOE és atfAOEatfBOE.

1. Az oxidativ, ozmotikus, nehézfém, sejtfal integritas és hdéstressz vizsgalatok
eredményei

1.1. A JatfA4, atfBOE és az atfAOEatfBOE torzsek csokkent novekedést mutattak stresszort
nem tartalmaz6 minimal médiumon 37°C-on.

1.2. A Aatfd, AatfAatfBOE torzsnél valamint a két gén egyidejii delécidja esetén egyarant
diamiddal szembeni érzékenységet tapasztaltunk, mig az atfB deletalasaval és tultermelésével
diamidra tolerans fenotipust mutattunk ki.

1.3. Az AtfA oxidativ stresszel szembeni védelemben betoltott szerepét mar igazoltak a
korabbiakban (Hagiwara €s mtsai., 2008, 2009; Balazs és mtsai., 2010; Emri és mtsai., 2015),
kisérleteinkben a Aatf4 mellett a dupla delécios és a AatfAatfBOE mutansoknal is tBOOH
érzékenységet figyeltink meg, ezzel szemben az atfAOE mutans tolerancidja tBOOH-ra
novekedett.

1.4. MSB-vel szemben csak a AatfA mutans mutatott érzékenységet, amelyet az atfB
tiltermelése kompenzalni tudott a AatfAatfBOE mutansnal. Az atfAOE ¢és atfBOE jobban
novekedett MSB jelenlétében, mint a kontroll.

15. A mutansok ozmotikus stressz érzé¢kenységét NaCl és szorbit jelenlétében vizsgaltuk,
melynek eredménye, hogy az atfB deletalasa NaCl-ra érzékenységet, mig a dupla taltermeld
torzsnél toleranciat okozott. Szorbitra az atfBOE torzs mutatkozott a legérzékenyebbnek, a
AatfB viszont jol toleralta ezen stresszort.

1.6. Nehézfémstressz vizsgalatainkbol kideriilt, hogy a CdCl; stresszben az AtfB-nek van

szerepe, mivel az atfB taltermelés kovetkeztében az AatfAatfBOE mutansnal enyhe, mik6zben



az atfBOE ¢s az atfAOEatfBOE torzseknél jelentOsebb érzékenységet figyeltiink meg. A AatfB
mérsékelt toleranciat mutatott CdClo-ra.

1.7. A Kongovorossel végzett sejtfal-integritas stresszel szemben a AatfA térzs mérsékelt
toleranciat mutatott.

1.8. Az AtfB hoéstresszben vald szerepét is megallapitottuk, mivel a AatfB mutans
¢letképessége csokkent, ezzel szemben a Aatf4atfBOE ¢és a AatfBatfAOE mutansok
¢letképessége fokozodott az 50 °C-on, 10 percig tartd hokezelésre.

2. Az ivaros és ivartalan szaporodast valamint a sterigmatocisztin termelést vizsgalé
kisérletek eredményei

2.1. A bZIP transzkripcios faktorok a fonalas gombak korében részt vesznek az ivaros
szaporodasi folyamatokban is (Bayram és mtsai., 2008; Yin és mtsai., 2013), ezt kisérleti
egylitt gatolta a kleisztotécium képzddést, ezzel ellentétben a kontrollhoz viszonyitva a AatfB
¢s AatfBatfAOE mutansoknal mésfélszer tobb termotest képzddott.

2.2. Az ivartalan szaporodast tanulmanyozo vizsgdlatokkal meghatdroztuk a mutansok
sporaszamat is. A AatfA, AatfAAatfB, atfBOE és Aatf4atfBOE mutansoknal csokkent, az atfAOE
¢s AatfBatfAOE-nal ndvekedett a konidiosporak szama.

2.3. A fény- és scanning elektronmikroszkopos felvételek készitése utan, ToupView
képfeldolgozd szoftverrel megvizsgaltuk a konidiosporak méretét. Az atfBOE mutans
sporainak mérete kb. 3,72+ 0,24uM koriil mozgott (a kontroll térzs sporai 2,98 + 0,33 uM
méretliek voltak), amely szignifikans eltérésnek bizonyult. A tobbi mutans spéraméretében nem
volt kiilonbség a kontroll torzshéz viszonyitva. Az atfBOE sporaméretbeli eltérése miatt RT-
gPCR-el meghataroztuk az abaA gén (locus ID: ANO0422, a konidiogenezis kozponti
utvonalanak szabalyozo6 eleme) expressziojat feliileti pontinokuldlt tenyészetekbdl kiindulva.
Az RT-gPCR adatai szerint az atfBOE mutansnal az abaA gén feliilszabalyozodott, a AatfB
esetében viszont nem volt szignifikans kiilonbség a kontroll térzshoz képest.

2.4,  Meghataroztuk a sterigmatocisztin termelés mértékét is. A mérési eredményeink szerint
a sterigmatocisztin a Adatf4 mutans esetében a kimutatasi hatar alatt volt az 5 napos inkubacio
utan. Ezzel szemben a AdatfA4atfB dupla deletalt mutans ezen mikotoxin-termeld képessége
nem valtozott. A AatfAatfBOE, AatfBatfAOE és a atfAOEatfBOE torzsek szintén kevesebb
sterigmatocisztin termelésére voltak képesek. A dupla taltermeld, atfAOEatfBOE to6rzs

sterigmatocisztin szintje a kontroll térzsh6z képest a felére csokkent.



2.5.  Azivaros szaporodas és a szekunder metabolizmus k6zo6tti kapcsolatot igazolta, hogy a
Aatf4 mutansban az ivaros szaporodasban bekovetkez6 zavarral egyidejiileg a sterigmatocisztin
szintézis leallasa is bekovetkezett.

3. Transzkriptomikai eredményeink az alabbiak voltak

3.1. Az atfA gén expresszidja nem valtozott sem MSB kezelésre sem az atfB delécio
hatésara.

3.2. Az atfB gén represszidjat igazoltuk a micélium mintaknal MSB kezelésre €s a micélium
¢és konidium mintaknal az atfA deléci6 kovetkeztében, vagyis az AtfA az AtfB-fiiggd géneket
az atfB transzkripciojan keresztiil képes szabalyozni.

3.3. A micélium és konidium mintdkban egyarant a AatfA esetében joval nagyobb
mennyiségben talaltunk differencialtan expresszalodo géneket a AatfB-hez képest.

3.4. Az AtfA-figgd gének (329) szama a kezeletlen micélium mintak esetében joval
nagyobb volt, mint az AtfB-fliggé (96) géneké, amelyek tobbsége AtfA-fliggs is volt, tehat az
atfA gén hianya jelentdsebb transzkriptomikai és €lettani hatassal bir (Kocsis és mtsai., 2022).
3.5. Kevesebb gén esetében kovetkezett be transzkripcios valtozas MSB kezelés hatasara az
atfA és/vagy az atfB delécié miatt. A kontroll torzs esetében MSB kezelés hatasara az atfB
represszidja kovetkezett be.

3.6. Az MSB kezelt tenyészetek esetében az AtfA-fiiggd génkészletben az MSB stresszre
érzékeny alulszabalyozott gének feldusulasa volt jellemzd, hasonloan a kezelés nélkiili AtfA és
AtfB-fiiggd génkészletekhez. Az MSB tolerans fenotipust mutatéd tenyészeteknél az AtfA 6
feladata a gének tovabbi alulszabalyozasanak megakadalyozasa volt.

3.7. Az MSB kezelés a konidiumok és a micéliumok transzkriptomjat is jelentdsen
modositotta (konidiumban: 485 db feliilszabalyozott gént és 1070 db alulszabalyozott MSB
stresszérzékeny gént, a micéliumnal 786 db feliilszabalyozott és 912 db alulszabalyozott MSB-
re érzékeny gént talaltunk).

3.8. A géncsoport dusulas vizsgalattal azonositott AtfA-fliggd gének a kovetkezok voltak: a
szénhidrat metabolizmusban részvevd gének, a glikolitikus gének (konidiosporaknal),
foszforelé valaszt szabalyozo gének (kivéve a kezeletlen micélium mintaknal), a vas-kén
klaszter Osszeszereld gének (konidiosporaknal), az antioxiddns enzimeket kodold gének
(konidiospora kezeletlen tenyészeténél), a trikarbonsav ciklus (TCA ciklus) és a 1égzési lanc
génjei (konidiospora MSB-kezelt tenyészeténél), szekunder metabolit klaszter gének
(emericellamid klaszter).

3.9. Az AtfA-fiiggd géncsoportok Kkozott nagyobb kiilonbség volt a vegetativ

micéliumokban a konidiumokhoz képest. Ugy gondoljuk, hogy a konidiumok a konidiogenezis
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soran alkalmazkodnak az MSB-hez. Mivel a konidiogén sejtek képesek megvaltoztatni a
konidiumok mRNS tartalmat, igy azok a legvaldszinlibben a csirazés sordn megjelend
stresszhatdsokkal szemben mar felkésziilten tudnak reagélni.

3.10. 23 db AtfB-fiiggd gént talaltunk minddsszesen: mint pl.: az AN8953-at (agdB) egy
feltételezett a-glikozidazt, az AN3402-t (amyB) egy feltételezett a-amilazt, az AN7619-et
(calA), amely a korai konidium-csirazasban t6lt be szerepet valamint egy alternativ oxidazt
kodolo gént, az AN2099-et (Kocsis és mtsai., 2022).

3.11. Az atfA és atfB mRNS szintje sokkal magasabb volt a konidiosporakban, emellett
nagyobb szamban voltak megtalalhatok az AtfA- és AtfB-fliggd gének is ebben a fejlodési
stadiumban, tehat ezek a gének jelentésebb szabalyozo szereppel birnak a sporakban, mint a
vegetativ szovetben (az AtfA konidiumokban mutatott fontosabb szabalyozd szerepét mas
Aspergillus fajokban is igazoltak mar, az AtfA a konidiumspecifikus gének szabalyozasaban

jelent6s szerepet tolt be).

4. Az AtfA és AtfB altal is valoszintsithetden szabalyozott folyamatok a kovetkezok:
4.1. Héstressz elleni védelem: A AatfAatfBOE, AatfBatfAOE mutdnsok mutattdk a
legnagyobb toleranciat hdstresszel szemben.

4.2.  Kleisztotécium képzés: A AatfA és a AatfAAatfB torzsben az ivaros szaporodas elmaradt
ezzel szemben a AatfBatfAOE t6rzsben hasonlé mennyiségii kleisztotécium képz6dott, mint a
AatfB mutansban, illetve a két utdbbi mutinsban szignifikdnsan nagyobb volt a
kleisztotéciumok szama, mint a kontrollban.

4.3. Konidiospora képzés: Mind az atfA delécidja, mind az atfB taltermelése csokkentette a
novelte a konidiosporak szamat.

4.4. ST termelés: A AatfA ST termelése a kimutatdsi hatdr alatt maradt, mig a dupla
tultermeld, valamint a AatfAatfBOE, AatfBatfAOE mutansok ST termelése is csokkent a

kontrollhoz képest.
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5. Osszefoglalas

A dimer bazikus leucin cipzar (bZIP) fehérjék konzervalt transzkripciés enhancerek, amelyek
minden eukariétaban megtalalhatok. Kritikus, gyakran fajspecifikus szerepet toltenek be a
szervezet fej0désének szdmos vonatkozasdban (Yin és mtsai.,, 2013). Az eukaridtakban
vesznek emellett kiilonbozo stresszvalaszokban, a sejtproliferacio szabalyozasaban, illetve a
homeosztazis fenntartasaban (Jindrich és Degnan, 2016).

Kisérleteink megerdsitették hogy az AtfA az oxidativ stresszel szembeni védekezésben jatszik
szerepet, valamint igazoltuk, hogy az ivaros szaporodasban is kulcsfontossagu, delécidja esetén
Az ivaros szaporodas ¢€s a szekunder anyagcsere kozott fennalld szoros kapcsolatot bizonyitotta
az a tény, hogy az atfA deletalt torzs ivaros szaporodasi zavaraval egyid6ben a sterigmatocisztin
mikotoxin szintézis leallasa kovetkezett be.

Az AtfB funkcidjaval kapcsolatban vilagossa valt, hogy elsésorban a hé és a nehéz fém stressz
elleni védelemben jatszik szerepet, valamint a konidiosporak fejlodését is szabalyozza,
befolyasolva a konidiumok mennyiségét.

Eredményeinkbdl kideriilt tovabba az, hogy bizonyos élettani funkciokat mindkét bZIP
transzkripcids faktor szabdlyoz, erre lattunk példat a hdstresszt, az ivaros szaporodast,
konidiosporaképzést és a sterigmatocisztin termelést vizsgalo kisérleteinknél.

A kontroll és a delécios torzsek transzkriptomjanak dsszehasonlitdé analizise ramutatott az A.
nidulans stresszvalaszaiban elsddleges bZIP TF funkciot betolté AtfA-val kapcsolatban arra,
hogy ezen gén hidnyaban a micélium és konidium mintdknal egyarant joval nagyobb szamban
talaltunk alul-és feliilszabalyozott géneket illetve, hogy az AtfB-fiiggé gének AtfA-tdl valo
fliggéssel szintén jellemezhetdk voltak.

A két fejlddési allapot esetében azt a kovetkeztetést tudtuk levonni, hogy a konidium mintaknal
az atfA és atfB mRNS szintje joval magasabb volt, illetve tobb AtfA és AtfB-fiiggd gént tudtunk
azonositani. Az MSB-vel torténd kezelés hatasara a csak AtfB-fiiggd gének szdma csokkent
jelentds mértékben, ami pedig a kontroll torzs MSB-kezelt micélium mintdjanak és a AdatfA4
mutans konidium mintdjanak MRNS szintjének csokkenését idézte elo.

Megallapitottuk, hogy az MSB kezelt és a kezeletlen mintdk AtfA-fliggd génjei kozotti atfedés
a micélium mintaknal alacsony volt.

A génexpresszios vizsgalattal tehat feltartuk, hogy az atfA és atfB gének sejttipus-fiiggést

mutatd szabalyozd szereppel jellemezhetok a vizsgalt A. nidulans fonalas gomba esetén,
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emellett, hogy az AtfA sokkal fontosabb szerepet tolt be a szabalyozasi haldzat elemeként, mint
az AtfB.

Osszességében elmondhato, hogy eredményeink szerint az AtfA és AtfB kdzott valdsziniileg
egy olyan interakcid valosul meg, amely a stressztoleranciaban, ivaros ¢és ivartalan
szaporodasban, valamint a szekunder metabolit termelésben résztvevd gének expressziojat
képes szabalyozni.

Ezért tovabbi kutatdsi terveink kozott szerepel ezen feltételezett interakcié bizonyitasa. gy
tervezzilk a promotereken 1évéd AtfA ¢és AtfB kotohelyek genomszintli meghatarozéasat
kromatin-immunprecipitacios szekvenalassal (ChIP-Seq), valamint az AtfA-AtfB heterodimer

képzés igazolasat bimolekularis fluoreszcencia komplementacios (BiFC) technikaval.
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